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OZET

PREDIYABETIK HAYVAN MODELINDE METFORMIN TEDAVISINIiN
BDNF GEN IFADESI VE BILISSEL FONKSIYONLAR UZERINDEKI ETKIiSI

Ibrahim Halil CiTCI
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1
Tez danismant: Prof. Dr. Sibel OGUZKAN BALCI
Haziran 2018, 84 sayfa

Prediyabet, Diinya’da siklig1 artmakta olan bir hastaliktir. Makro ve mikrovaskiiler
komplikasyonlar, glukoz toksisitesi, hiperinsiilinemi prediyabette kognitif bozukluklara
neden olabilmekte, ayrica prediyabete siklikla eslik eden obezite gibi hastaliklar da bu
duruma katkida bulunmaktadir. Son zamanlarda yapilan arastirmalar merkezi sinir
sisteminin viicut Kkitlesinin diizenlenmesindeki roliine dikkat cekmektedir. Bu
calismada, prediyabetik hayvan modelinde; hipokampus bolgesinde beyin tiirevi
norotrofik faktér (BDNF) gen ifadesi ile 6grenme arasindaki olasi iliskinin metformin
tedavisi ile karsilastirmali olarak analizi yapildi. Calismada 32 Wistar albino rat
kullanildi. Deneysel prediyabet olusturmak i¢in denekler yiiksek yagli diyet (HFD) ile
beslendi. Prediyabetik model olusturulduktan sonra bir gruba metformin tedavisi
uygulandi. Kontrol, prediyabet ve metformin uygulanmis olan deney gruplarina Morris
su tanki ile 6grenme testi uygulandi. Deneylerin sonunda hayvanlar sakrifiye edildi ve
hipokampus bolgeleri izole edildi. Real-Time PCR kullanilarak hipokampal 6rneklerde
BDNF gen ifadesi analizi yapildi. Deney sonuglar1 istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, HFD diyet ile indiiklenmis ratlarda kontrol gruplarindaki ratlara
kiyasla 6grenme performanslarinin daha diisiik oldugu ve BDNF gen ifadesinin azaldig:
tespit edilmistir (p=0.044). Metformin uygulanan grup ile Kkontrol grubu
karsilastirildiginda 6grenme performanslart ve BDNF gen ifadelerinde artig gériilmiistiir
(p=0.042). Metformin uygulanan prediyabetik grup ile ilag uygulanmayan prediyabetik
grup karsilastirildiginda ise 6grenme performanslart ve BDNF gen ifadelerinde artig
saptanmistir  (p=0.044). Bu arastirma sonucunda, BDNF geninin prediyabetik
hayvanlarda 6grenme performanst ve enerji dengesini diizenledigine isaret eden
bulgular saptandi. Bu ¢alisma BDNF geninin biligsel fonsiyonlar ve enerji
metabolizmasint diizenlemedeki roliinii inceleyen ilk calismadir, BDNF ve iliskili
molekiillerle yapilacak olan diger arastirmalar icin yol gosterici sonuglarin elde edildigi
distiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Prediyabet, Obezite, BDNF, Bilissel Fonsiyonlar, Metformin



ABSTRACT

THE EFFECT OF METFORMIN TREATMENT ON BDNF GENE
EXPRESSION AND COGNITIVE FUNCTIONS IN PREDIABETIC ANIMAL
MODEL

Ibrahim Halil CITCI
Master of Science Thesis, Department of Medical Biology
Supervisor: Prof. Dr. Sibel OGUZKAN BALCI
June 2018, 84 pages

The prevalence of prediabetes is increasing rapidly in recent years. Prediabetes related
factors such as macrovascular and microvascular complications, glucose toxicity,
hyperinsulinemia have been suggested to be involved cognitive impairment in
prediabetes, additionally risk factors that are linked to prediabetes; obesity can also
cause cognitive impairments. In a recent human genome-wide association study, the
role of the central nervous system in body mass regulation was strongly emphasized. In
the present study, after prediabetes is induced by feeding wistar rats with high fat diets,
the possible relationship between BDNF gene expression levels and learning-memory in
the hippocampus which is the learning-related area in the brain will be investigated in
the prediabetic animals. We assessed the importance of intact endogenous hypothalamic
or hindbrain BDNF/TrkB signaling in the central regulation of energy balance with 32
Wistar rats respectively, comparing metabolic parameters and cognitive functions under
high-fat diet or chow fed conditions. Our data show that when fed a high-fat diet, rats
have significantly increased body weight and adiposity that is likely driven by reduced
locomotor activity and core body temperature. In addition, under high fat diet
conditions, rats show increased blood glucose levels and decreased cognitive functions
(p=0.044). When Metformin administration rats show decreased blood glucose levels
and increased cognitive functions (p=0.042). Taken together, our findings demonstrate
that BDNF/TrkB is a novel metabolic and cognitive functions regulator and that
enhanced signaling may contribute to the beneficial metabolic effects and cognitive
functions.

Keywords: Prediabetes, Obesity, BDNF, Cognitive Functions, Metformin
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1.GIRIS ve AMAC

Daha once ‘sinirda diyabet’ ya da ‘latent diyabet’ diye anilan bozulmus glukoz toleransi
(IGT) ve bozulmus aclik glukozu (IFG), giiniimiizdeki siniflamada ‘prediyabet’ olarak
kabul edilmektedir. Prediyabet toplumda giderek sik goriilmekte, mikrovaskiiler ve
makrovaskiiler komplikasyonlarla mortalite ve morbiditede artisa neden olmaktadir.
Prediyabet; insiilin direnci, hiperinsiilinemi, obezite (6zellikle abdominal veya viseral
obezite), dislipidemi ve hipertansiyonu i¢eren metabolik sendromlar ile iliskilidir (1).
Amerika’da 2005-2006 yillar1 arasinda yapilan bir arastirmada 20 yas ve iizeri
bireylerin %25.7’sinde IFG, %13.8’inde IGT saptanmistir. Amerika Birlesik
Devletleri’'nde (ABD) yetiskin popiilasyonun toplamda yaklasik %30’unda prediyabet,
yaklasik %40’inda hiperglisemi durumlarindan biri bulunmaktadir. Tiirkiye’de ise 20
yas ve lizeri toplumun %28.7’sinin prediyabetik oldugu saptanmistir. Prediyabetik
kisilerde tip 2 diyabet gelisim riski yiiksektir, siklikla metabolik sendrom ile birlikte
goriilmektedir (2).

Obezitenin prediyabet ve metabolik sendroma neden olan molekiiler mekanizmalar1 tam
olarak aydinlatilamamis olmasina karsin, obezite ve prediyabetin ortak metabolik
zeminden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Prediyabet vakalarinin %70-90’ninda obezite
mevcuttur, aralarindaki bu siki korelasyondan dolay: prediyabet ve obezite birlikte
degerlendirilmelidir (3).

Obezite, Diinya Saglhk Orgiiti (DSO) tarafindan saglhigi bozacak olgiide viicutta
anormal veya asir1 yag birikmesi olarak tanimlanmaktadir. Obezite, diinyada ve
tilkemizde hizla artan 6nemli bir saglik sorunudur ve diinya genelinde hastaliklar
icerisindeki en biiylik besinci risk faktorii olmasi gergegi obezite hakkinda endiseye
sebep olmaktadir (4). Prediyabetin yani sira obezite; tip 2 diyabet, koroner arter
hastalig1, gastrointestinal problemler, solunum komplikasyonlari, osteoartrit ve kanser
ile baglantilidir. Obezite nedenlerinin ve tedavi se¢eneklerinin iyi bilinmesi, prediyabet
komplikasyonunun tedavisi agisindan énemlidir (5).

Prediyabet, genetik ve cevresel etkilesimleri olan; ciddi ve kronik bir hastaliktir, ¢cok
sayida faktore baghdir ve tibbi tedavi gerektirir. Prediyabetin en Onemli risk
faktorlerini; fiziksel aktivitede azalma, beslenme aliskanliklari, yas, cinsiyet, egitim

diizeyi, evlilik, dogum sayis1 ve genetik olugturmaktadir (6).



Insanlarda ve hayvanlarda yapilan calismalar prediyabet ile kognitif bozulmanimn
arasinda siki bir iliski oldugunu ortaya koymustur. IFG ve IGT ile belirlenen
prediyabetin ve prediyabetin neden oldugu komorbiditelerin kognitif bozukluga yol
actigi, bellegi zayiflattigl, beyin fonksiyonlarii olumsuz etkiledigi, 6zellikle 6grenme
ve bellek fonksiyonlarini iceren hipokampusun bundan etkilendigi gortilmistiir (7).
Calismamizda analiz edilen “Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF)”, norotrofin
biiytime faktor ailesinin iiyesidir, 27 kDa olan bu protein, hipokampus ve hipotalamus
basta olmak {izere beyin hiicrelerinde sentezlenmektedir. Hipokampus beyinde 6grenme
ve biligsel fonksiyonlarin gerceklestigi merkezdir. BDNF molekiili 6grenme, enerji
dengesi ve besin alimi gibi olaylarda rol alan bir molekiildiir ve beynin 6grenme
merkezi olan hipokampusta yiiksek oranda sentezlenmektedir (8).

BDNF no6ronal sagkalimi, noronal gelisimi ve farklilasmayi, sinaptik yenilenmeyi
saglamaktadir (9,10). BDNF bir norotrofin olmasinin yaninda metabotrofin olarak da
gorev almaktadir, leptin salinimint diizenleyerek besin aliniminmi diisiiriir ve enerji
harcanmasini ylikseltir. Boylece prediyabet, obezite, hiperglisemi ve hiperinsiilinemi ile
iligkilidir (11).

Arastirmamizda kullanilan metformin, tip 2 diyabette, prediyabet ve obezite tedavisinde
kullanilmakta olan bir ilagtir (12).

Literatlirde prediyabet, obezite ve diyabet ile biligsel fonksiyonlarin iliskili olduguna
dair ¢alismalar bulunmaktadir.

Bu tez caligmasinda prediyabet ve biligsel fonksiyonlar arasindaki iliskinin molekiiler
mekanizmalarini aydinlatmasi amaglanarak BDNF geni analiz edildi, ayn1 zamanda
klinik kullanimda olan metformin tedavisinin de etkisinin ortaya konmasi hedeflendi.
Bu dogrultuda prediyabetik hayvan modeli olusturularak, prediyabetli hayvanlarin bir
grubuna metformin tedavisi uygulandi. Kontrol, prediyabet ve metformin uygulanmis
kontrol ve prediyabet gruplarinda bilissel fonsiyonlar ve BDNF gen ifadeleri saptandi.
Sonu¢ olarak, prediyabette biligsel fonksiyonlarin BDNF geni ile iliskili oldugu
belirlendi. Metforminin 6grenmeye etkili oldugu saptandi. Ozetle BDNF, prediyabet ve
O0grenme fonksiyonlari arasinda bir iligski oldugu sonucuna varildi.

Calisma sonuclarimiz metabolik hastaliklarda biligsel fonsiyonlarin molekiiler olarak

nasil etkilendigini hedefleyecek calismalar i¢in yol gosterici olacaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1.Prediyabet
2.1.1. Prediyabet Nedir?

Prediyabet terimi 1940’11 yillarin baslarinda ilk olarak Arjantin ve Ispanya’da, dogum
sonrasinda ortaya ¢ikan anomallikler ile ilerleyen yillarda diyabetik bireyleri
tanimlamak amaciyla kullanilmistir. Zaman ile degisen bu tanimlama, 1960’11 yillarin
baslarinda aglik kan sekeri normal olan ve glikoziiri tanis1 olmayan ancak Oral Glukoz
Tolerans Testi (OGTT)’nde de normal sonuglar vermeyen kisileri tanimlamak igin
kullanildi (13). DSO 1965 yilinda diyabetle ilgili ilk uzman raporunu yayinladi ve sonra
1979 yilinda NDDG (Ulusal Diyabet Data Grubu) bozulmus glukoz toleransi1 (IGT)
diye adlandirilan ara bir satha tanimlamislardir. Bu safha “latent (gizli) diyabet” veya “
semptomatik olmayan diyabet” olarak adlandirilmistir (14). Bu durumun tespiti icin
IGT’nin belirlenmesi amaciyla OGTT ya da tokluk durumunun ikinci saatinde kan
ornegi alinarak saptanmasi gerektigi belirtilmistir. DSO 1997 yilinda, diyabetik diizeyde
olmayan bozulmus ac¢lik glukozunu (IFG) tarif etmis olup ve IFG ve IGT kriterlerini de
tekrar diizenlemistir (15). 2011 yilinda, IFG ve IGT’nin tip 2 diyabetin gelisimi i¢in
yiiksek onem tasidig1 ve ayn1 zamanda kardiyovaskiiler hastaliklar1 i¢in de risk faktorii
olduklar1 Amerikan Diyabet Dernegi (ADA)’nin kilavuzuna girmistir (16). Biitiin
tanimlamalarin ardindan 6nceden “sinirda diyabet” olarak bilinen IGT-IFG, giintimiizde

prediyabet olarak adlandirilmaktadir (17).

2.1.2. Prediyabet Tam Kriterleri

Tipik olarak normalden daha yiiksek kan sekeri konsantrasyonuna sahip ancak diyabet
esik degerinden daha diisiik olan, diyabet gelisimi i¢in yiiksek riskli gruplar prediyabet
olarak tanimlanmaktadir (18). Prediyabet tanisi konulmasi i¢in oncelikle IGT ve IFG
degerlerinin incelenmesi gerekmektedir. Bu risk degerlendirmesinde genellikle bu iki
onemli faktor birlikte incelenmektedir ancak bu iki faktoriin olusum mekanizmalari
birbirinden tamamen farklidir (14). Yapilan ¢ogu calismada IFG’nin genellikle beta
hiicresi  disfonksiyonu araciligr ile gergeklesmesi, IGT’nin ise insiilin direnci

mekanizmasi arasinda yakin iliski oldugu belirlenmistir (13,19).



IFG’de daha ¢ok karacigerde, gecikmis birinci satha insiilin salinimi var iken, orta
seviyede insiilin direnci ile kas dokularinda normal diizeye yakin insiilin duyarlilig
vardir. IGT de ise B-hiicrelerinin %80’le yakin fonksiyon kaybi, kas dokularinda orta
veya ileri seviyede insiilin direnci gozlenmekte iken, gecikmis birinci ya da ikinci saftha
insiilin salinimi belirlenmistir (20,21). Prediyabet icin tami kriterleri zaman iginde
degismistir ve kurumlar arasinda bu degerler degisiklik gostermektedir (18) (Tablo 2.1).
Diinya Saglik Orgiitii’ne (DSO) gore, bozulmus aclik glukozu (IFG); bozulmus glukoz
tolerans1 olmadig1r durumlarda (IGT), aglik plazma glukoz (FPG) konsantrasyonu >6.1
ve <7.0 mmol/L olarak da tammlamr. ikinci bir tanimlama da bozulmus glukoz
tolerans1 (IGT) olup, 75 gr. oral glukoz tolerans testi (OGTT) sirasinda Olgiilen aglik
plazma glukoz (FPG) konsantrasyonu <7.0 mmol/L ve 2 saatlik yiikleme sonras1 glukoz
konsantrasyonu >7.8 and <11.1 mmol/L. olarak tanimlanir (22). Amerikan Diyabet
Dernegi (ADA), IGT igin ayn1 esik degerini uygulamaktadir ama IFG i¢in daha diistik
bir siir degeri (ayrim degeri) kullanmaktadir (FPG 5:6-6-9 mmol/L). Bunun yani sira
yiiksek diyabet riski i¢in yeni bir kategori olarak hemoglobin Ai. (HbAic) degerini
%5.7- 6.4 arasinda tanimlanmaktadir (23).

Tablo 2.1. Prediyabet icin giincel tan1 kriterleri (23).

Bozulmus Aclhik Glukozu 100-125 mg/dL (5.6-6.9 mmol/L)

Bozulmus Glukoz Tolerans1 | OGTT (75 gr.) sonrasinda 2. Saatte Plazma Glukozu
140-199 mg/dL (7.8-11.0 mmol/L)

HbAlc %5.7-6.4

HbA |, diyabetli ve prediyabetli hastalarda uzun vadede glukoz seviyesinin kontrolii
icin onemlidir. Bu HbA . degeri, son 3 aydaki plazma total glukoz seviyesi hakkinda
bilgi vermektedir. Onceki yillarda standardizasyonunda yasanan sorunlar nedeniyle ve
tan1 koyma deger araliginin belirsizligi sebebiyle, bu deger tek basina prediyabet tanisi
konulmas:1 i¢in yeterli degildi. Son yillarda yapilan c¢alismalarla bu sorunlar asilmis ve
2008 yilinda Uluslararas1 Diyabet Uzmanlar Komitesi’nin karar1 ile HbAi. degerinin
diyabet icin %6.5 olarak belirlemistir. Prediyabetik bireyler icin ise %5.7-%6.4 arasinda
kabul edilmistir (24). Prediyabet terimi, prediyabetli birgok kiside diyabet gelismemesi

nedeniyle elestirilmistir (18).




Ratlarda kan glukoz seviyeleri insanlarinkinden farklidir (25) (Tablo 2.2). Heniiz bu
seviye konusunda ortak bir kaniya varilmamistir, bunun sebebi ratlarda bu seviyeyi
etkileyen gesitli faktorler olmasidir, bunlar:

e Cinsi, cinsiyeti, yasi

e Upygulanan islemler ( Streptozotosin (STZ), HFD) (25,26)

Tablo 2.2. Geng Erkek Wistar Ratlarda Kan Glukoz Seviyeleri (26).

Bozulmus Ac¢hik Glukozu (Normal) 70-110 mg/dL (3.9-6.1 mmol/L)

Bozulmus Achik Glukozu (Diyabetliler ) 160-220 mg/dL (8.9-12.2 mmol/L)

Bozulmus Aclik Glukozu (Prediyabet) 110-160 mg/dL (6.1-8.9 mmol/L)

2.1.3. Prediyabetin Epidemiyolojisi
2.1.3.1. Prediyabetin Diinya’daki Durumu

IGT ve IFG goriilme siklig1 farkli toplumlarda ve gesitli yas gruplarinda arastirilmistir.
Her ikisinin de goriilme sikligi yaygindir fakat IGT, IFG’ye gore %6,7 daha sik
goriilmektedir (14,17,27).

Ulusal Saglik ve Beslenme Inceleme Anketi (NHANES) nin 2005-2006 verilerine gore
Amerika niifusunun %34,62’si prediyabet olup bunlarin, %19,4’linde IFG, %5,4’iinde
IGT karsimiza ¢ikmaktadir. Bunlarin %9,8’inde ise iki durumun kombinasyonu olarak
karsimiza cikar (28). 2011 yilinda Hastaliklarin Kontrolii ve Onlenmesi merkezi (CDC)
kontrolii altinda Diyabet Isbirligi Toplulugu’nun yaptigi calismaya gore, prediyabet
goriilme sikliginin %14,2 oldugu, ayn1 zamanda yaklasik 79 milyon kisinin prediyabet
oldugu bildirilmistir (29,30) (Sekil 2.1). Ayni toplulugun 2014 yilinda yayinladig:

rapora gore Amerika niifusunun %37’si prediyabetiktir (30).
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Sekil 2.1. Amerika’da prediyabet goriilme sikligindaki artig 2007-2010 (30).

2015 yilinda Diinya Diyabet Federasyonu (IDF), yaymladigi diyabet atlasinda diinya
capinda IGT goriilme siklig1 %6,7 olarak belirtilmekte ve tahmini 318 milyon kisinin
prediyabet oldugunu varsaymaktadir. Bu saymnin 2040 yilinda yaklasik 481 milyon
kisiye ulasacag diisiiniilmektedir. Prediyabetin goriilme sikligi yas ile birlikte artig
gosterir (31) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. 20-79 yas arasindaki kisilerde yas ve cinsiyete gore IGT goriilme sikligt (31).



2.1.3.2. Prediyabetin Tiirkiye’deki Durumu

2007-2008 yillarinda iilkemizde gerceklestirilen TEKHARF calismasina gore 35 yas
tizeri bireylerde Tip 2 diyabet goriilme oram1 %11,3 olup, prediyabet goriilme orani ise
%13,9’dur. Yine ayn1 ¢alismada Tip 2 diyabetin artis hizinin %6,7 oldugu belirtilmistir
(29). Ulkemizde bu alandaki en kapsamli ¢calisma TURDEP tarafindan yapilmstir. lk
olarak yapilan TURDEP-I ¢alismasinda (1997-1998) iilke ¢apinda yaklasik 25bin kisi
taranmis ve tip 2 diyabet goriilme sikligt %7,2 olup, IGT %6,7 (ayn1 zamanda
prediyabet oranini temsil ediyor) olarak bulunmustur (32). Aradan 12 yil gegtikten
sonra yapilan TURDEP-II ¢alismasinda ise tip 2 diyabet goriilme orami %16,5°¢
yiikselmis olup, prediyabet goriilme orani ise %30,4’e kadar ¢ikmistir ki; bu da,
yaklasik 14 milyon bireyin prediyabetik oldugunu gostermektedir. Yine bu c¢alismaya
gore IFG %14,5 olup, IGT %7,9 seviyelerindedir (Sekil 2.3). Bu 12 yillik siire¢ zarfinda
tip 2 diyabet %90 oraninda, IGT ise %100 oraninda artis gostermistir (Sekil 2.4). Biitiin

bu veriler, cinsiyet, yas ve yerlesim alan1 durumlarina gore farklilik gosterir (33,34).

Aclik PG ve OGTT'ye gore AlC’ye gbre
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Sekil 2.3. Tiirkiye’de prediyabetin goriilme sikliginin cinsiyete gore ve prediyabeti etkileyen faktorlere
gore dagilimi [BAG (IFG): Bozulmus Ac¢lik Glukozu, BGT (IGT): Bozulmus Glukoz Toleransi] (34).



Diyabet izole BAG izole BGT  BAG+BGT'
m Kaba hiz

' Standardize hiz
Sekil 2.4, Tiirkiye’de Diyabet ve Prediyabet degisimi [BAG (IFG): Bozulmus Aglik Glukozu, BGT
(IGT): Bozulmus Glukoz Toleransi] (34).

Diinyada ve iilkemizde prediyabet sikliginin artmas1 hizli kentlesme neticesinde; artmis
yag tliketimi ve yiiksek glisemik yiikii olan gidalarla olan beslenme aliskanligina
yonelme, hareket azalmasi ve bu durumlara bagli olarak gelisen artmis obezite ile
iligkilendirilmistir. Yine stres kaynaklarinin artmasi ve etnik grupsal etkilerinde de rol
oynamast muhtemeldir (35). IFG ve IGT nin temel farkliliklari: IGT daha c¢ok periferal
(iskelet kasi1) insiilin direnci ile iligkili iken IFG artmis glukoneojenez ile iliskilidir.
Kombine durumda hepatik ve ekstrahepatik insiilin direnci ve artmis glukoneojenez
vardir. [IFG’nda izole ilk faz insiilin sekresyonu defekti mevcutken, IGT hem ilk hem de
ikinci faz salmim defekti ile iligkilidir (36). IGT gelecekteki diyabet gelisimi ile daha
yakindan iligkilidir. IFG ve IGT birlikteligi riski iki katina ¢ikarir. IGT kardiyovaskiiler
risk artist ile daha fazla iligkilidir. IGT, retinopati ve noropati gibi mikrovaskiiler
komplikasyonlarla da daha yakindan iligkilidir (37). Diyabet ve prediyabet
komplikasyonlarinin klavuzu Sekil 2.5’te gosterilmistir (17).
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Sekil 2.5. Diyabet ve prediyabet komplikasyonlarinin tani, tedavi ve izlem klavuzu APG (FBG): Aglik
Plazma Glukozu(17).

IFG ve IGT’nin normal seviye ile diyabet smir1 arasinda oldugu degerlerde, bel
cevresinde yaglanma, hipertansiyon, trigliserid seviyesinin yiikselmesi ve Yiiksek
Yogunluklu Lipoprotein (HDL) kolestroliin diistikliigi gbzlemlenmistir. Bu da obezite
ile prediyabet arasindaki baglarin giiglii oldugunu gostermektedir (26).

2.2.0bezite

Obezite, genetik ya da ¢evresel faktorlerin etkileri ile ortaya g¢ikabilen, viicutta yag
doksunun asir1 birikmesiyle karakterize, bunun yani sira psikolojik, sosyal ya da
medikal komplikasyonlar gibi bir¢ok hastalikla beraber goriilebilen metabolik bir
bozukluk olarak tanimlanmaktadir (38). Viicutta besinlerle alinan enerji miktarinin,
metabolizmayla ve fiziksel aktivite yoluyla harcanan enerji miktarindan fazla oldugu
durumlarda ortaya ¢ikmaktadir (39,40). Viicuttaki yag miktarmi direkt olarak dlgmek
olduk¢a zordur, bunun yerine dolayli 6lcme yontemleri kullanilmaktadir (Tablo 2.3).
Erigkin bireylerde obezite tanisi, genellikle mortalite ve morbidite ile iliskilendirilir ve

tan1 koymak icin en pratik yontem Viicut Kitle indeksi (VKI) olarak bilinmektedir (41).
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Tablo 2.3. Obezitenin tanisinda kullanilan dl¢im yontemleri (Uyarlanarak alinmustir) (40).

Obezite Olciim Yontemleri
. Viicut Kitle indeksi
. Viicut Yag Oran
. Bel-Kal¢a Orani
. Deri Kalinliklar1 Olgiimii
. Toplam Viicut Suyu
. Dual Enerji X-ray Absorbsiyometri
. Biyoelektrik impedans Analizi
. Potasyum Izotopu

o 0 N A T R W N

. Notron Aktivasyon Analizi
10. Bilgisayarli Tomografi
11. Manyetik Rezonans Goriintiileme

12. Ultrasonografi

Insiilin direnci, prediyabet ve diyabet obezite ile birlikte goriilebilmekte ve bu
durumlarda viicutta yag oraninin yiiksek olmasindan ziyade, karin ve bel ¢evresinde
yaglanma goriilmektedir. Obezitenin ileri agamalarinda pankreas, kas, karaciger gibi
diger organlarda da yaglanma goriilebilmektedir. VKI’nin yani sira baska o6l¢iim
yontemleri de kullanilarak tani kesinlestirilebilir. Obezite Tablo 2.4’de gosterildigi gibi
siniflandirilmaktadir  (42,43). VKI'nin hesaplanmasi Beden kitle indeksi, viicut
agirhgmnin (kg olarak), boy uzunlugunun (metre cinsinden) karesine boliinmesiyle

hesaplanir (44) (Sekil 2.6).

45
40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150

Sekil 2.6. VK1 tablosu (44).
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Tablo 2.4. Obezitenin siniflandiriimasi ( DSO 2006°dan uyarlanmustir) (42).

Grup Viicut Kitle indeksi (VKI)
Normal kilo alt1 (Zayif) <18,5

Normal kilo (Saghkl) 18,5 -24,99

Kilolu (Pre-obez) 25,0 -29,99

Obez >30,0

Smif 1 30,00 — 34,99

Sinif 2 35,5-39,99

Sinif 3 (Morbid obez) >40

Deney hayvanlari ile yapilan ¢alismalarda obezite tanis1 Lee Indeksi ile konulmaktadir

ve formiilli asagidaki gibidir.

1
(VOCUT AGIRLIGI)3 /BOY

1000

Yukaridaki formiilde c¢ikan sonu¢ 3’den biiyiik olursa obez kabul edilir. Yapilan
calismalarda VKI, Lee indeksi gibi parametrelerin deney hayvanlarinda viicut
kompozisyonunu belirlemek icin kullanilacag: gdsterilmistir. Lee Indeksi, viicuttaki yag

kiitlesi ile dogrudan iliskilendirilmistir (45).

2.2.1.0bezitenin Prevalansi

OECD (Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii) verilerine gore 2008 yilinda obezite
orani %15,2 olarak tespit edilmisken, 2014 yilinda bu oran %31,1 artis gostererek
%19,9’a kadar ylikselmistir. Bu artig orani, kadinlarda %32,3 olarak tespit edilmisken,
erkeklerde kadinlara gore daha diisiik olup %24 olarak ol¢iilmiistiir (46). Ulkeler
capinda degerler incelendiginde en yiiksek obezite oranina %28,7 ile ABD’nin sahip
oldugu goriilmektedir, ABD’yi %22.2 ile izlanda izlemektedir ve Tiirkiye ise %19,9’luk
oranla ii¢lincii sirada yer almaktadir (47).

2016 yilinda yapilan Tiirkiye Saglik Arastirmasi (TSA) verilerine gore 2014 yilinda
%19,9 olan obez birey oram1 ¢ok az gerileme gostererek %19,6’ya gerilemistir.
Cinsiyete gore incelendiginde, kadinlarda obezite orant %23,9 iken, obez Oncesi
durumun goriildiigii oran ise %30,1°dir. Erkeklerde obezite oran1 15,2 iken, %38,6’sinin

da obez Oncesi durumda oldugu goriilmiistiir (48) (Tablo 2.5).
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Tablo 2.5. Tirkiye’de yillara ve cinsiyete gore obezite verileri (48).

[15+yas]
Yil ve cinsiyet Toplam Diisiik kilolu Normal kilolu Obez dncesi’

2014

Toplam 100 4,2 42,7 33,7 19,9
Erkek 100 2,8 43,7 38,2 15,3
Kadin 100 5,5 40,7 29,3 24,5
2015

Toplam 100 4 42,1 34,3 19,6
Erkek 100 2,5 43,8 38,6 15,2
Kadin 100 5,6 40,4 30,1 23,9

Tablodaki rakamlar yuvarlamadan dolay toplami1 vermeyebilir.
(1) “Fazla kilolu ifadesi “obez 6ncesi” olarak degistirilmistir.

2.2.2.0bezite Genetigi

Obezitede kalitimin rolii ilk olarak tek yumurta ikizlerinde yapilan ¢aligmalardan elde
edilmistir. Giiniimiizde obezite genetik iliskilerine gore ii¢ sinifa ayrilir. Bunlar; tek gen
mutasyonlart ile olusan obezite, poligenik obezite ve sendromik olan obezitelerdir
(49,50). Baz1 mutasyonlar sonucu olusan sendromlarda direkt olarak obezite fenotipi
gozlemlenmektedir ve bunlar sendromik obezite olarak bilinmektedirler (51). Tek bir
gende ya da kromozomal bolgedeki mutasyonlardan kaynaklanabilen nadir goriilen
bozukluklar monogenik hastaliklar olarak bilinmektedir. Bu tip mutasyonlar enerjinin
dengesinde, adipogenezde ve bunlarin sebep oldugu viicut agirliginin diizenlenmesinde
monogenik mutasyonlar faaliyet gostermektedir. Leptin ile leptin reseptorii, Pro-
opiomelanokortin (POMC), Melanokortin 4 Reseptorii (MC4R), Prohormon Konvertaz
1 (PC1) gibi genlerde meydana gelen mutasyonlar monogenik obezite ile
iliskilendirilmistir  (52,53). Leptin Agouti-iligskili Protein (AgRP)/melanokortin
yolaginin enerji dengesinin diizenlenmesinde primer rol oynadigi ortaya koyulmustur.
POMC proteini leptin sinyalinin periferden merkezi homeostatik cevap halinde
iletimine katilir. POMC iiriinii ve 6zellikle de a- Melanosit-uyarict Hormon (a-MSH)
hipotalamus'taki MC4R reseptorlerinde AgRP proteini tarafindan antagonize edilir (54).
Melanokortinlerin enerji dengesini saglamadaki rolii ve hipotalamus melanokortin
sistemi elemanlari, yani 6zellikle POMC peptidlerinden a-MSH, MC3R, MC4R ve
AgRP 6n plana ¢ikmaktadir. Hipotalamustaki POMC ve AgRP néronlar beslenme ve

metabolizmasini modiile eden diger merkezlerle iligki halindedir (55).
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Hipotalamik Melanokortin sistemindeki POMC néronlarinin aktiviteleri leptin, insulin,
glukoz, grelin, peptid YY, noropeptid Y (NPY), B-endorfin, serotonin, Gamma-
aminobutirik asit (GABA), Kokain ve Amfetamin diizenleyici transkript (CART) ve
oreksinler gibi bir¢cok eleman tarafindan direkt veya dolayli olarak etkilenmektedir.
Bunlardan AgRP, NPY, POMC ve CART memelilerde besin alim1 ve enerji dengesinde
hem gelisimsel olarak hem de erigkin donemde 6nemli roller oynadig1 bilinmektedir
(56). Melanokortin sisteminin beslenme davranigsindaki merkezi rolii onu obezite
tedavisinde hedef haline getirmistir, 6zellikle bu durum MCA4R i¢in gegerlidir (57).
Adipoz kokenli olan leptinin dolasimdaki miktar1 yag kitlesi ile orantili olup, besin
alimini azaltict ve enerji harcamasini arttirict yonde etki gosterdigi ve bu suretle viicut
agirligr dengesini diizenledigi ortaya konulmustur. Leptin etkisini NPY, MCH ve AgRP
gibi istah arttiric1 noropeptidleri “downregiile” ederek ve a-MSH, CART, CTRH gibi
bazilarim1 da upregiile ederek istah1 azaltici bir etki ortaya koymaktadir (58). Leptin
reseptoru ise, Leptin'in agirlik-diizenleyici etkisinin hipotalamusta ve ozellikle onun
uzun izoformuna baglanmasi1 ve aktiflesmesi sonucu ortaya c¢ikmasinda etkili oldugu
gosterilmistir (59). LEPR genindeki varyasyonlarin da enerji harcamasi, fiziksel aktivite
diizeyi, abdominal obezite boyutunu etkiledigi ve bazi obezite fenotipleri ile
iligkilendirildigi rapor edilmistir (60). Hipotalamusun arkuat nukleusunda ifade edilen
POMC geni, leptin sinyaline cevaben hipotalamusta enerji dengesini kontrolde rol
oynayan melanokortin sisteminin onemli bir elemanidir. Leptin metabolik etkisini
kismen POMC geninin iiriinii ve ozellikle de o-MSH araciligi ile Melanokortin 4
Reseptoriinii aktiflestirerek ortaya koyar (61). Bu etki onun endojen antagonisti olan
AgRP tarafindan antagonize edilir. Bu gendeki ve PC1 genindeki polimorfizmler ile
viicut yag dagilimi ve obezite arasinda iliski oldugu gosterilmistir (62). MC4R
reseptOriiniin POMC'nin PC1'e bagimli kesimi ile ortaya ¢ikan bir melanokortin olan a-
MSH ile aktivasyonu hipofajiyi tetikledigi bildirilmistir. a-MSH, POMC néronlarindan
farkli olan ve hipotalamustaki arkuat nukleusta ifade edilen AgRP tarafindan MC4R'a
baglanmak icin antagonize edilir (63). MC4R’niin obezitedeki rolii farelerde bu genin
baskilanmasi ile gosterildi. Insanlarda yapilan mutasyon analizi ¢aligmalari sonucunda
MC4R geninde meydana gelen mutasyonlar1 obezite olgularinin % 1-6’sinda gorildiigi
teyit edilmistir (64). Istah arttirict bir noropeptid olan AgRP lokal olarak beyinde
hipotalamusun arkuat nukleusunun yani sira, testis ve adrenal bezi gibi perifer
dokularinda da ifade edilmekte ve besin alinimi, enerji dengesinin diizenlenmesi gibi

ana role sahiptir (65).
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AgRP aktivitesinin en iyi bilinen yonii proteinin besin alinimini arttirict ve giiglii bir
istah arttirici etkisinin bulunmasidir (66).

Mevcut veriler AgRP'nin melanokortin reseptor antagonisti oldugu ve fizyolojik etkisini
a-MSH ve onun reseptorlerini de (MC3R & MC4R) bloke ederek ortaya koydugunu
ongormektedir. Leptin tarafindan “downregiilasyonu” ve Ghrelin tarafindan da

“upregiilasyonu” yapilmaktadir (67,68).

2.3.Norotrofinler

Norotrofin ailesi, ndronlarin sag kalimimini (plastisite), gelismesini, farklilagsmasini
saglayarak noronlarin fonksiyonlarini etkilemektedir. Sinapslarin stabil kalmasin
saglamaktadir, ayn1 zamanda sinaptik fonksiyonlar ile sinaptik sagkalinimini kontrol
ederken, dendrit ile akson dallanmalarin1 yapilandiran biiyiime faktorleridir. Dimerik
polipeptid yapida olan bu aile uzun donem potansiyel artisin1 (LTP) da saglamaktadir
(69,70). Norotrofinler, temel olarak Merkezi Sinir Sistemi (CNS)’den
sentezlenmektedir, bunun yam sira Periferal Sinir Sistemi (PNS) ndronlar ile perifaral
dokularda néronal olmayan bir¢ok hiicreden de sentezi gerceklesmektedir (71). Her
norotrofin, CNS ve PNS’nde néronlarin alt gruplarn iizerinde farkli etkilere sahiptirler
(72). Her norotrofin Trk ailesinin proteinlerinden birine veya daha fazlasina baglanir.
Tropomiyozin Reseptor Kinaz A (TrkA) Sinir Biiylime Faktorii (NGF)'nii baglar,
Tropomiyozin Reseptor Kinaz B (TrkB) BDNF ve Norotrofin 4/5 (NT-4 / 5)'1 baglar,
Tropomiyozin Reseptor Kinaz C (TrkC) ise Norotrofin 3 (NT-3)'li baglar. Norotrofinin
reseptore baglanmas ile ligandla indiiklenen Trk reseptorlerinin dimerizasyonuna ve
otofosforilasyonuna yol acar. Norotrofinler hiicre icerisinde Mitojenle-etkilesen Protein
Kinaz (MAPK), Fosfatidilinositol-3 (PI3K), Fosfolipaz C Gamma (PLC-Y) dahil olmak
tizere hiicre i¢i sinyal iletimine yol acar (73,74) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Norotrofinlerin biyolojik aktiviteleri ve baglanma ozellikleri (74).

Norotrofinler etkilerini, genellikle yiiksek affiniteli olduklart Trk reseptdrleri izerinden
gosterirken, nadir olarak daha diisiik affiniteli olduklar1 Norotrfoin Reseptor p75
(p75NTR) reseptorleri araciligi ile de gosterebilmektedirler (69,75). Hangi norotrofinin
hangi reseptorii aktive ettigi Sekil 2.8’de gosterilmistir (70).

pProlNGF prolNI-3 proBDNF proNT—4
:_ ———————————————————— —————-i
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Sekil 2.8. Reseptor ile norotrofinlerin etkilesimi (70).
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2.3.1.Beyin Kaynakh Norotrofik Faktor (BDNF)

Ilk kez domuz beynindeki dokudan elde edilen BDNF, nérotrofin biiyiime ailesinin
NGF’den sonra tanimlanan tiyesidir (76). BDNF ifadesi, fetal gelisim esnasinda diisiik
olup, dogumdan sonra artmaktadir ve erigkinlerde ise azaldig1 goézlemlenmistir
(77).Gelisim sirasinda, BDNF’in diger dokulara gore sinir sisteminde ifadesi daha
fazladir (78). BDNF’in ifadesi genellikle ndronlarla sinirli olmak iizere en ¢ok
hipokampus, hiptalamus, serebral korteks ve amigdalada mevcuttur (79,80). BDNF 11.
kromozomun kisa kolunda (11p13) lokalizedir ve 9 ekzon icermektedir (Sekil 2.9) (81).
BDNF ilk olarak pre-pro-BDNF olarak sentezlenir, 32 kDa pro-BDNF’i olusturmak igin
endoplazmik retikulumda oOnciil dizi kesilir ve daha sonra trans golgi agina dogru
harekete gecer. Bu olusan pro-BDNF furin veya pro-konvertaz enzimlerinden biri ile
kesim yapilarak 14 kDa olgun BDNF’in olugmasi saglanabilir (Sekil 2.10) (82). BDNF
geninin sahip oldugu ekzonlar “alternatif splicing” ile dokuya 6zgii sentezlenmektedir.
Ornek olarak ilk ii¢ ekzonun transkriptleri beyinde daha fazla mevcut iken, 4. ekzonun

transkripti en cok kalp ile akcigerde mevcuttur (83).
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Sekil 2.9. BDNF geninin kromozomdaki lokasyonu (81).

TrkB, insan kromozomunda 9q22 iizerinde lokalizedir ve NTRK2 geni tarafindan
kodlanmaktadir. NTRK2, 24 ekzona sahiptir ve ilk bes ekzonu potansiyel
transkripsiyonun baglama alani olarak gorev yapmaktadir (84). NTRK2 geni alternatif
promoter, splicing modelleri ve poliadenilasyon bolgeleri araciligi ile 100 farkli izoform
ve 10 farkl1 protein iiretebilir (85). Insanlarda tam uzunluktaki TrkB ( TrkB.FL.) 822
amino asitlik protein kodlar. TrkB’nin iki tane izoformu bulunmaktadir. Bunlar;
TrkB.T1 (ekson 16 kullanilarak iiretilen) ve TrkB.Shc (ekson 19 kullanilarak iiretilen)
olarak adlandirilirlar ve TrkB.FL’ nin negatif inhibitdrleri olarak rol alirlar. Bu kesilmis
TrkB izoformlari, TrkB.FL tarafindan aktive edilmeyen farkli hiicre i¢i sinyal
yolaklarina sahiptirler (86).

BDNF homodimerleri TrkB reseptoriine bes sitoplazmik tirozin kalintisindan

baglanarak (Y516, Y702, Y706, Y707, Y817) otofosforilasyon yaparlar (87).
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Bunlardan Y702, Y706 ve Y707 tirozin kalintilari, TrkB reseptoriiniin tirozin kinaz
bolgesindeki aktif tirozin kalintilaridir (88).
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Sekil 2.10. BDNF’in pro-BDNF ve olgun BDNF olarak sentezlenmesi (82).

Olgun BDNF ve pro-BDNF’in her ikisi de biyolojik olarak aktiftirler; pro-BDNF
etkisini, diisiik afiniteli olarak p75NTR reseptoriine baglanarak gdsterir ve apoptozis ile
uzun donem depresyonu tetikler. Olgun BDNF ise yiiksek afiniteli olarak bilinen
Tirozin Kinaz B (TrkB) reseptoriine baglanarak etkisini gosterir ve hiicresel hayatta
kalma ile LTP’yi saglar (89).

BDNF TrkB’ye baglandiginda dimerizasyonu indiikler ve TrkB’yi otofosforile eder, bu
da hiicre i¢i sinyallenme yolaklarinin aktivasyonuna sebep olur. Burada ii¢ farkli yolak
bulunmaktadir; PI3K (fosfatidilinositol 3)-Akt (protein kinaz B) aracili ndronal
sagkalim, MAPK-ERK yolag: araciligiyla noronal gelisim ve farklilasmay: saglar (90).
PLCy (fosfolipaz C gamma)’nin IP3 (inositoltrifosfat)’s aktive ederek N-methyl-D-
aspartate reseptor (NMDA) aracili hiicre icerisine Ca*™ girisini saglayarak Ca-CaM
(kalmodulin) etkilesimine sebep olur bu da CaMKII (kalmodulin kinaz II)’yi
aktiflestirir, aktif olan CaMKII CREB gen ekspresyonunu saglar ve BDNF ekspresyonu
gerceklesir ki bu yolak sinaptik yenilenmeyi saglamaktadir (Sekil 2.11) (91). CREB
fosforillenip transkripsiyonel aktifligi basladiginda noronal aktivite basta olmak iizere
biliylime faktorleri ve hormonlar gibi uyaranlar i¢in cevap olusturmaya baglar (92).

BDNF’in genel olarak etki mekanizmasi Sekil 2.12°de gosterilmistir (93).
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Sekil 2.11.BDNF’in TrkB aracili yolaklari (91).
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Sekil 2.12. BDNF’in genel etki mekanizmasi (93).
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BDNF’in primidal ndronlarin dentrik dallanmasinda etkili olmasindan dolayz,
Alzheimer ve Parkinson gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (94,95).
BDNF’in bagisiklik sistemi ilizerinde de etkileri oldugu bilinmektedir (96). Ayrica
BDNF’in kas hiicrelerindeki lipid oksidasyonunu etkilemesinin yam sira, glikoz ile
kolesterol metabolizmalarint da etkiledigi belirtilmistir (97,98). Biitiin bu etkilerinden
dolay1 norotrofin olarak bilinen BDNF’in metabotrofin olarak da tanimlanmasini

saglamistir (99).

2.3.1.1.BDNF/TrkB sinyal yolaginin enerji dengesinin diizenlenmesindeki rolii

Genom c¢apinda yapilan son ¢alismalarin 1s18inda, enerji dengesinin diizenlenmesi ve
obezite, diyabet gibi metabolik hastaliklara artan yatkinlikta CNS’nin rolii
vurgulanmaktadir (100). Hipotalamus ve arka beyin, periferden dolasimdaki metabolik
sinyalleri algilayan iki Onemli beyin bolgesidir. Hipotalamus ve arka beyindeki
noronlar, fizyolojik degisiklikleri etkilemek iizere enerji dengesini korumak icin bu
metabolik sinyallerin nukleuslara ve diger beyin bolgelerine aktarilmasini saglar (Sekil
2.13) (101,102).

Hipotalamus ve arka beyindeki melanokortin sistemi, enerji dengesinin

diizenlenmesinde onemli yeri olan bir sistemdir (Sekil 2.14) (102).

-~ "Homeostatik Feeding" (basitlestirilmis)

~ "Hedonik Feeding" (basitlestirismis)

Sekil 2.13. Beyindeki homeostatik ve hedonik beslenme dongiisii (basitlestirilmis hali) (102).

21



Otonomik sinir sistemi

Hipofizz @ @ . aewmema
e TG Mezolimbik odiil sistemi
- = “
- ~,
s —)  CAH, TRH oxytocin N ~
’ — ST
’ / N
NTs p 4 PVH | [ PVH —X b
/ \ ./ ! .
/ ( wm ) -1 T— | H J————¢NTS
. 2 / f—— ¢ p J \
‘ X =} e _
' \ DMH TDMH an Z
: \ 1 [ '
\ \ | / !
= | Arm—y ! e
\\ (\VMH : [/ vmu/ ) ¢t Melanokortin sistem
\ N % ‘ 7 /I — Uvaria gosterim
\\ \dpomcs——npyly P — Baskilayic1 gosterim
N / CART ___AGRP \ g
S ARC ’

Sekil 2.14. Melanokortin sinyal yolaginin 6nemini vurgulayan hipotalamik beslenme dongiisii (102).

Melanokortin dongiisii noronlarin iki alt grubundan olusur, bunlar;, POMC / CART
anorexigenic noronlar ve AGRP / NPY’yi ifade eden oreksijenik néronlardir. POMC+
noronlarinin aktivasyonu, onciill POMC peptidi boliinerek melanocortin 3 ve 4
reseptorleri i¢in endojen ligand olan ve biyolojik olarak aktif olan a-MSH’1n olusmasini
saglar. AGRP+ noronlarinin aktivasyonu ise, MCR’ye baglanip reseptoriin
aktivasyonunu inhibe etmek i¢in antagonist gibi davranan AGRP peptidinin salinimin
saglar (102). Hipotalamus icindeki arkuat niikleus (ARC), melanokartin sistemin
“birinci mertebeden ndronlari”ni1 olusturan POMC/CART+ ve AGRP/NPY+ néronlari
gibi iki farkli alt gruba sahiptir. Leptin ya da insiilin gibi dolasimdaki hormonlar,
POMC + néronlarini aktive ederken ayni zamanda AGPR+ noronlarini inhibe eder ve
ARC’de gida alimmi ve enerji harcanmasini artmasin1 da baskilar. AGRP ndronlari,
ARC’de GABA salinimi araciligiyla POMC néronlarini inhibe eder (103). Bu birinci
mertebeden noronlar daha sonra enerji dengesini diizenlemek icin diger hipotalamik
niikleuslara uyarilar gonderirler. ARC’deki POMC+ ve AGRP+ ndronlar,
paraventrikiiler niikleus (PVH) ile lateral hipotalamus (LH) gibi ikinci mertebeden
noronlart downstream olarak yonetir (104). PVH igerinde, besin alimmni baskilayan
farkli alt-tip noronlar bulunmaktadir, bunlardan birincisi; kortikotropin-salgilatic
hormon (CRH) néronlaridir ki bu hormon sempatik sinir sistemini aktive eder, ikincisi
ise tirotropin-salgilatict hormon (TRH) ndronlar olup uterus fonksiyonlarimi diizenler

(102).
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LH icinde, melanin-yogunlastirict hormon (MCH) ve orexin-ifade eden noronlar
hiperfajiye yol agabilir (105). POMC+ ve AGRP+ noronlarmin hipotalamusun
ventromedial (VMH) ve dorsomedial (DMH) niikleuslar1 ile beslenmeyi arttiran ya da
baskilayan sinaptik baglantilar1 vardir (106). Bunlarin hepsi birlikte ele alindiginda,
hipotalamik MC4R sinyallemesinin enerji dengesinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynadigi goriiliir (107).

POMC+ noronlari, hipotalamustaki ARC’lerin yani sira arka beyindeki nucleus tractus
solitarius (NTS)’de de bulunmaktadir. Aslinda, bu iki beyin bolgesi, POMC +
noronlarinin bulundugu tek bolgedir (108). Buradaki POMC+ noronlari, ARC'deki
POMC + néronlart ile birlikte, enerji dengesini diizenlemek i¢in kaudal beyin sapindaki
MC4R + ndronlarina a-MSH salinimini gerceklestirmektedir (109).

Vagus sinirinin dorsal motor ¢ekirdegini iceren dorsal vagal kompleksi (DVC), beyin
sapinda en yiiksek MC4R ifadesine sahip alandir. DVC'ye eksojen MC4R agonist

uygulanmasi sonucunda gida alimi1 6nemli 6l¢iide baskilanmaktadir (110).

2.4. Metformin
Etki Mekanizmasi
AMPK reseptorii iizerinden etkisi

5' Adenosine Monophosphate-Activated Protein Kinase (AMPK) enerji dengesinin
diizenlenmesinde onemli bir rol alan protein kinaz ana bilesenidir. Bunun yani sira
yiikksek tempolu uzun siireli egzersiz, aglik, 1s1 soku, hipoksi gibi hiicre i¢ci ATP
seviyesini azaltan, beslenme ve cevresel degisimlere, hiicresel adaptasyona araci olan
"metabolik ana salter" oldugu belirtilmistir (111).

AMPK a, B ve y olmak {izere ii¢ alt birimden olugsmaktadir (112). o alt {initesi katalizor
bolgeyi bulundurmaktadir ayn1 zamanda burada baska kinazlar tarafindan fosforile
edilen onemli bir diizenleyici olan Threonin (Thr172) bulunmaktadir (113). al alt birimi
esas olarak bobrek, akciger ve adipoz dokuda sentezlenirken, o2 alt birimi kalp ve
iskelet kaslarinda sentezlenir. {3 alt {initesinin iki izoformu (B1, f2) glikojen-baglayan-C
terminal bdlgesini olusturmaktadir. v (y1, y2, y3) alt {initesi ise N-terminal bolgesini
takip eden ve bateman tarafindan CBS motifi olarak adlandirilan 60 aminoasit dizilik
dort sirali tekrardan olugmaktadir (114). Bu motiflerin her bir cifti bateman bolgesi
olarak isimlendirilmekte ve bu bolgeler AMP/ATP molekiillerini baglamaktadir (Sekil
2.15) (115,116).
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Sekil 2.15. AMPK alt {initeleri (116)

AMPK aktivasyonunun iki farkli sekilde meydana geldigi diistiniilmektedir. Bunlardan
birincisi AMP'nin baglanmasi ile AMPK'nin aktive olmasi, ikincisi ise AMPK nin a alt
birimine LKB1 (liver kinase B1) kinazin baglanmasi ile AMPK'nin fosforile olmasidir
(117). AMPK fosforile oldugunda, en iist seviyede aktiftir (118). AMPK'in o alt
birimindeki Thr172 bolgesini fosforilleyen ana kinaz olan LKB1’in yani sira iki
yardimci alt birim olan STRAD ile MO25 oldugu ileri siiriilmektedir. Bu iki yardimci
yapilarin olmadigr durumda, LKB1’in aktivitesinin zayif oldugu goriilmektedir (119).
Yapilan c¢alismalar, LKB1’in iskelet kasindaki onemli bir AMPK kinaz oldugunu
gostermistir. Bunun yanmi sira karacierde LKB1 delesyonu oldugu durumda
metforminin AMPK {izerindeki aktivasyon etkilerini de engelledigi gdzlemlenmistir
(120).

Ayni zamanda yapilan diger ¢alismalarda, beyin hiicrelerinde ve LKBI1 eksikligi
goriilen hiicrelerde diger bir alternatif olarak AMPK kinaz Ca**/kalmodiilin bagimli
kinazlar (CaMKKa ve CaMKKp) belirlenmistir (121,122). AMPK aktivasyonunun
molekiiler yapisi ise Sekil 2.16°da gosterilmistir (123).
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Sekil 2.16. AMPK aktivasyonunun molekiiler yapisi (123).

Kas ve karaciger dokularinda AMPK aktivasyonun glikoz ve yag metabolizmasi
tizerinde olumlu etkilere neden oldugu goriilmistiir. AMPK, iskelet kasinda glikozu
hiicrelere ulastiran GLUT-4 (Glukoz transporter) ifadesini artirarak glikoz kullanimini

da artirdig1 gézlemlenmistir (Sekil 2.17) (124,125).
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4 Lipogenik enzimlerin
gen ekspresyvonu
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7
<+ Yagh karzaciger
T Hepatik insulin sensitivites:

Sekil 2.17. AMPK aktivasyonu sonucu metforminin organlarda olusturdugu etkiler (125).
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AMPK’nin istah mekanizmasi iizerinde de etkili oldugu bilinmektedir. Hipotalamus
kaynakli AMPK aktivasyonunun artmasi sonucu besin aliminin artisina ve enerji
harcanmasinin azalisina sebep olur ve bunun yani sira viicut agirhiginda da artisa neden
olmaktadir. Metforminin iskelet kaslarinda AMPK’in aktivitesini uyarirken
hipotalamusta bunu engellemektedir (126).

Yapilan birkac¢ ¢aligmada, inflamasyon sinyal yolaklar1 iizerinde AMPK proteinlerinin
onemli bir rol aldigr gosterilmektedir. AMPK aktivasyonununya da ifadesinin
baskilanmasi Interlokin 1-6 (IL-6, IL-1) ve Tiimdér Nekroz Faktdrii o (TNFo) gibi

inflamasyona sebep olabilecek proteinlerin tiretimini arttirmaktadir (127, 128).

2.5. Ogrenme ve Bellek
2.5.1. Ogrenme

Ogrenme, yeni bilgilerin ve becerilerin egitim ya da deneyimlerin sonucunda kalici
degisimler ve bilgiyi elde etme yetenegi olarak tanimlanir. Hafiza ise 6grenme siiresince
elde edilen bilginin, verinin CNS’de depolanma ve geri ¢agrilmasi islemidir (129).
Ogrenme islemi asosyatif olmayan ve asosyatif olmak iizere 2 gruba ayrilir. Asosyatif
olmayan 0grenme, bireyin herhangi bir uyarana cevabi 6grenmesidir (130). Bagka bir
deyisle ise tekrar eden bir tiir uyarana maruz kaldiktan sonra olusan davranistaki
degisimlerdir (131). Asosyatif olmayan 6grenme de kendi icerisinde iki alt sinifa ayrilir,
bunlar; habitiiasyon (aliskanlik) ve sensitizasyon (duyarlilasma) olarak bilinir (130).
Habitiiasyon, canlinin tekrar eden bir uyarana karsi tepkisinin azalmasidir (131).
Habitiiasyonda, uyarmin geldigi noéronun presinaptik zarinda uyarinin iletilmesini
saglayan kalsiyumun gececegi kalsiyum kanalini kapatarak daha az kalsiyumun
presinaptik zara girmesi, boylece daha az norotransmitter salgilanmasi saglanir, boylece
gelen uyar1 sondiiriilmiis, organizma uyartya alismis olur (132).

Sensitizasyon, canlinin herhangi bir uyarana kars1 daha duyarli hale gelmesidir (130).
Sensitizasyonda ise presinaptik uctaki kalsiyum kanal sayis1 arttirilarak uyari ile salinan
norotransmitter miktar1 arttirilmaktadir (132).

Asosyatif Ogrenme iki uyaranin birbiriyle iliskilendirilmesi sonucunda meydana
gelmektedir (131). Asosyatif 6grenme de iki alt kategoriye ayrilmaktadir, bunlar ise;

klasik kosullanma (sartli refleks) ve enstriimantal kosullanmadir.
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Klasik kosullanma (sarth refleks), genel itibari ile sartli bir uyaran sartsiz bir uyaran ile
eslestirildigi bir islem tarafindan olusturulmaktadir, yani uyaran tek basina uygulandig:
zaman higbir cevap alinamazken ya da ¢ok az cevap olusurken, daha iyi bir uyaran ile
tekrardan uyar1 olusturulmasi sonucunda cevap olusturmayan uyaran verildiginde dahi
cevap alinmasi sonucunda olusan refleks cevabidir (133) Ornegin, Rus fizyolog Ivan
Pavlov, kopeklerin agzina et koyarak tiikiiriik salgis1 olusturmus, bu olayda agzina et
koymadan hemen o6ncesinde zilin ¢alinmasi ve bu islemin bir¢cok kez tekrarlanmasi
sonucu ile zil calindiginda kopegin agzina et konulmasa bile tiikiiriik salgilanmasi
gbzlemlenmistir. Pavlov bu yaptigi deneyde agza konulan et kosulsuz uyarandir, burada
kosullu uyaran ise zilin ¢almasi olayidir (132).

Enstriimantal kosullanma, diger bir adi ile operan kosullanma, kendi davranisi ile bunun
sonuglarini bagdastirmay1 dgrenmesi islemidir (133). Ornek olarak, kafeste bulunan bir
fareye kafese temas ettiginde elektrik soku uygulanirsa, belli bir siire sonra bu fare
elektrik soku aldig1 bolge ile ac1 veren elektrik sokunu bagdastiracak ve bu bolgeden
uzak duracaktir (131).

2.5.2.Bellek

Bellek; ge¢miste kazanilan bilgilerin ve tecriibelerin gerektigi zaman bilingli veya
bilingsiz bir sekilde tekrar hatirlanmasina denir (134). Fizyolojik agidan bellek iki
grupta incelenir, bunlar; explicit bellek (net bellek, acik bellek, dekleratif bellek) ve
implicit bellek (gizli bellek, kapali bellek)’dir. Cogu zaman tanima bellegi olarak
adlandirilan agik bellek, kazanilan biitiin bilgilerin ¢cogunlugu hipokampus olmak iizere
beynin Medio Temporal Lop (MTL)’larinin diger birka¢ boliimlerinde bilingli olarak
depolanir (132). Acik bellek iki alt gruptan olusmaktadir, bunlar; amisal hafiza
(epizodik) ile anlamsal hafiza (semantik)’dir. Episodik hafiza ©Onemli kisisel
deneyimlerin hafizas1 olup semantik bellek bilin¢li olarak 6nemli kisisel deneyimlere
baglanmayan genel bilgilerin hafizasidir (135). Anisal bellege o6rnek olarak, 17
Agustos’taki depremde o an nerede oldugunuzu ve ne yaptiginizi hatirlayabilmemiz,
anlamsal bellege 6rnek olarak ise Tiirkiye’nin baskenti Ankara’dir gibi Diinya ile ilgili
genel bilgileri bilme veya sofra tuzunun kimyasal formiiliiniin bilinmesi gibi 6rnekler
verilebilir (136).

Bu iki bellegin tersine, kapali bellekte, gecmis olaylarin etkisi, bilingten ziyade

davranigta gortliir.
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Ornek olarak bisiklet siirmeyi &grenme gibi beceriler, kelimelerin aynadaki
goriintiilerini hizli ve dogru olarak okumay1 6grenmek gibi algisal beceriler, belli bir tiir
problemi ya da yap-bozu ¢ozmek i¢in etkili bir yontem 6grenmek icin kognitif beceriler
kapali hafizanin tiirleridir (135,137).

Bellek tiir olarak, bilginin kazanimi ile geri ¢agirilma arasindaki zamana gore iice

ayrilir, bunlar; kisa siireli hafiza, orta-uzun siireli hafiza ve uzun siireli hafiza (132).

2.5.2.1. Kisa Siireli Bellek

Bu hafiza tiiriinde, kazanilan bilgilerin saniyeler ya da dakikalar gibi kisa bir siire
zarfinca animsanabilmesidir (135,138). Kisa siireli bellek olusumu ayni sinir
sinyallerinin bir devre igerisinde siirekli dolagsmasindan dolayr meydana geldigi ileri
stirilmektedir. Kisa siireli bellek ile ilgili bir baska mekanizma ise presinaptik
fasilitasyon ve inhibisyondur. Hipokampal noronlardaki akso-aksonal sinapslarda
rahatsiz edici veya haz verici bir duysal uyarani getiren akson ucundan salinan
seratonin, duysal uyarani tasiyan aksonun zarinda yer alan reseptorlerine baglanarak
uzun siireli bir depolarizyonu uyarmaktadir (132). Bu uzun siireli depolarizasyon duysal
akson terminaline ¢cok miktarda kalsiyum girisine neden olmaktadir. Kalsiyum girisi
salinan norotransmitter —miktarin1  artirarak  sinaptik  iletiyi 6nemli  Olgiide
kolaylastirmakta ve fasilitasyon meydana getirmektedir (135).

Kisa siireli bellegin olast diger bir agiklamasi sinaptik iletide artis meydana getiren
sinaptik potansiyasyondur. Sinaptik potansiyasyon presinaptik uclarda kalsiyum iyonu
birikmesinden kaynaklanabilir (132). Yani, bir presinaptik ucgtan bir impuls dizisi
gecerken, presinaptik ug icine alinan kalsiyum miktar1 ardisira gelen her impulsla biraz
daha artar. Iceri giren kalsiyum miktar1 mitokondrilerin veya endoplazmik retikulumun
alabilecegi miktar1 astiginda, bu asirimiktardaki kalsiyum sinapsta norotransmitter
salgilanmasina neden olabilir. Ornek olarak, bir telefon numarasini bir kez okuduktan

sonra, numaray1 ¢evirip, konusma yaptiktan sonra unuturuz (135).

2.5.2.2. Orta-Uzun Siireli Bellek
Bu hafiza tiirtinde anilar ile bilginin saatlerce veya giinlerce saklandig1 hafiza tiirtidiir.
Bazi1 ¢alismalarda bu hafizanin pre-sinaptik ya da post-sinaptik zarda bir kag saatten bir

kac haftaya kadar siirebildigi gosterilmistir.
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Bu bellekte depolanan bilgiler eger tekrar edilmezse zamanla unutulur; tekrar edilmesi
durumunda uzun siireli bellekte depolanmaktadir. Ornek olarak, bu sabah kahvaltida ne
yedigini hatirlamak verilebilir. Bu bilgi agikc¢a, kisa donem hafiza gibi gegici degil,
ancak bugiiniin kahvaltis1 bir sekilde farkli olmadikca, birka¢ giinden fazla bilgiyi
tagiyabiliriz (132,139).

2.5.2.3. Uzun Siireli Bellek

Bu tiir hafizada ise, bilgilerin uzun zaman boyunca ve hatta cogu zaman hayat boyunca
saklanmasidir. Bu bellekteki anilar ve bilgiler, travma ve ilaglarin etkisi gibi gii¢
durumlarda bile unutulmaya kars1 bariz bir sekilde direnclidir (134). Bu bellegin olusma
sebebi sinapslardaki belirgin yapisal degisikliklerin sonucudur. Elektron mikroskobu ile
yapilan bazi ¢alismalarda; bu bellegin olusmasi sirasinda sinapsin yapisinda fiziksel
degisikliklerin oldugu gozlemlenmistir. Bu bellegin gelismesi sinapslardaki sinyal

iletiminin duyarliligini artiran yeniden yapilanma islemine dogrudan baglidir (137).

2.5.2.4. Amisal Bellek

Acik hafizanm alt birimi olan bu hafiza tiirii gegmisteki olaylar ile simirlanmamastir.
Gegmisteki vakalar ve tecriibeler ile alakali bilginin su anki veya yakin gelecekteki
planlar ile bir araya getirilerek tekrardan olusturulmasini da igermektedir. Epizodik
hafiza MTL’de aktivasyon gostermektedir. Yapilan bazi ¢aligmalarda bilginin elde
edilmesi ve depolanmasi i¢in MTL nin gerekliligi gosterilmektedir (140).

Bir olaydan c¢ikarim yaparken ya da bir olayr takip ederken pre-frontal kortex
aktivasyonu gozlemlenir. Bunun disinda kendine bir hedef koyma, bu hedefe ulagsma
adina planlar olusturmak ve etrafi gozlemlemek gibi eylemlerde yine pre-frontal kortex
aktif olur. Pre-frontal korteks’in kisa siireli bellek tizerindeki rolii bilinmektedir aym
zamanda herhangi bir seye karar verme agamasinda beynin en ¢ok aktif olan bolimiidiir.
Bunun yam sira pre-frontal kortex limbik sistemin bir parcasit olup aclik, korku gibi
durumlarin adaptasyonunda da gorev almaktadir. Ornek olarak korku sebebiyle hava
karardiginda mezarliktan gec¢ilememesi durumu (141,142). Navigasyonel Ogrenme,
canlilarin kaybolmadan o©nce ¢evreleri boyunca yollarin1 bulmayr saglayacak
lokasyonlar ve rotalar i¢in hafiza gerektiren Ogrenme tiiriidiir. Navigasyonel

O0grenmenin iki 6nemli tipi mevcuttur, bunlar; allosentrik ve egosentrik.
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Allosentrik yol bulma, spasyal (uzamsal) olarak da tanimlanir, distal ipuglar
kullanilarak yol bulma yetenegi karakterize edilirken, egosentrik yol bulma i¢ ipuglarini
ve tabelalar1 kullanarak yol bulma yetenegi olarak karakterize edilir (143).

Spasyal hafiza, objelerin siralanisi veya spesifik rotalar hakkinda spasyal (uzamsal)
bilginin  taninmasindan, kodlanmasindan, saklanmasindan  sorumlu  beyin
fonksiyonudur. Spasyal hafizada da bilgi yine egosentrik veya allosentrik yollar ile elde
edilir. Spasyal hafiza, episodik hafizanin alt tipi olarak kavramsallastirilir ¢linkii spasyal

bilgiyi, bir spasyal-temporal ¢at1 i¢ine depolar (Sekil 2.18) (137).

Bellek
Kisa Siireli Bellek

AcIk Bellek Ortilii Bellek
(Declarative (Nondeclarative
yada yada
Explicit) Implicit)

Anlamsal Bellek Anisal Bellek
(Semantic=Facts) (Episodic=Events)
Mediyal Temporal Lob
Diencephalon

Siiregsel Ogrenme Cagrisimsiz Ogrenme
(Procedural) e (Nonassociative

isleven Bellek (Yetenek ve aligkanlikiar) (Perceptual) Learning)
T Striatum Neokorteks JL Refleks Yolaklan

Basit Klasik Kosullama
(Simple Classical Conditioning)

Duygusal Tepkiler Kassal Tepkiler
(Emotional Responses) || (Skeletal Responses)

Amigdala Serebellum

Sekil 2.18. Bellegin siniflandirilmasi (Degistirilerek alinmistir) (137).

Sekil 2.19°da acik bellegin siniflandirlmasi gosterilmistir. Burada referans ve calisma

belleginin anisal bellegin alt sinifi oldugu gosterilmistir (143).

.L"

Epizodik (Amisal Olaylar)  Semantik (Olaylar)

Cahsma Bellegi Referans Bellek

Sekil 2.19.Bellegin calisma ve referans bellek olarak siniflandirilmasi (143)
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2.5.3.Mekansal Bellek ve Morris Su Tanki

Mekansal hafiza ile epizodik hafiza arasinda iliski vardir. Tiim hayvanlar yeni bir
mekana birakildiklarinda ortami incelemeye baslarlar, giivenli bir siginak ya da
kendilerine yiyecek arayisi igerisine girerler. Bu yiizden bir seyleri animsamak,
saklamak, kafamizda herhangi bir seyi kodlamak gibi konularda mekansal hafizanin
Onemi biiyliktiir (144).

Uzun siireli hatirlamada kemirgenlerin mekansal hafizalar1 genellikle zayiftir bu ylizden
hafiza 6l¢iimii i¢in bilginin yeniden kazanilmasi stratejilerinin kullanilmasi gerekir. Bu
genellikle hatirlanmasi istenen hafiza geri kazanimi ile iliskili ip ug¢larimin yardimi
sayesinde gerceklesmektedir (136).

Mekansal hafizanin kontrolii i¢in en ¢ok tercih edilen testlerin baginda Morris Su Tanki1
testi gelmektedir, 1981 yilinda Richard Morris tarafindan 6grenme ve mekansal
hafizanin kontrol edilmesi amaciyla kesfedilmistir (145,146). Bu test sayesinde
sicanlardaki mekansal hafizada proksimal isaretler ile distal isaretlerin rollerinin
degerlendirilmesi saglanmigtir. Su tankmin ideal genisligi farelerde 75-150 cm,
sicanlarda 150-180 cm olmalidir ve testin uygulanmasi esnasinda, tankin igindeki
sicanlarin gorecegi sekilde tankin etrafina bir ¢esit ipuglari asilir. Test bitene kadar bu
ipuglarmin yeri ve suyun igerisinde gizli olan platformun yerinin degistirilmemesi
gerekmektedir (Sekil 2.20) (137,147). Ogrenmenin giivenirliligi probe deneme ile test
edilir, probe denemede gizli platform havuzdan c¢ikartilir ve hayvanin platformun
bulundugu o6nceki bolgede harcadigi zaman Olgiiliir. Morris su tanki testi spasyal
calisma hafizasinin, spasyal referans hafizanin ve 6grenmenin calisilmasina izin verir
(145). Morris su tanki testinde spasyal calisma hafizasi ile spasyal referans hafizasinin
kontroliinde kullanilan protokoller farklilik gostermektedir. Arasindaki fark sudur,
referans hafiza test edilirken platformun yeri tim Ogrenme denemelerinde sabit
tutulurken, spasyal ¢alisma hafizasi test edilirken her deneme giinii icinde platformun
yeri degismektedir. Ayrica spasyal c¢alisma hafizasi testinde probe deneme
yapilmamaktadir (148).

Morris su tanki testi, fareleri olaylar ile ¢evreleri arasinda iligki olusturmaya zorlar.
Onceden kazandig: tecriibe ile platforma ¢ikma kararii verebilmesi, platformun yerini
diisiinerek mekansal hafizayr kullanmasi, daha Onceki deneyimlerini hatirlayip
platformun oldugu yere gitmesi, kisa siireli hafizasin1 kullanmasin1 yani hipokampus ile

korteksin siirekli iliski i¢inde olmasini gerektirir (145).
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MST testinde calisma yaparken kullanilan deney hayvanlarinin yiizme hizlarini
etkileyecek cesitli faktorlere dikkat edilmesi gerekmektedir. Bunlardan en onemlileri;
viicut agirligl, deney hayvanmin yasi ve kondisyonudur. Yapilan arastirmalara gore
ozellikle ratlarda yasa bagli olarak spasyal hafiza becerilerinde 6nemli derecede azalma
gozlemlenmistir (149,150).

MST testinde gizlenmis platformu bulma esnasinda uzaysal 6grenmenin gergeklestigi
ana yer hipokampustur. Bilginin saglamlastirilmasinda ve saklanmasinda, mekansal

bilginin elde edilmesi i¢in de hipokampus 6nemlidir (148).

-

izole Davrani§ Test
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At noktalar) —

Hareketli —
platform

Renklendirilmiy ——
(opak) su

Gorsel isaretler

kapt

Sekil 2.20. Morris su tanki sistemi (Degistirilerek alinmigtir) (137).
2.6.Hipokampus
2.6.1. Hipokampusun Anatomisi

Hipokampus limbik sistemin Onemli pargalarindan biridir. Formatio Hippocampalis;
Hipokampus (Cornu Ammonis-Hippocampus proper), gyrus dentatus, subiculum,

alveus, ve fimbria hippocampi’den olusur (Sekil 2.21) (151).
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Sekil 2.21. insan beyninde hipokampus lokalizasyonunun kadavradaki goriiniimii (151).

Hipokampus, cift tarafli, temporal korteksin medial bolgesinde ventriculus lateralis’in
cornu inferius’unun taban boyunca uzanan, C harfi seklinde, anterior-posterior yonde
yerlesmis, gri cevher kabartisidir (152). Hipokampus uzunlugu yaklasik 6-7 mm,
kalinlig1 ise 1,5-2 mm’dir. Hipokampus’un arterial kanlanmasin1 esas olarak arteria
cerebralis posterior saglar (153). Sicanlarda hipokampal formasyon dort basit kortikal
bolgeyi kapsar. Bunlar; gyrus dentatus, hippocampus, subicular kompleks (subiculum,
presubiculum, parasubiculum) ve entorhinal korteks’dir. Hipokampus; uzun eksen
boyunca kivrilmig ’C*” harfi seklindedir ve temporal lobun cauda-ventralinde uzanir

(Sekil 2.22). Hipokampus dort alt boliime ayrilmistir; CA1, CA2, CA3 ve CA4 (154).

Hippocampus

Sekil 2.22. Sican hippocampus lokalizasyonu (154).
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2.6.2. Hipokampusun Fonksiyonlari

Mutluluk, memnuniyet, nese, sevgi, heyecan, liziintii, depresyon, kirilganlik, kiisliik gibi
pisisik durumlara emosyon adi verilir. Hipokampus, iggiidiilerimizi ve emosyonel
davraniglarimizi yoneten Limbik sistemi olusturan Limbik loba dahil bir yapidir.
Hipokampus’un hem yapisinin karmagikligi hem de beyindeki bircok bdlge ile yakin
iligkisi, fonksiyonunun acgiklanmasini giiclestirmektedir. Bu nedenle, hipokampus’un
tek basma yaptigi fonksiyonlari tanimlamak yerine, karmasik fonksiyonlardaki rolii
tizerinde durmamiz gerekir (155). Hareketlerin davranis bi¢cimine doniismesinde 6nemli
role sahip bulunan Limbik sistem, ¢ok sayida sinyali hipokampus’tan alir. Hayvanlarda
yapilan deneyler, hipokampus’taki birgcok sinir hiicresinin yer hafizasini tagidigini ve
hayvan bildik yerlerden gecerken bu sinirlerde hareketlenme oldugunu gostermistir. Yer
hafizas1 hipokampus’un piramidal sinirleri disinda gyrus dentatus’un graniillii
hiicrelerinde bulunur (156). Hipokampus ndronlarinin geri kalan kisminin ¢ogunu
olusturan inhibitor sinir hiicreleri de yere bagl aktivasyon gosterirler ama bu ¢ok daha
zayiftir. 1970'lerde bu yer hiicrelerinin kesfi, hipokampus’un, ¢evre topografyasinin
sinir sistemindeki temsilini olusturan biligsel bir harita oldugu diisiincesini ortaya
cikartti. Gergekten de saglam bir hipokampus olmaksizin insanlarin nerede olduklarini
bilmesi ve gidecekleri yolu saptamasi olanaksiz hale gelmektedir. Beyin goriintiileme
teknikleriyle, yon bulma cabasindaki insanlarin hipokampus’larmmin ¢ok daha aktif
calistig1 goriilmiistiir. Ayrica hipokampus, bilinen mekanlarda kestirme yollarin
bulunmasi konusunda da énemli role sahiptir. Ornegin Londra'daki taksi soforleri ise
baslamadan siki bir testten gecerler ve kendilerinden pek cok yeri ve aralarindaki en
kisa yollar1 bilmeleri istenir. London College Universitesi'nde yapilan arastirmada taksi
soforlerinin hipokampus’larnin ilgili kisimlarinin daha biiyilik oldugu, sofér deneyimi
arttikca bu biiyiikliigliin de daha fazlalastigi saptanmistir (157). Hipokampus kendine
0zgii yapis1 nedeniyle senkronize ¢alismaya yatkindir. Hipokampus elektroensefalografi
(EEQ) kayitlar1 her 4-7 saniyede goriilen ritmik siniizoidal tipte “teta” dalgalaridir. Teta
dalgalar1 senkronize ndronal desarjin belirtisidir. Ancak korteks’in senkronize oldugu
durumlarda, hipokampus desenkronizasyon gostermekte, korteksin desenkron oldugu
durumlarda da hipokampus senkronize hale gecmektedir. Bu paradoksun fonksiyonel
rolii anlagilmamistir (158). Derin uykuda EEG kayitlar1 diizenli ve senkronize ritim

gosterirken hipokampal EEG kayitlar1 de-senkronizedir.
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Uyaniklik durumunda ise neokortikal kayitlar de-senkronize olmasina ragmen,
hipokampus yavas ve diizenli ritim gdsterir. Bu durum yapinin spontan aktivitesini ve
bilincin degisik devrelerle iligkili oldugunu gosterir (159). Hipokampus’un
uyarilmasiyla bir¢cok endokrin ve davranigsal degisiklikler gozlenmistir. Asir1 kizginlik,
ofke veya sakinlik, haliisinasyonlar, defansif davranislar ve hiperseksiialite goriilebilir.
Ayrica, hipofizin Lobus Anteriror’'undan hormon salgilanmasi cevap olarak gelisir
(158). Epilepsi tedavisi icin, bilateral hipokampus’u ¢ikarilan kisilerde, yeni bilgilerin
O0grenilmesi miimkiin olmamaktadir 6zellikle sozlii (verbal) O6grenim durur c¢iinkii
hipokampus yeni edinilen bilgilerin depolandig1 yerdir. Bu kisiler her giin gordiigii
kisilerin isimlerini ve yiizlerini hatirlayamaz ancak, baska bir faaliyet sirasinda anlik bir
hatirlama olabilir ayrica bu kisilerde kisa siireli (yakin) hafiza kaybi olusur. Anterograd
amnezi denilen bu durumda, kisa donemde kazanilan bilgiler hatirlanmaz. Buna
karsilik, uzun siireli hafiza ve dnceden 6grenilen bilgiler etkilenmez. Aslinda, 6grenme
fonksiyonu da yeni bilgilerin basit bir sekilde edinilmesidir. Bu agidan, bu iki fonksiyon
kayb1 birbiriyle iligkilidir. Uzun siireli hafizanin etkilenmemesinin sebebi, uzun siireli
hafizanin korteks’te yerlesik olmasindandir (159). Hipokampus, yeni ezberlenen
bilgilerin pekistirilmesi ve bunlari ifade etme fonksiyonlarint goriir. Hipokampus’un
piramidal hiicreleri kortikosteroid seviyesindeki degisiklikleri algilar. Bundan bagka,
hipokampus isitme, gorme, dokunma, i¢ organ duyularini ¢ok az olarak da koku
duyusunu alir. Bu duyulari, direkt efektdr organa etki etmeden, limbik sistemin diger
boliimlerine iletir ve toplu bir davranis olusturulmasini saglar (160). Hipokampus,
limbik sistemle otonom sinir sistemi arasinda baglar1 kurarak, heyecanin kontroliinde ve
ic organlara ait aktivitenin diizenlemesinde rol oynar (159). Uzun siireli bir sinaptik
iliski tliri olan Uzun Donem Potansiyel (LTP) ve iskemiye secici duyarlilik gibi
konularda olduk¢a dikkat ¢eken bir yapidir. Mekanizma ne olursa olsun sag ve sol
hipokampus olmadan verbal veya sembolik uzun siireli anilarin kalict olmasi miimkiin
degildir. Diger yandan sag hipokampus gorsel, sol hipokampus ise sézel hafiza ile ilgili
fonksiyonlarda daha fazla aktivite gostermekte ve bu bolgelerin lezyonlarinda da ilgili
hafizalarda kayip gelismektedir. Hipokampus’un genel olarak uyarilmasi ile kizginlik,
sakinlik veya hiperseksualitenin herhangi biri ortaya cikar. Hafif uyarilmasinda ise,
uyarim bittikten sonra bile saniyelerce siiren bir epileptik nobet goriiliir (160,161). Bu
nobetler sirasinda birey koku, gorme, isitme, dokunma ve benzeri tarzda
haliisinasyonlar tanimlar. Birey bilinglidir ve haliisinasyonlar1 ger¢cek olmadigini bilir

(160,161).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvan Deneyi

3.1.1. Hayvanlarin Beslenmesi ve Bakim

Calismada 32 Wistar albino yetiskin erkek sican kullanilmistir (Deney hayvanlari,
Cukurova Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nden temin edilmistir). Bu
hayvanlar calismaya uygun olarak rastgele gruplara ayrilmis ve deney gruplari
olusturulmustur.

Deney Gruplan

1. Kontrol grubu (K): 16 hafta standart yem ile beslendi.

2. Prediyabet grubu (Predia): 16 hafta kalorisinin % 70’1 yag iceren yiiksek
yagli diyetle beslendi.

3. Metformin HCl uygulanacak kontrol grubu (K+Met): 16 hafta standart
yem ile beslendi ve metformin tedavisi uygulandi (100mg/kg/giin).

4. Metformin HCI uygulanacak prediyabet grubu (Predia+Met): 16 hafta
kalorisinin % 70’1 yag iceren yiiksek yagli diyetle beslendi. Prediyabet
olusturulduktan sonra hayvanlara 8 hafta siirecek metformin tedavisi
uyguland1  (100mg/kg/giin). Kullanilan ila¢ kimyasal formda olup
(Metformin Hydrochloride), yeterli miktarda Bilim Ila¢ San. ve Tic. A.S.
tarafindan hediye edilmistir.

Prediyabetik olmasini istedigimiz hayvan gruplarina ¢calismanin baglangicindan itibaren
baslayip 8 hafta siire ile kalorisinin % 70’1 yag olan yiiksek yaglh diyet (Kazein 200 g,
L-sistin 3g, Misir nisastas1 7.8 g, maltodeksrin10 100 g, Siikroz 172.8 g, Seliiloz 50g,
soya yag1 25 g, Hayvansal yag (i¢ yagi) 177.5 g, Mineral karisim1 S10026, Dikalsiyum
fosfat 13 g, Potasyum sitrat (H2O’lu) 13 g, Vitamin karisimi W10001 10 g, Kolin
bitartarat 2 g, Sar1 gida boyas1 0.05 g. ARDEN A.S.) ile beslenerek prediyabet modeli
olusturuldu ve ¢aligmanin sonuna kadar yiiksek yagl diyet ile beslenmeye devam edildi.
Kontrol gruplari, calismanin baslangicindan sonuna kadar standart sican yemi ile
beslendi. Biitiin bu caligmalar sirasinda 12:12 saat aydinlik:karanlik dongiisii takip
edildi ve oda sicakligi 21-22°C olarak ayarlandi. Bu ¢alismanin beslenme ve bakimi

Gaziantep Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nde yapildi.
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3.1.2. Ogrenme Deneyleri

Ogrenme deneylerinin yapildig1 ortamda cam bulunmamaktadir ve deney hayvaninin
etrafi gozlemlememesi i¢in tankin etrafi kapalidir. Biitiin gruplardaki hayvanlara, ilk
sekiz haftanin sonunda ve biitiin ¢alismanin bitecegi on altinci haftanin sonunda Morris
su tanki kullanarak, yer 6grenme (gizli platform) protokolii uygulanip spasyal referans
bellek testi uygulandi. Ogrenme testi toplam 5 giin siirdii. Ilk 4 giin dgrenme
denemeleri, son giin ise bellegi test edecek probe deneme yapildi.

Ogrenme denemeleri giinde 4 deneme olarak verildi. Ogrenme denemelerine
baslamadan Once stresi minimize etmek i¢in her hayvana 3 giin, giinde bir defa 1 dakika
yiizme alistirmasi uygulandi. Ogrenme giinlerinde, Morris su tankia oda sicakliginda
su dolduruldu, tank farazi 4 kadrana boliiniip platform bunlarin birinin merkezine su
seviyesinin 1-2 cm altina kalacak sekilde yerlestirildi. Kullanilacak platform su tankinin
ceperleri ve tabantyla ayni renkte olmalidir. Suya igindeki platformun goriilmemesi icin
yeterli miktarda, toksik olmayan boya karistirildi. Tankin c¢evresine hayvanin
platformun yerini 6grenmesine yardim edecek ipuglart asildi.

Ogrenme giinleri boyunca (4 giin) platform hep ayni kadranda kaldi. Ogrenme
denemelerinde hayvanin birakilacagr noktalar tayin edildi (Kuzey (K), Dogu (D),
Gilineydogu (GD), Kuzeybati (KB) gibi). Her 6grenme deneme giiniinde ilk deneme i¢in
ilk suya birakilis noktasi bir dnceki giinden farkli secildi. Ogrenme denemesinde hayvan
secilen suya birakilma noktasindan suya birakildi ve gizli platformu bulmasi i¢in 120
saniye verildi.

Platformu bulmus ve iizerine ¢ikmis hayvanin basarili oldugu kabul edildi. Ogrenme
denemeleri bitip besinci gilin bellegi test etme probe denemesine gecildi. Probe
denemede platform su tankindan ¢ikarildi. Hayvan belirlenecek her hangi bir suya
birakilma noktasindan suya birakildi ve hayvana 60 saniye siire verildi. 60 saniye
sonunda hayvan su igerisinden alinip kurulandi ve kafesine konuldu. Biitiin 6grenme
denemeleri su tankinin {izerinde tavana asili bir video takip sistemi ile kaydedildi,
degerlendirilecek olan 6grenme-bellek parametreleri alindi. Bu islemler i¢in EthoVision

programi kullanildi.
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3.1.3. Metformin HCI Tedavisi

Metformin HCI uygulanan gruplara (K+ Met, Predia+ Met), calismanin dokuzuncu
haftasinin basinda baslanarak calismanin bitece§i on altinci haftanin sonuna kadar,
toplam 8 hafta Metformin tedavisi uygulandi (100mg/kg/giin). Metformin tedavisi,
gavaj yoluyla giinliik olarak uygulandi.

Metformin suda maksimum konsantrasyonda coziilerek kullanildi. (25°C’de

1.06x10%° mg/L)

3.1.4. Hayvan Deneylerinin Sonlandirilmasi

On altinc1 haftanin sonunda biitiin hayvanlar tiim gruplardan elde edilecek hipokampus
doku orneklerini almak amaciyla genel anestezi (Ksilazin+ Ketamin; 5-10 mg/kg+ 50-
60 mg/kg, i.p) uygulanarak Stenazi yapildi. Hipokampus doku drnekleri -80°C’de Tibbi
Biyoloji AD.’nda saklandi.

3.2. Genetik Calismalar

3.2.1. Total RNA Eldesi (mRNA)

Taze dokudan total RNA izole etmek i¢cin RNeasy Mini Kit Protokolii (Qiagen GmbH,
Hilden, Almanya. Cat. No.74104) kullanildi.

Kitin ¢alisma prosediirii su sekildedir:

1.Taze dokular yeterli miktarda lam {izerinde kesilerek uygun tiiplere alind,

2. Elde edilen doku pargalar1 -80°C 15-20 dakika boyunca muhafaza edilip, tizerine 400
ul RLT buffer ve metal boncuk eklenip, doku parcalayici kullanilarak 5-10 dk boyunca

parcalandi.

3. Parcalanan doku ornekleri 3 dakika boyunca 4°C’de 12.000 g’de santrifiij edildi ve

orta faz yeni bir tiipe alindi,

4. Tipteki miktarin 1 kat1 (yaklasik 400ul) kadar 70% etanol eklenip, pipet ile iyice
karistirilda,

5. En fazla 700 pl 6rnek 2 ml toplama tiipii icerisindeki RNeasy® Mini kolona yiiklenip
ve oda sicakliginda 15 sn boyunca 8000 g’de santrifuj edildi. Toplama tiipiinde biriken

kalint1 atilip, kalan 6rnek oldugunda islem tekrarlandi.
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6. Temiz bir toplama tiipiine alinan RNeasy Mini kolona 700 pl Buffer RWT ¢ozeltisi
eklenip, oda sicakliginda 15 sn boyunca 8000 g’de santrifuj uygulandi. Toplama
tiiptinde biriken kalint1 atildi.

7. Temiz bir toplama tiipiine alinan RNeasy Mini kolona 500 pl Buffer RPE ¢o6zeltisi
eklenip, oda sicakliginda 15 sn 8000 g’de santrifuj uygulandi. (Not: Kullanmadan 6nce
Buffer RWT ve RPE cozeltilerine %96-100 etanol eklendi.) Toplama tiipiinde biriken
kalint1 atild1.

8. Temiz bir toplama tiipiine alinan RNeasy Mini kolona 500 ul Buffer RPE ¢ozeltisi
eklenip, oda sicakliginda 2 dk 8000 g’de santrifiij edildi. Toplama tiipiinde biriken
kalint1 atild.

9. 1,5 mI’lik toplama tiipiine alinan RNeasy Mini kolona 30-50 ul RNase icermeyen su
eklenip, oda sicakliginda 1 dk 8000g’de santrifiijj uygulandi. Toplama tiiptindeki
birikinti total RNA’y1 icermis oldu. Elde edilen RNA’lar -80 °C’de saklandi.

3.2.2. Elde Edilen RNA’lardan Kalite ve Miktar Tayini

cDNA deneyleri oncesi elde edilen RNA o6rneklerinin miktarlarint ve kalitesini
belirlenmek amaciyla ve tiim Ornekleri ayni yogunlukta reaksiyona tabi tutmak
amaciyla spektrofotometrik yontem kullanildi.

Kalite ve miktar tayini Epoch Micro-Volume Spectrophotometer System (BioTek,
Winooski, United States) kullanilarak yapildi. cDNA deneyleri Oncesi RNA
konsantrasyonu 200 ng/ul’ye ayarlandi.

3.3.3. mRNA’dan ¢cDNA eldesi

1. ¢cDNA (kalip, complementary DNA)’lar, Qiagen RT? First Strand Kit (Hilden,
Almanya, Cat.No. 330404) kullanilarak sentezlendi.

2. RNA miktar1 25 ng—5 pg arasinda olmalidir, en iyi sonug ise 0,5-1 pg arasinda
alinmaktadir.

3. Tablo 1’e gore RT toplam karisimi buz {izerinde hazirlanip, RNA’’nin miktar1 20
ul hacim igerisinde 200ng/pl olacak sekilde ayarlandi.

4. RNA en iyi sonu¢ alinan aralia gore ayarlandi, tepkime hacminin geri kalan

kismi ise Niikleaz i¢ermeyen su ile 10 pl’ye tamamlandi.
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5. RNA, genomik DNA eliminasyon karisimi igeren her bir tiipe eklenecektir. Kisa
stireli santrifiij yapilarak buz iizerine alindi.

6. Karisim olusturulduktan sonra Veriti™ Dx 96-Well Thermal Cycler cihazinda
asagidaki tablo 3.1°de gosterildigi gibi Genomik DNA eliminasyon protokolii
uygulandi (Tablo 3.2).

Tablo 3.1. Genomik DNA eliminasyon karigim igerigi

Bilesenler Tepkime Hacmi Konsantrasyon
Buffer GE 3ul 5x

Niikleaz icermeyen su 2ul

Kalip RNA Sul 1 pg/ul
Toplam Hacim 10 ul

Tablo 3.2. Genomik DNA eliminasyon protokolii

Sicakhik (°C) Zaman(dk)

42 °C 5dk

7. Siire bittiginde 6rnekler hemen buz iizerine alind1 ve 1 dakika beklendi.

8. Daha sonra, agagidaki tablo 3.3’e gore hazirlanan RT karigimi cihazdan alinan

orneklerin iizerine dagitildi ve toplam hacim 20 pl oldu.

9. Elde edilen yeni karigim Veriti™ Dx 96-Well Thermal Cycler (Applied
Biosystem, Foster City, CA, USA) cihazi ile revers transkripsiyon programi
calistirildi: 42°C’de 15 dk, 95°C’de 5 dk olan tepkime kosullarina gére RT-PCR
yapildi.

10. Buradan elde edilen cDNA’larm kullanim émriinii uzatmak icin -80°C’de

muhafaza edildi.
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Tablo 3.3. Reverse Transcriptase Mix i¢in bilesenler ve miktarlar

Bilesenler Tepkime Hacmi Konsantrasyon
Buffer BC3 4 ul 5x

Kontrol P2 1 ul

RE3 Reverse Transcriptase Mix 2 ul

RNaz icermeyen su 3 ul

Toplam Hacim 10 ul

3.2.4. Primer Secimi

BDNF primer assay ve “housekeeping” gen olarak GAPDH primer assay kulanildi.

Kullanilan primerler assay’lerin katalog numarasi ve Ozellikleri Tablo.3.4°de
gosterilmistir.
Tablo 3.4. Kullanilan primerler ve detaylari
PRIMER CAT. NO. RefSeq Band | Reference | UniGene
ASSAY Accession No | Size (bp) | Position No
BDNF | 330001 PPR45333A | NM_12513.4 210 1048 Rn.11266
GAPDH | 330001 PPR06557B | NM_017008.4 200 1086 Rn.91450
3.2.5.Gen ifade analizi

qRT-PCR (Real Time-PCR, Ger¢ek Zamanh-PCR)
gRT-PCR igin tepkime bilesenleri Qiagen RT?> SYBER Green Mastermix (Hilden,
Almanya, Cat.No. 330500) kiti kullanilarak hazirlanacaktir. Tablo 3.5’de bilesenlerin

tepkime hacimlerine gore kullanildi.

Tablo 3.5.qRT-PCR i¢in kullanilan bilesenlerin oranlari

Bilesenler Hacim Konsantrasyon
RT? SYBER Green Mastermix 12.5 ul

RT? gPCR Primer Assay (BDNF) 1 ul 10uM stok
RNaz icermeyen su 10.5 pl

Kalip cDNA 1l

Toplam hacim 25 ul
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Buz iizerinde tepkime bilesenleri hazirland1 ve uygun tiiplere cDNA’lar ile dagitilip,
gRT-PCR Rotor-Gene Q (Qiagen) cihazina yiiklendi. Tablo 3.6’da verilen qRT-PCR

tepkime kosullaria gore tespit islemleri gerceklestirildi.

Tablo 3.6. qRT-PCR Tepkime Kosullar1
Sicakhik (°C) Zaman

95 10 dk } 1 dongii

95 15 sn
60 30 sn } 40dongi

istatiksel Analiz

Elde edilen veriler, Qiagen online veri merkezinde Student’s t-testi, unpaired t-test,
Mann-Whitney U testi, one-way ANOVA ¢oklu karsilastirma testleri kullanilarak analiz

edildi. Veriler ortalama (+SD) olarak verildi.
Etik Kurul izni: Gaziantep Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 35

protokol no ve 2017/19 karar numarali etik kurul izni ile deneyler gergeklestirilmistir.

Etik kurul aragtirma basvuru onay formu ekte verilmistir.
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4. BULGULAR

Tedaviye yonelik yeni yaklasimlari gelistirmesi i¢in rat hipokampusundan BDNF
etkisinin gen ifadesinin analizleri yapildi, 6grenme deneylerine tabi tutuldu, aglik kan

glukoz seviyelerine bakildi ve haftalik olarak viicut agirliklarinin takibi yapildi.

4.1. Achik Kan Glukoz Degerleri

Deney hayvanlar teslim alindiktan sonra deneylere baslamadan once aglik kan glukoz
(FBG) degeri olgiildii ve gruplarin ortalamasi alinarak Tablo 4.1.°de gosterilmistir.
Gruplarin ortalama FBG degerleri daha rahat anlagilmasi agisinda Sekil 4.1.’de grafik

halinde gosterilmistir.

Tablo 4.1. Gruplarin ilk ortalama FBG seviyeleri.

FBG SEVIYELERI
(ORT)

KONTROL

PREDIYABET
KONROL+METFORMIN
PREDiIYABET+METFORMIN ELES

FBG SEVIYELERI (ORT)
100
08
%
94
92
90
88
36  FBG SEVIYELERI (ORT)

o < @
o‘i& é‘\‘& QOQS‘\ é‘"
A & ,s'*‘é &
& S
& &

Sekil 4.1. Deneye Baslamadan Once Gruplarin Ortalama FBG Seviyelerinin Grafikte Gosterimi.
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Deneye basladiktan sonra prediyabet gruplar1 yiiksek yagli diyet ile beslendi ve 8 hafta
sonunda ikinci kez aglik kan glukoz degerleri dlgiildii ( Tablo 4.2). Artislarin daha net
bir sekilde goriilmesi i¢in ortalama FBG degerleri Sekil 4.2°de grafik halinde
gosterilmistir.

Tablo 4.2. Gruplarin ikinci ortalama FBG seviyeleri.

FBG SEVIYELERI

(ORT)
KONTROL 101,375
PREDIYABET 137,444
KONROL+METFORMIN  BlERA
PREDIYABET+METFORMIN BEIXS

FBG SEVIYELERI (ORT)
160
140
120
100
80
60
40
20
0 ® FBG SEVIYELERI (ORT)
o < &
0‘& é‘\‘& QOQS‘\ é‘
& S

Sekil 4.2. Deneye Basladiktan 8 hafta Sonraki Gruplarin Ortalama FBG Seviyelerinin Grafikte Gosterimi.

Deney hayvanlar1 on alt1 hafta yliksek yagl diyet ile beslendikten sonra, sakrifiye
edilmeden 6nce son kez aglik kan glukoz degerleri 6l¢iildii ve bu degerler Tablo 4.3’de

gosterilmistir. Degisimlerin goriilmesi agisindan Sekil 4.3°deki grafik ¢izilmistir.

Tablo 4.3. Deneye Basladiktan 16 hafta Sonraki Gruplarin Ortalama FBG Seviyeleri.

KONTROL

PREDIYABET

KONROL+METFORMIN
PREDIYABET+METFORMIN QVARA
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Sekil 4.3. Deneye Basladiktan 16 hafta Sonraki Gruplarin Ortalama FBG Seviyelerinin Grafikte

Gosterimi.

4.2. Haftallk Agirhk Degisim Sonugclar:

Hayvan gruplarinin 16 hafta siiresiyle agirlik ol¢timleri yapildi ve degerler Tablo 4.4.’de

gosterilmistir. Gruplar arasindaki degisimlerin daha iyi goriilmesi i¢in bu degerler Sekil

4.4°de grafik halinde gosterilmistir.

Hafta

2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12

13
14
15
16

Kontrol
(gr.)
301,375
304,125
306,75
303
304,125
308,625
308,125
314,5
314,5
311,75
310,875
309,875
309,5
306,5
306,75
304,25

Tablo 4.4. Haftalik agirlik degisim tablosu

Prediyabet | Kontrol+Metformin | Prediyabet+Metformin
(gr.) (gr.) (gr.)

356,875
354,875
367,75
375,125
380,375
385,875
394,375
397,25
399
404
412,125
415,625
419,8
4259
432,6
445.6

299,375
302,125
301,75
300
306,125
307,625
310,125
316,5
312,5
308,96
307,9
304,85
302,5
301,78
300,63
300,78

330,875
338,875
347,75
354,125
361,375
365,875
384,375
397,86
396,52
393,87
389,85
390,12
388,52
385,41
384,69
383,15
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Sekil 4.4. 16 Haftalik gruplarin agirlik degisim grafigi

4.3. Morris Su Tanki Sonuclari

On alt1 haftanin sonunda deney hayvanlar1 sakrifiye edilmeden Once biitiin gruplar
Morris su tankinda 6grenme deneylerine tabi tutuldu. Bu deneyde hayvanlara 2 dakika
siire verildi ve platforma kacis siireleri ile standart sapmalar1 hesaplandi. Tablo 4.5’
bakildiginda metformin uygulanan kontrol grubunun, kontrol grubuna goére platformu
daha hizli buldugu goriilmektedir. Diger yandan metformin uygulanan prediyabetik
grubun,  prediyabetik gruba gore platformu bulma siiresinin daha az oldugu
goriilmektedir. Biitlin bu degerler tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile analiz edildi

ve gruplar arasindaki anlamlilik degerleri Tablo 4.6’da gosterilmistir.

Tablo 4.5. Kagis siiresi (t), verileri Morris su tankindan gizli platform protokolii uygulanarak elde
edilmistir. Veriler tek yonlii varyans analizi (ANOVA) analiz edildi ve ortalama + standart sapma olarak
ifade edilmistir.

Platforma kag1s siiresi

K Predia K+M Predia+M

t(s) 68,660 + 2,248 86,250 + 9,290 12,375 +5,660°" 37,690 + 13,810

*Kontrol grubunun (K) prediyabet grubu (predia) arasindaki anlamlilik sonucu tabloda gosterilmistir: One
way Anovap < 0,05.

® Kontrol grubunun (K) metformin kontrol grubu (K + M) arasindaki anlamlilik sonucu tabloda
gosterilmistir: One way Anova p < 0,05.

¢ Kontrol grubunun (K) metformin prediabet grubu (Predia + M) arasindaki anlamlilik sonucu tabloda
gosterilmistir: One way Anova p < 0,05.

4 Prediyabet grubunun (Predia) metformin kontrol grubu (K + M) arasindaki anlamlilik sonucu tabloda
gosterilmistir: One way Anova p < 0,05.
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¢ Prediyabet grubunun (Predia) metformin prediyabet grubu (Predia + M) arasindaki anlamlilik sonucu
tabloda gosterilmistir: One way Anova p < 0,05.
fMetformin prediyabet grubun (Predia+M) metformin kontrol grubu (K+M) arasindaki anlamlilik sonucu
tabloda gosterilmistir: One way Anova p < 0,05

Tablo 4.6. Morris su tankindan elde edilen kagis siirelerinin (t) anlamlilik degerleri.

GRUP P
(siire)
Kon Predia | 0,002"

Kon+M | 0,001"

Predia+M | 0,001"

Predia Kon | 0,002"
Kon+M | 0,001"

Predia+M | 0,001"

Kon+M Kon | 0,001"
Predia | 0,001"

Predia+M | 0,001"

Predia+M Kon | 0,001"
Predia | 0,001"

Kon+M | 0,001"

4.3.1 Sicakhik Haritas1 (Heat Map) Sonuclari

Ogrenme deneyleri uygulanan ratlarm platformu bulma cabalar1 sirasinda EthoVision.
yazilimi ile 4 farkli grubun sicaklik haritalar1 elde edilmistir. Haritalarda mavi yerler
ratlarin az bulundugu boélgeleri temsil ederken renk kirmiziya dogru ilerledikge yogun
bulundugu yerleri gostermektedir. ik 4 giin platform sabit tutularak 6grenme deneyleri
gerceklestirilmistir. Buradaki sonug yine platforma kacis stirelerini destekler yondedir.
Metformin uygulanan kontrol grubunun, kontrol grubuna gore platformu daha hizh
buldugu goriilmektedir. Prediyabetik gruplara bakildiginda, metformin uygulanan
prediyabetik grubun, metformin uygulanmayan prediyabetik gruba goére platformu

bulma hizinin artmis oldugu goriilmektedir (Sekil 4.5-Sekil 4.8).
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Sekil 4.6. Kontrol+Metformin Grubu Is1 Haritasi
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Sekil 4.8. Prediyabet + Metformin Grubu Is1 Haritas1

Ilk dért giin platfom ile gerceklestirilen 6grenme deneyi bittikten sonra besinci giin
platform tankin icinden alinarak ratlar probe denemeye tabi tutulup sicaklik haritalar
elde edilmistir. Buradaki sonuglar ilk elde edilen sicaklik harita sonuglarin1 destekler

niteliktedir (Sekil 4.9-Sekil 4.12).
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Sekil 4.10. Konrol+Metformin Grubu Probe Deneme Is1 Haritasi
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Sekil 4.11. Prediyabet Grubu Probe Deneme Is1 Haritasi

Sekil 4.12. Prediyabet+Metformin Grubu Probe Deneme Is1 Haritasi
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4.4. Gen Ifade Analizi Sonuclar

Farkli gruplara ait hipokampus doku drneklerinden elde edilen BDNF gen ifade analizi
sonuglar istatistiksel olarak karsilastirildi. Bunun i¢in microsoft office excel programi
kullanilmustir.

Hipokampus dokusunda yapilan gen ifade analizlerinde, elde edilen BDNF gen ifade
degerleri GAPDH gen ifade degerleri ile normalize edilmistir. Referans olarak alinan
GAPDH geni belirli sartlar altinda ifade diizeyi degismeyen, her doku ya da hiicrede
bazal diizeyde ve hiicreler arasi varyasyon gostermeden ifade edilen “housekeeping”
gendir.

qRT-PCR deneylerinde Cp (Crossing points) degerleri elde edilmistir (Tablo 4.7-
Tablo4.8) . qRT-PCR sonuclarinda, hipokampus ornekleri arasinda istatistiksel analiz
yapilirken 2"24¢t formiilii kullanilmistir ve bu formiil asagida gésterilmistir. Bu deger
bize deneklerin doku oOrnegindeki gen ifade diizeyinin, kontrol orneklerine gore

kiyaslanmasini saglar; yani katsay1 bilgisi edinilir.

2—AACt — 2—[6rnek ACt ( Gen- Referans) — kontrol ACt (Gen- Referans)]

gqRT-PCR sonuglarinda ilgili genin referans gene gore kiyaslamasi igin 22" formulii
kullanilmistir ve bu formiil asagida gosterilmistir. Bu deger bize o genin referans gene

gore hangi oranda ifade diizeyinin degistigini gosterir; yani, goreceli ifade bilgisi

edinilir.
2—ACt — 2—A(Gen Ct- Referans Ct)
Tablo 4.7. BDNF geninin ortalama Ct degerleri
Deney Kontrol Obez Kontrol+Metformin | Obez+Metformin
Gruplan
Ort.BDNFCt | 26,31666667 29,85142857 22,975 24,44
(1.tekrar)
Ort.BDNFCt | 25,48666667 29,78 21,9625 25,8814286
(2.tekrar)
Ort.BDNFCt | 24,40166667 29,98571429 21,8175 24,16
(3.tekrar)
Ort. Ct 25,40167 29,87238 22,25167 24,82714
Degerleri
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Tablo 4.8. GAPDH geninin ortalama Ct degerleri

Deney Kontrol Obez Kontrol+Metformin | Obez+Metformin
Gruplan

Ort.GAPDHCt | 14,8625 16,3385714 12,49 14,3485714
(1.tekrar)

Ort.GAPDHCt | 13,1491667 15,5457143 11,65 14,32
(2.tekrar)

Ort.GAPDHCt | 12,5008333 17,4171429 10,57 13,3271429
(3.tekrar)
Ort. Ct 13,50416667 16,4338095 11,57 13,99857
Degerleri

4.4.1. Hipokampusta kontrol grubu baz alimarak hesaplanan BDNF’in kath
degisim ifade sonuclar

BDNF geninin kontrol grubu ve obez grubu arasindaki kat degisimi ve p degeri Sekil

4.13’de verilmistir. Sonuglardan gorildiigii lizere “down-regiile” olmustur yani

obezlerde BDNF ifadesi kontrollere gore 2.9 kat azalmistir, p<0,05 oldugu icin

anlamlidir. Sekil 4.14’de bu iki grup arasindaki degisim grafiksel olarak gosterilmistir.

PUploaddata | ¥ Analysis setup  [RBUEUR

) Plots & charts | » Export data

Position | Gene Symbol el h Fod Chnge Rkt Eod Lo o Do Fepang
Group!  ConbrolGroup | Group! | Conlrol Group | Group 1/Contral Comments Graup 1/Control Group 1/Cantrol
BONF 1343 1.0 00008 | Doooze? 03 0J4dds 24
1 GAPDH

Sekil 4.13. BDNF geninin kontrol grubu ve prediyabet grubu arasindaki kat degisimi.

1.

Kontrol Grup Prediyabetik Grup

® BDNF

Sekil 4.14.BDNF geninin kontrol grubu ve prediyabet grubu arasindaki kat degisim grafigi
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BDNF geninin kontrol grubu ve kontrol+metformin grubu arasindaki kat degisimi ve p
degeri Sekil 4.15°de gosterilmistir. Sonuglardan goriildiigi lizere “up-regiile” olmustur
yani kontrol+metformin grubunda BDNF ifadesi kontrollere gore 2.32 kat artmistir ve

p<0,05 oldugu i¢in anlamlidir. Bu artig Sekil 4.16’da grafiksel olarak gosterilmistir.

¥ Upload data (N EVEREST ¥ Analysis P Plots &charts | » Exportdata [ » What's next

osiion | Gene Symbol AVG ACy A0 Fold Change p-valug Fold Up- or Down-Regulation
Group Centrol Group Group Contral Group Group 1/Control Comments Group 1/Cantrol Group 1/Contral
BONF 1068 1190 0.000605 0.000262 2 0042 2R

2 GAPDH

Sekil 4.15. BDNF geninin kontrol grubu ve kontrol+metformin grubu arasindaki kat degisimi

2.25
175
1.5
1.25
1
0.75
0.5
0.25
o]

Kontrol Grup Metformin uygulanan kontrol grup

@® BDNF

Sekil 4.16.BDNF geninin kontrol grubu ve kontrol+metformin grubu arasindaki kat degisim grafigi
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BDNF geninin obez grubu ve obez+tmetformin grubu arasindaki kat degisimi ve p
degeri Sekil 4.17°de gosterilmistir. Sonuglardan goriildiigi lizere “up-regiile” olmustur
yani obez+metformin grubunda BDNF ifadesi obez gruba gore 6.03 kat artmistir,
p<0,05 oldugu i¢in anlamlidir. Bu bariz artis Sekil 4.18’de grafiksel olarak da

gosterilmistir.

¥ Upload data b Analysis seflp  |REAUENES b Plots & charts | » Exportdata | » What's next

AVG AC AC Fold Change valug Fold Up- or Down-Regulation
Position Gene Symbal ! ' o B ’
Group 1 Control Group Group Control Group Group 1/Contral Comments Group 1/Contral Group 1/Contral
BONF 10.84 1343 0.000547 0.000091 503 0.04480 503

2 [eapod

Sekil 4.17. BDNF geninin prediyabet grubu ve prediyabet+metformin grubu arasindaki kat degisimi

Prediyabetik Grup Metformin uygulanan prediyabetik grup

@® BDNF

Sekil 4.18. BDNF geninin prediyabet grubu ve prediyabet+metformin grubu arasindaki kat degisimi
grafigi
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Yukarida tek tek ifade edilen kat de§isim oranlar1 Tablo 4.9°da daha iyi anlasilmasi
acisindan toplu halde verilmistir. Biitiin bu kat degisimleri daha rahat goriilmesi ve

karsilastirilabilmesi i¢in Sekil 4.19°da tek grafik halinde gosterilmistir.

Tablo 4.9. BDNF geninin kat degisim oranlart.

Prediyabet + Metformin ve

Prediyabet ve Kontrol Kontrol + Metformin ve Kontrol Prediyabet
-2,901054445 2,322749114 6,034036836
BDNF ifadesi Azaldi BDNF ifadesi Artti BDNF ifadesi Artti

Kat Degisim Orani
7
6
5
4
3
2 v
1 m Kat Degisimi
0 -
1 -
9 Kontrol Prediyabet
-3
4

Sekil 4.19. BDNF geninin kat degisimlerinin grafigi.
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5.TARTISMA VE SONUC

Normal glikoz toleransi iist sinir1 ile asikar diyabet arasindaki siire¢ "prediyabetik
donem" olarak adlandirilir. Prediyabet, insiilin direnci, hiperinsiilinemi, obezite
(6zellikle abdominal veya viseral obezite), yiiksek trigliserid ve/veya diisik HDL

seklinde dislipidemi ve hipertansiyonu i¢ceren metabolik sendromlar ile iliskilidirler.

Prediyabetik deneysel hayvan modeli olusturarak yapilmis olan c¢alismamizda;
deneklerin kan glikoz seviyeleri, agirliklari, obez olma durumlari, biligsel
performanslari, hipokampus gen ifade diizeyleri ve metforminin prediyabet lizerindeki
etkisi degerlendirildi. Deneye baslamadan Once randomize bir sekilde olusturulan
gruplardaki hayvanlarin kan glukoz seviyeleri ortalamasi 95 mg/dL olarak tespit
edilmistir. HFD ile 8 hafta beslenmesi sonucu prediyabetik gruplarin (prediyabet ve
prediyabet+metformin) ortalama kan glukoz seviyeleri 141 mg/dL oldugu goriilmiistiir.
Siire¢ degerlendirildiginde HFD ile beslenme siiresi uzatildiginda bu gruplarin tip 2
diyabete dogru ilerledigi goriilmiistiir. Ayni siire zarfinda kontrol gruplarinin kan
glukoz seviyeleri ortalamalar1 102 mg/dL olarak 6l¢iilmiistiir. Bu deger normal kabul
edilen araliktadir, artis olmasi beklenen bir durumdur ¢iinkii zaman gectik¢e hayvanlar
yaglanmakta ve bu da ratlar icin kan glukoz seviyelerini etkilemektedir. Sekizinci
haftadan itibaren metformin gruplarina ilag tedavisi uygulanmaya baglanmis ve 16.
haftanin sonunda kan glukoz degerlerinin ilag uygulanan bu gruplarda diismiis oldugu
saptanmistir. Metformin uygulanan kontrol grubunda kan glukoz seviyesi ~99 mg/dL’ye
gerilerken metformin uygulanan prediyabetik deney grubunda 146 mg/dL’den ~ 125
mg/dL’ye kadar geriledigi gosterilmistir. Bu bize metforminin deneysel prediyabette

tedavi etkisinin oldugunu gostermistir.

Ratlarin agirliklarina bakildiginda, HFD ile beslemeye basladiktan sonra kilolarinda
ivmeli bir artig goriilmektedir. Deney siirecinin sonunda HFD ile beslenen prediyabetik
gruplarda obezite olustugu saptanmistir. Buradan obezite ve prediyabetin biiyiik oranda
birlikte goriildiigli kanisina varilabilir. Bu iki metabolik hastalik arasindaki iliski tam
olarak anlagilamamistir. Prediyabet obezitenin nedeni mi sonucu mu tam olarak

anlamak i¢in daha detayli caligmalara ihtiyag vardir.
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Hipokampusun enerji dengesinin diizenlenmesindeki rolii bilinmektedir fakat bu iki
metabolik hastalik arasindaki iliskinin anlagilmasi icin pankreas, karaciger gibi

orgalarin da incelenmesi gerekmektedir.

Bunlarin arasindaki iliskinin anlagilabilmesi i¢in insiilin ve leptin seviyeleri takip
edilebilir, bunlar1 kodlayan genlerin ve obezite prediyabet gibi hastaliklarda etkili
oldugu diistiniilen PTP1B, UCP-2, SOCS3 gibi genlerin ifadeleri incelenip bu genlerin

ifade yolaklarinin diizenlenmesi takip edilebilir.
Yapilan benzer ¢alismalarda;

Metformin kullanimu ile ilgili kapsamli klinik deneyime ragmen, ilacin molekiiler etki
mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir. Daha Once tartisildigi gibi, metformin
oncelikle hepatik insiilin duyarhiligini arttinir ve AMPK aktivasyonu yoluyla hepatik

glukoz tiretimini azaltir (162).

Yapilan caligmalar, prediyabette metforminin olumlu etkileri oldugunu gostermistir

(163,164).

Cin Diyabet Onleme Caligmasinda (CDPS), IGT’ye sahip ve obez hastalar kontrol
grubu, metformin grubu (giinde iki kez 250 mg) olmak iizere iki gruba ayrilmistir.
Calisma siiresi li¢ y1l olup metforminin, diyabetin ilerlemesini kontrollere gore % 76.8
azalttigi gosterilmistir. Metformin grubunda kilo kaybi gozlenmemesi veya az

goriilmesi, muhtemelen ilacin diisiik dozda olmasina bagli oldugu bildirilmistir (165).

Hint Diyabet Onleme Programi (IDPP), CDPS calismasina benzer bir calisma
gerceklestirmistir, metformin aymi dozda uygulanmis (glinde iki kez 250 mg) ve
metforminin yani sira yasam tarzinda degisiklik de yapilmis (beslenme, spor). IGT ye
sahip olan 531 Hintli denek (BMI = 25.8 kg/m?) otuz ay boyunca takip edilmis ve
aragtirmacilar, hem metformin hem de yasam tarzi modifikasyonunun, kontrollerle
karsilagtirildiginda diyabet gelisimini Onledigini gostermislerdir. Bununla birlikte,
yasam tarzi degisikligi ve metformin kombinasyonu, diyabetin 6nlenmesinde herhangi

bir ek yarar saglanmadigi bildirilmistir (164).

Son yillarda yapilan bir calismada, diisiik veya yliksek dozlarda yapilan metformin
tedavisinin, etiyolojiden bagimsiz olarak IGT’ye sahip olan hastalarda prediyabetin

diyabete doniisiim oranini azalttig1 gosterilmistir (166).
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Cesitli calismalar metforminin bozulmus glukoz toleransi olan deneklerde insiilin
direncini azalttigin1 gostermistir. Metformin Oncelikle karacigerden glikoz c¢ikisini
azaltir ve periferal dokulardan glukoz aliminmi artirir, ayn1 zamanda yemek sonrasi

glisemik etkiyi azaltir ve insiilinin etkisini artirir. (167-171).

Metformin ile tedavi edilen hastalarda insiilin duyarliliginda ve pro-insiilinin

sekresyonunda olumlu degisiklikler bildirilmistir (172).

Metformin, AMPK'ya bagli olarak vaskiiler endotelyal fonksiyonlar1 iyilestirerek,
diabetes mellitusun mikro ve makrovaskiiler komplikasyonlarmi da &nledigi

bulunmustur. Bu komplikasyonlarin baglicalari, beyin infarkti ve iskemidir (173).

Arastirmamizda Morris su tankinda yaptigimiz deneylerin sonuglarina bakildiginda,
kontrol ve prediyabetik gruplar karsilastirildiginda, HFD ile beslenen prediyabetik
grubun platformu bulma siirelerinin daha uzun oldugu bulunmustur bu sonug
istatistiksel olarak anlamlidir (p= 0,002). Hipokampus beyinde biligsel fonksiyonlardan
sorumlu alan oldugundan bu sonu¢ bize HFD ile beslenen hayvanlarin
hipokampuslariin etkilendigini acik¢a gostermektedir. Metformin uygulanan gruplar
kiyaslandiginda ila¢ uygulanmayan gruplara gore platformu bulma siireleri oldukg¢a kisa
oldugu goriildii ve sonuglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p= 0,001).
Sadece prediyabetik grupta degil kontrol grubunda da metforminin olumlu etkisi agikca
goriilmektedir. Is1 haritalarina bakildiginda, ilk dort giinde gruplarin ortalama 1s1
haritalar1 verilmistir. Burada agikca goriiliiyor ki kontrol grubu, prediyabetik gruba gore
platformu daha hizli bulmus ya da platform g¢evresinde daha ¢ok zaman gegirmistir.
Metformin tedavisi uygulanan gruplara bakildiginda prediyabetin yol actig1 bozuklukta
diizelmeler goriilmekte hatta kontrol grubunda dahi biligsel fonksiyonlar1 gelistirdigi
gdzlenmistir. Ogrenme deneyinin besinci giinii platform cikarilarak yapilan probe
denemelerde prediyabetik grubun Ogrenme islevindeki azalma belirgin olarak
gozlemlenmistir. Prediyabetik grup platformun oldugu yerden ¢ok uzaklarda dolasirken
kontrol grubunun platformu oldugu yerde aradiklari saptanmigtir. Yine metformin
uygulanan gruplarda platform bulma siiresinin ila¢ uygulanmayan gruplara kiyasla

azaldig1 belirlenmistir.
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Prediyabetik ve kontrol gruplari platformun yerini hatirlaylp olmasi gereken yerde
aradiklar1 farkli alanlara yonelmedikleri goriilmiistiir. Ayrica bu 6grenme deneylerinde
metformin uygulanan gruplarin su igerisinde daha hareketli oldugu ve platformu
aramaya daha meyilli olduklar1 tespit edilmistir. Ilag tedavisi uygulanmayan
prediyabetik grubun platformu aramayip su yiizeyide hareketsiz bir sekilde bekledikleri
goriilmiistiir. Buradan su kaniya varilabilir, metforminin biligsel fonksiyonlari
tyilestirmede, LTP’nin geri kazanilmasinda, O6grenme becerilerinin gelismesi gibi

potansiyel bir koruyucu ajan olabilecegini isaret etmektedir.

Metforminin merkezi sinir sistemi tizerindeki etkileri ve potansiyel rolii hakkindaki
mevcut literatiir bilgileri oldukca sinirlidir. Agirlikli olarak in vitro ¢alismalar mevcuttur
ve nispeten gen¢ hayvanlarda kisa siireli tedaviyi inceleyen birka¢ in vivo calisma

bulunmaktadir.

Bazi ¢aligsmalar, metforminin biligsel bozukluk ve hafiza kaybi {izerinde yararli etkileri
olabilecegini gosterirken, bazilari ise metforminin noronal sagkalimi azaltabilecegini
gostermektedir. Metforminin bilissel fonksiyonlar tizerindeki etkisi daha 6nceki yapilan

calismalarda gosterilmistir (174,188).

Prediyabetik evrede baslayan glukoz intoleransinin kognitif fonksiyonlarda bozulmalara
yol actign gosterilmistir. Insiilin duyarhiligi ve glukoz metabolizmasi prediyabetik
evreden itibaren bozulmaktadir. Prediyabet hastalarinda kognitif bozukluklar, tip 2

diyabet hastalar1 kadar olmasa da artt1g1 bilinmektedir (174).

Beyin de prediyabet icin hedef organlardan birisidir (175). Prediyabette mikrovaskiiler
endotelyal hiicreleri etkileyerek, kan-beyin bariyerinde bozulmalara yol agmakta ve bu
durum da noroinflamatuvar reaksiyonlar ve ndrodejenerasyonla sonuglanmaktadir
(176). Endotel hiicreleri ndron, glial ve vaskiiler baglantilarda kritik rol oynamakta ve
norovaskiiler iiniteleri olusturmaktadir. Norovaskiiler {initede meydana gelen

bozukluklar da kognitif fonksiyonlarda bozulmaya yol agmaktadir (177).

Ornegin, Zhao ve ark. metforminin pentiletetrazolle indiiklenmis epilepsi hayvan
modelinde goriillen nobetler, kognitif bozukluk ve beyin oksidatif stres belirtecleri
tizerindeki iyilestirici etkilerini degerlendirmistir. Bu ¢alismada metforminin biligsel

bozuklugu iyilestirdigi ve beyin oksidatif stresini azalttig1 dogrulanmaistir.
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Bu sonuglar, metforminin kognitif bozukluga karsi potansiyel bir koruyucu ajan

olabilecegi sonucuna yol agmistir (178).

Benzer sekilde, kronik L-metionin hafiza bozuklugu modelinde, metforminin,
muhtemelen hipokampusta oksidatif stresi normalize ederek kognitif hasar1 onledigi

gosterilmistir (179).

Bagka bir calismada, metforminin siganlarda yiiksek yagli diyetlerle iliskili uzamsal

referans bellegin bozulmasini onledigi gosterilmistir (180).

Ashrostaghi ve ark. calismasinda 36 giin boyunca oral olarak metformin uygulanan
sicanlarda, Morris su labirentindeki uzaysal bellek performansi lizerinde olumlu bir etki

gosterdigini vurgulamistir (181).

Chen'e gore, 6 haftalik bir metformin tedavisi, LTP’nin geri kazanilmas1 dahil olmak

tizere farelerdeki bellek bozuklugunu 6nemli 6l¢iide iyilestirdigini gostermistir (182).

Baska bir ¢alismada McNeilly, metformin tedavisinin, insiilin duyarliligin1 artirarak
HFD’in uyandirdigi biligsel bozuklugu azaltip azaltmayacagini arastirmistir (183).
[lacin insiilin direncini ve HFD beslemesi ile iliskili kilo alimini azalttigi, fakat tanima

bellegi lizerinde etkisi olmadigint bulmustur (183).

En giincel caligmalardan birinde, Allard ve ark. uzun siireli metformin uygulamasinin
yash erkek C57BIl/6 farelerinde norotrofinler ve biligsel fonksiyon iizerindeki etkisini
incelemistir (Calismada hayvanlar ii¢ gruba ayrilmistir, bunlar; kontrol, yiiksek yagl
diyet ile beslenen ve metformin uygulanan yiiksek yagli diyet grubu). Metforminin,
HFD ile iliskili mekansal referans bellegin bozulmasin1 o6nledigi bildirmislerdir.
BDNF'in, NGF'nin ve norotrofin 3'tin (Nrf3) transkripsiyonunu azalttigi, fakat protein
seviyelernin degismedigi gosterilmistir. Arastirmaya gore, metforminin uzun siireli
tedavisi ve beyin biyokimyasinin degistirilmesindeki potansiyel rolii hakkinda daha

fazla arastirma yapilmasi gerektigi vurgulanmaktadir (184).

Bazi klinik ¢aligmalarin sonuglari, metformin ile uzun siireli tedavinin bilissel gerileme

riskini azaltabilecegini gostermektedir (185).

Guo ve ark. Tip 2 diyabetli depresif hastalarda metformin ile 24 haftalik bir tedavinin
bilissel performansi artirdig1 dogrulanmistir (186).
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Bir bagka klinik ¢aligmada, diyabet tedavisinde 4 yil boyunca belirli bilissel alanlardaki
etkisi incelendiginde sadece metformin kullanan hastalarin, diger anti diyabetik ilaclar
kullananlar ile karsilastirildiginda daha iyi bilissel performanslarinin (sézel 6grenme,

calisma bellegi ve yonetici islevleri) daha 1yi oldugunu gostermislerdir (187).

Moore ve ark. 2013 yilinda, metforminin hastalarda biligsel performans iizerindeki
etkisinin, biligsel gerilemenin ana nedeni olarak kabul edilen B12 vitamini eksikligine

bagli olmasindan da etkilenebilecegi belirtilmistir (188).

Bununla birlikte, Khattar ve ark. metformin kullanan diyabet hastalarinda B12 vitamini
diizeylerinin az olmasmin, biligsel bozuklugun ardindaki neden olmadigim

gostermislerdir (189).

Calismamizda gen ifade diizeyi analiz edilen BDNF’in ndrotrofin olmasinin yaninda
metabotrofin de oldugu yapilan c¢aligmalarda gosterilmistir. Deneysel ¢alismamizin
sonunda; BDNF gen ifadesinin, prediyabetik grupta ifadesinin kontrollere gore

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi saptanmistir (p=0,0444).

Buradan BDNF’in ifadesinin azalmasindan dolay1 prediyabet, obezite gibi metabolik
hastaliklarin olusabilecegi diisiincesine varilabilir. Bu sonu¢ bize BDNF’in viicuttaki

enerji dengesinin diizenlenmesinde bir rol aldigini gostermektedir.

Sinaptik plastisite, noéronal sagkalim, noronal farklilasma ve gelisimi ile iligkili olan
BDNF gen ifadesinin azalmis olmasi prediyabetik kosullarda biligsel fonksiyonlarin

bozulmasi ile iligkili olabilecegine isaret etmektedir.

Kontrol grubu ile metformin uygulanan kontrol grubu karsilastirildiginda ise ilag
tedavisi uygulanan grupta BDNF gen ifadesinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
arttig1 (p=0,0423), bilissel fonksiyonlarda iyilesme ve kan glukoz seviyesinde gerileme
oldugu saptanmistir. Prediyabetik grup ile metformin uygulanan prediyabetik grubu
kiyasladigimizda ise ila¢ tedavisi uygulanan grupta BDNF’in ifadesinin bir dnceki
karsilastirmaya gore asir1 arttigl saptanmistir ve bu anlamhidir (p=0,0441). Bu da bize
metforminin  kontrollere kiyasla hasta gruplarina daha ¢ok etki ettigini

diistindiirmektedir.
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Yapilan benzer ¢aligmalarda;

BDNF mRNA’s1, korteks, hipokampus, ventral tegmental alan (VTA), PVH, DMH,
VMH, LH, NTS, substantia nigra ve amigdala dahil olmak iizere sican beyninde bir ¢ok

yerde tespit edilmistir, ayrica TrkB’nin de bu bolgelerde ifadesi oldukga yiiksektir.
(190).

Daha onceki ¢aligmalarda, ekzojen BDNF uygulanmasinda, kemirgenlerde viicut
agirliginin, besin aliniminin ve enerji harcanmasinin diizenlendigi rapor edilmistir.
Intracerebroventricular (i.c.v.) BDNF uygulamasi, si¢anlarda besin alimin1 baskilamakta

ve viicut agirligini azaltmaktadir (191).

Db/db farelerde, i.c.v. BDNF uygulamasi, termojenezi giiclendirir, norepinefrin
dongiisiinii indiikler ve ayrilmayan protein 1 (Ucpl) ekspresyonunu arttirir, bu da
sempatik sinir sisteminin aktivasyonu yoluyla olusan enerji harcamalarinda BDNF’in
diizenleyici bir rol aldig1r anlamina gelmektedir. BDNF ifadesinin artmasi ayrica gida

alimin azaltir ve db/db farelerde glukoz dengesini iyilestirir (192).

Periferal BDNF uygulamasi, db/db ve DIO farelerde kan sekerini diisiirlip insiilin

seviyesini eski haline getirerek glikoz dengesini iyilestirir (193).

BDNF ve TrkB, ndronal gelisim i¢in hayati derecede onemlidir. Bu yiizden BDNF ya
da TrkB-null farelerde 6liimlere sebep olmaktadir (194).

BDNF heterozigot farelerde (Bdnf+/-), viicut agirhginda artis, adipoz hiicre
hipertrofisinden dolay: adiposite (yaglilik, sismanlik) ve siddetli hiperfaji goriiliir. Bu
farelerde ayrica kontrollere kiyasla serumda yiiksek leptin ve insiilin seviyeleri

goriilmektedir (195).

Yetigkin fare beyinlerindeki BDNF’in bazi delesyonlar1 (CaMKII-Cre-Bdnf-/-) sonucu,
obezite, hiperfaji, yliksek kan glukozu ile serumda artmig leptin ve insiilin seviyeleri

goriilmektedir (196).

TrkB reseptoriiniin ilk kodlanan ekzonunda goriilen bir insersiyon sonucunda TrkB’nin
ifadesinin normal seviyenin ceyregine diistiigii saptanmistir. Bu da yine aynm sekilde,

farelerde, viicut agirliginin artmasina ve hiperfajiye sebep olmaktadir.
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Biitlin bu caligmalar enerji dengesinin diizenlenmesinde BDNF/TrkB yolaginin 6nemini

gostermektedir (197).

Metforminin AMPK’y1 aktive ettigi bilinmektedir ve metforminin AMPK iizerinden
BDNF genine etki ettigi diisiiniilmektedir. Metformin ile BDNF arasindaki iliski tam
olarak aydinlatilmamis olsa da CREB — AMPK arasindaki iliskiden kaynaklandig
diistiniilmektedir. Aslinda, CREB bir AMPK substratidir ve CREB'nin aktivasyonu
AMPK tarafindan fosforilasyona baghdir (198).

AMPK aktivitesinin BDNF gen ifadesini azaltmis oldugunu gosteren calismalar
mevcuttur (199,200). Buradaki BDNF ifadesinin PTPIB tarafindan diizenlenmis olmasi
muhtemeldir (201).

Sonu¢ olarak BDNF gen ifadesinin artmasinda farkli yolaklarin islev gordigi
diisiiniilebilir ve bu yolaklarin aydinlatilmasi i¢in daha fazla c¢aligmalara ihtiyag

duyulmaktadir.

Biitiin bu verilerden varilacak sonuglar soyledir;
e Prediyabet, obezite gibi metabolik hastaliklar bilissel fonksiyonlarin
bozulmasina yol agabilir,
e Genellikle tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan metformin 6grenme becerilerinin
gelismesine ve biligsel fonksiyonlarin iyilesmesine katki saglayabilir,
e BDNF gen ifadesinin artmasi, sinaptik plastisiteyi ve biligsel fonksiyonlarin
gelisimini saglarken enerji dengesini de diizenleyerek prediyabet, obezite, tip 2

diyabet gibi metabolik hastaliklarin 6nlenmesini saglayabilir.

Yapilan bu c¢alismanin, insiilin salinimi ile iligkili metabolik hastaliklarda karsilasilan
biligsel sorunlarin patogenezine 151k tutabilecegi diisliniilmektedir. Ayn1 zamanda
biligsel sorunlarin patogenezindeki roliinlin incelenmis olmasi, bu konuda 6nemli bir
boslugu dolduracak ve yeni calismalar i¢in bir temel olusturacaktir. Toplumumuzda
yaygin gorlilen bir hastalik olan prediyabetin 6nlenmesi sosyal giivenlik kurumlari
tizerindeki mali ylikii azaltacak, ayn1 zamanda bireylerin yasam kalitelerinin arttirarak

bu bireylerin topluma kazandirilmasi bakimindan katki saglayabilecektir.
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Yine lilkemizde ve Diinya’da Onemli bir saglik problemi olarak karsimiza cikan
prediyabetin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi ile buna yonelik
yeni ilag gelistirme hedefleri belirlenebilecektir. Maliyeti yiliksek yontemler yerine
prediyabet tedavisinde farkli ilag yaklagimlarinin ortaya ¢ikarilmasi sorunun ¢oziimiinde

onemli katki saglayacaktir.

Yapilan bu calismada prediyabette, BDNF, bilissel fonksiyonlar ve enerji
metabolizmasi arasindaki olasi iligkilerin aydinlatilmis olmasi daha sonraki ¢aligsmalar

i¢in literatiire 6nemli katki saglayacaktir ve tedavi edici yontemlere 151k tutacaktir.
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