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OZET

L-Theaninin Diyabetik Sicanlarda Hipokampus Dokusu ve Serum BDNF ve

Adipositokin Seviyelerine Etkisinin incelenmesi

Diyabetes Mellitus (DM), artmis kan glukoz seviyesi, insiilin yetersizligi veya
etkisizligi ile karakterize metabolik bir hastalik olup beyinde yapisal ve fonksiyonel
bozukluklara neden olabilmektedir. L-Theanin (LTN), Camellia Sinensis bitkisi cay
tirlerinde bulunan, rahatlatici, psikoaktif, antidepresan, antiinflamatuvar ve antinekrotik
gibi 6zellikleri ile beyin ve beyinin hafiza ve 6grenme ile ilgili boliimii olan hipokampus

fonksiyonlarini diizenleyici 6zellige sahip essiz bir amino asittir.

Calismamizda nikotinamid (NA)/streptozotosin (STZ) ile diyabet olusturulan
siganlarda LTN’in hipokampus dokusunda ve serumda BDNF ve adipositokinlerin (TNF-
a, leptin, adiponektin ve rezistin) seviyelerine etkisi, doku histopatolojisi ile birlikte
degerlendirildi. Bu amagla, 32 adet erkek Wistar sican (150-250 g) kontrol, LTN, DM ve
DM+LTN olmak Uzere dort gruba (n=8/grup) ayrildi. 28 gun boyunca gastrik gavaj ile
kontrol ve DM grubuna i¢cme suyu, LTN ve DM+LTN grubuna ise 200 mg/kg/giin LTN

verildi. Doku homojenatlarinda ve serumlarda tayinler ticari ELISA kitleri ile yapildi.

DM+LTN grubu DM grubu ile karsilastirildiginda hipokampus dokusunda leptin ve
adiponektin seviyeleri anlamli diisiik bulundu (p<0.05). Diger parametrelerde de
degisiklikler olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamadi (p>0.05).
Histopatolojik analizlerde ise hasar hipokampusun tiim bdlmelerinde azalmasina ragmen
bu degisiklik CA3 bolgesinde anlaml diizeyde idi (p<0.05).

LTN, DM’de hipokampus dokusunu dejenerasyondan koruyucu etkiler
sergilemekle birlikte, BDNF ve adipositokinlerin seviyelerini de etkileyebilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Adipositokin, diyabet, ELISA, hipokampus, L-Theanin
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ABSTRACT

Investigation of The Effect of L-Theanine on The Hippocampus Tissue and Serum
BDNF and Adipocytokine Levels in Diabetic Rats

Diabetes Mellitus (DM), a metabolic disease characterized by the increased blood
glucose level, insulin deficiency or ineffectiveness, may cause structural and functional
disorders in the brain. L-Theanine (LTN) is a unique amino acid found in Camellia
sinensis plant tea species, with its relaxing, psychoactive, antidepressant, anti-
inflammatory and antinecrotic properties, and regulating the functions of the brain and

hippocampus which is the part of the brain related to memory and learning.

In our study, the effect of LTN on the levels of BDNF and adipocytokines (TNF-a,
leptin, adiponectin and resistin) in the hippocampus tissue and serum of rats which got
diabetes via nicotinamide (NA)/streptozotocin (STZ) as well as tissue histopathology was
evaluated. For this purpose, 32 male Wistar rats (150-250 g) were divided into four groups
(n=8/group) as control, LTN, DM and DM+LTN. Drinking water was given to the control
and DM groups by gastric gavage for 28 days, and 200 mg/kg/day LTN to the LTN and
DM+LTN groups. Determinations in tissue homogenates and sera were made with

commercial ELISA Kkits.

The leptin and adiponectin levels in the hippocampus tissue were found to be
significantly lower in the DM+LTN group compared to the DM group (p<0.05). Although
there were changes in other parameters, no statistical difference was found (p>0.05). In
histopathological analysis, although the damage was reduced in all sections of the

hippocampus, this change was significant in the CA3 region (p<0.05).

Although LTN exhibits protective effects in DM from degeneration of the

hippocampus tissue, it can also affect the levels of BDNF and adipocytokines.

Keywords: Adipocytokine, diabetes, ELISA, hippocampus, L-Theanine
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1. GIRIS ve AMAC

Diabetes mellitus (DM), pankreas beta hticreleri disfonksiyonu ve/veya insilin
direncine bagl olarak ortaya ¢ikan ve kronik olarak yiiksek glukoz konsantrasyonlari ile
kendini gosteren karmasik, ilerleyici bir metabolik hastaliktir (1). Genetik ve cevresel
faktorler, obezite, hiperlipidemi, hipertansiyon gibi etkenler bu hastaligin
patofizyolojisinde rol oynar (2). Morbidite ve mortalitesi yiiksek olan bu hastalikta birgok
organ etkilenmekte olup bu organlardan biri de beyindir. N6rogenezde azalma ve
dejenerasyon gorilebilmektedir (3). DM’de depresif sendromlar, demans, unutkanlik,
Alzheimer hastaligi gibi ndrolojik sorunlar yaygindir (4, 5). Diyabetik komplikasyonlar
esliginde kan-beyin bariyerinin gegirgenliginin bozulmasina bagli olarak beyinde
hipokampus fonksiyonu (diger beyin bolgeleriyle baglanti, 6grenme ve hafiza)
bozulmaktadir (6). Ayrica, glukoz ve insiilin diizeyindeki degisiklikler de hipokampus

metabolizmasini da etkilemektedir (7).

BDNF, beyinde ndronal dokuyu koruyan ve merkezi sinir sisteminin islevini
gelistiren norotrofinlerden biridir (8). Noron morfoloji ve fizyolojisini etkilemektedir.
Noronal plastisiteyi ve sinaps stabilizasyonunu artirmakta, bilissel islevleri ve hafizayi
iyilestirmekte ve demans riskini azaltmaktadir (8, 9). Beslenmeyi kontrol ederek ve glukoz
metabolizmasini diizenleyerek enerji homeostazinda rol oynar (10). insilin de BDNF
fonksiyonlarimi etkilemektedir. Diyabet ve komplikasyonlarina bagli olarak BDNF seviyesi
degisebilmektedir (8). Ayrica, patolojik durumlara ilaveten kullanilan antidepresanlardan
da BDNF duzeyi etkileyebilmektedir (9). BDNF sadece beyinde degil lokositler,
trombositler, endotel hiicreleri ve adipositlerde de eksprese olarak viicut fonksiyonlarina
katkida bulunur (11, 12).

Adipositokinlerin (TNF-a, leptin, adiponektin ve rezistin gibi) adipositlerden
salgilandig1 bilinse de beyinde de eksprese olduguna dair literatiirler mevcuttur (13-15). Bu
proteinlerin enerji homeostazi, norolojik fonksiyonlart ve noroplastisiteyi duzenleyici
rolleri de dahil pek ¢ok fonksiyonu bulunmaktadir. Bu fonksiyonlarda adipoz doku-beyin
ekseni Onemlidir. Adipositlerde salgilanan adipositlerin bir kismi kan beyin bariyerini

gecebilme veya reseptorleri ile etkilerini sergileyebilmektedir (15, 16).

LTN, Camellia Sinensis bitkisinden elde edilen yesil ve siyah ¢ay gibi igeceklerde
bulunan 6zel bir amino asittir. Yapilan ¢alismalarla sagliga faydal etkileri belirlenmistir;

antioksidan, antiinflamatuvar, antitimOr yolaklar1 tetikledigi, stres bozukluklarin
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hafiflettigi, ruh halini iyilestirdigi, antidepresan o6zellikleri oldugu, yani noroprotektif
etkiler sergiledigi ifade edilmektedir (17-19). ince bagirsakta aminoasitlerin emilimi ile
ilgili ve glukoz tasinimu ile ilgili genlerin ekspresyonunu baskiladigi ve bu sayede glukoz
ve insiilin diizeylerini disiirebildigi raporlanmistir (20). Ayrica LTN nin viicuttaki 6nemli

metabolit {irinii olan etilamin diizeyi yiiksek olanlarda DM riski diisitk bulunmustur (21).

BDNF’nin ve adipositokinlerin beyin metabolizmasini diizenlemede rolii olmasi,
bu proteinleri, norolojik ve strese bagimli hastaliklarda terapotik hedef haline
getirmektedir. LTN’nin BDNF’yi arttirarak beyin fonksiyonlarina olumlu etkileri tespit
edilmis olsa da (22) DM hastalarinda BDNF’ye ve adipositokinlere etkilerine yonelik
calismaya rastlanilamamistir. Bu ¢alismada LTN’nin NA/STZ enjeksiyonu ile diyabet
olusturulan siganlarin hipokampus dokusunda BDNF ve adipositokinlerin (TNF-a, leptin,
adiponektin, rezistin) seviyelerine etkileri belirlenmis ve hipokampus dokusu
histopatolojik  olarak  incelenmistir.  Bdylece LTN’nin  noroprotektif  etkisi

degerlendirilmistir.



2. Genel Bilgiler
2.1. Diyabetes Mellitus

Diyabetes Mellitus insiilin salinimi, eksikligi veya etkisizligi ya da bu faktorlerin
birlikte olmas1 ile ortaya ¢ikan hiperglisemi ile karakterize akut ve kronik
komplikasyonlarin eslik etmesiyle yasami olumsuz etkileyen, yaygin ve kronik bir
hastaliktir (23). Kan glukoz seviyesinin siirekli yiiksek olmasi (kronik hiperglisemi), basta
sinir sistemi olmak iizere bobrekler, kalp, kan damarlar1 ve goz gibi ¢esitli organlarda uzun
stireli hasar, fonksiyon bozuklugu veya yetmezligi gibi olumsuz etkiler olusturur (24, 25).
Diyabet ve komplikasyonlari, hem ¢evresel hem de genetik bilesenleri olan ¢ok faktorlii ve
karmagik durumlardir (25). DM’nin 20-79 yas araligindaki insanlarda kiresel tim
nedenlere bagli 6liimlerin %14.5’ini olusturdugu tahmin edilmektedir (26). DM yayginlig
yas ile birlikte artmaktadir (27).

Diyabet baslica tip 1 diyabetes mellitus (T1DM), tip 2 diyabetes mellitus (T2DM),
gestasyonel diyabet (GDM) ve ilag kullanima bagli gelisen diyabet tipleri olarak
siniflandirtlir (Tablo 1). TIDM vakalarinin %10-15"ini, T2DM yaklagik %85’ini, diger
tipler (gestasyonel DM, ilaca bagh DM, farkli endokrinopatiler ve genetik bozukluklar)
kalan %1-5’ini olusturur (26). Teshis edilmemis diyabet biiyiik bir kiiresel sorundur, ¢lnk
seker hastalarinin %50.1°1 durumlarinin farkinda degildir. Erken teshis, uygun bakima yol

acabilir ve boylece DM ve komplikasyonlar1 sakatligi ve 6liimii 6nlemek icin yonetilebilir

(26).

T1DM’de hastalar, pankreas beta hiicrelerinin geri doniigiimsiiz hasabiyeti
nedeniyle insiilin eksikligine mazruz kalirlar ve bu nedenle insiiline bagimlidirlar.
T1DM’de insiilin tretiminin bozulmast bu tipin temel o6zelliktir (28). Otoimmiin yanit,
toksinler veya gidalar gibi gevresel faktorler tarafindan tetiklenebilir, bu da B hiicresi ve T
hiicresi aracili immiin yanitin anormal uyarilmasina neden olur (29). Bu, adacik hiicresi
otoantikorlar1 (ICA), insiilin otoantikorlar1 (IAA), glutamik asit dekarboksilaz (GADA)
otoantikorlar1 ve tirozin fosfatazlara otoantikorlar (IA-2a ve 1A-2b) dahil olmak Uzere
otoantikorlarin {iretimini baslatir, B’ya karst hiicre antijenleri ve insilini tetikler, ardindan

pankreas insiilin iireten beta hiicrelerinin tahrip olmasi1 mutlak insiilin eksikligi yaratir (28).

T2DM’li hastalarda B hiicreleri insiilin iiretme yeteneklerini korumustur, ancak
insiilin direnci nedeniyle periferik hiicreler insiiline yanit verememektedir. Bu nedenle ana
Ozellik, periferik dokularda insiilin etkisinin bozulmasidir (30). Yine de, T2DM

3



hastalarinda diisiik p hiicre kitlesi gérinmektedir. Bu da, kalan B hiicrelerinin artan is

yiikiine sahip oldugu ve B hiicrelerinin sayisinin daha da diismesine yol ag¢ti1 ve bunun

sonucunda da insiilin salgisinin kayboldugu anlamina gelir. T2DM’ye kotii yasam tarzi,

obezite ve genetik faktorler gibi etmenler etkilidir. T2DM’de insiilin salgilanmasinin ve

faaliyetinin azalan etkileri, artan ektopik yag depolama seviyeleri, artan adipokin salgis1 ve

dolasimda yiikselmis esterlesmemis yag asitleri ile ilgilidir (31). T2DM, yetiskinlerde daha

yaygindir (32). Bununla birlikte, T2DM baslangi¢ yas1 diismiis ve ¢ocuklarda insidansi

artmustir (33).

Tablo 1. DM tani kriterleri ve siniflandirilmasi (26, 34)

DM tani
kriterleri

eHbAlc > % 6.5 (>48 mmol/mol)

e Random plazma glukozu >200 mg/dL (> 11.1 mmol/L)

e Aclik plazma glukozu >126 mg/dl (> 7.0 mmol/dL)

¢ OGTT’nde 2-saatlik venoz plazma glukozu >200 mg/dL (> 11.1 mmol/L)

T1DM

e Pankreas B-hiicre yikimi1 nedeni ile mutlak insiilin eksikligi
e Genellikle bagisiklik mekanizmalar: aracilik eder.

e[LADA (latent autoimmune diabetes in adults: yetiskinlerde gizli
otoimmin diyabet)

T2DM

e insiilin sekresyonunun ve etkisinin giderek kotiilesmesi ile karakterizedir.
e Insiilin direnci ile kusurlu sekresyon.

e Siklikla metabolik sendrom denen diger problemlerle iliskilidir.

GDM

¢ Gebeligin ikinci veya li¢iincii trimesterinde teshis edilen ve gebelikten
once acikca asikar olmayan diyabet.

Diger DM’ler

e Monojenik diyabet sendromlart (yenidogan diyabeti ve genclerde
olgunluk baslangich diyabet (MODY) gibi).

¢ Ekzokrin pankreas hastaliklar1 (kistik fibroz ve pankreatit gibi).

eilag veya kimyasal kaynakli diyabet (6rnegin glukokortikoid kullanimi,
HIV/AIDS tedavisinde veya organ nakli sonrast).




2.2. Hipokampus
2.2.1. Anatomik Ozellikleri

Hipotalamus, koronal beyin kesitlerinde C harfi seklinde goriilen bir fonksiyonel
yap1 olup, hipokampus morfolojik olarak deniz atina benzedigi i¢in (Yunanca: inmoc,
hippos= at; kapmoc, kampos= deniz) bu ismi almistir (35). Anatomik olarak entorinal
kortekse bitigiktir ve singulat girus, parahipokampal girus, amigdala, septal alan ve
hipotalamus ile birlikte duygulari, davranislar1 ve hafizay1 kontrol etmekten sorumlu olan
limbik sistemi olusturur (36). Limbik lobin arka kisminda yer almaktadir. Yetiskin
insanlarda, 320-420 cm® hacmi olan neokorteks ile karsilastirildiginda beynin her iki
tarafindaki hipokampus hacmi yaklasik 3-3.5 cm®tir (37). Serebral kortekse gdre

neredeyse 100 kat daha kii¢lik hacme sahiptir.

Hipokampus, bir piramit seklinde iki hiicre katmanindan olusur. D1s katman biiyiik
piramidal hiicrelerden olusurken, i¢ katman orta biiyiikliikte piramidal hiicrelerden olusur.
Hipokampus, temelde dort bolgeden olusan daha biiyiik bir yapinin yani hipokampal
olusumun bir pargasidir. Bunlar: (I) Dentat Girus (DG); (Il) tam Hipokampus veya Cornu
Ammonis (CA) alt alanlarn (CAl, CA2, CA3 ve CA4); (III) Subikil Kompleks
(Subiculum, Presubiculum ve Parasubiculum); ve (IV) Entorinal Korteks’ten (EC) ibarettir
(38). DG’nin kiigiik graniil hiicrelerinden farkli olarak, CA3, CA2 ve CA1’in piramidal
noronlar1 biiyiiktiir ve Stratum Pramidale’yi olusturan bu bolgenin ana hiicrelerini temsil

eder (36, 39).
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2.2.2. Fonksiyonlari

Talamus ve medial temporal lob arasinda yer alan hipokampus, diger beyin
bolgeleriyle olan yogun baglantilar1 nedeniyle mekansal yon bulma, 6§renme ve hafizada
onemli roller oynar. Uzun siireli hafizanin kaydindan, transformasyonundan ve
yonlendirilmesinden sorumludur (42). Ogrenme ve hafiza déngiisii igin iki 6nemli yol
vardir: polisinaptik ve dogrudan yol. Polisinaptik yolda, hipokampus entorinal korteks
yoluyla parietal, temporal ve oksipital bolgelerden afferent baglantilar alir ve daha sonra
girus — CA3 — CAl — subiculum — alveus — fimbria — fornix — mamiltalamik yol
— anterior talamus — posterior cingulated — retrosplenial korteks ile son bulur. Direkt
intra-hipokampal yolda, temporal birlesme korteksinden CAl’e giris perirhinal ve
entorhinal alanlar1 arasindan gerceklesir. Oradan, ¢ikintilar subiculum ve entorhinal cortex
yoluyla inferior temporal kortekse, temporal kutba ve prefrontal kortekse dogru hareket

eder.

Hipokampus, ruh halini de etkiler. Duygusal davranisi diizenlemede karsilikli
etkileri kolaylagtiran amigdala ile eslenik baglara sahiptir. Duygusal davranis tizerindeki
bu etkiye, amigdala hipokampustan daha fazla hakimdir (43). Ayrica, hipokampus, ventral

striatum halkasinin 6nemli bir pargasi oldugu i¢in motor fonksiyonlarda da rol oynar (44).

Hipokampusun bu fonksiyonlarina ilaveten navigasyonda, duygusal davranis ve
hipotalamik fonksiyonlarin diizenlenmesi de Onemli bulunmaktadir (45). Ayrica
parahipokampal ve entorhinal korteksler anlamsal bellekte de rol oynamaktadirlar. Hayvan

caligmalar1, hipokampusun yeme davraniginda da rol oynadigini ortaya ¢gikarmistir (46).

2.3. BDNF

BDNF, sinir buyltme faktord, norotrofin 3 ve ndrotrofin 4-5’in de i¢inde yer aldigi
norotrofin ailesinin bir Uyesidir. Beyinde noronlar, BDNF nin 6nemli bir hiicresel kaynagi
olarak kabul edilir ve sentezi, hipokampus ve frontal, parietal ve entorhinal gibi duygusal
ve bilissel islevlere katilan bolgelerde gergeklesir. Insanlarda yapilan gen ekspresyon
caligmalari, merkezi BDNF’nin korteks, hipokampus, amigdala, bazal 6n beyin, dorsal
vagal kompleks, arka ve orta beyin gibi bolgelerde en yiiksek oldugunu ortaya koymustur
(47, 48).



BDNF’nin en o6nemli islevleri arasinda gelisimsel siiregler, noéro-, gliyo- ve
sinaptogenezin diizenlenmesi, ndroproteksiyon ve hafiza ve bilis mekanizmalarini

etkileyen kisa ve uzun siireli sinaptik etkilesimlerin kontrolii yer alir (49).

BDNF proteini, pre-pro-BDNF olan bir 6ncli form olarak endoplazmik retikulumda
sentezlenir ve katlanir. Pro-BDNF yaklasik 29 kDa’dir ve boliindiigiinde yaklasik 14 kDa
agirligindaki olgun BDNF’yi (mature (M)-BDNF) meydana getirir (50). Pro-BDNF’nin
hiicre dis1 boliinmesi, plazmin ve matris metaloproteazlar 2 ve 9’a (MMP2 ve MMP9)
baglidir. M-BDNF ve pro-BDNF’nin hiicre dis1 bosluga salgilanmasi, fizyolojik etkilerinin
sergilemesini saglar (50, 51). Pro-BDNF’nin M-BDNEF’ye orani, beyin gelisiminin belirli
asamalar1 ve bolgeler arasinda degisir. Erken postnatal donemde daha yiiksek pro-BDNF
konsantrasyonu bildirilirken, M-BDNF yetigkinlerde hakimdir (52).

BDNF ekspresyonu hem endojen hem de eksojen faktorlerle diizenlenir. Yas ve
doku tdrtinden etkilenmektedir. Dokuz farkli diizenleyici gen, 24 farkli BDNF
transkriptinin dokuya 6zgii ekspresyonunu indiikledigi ve beyin bolgelerinde ekspresyonun
cok dizeyli duzenlenmesinde rol almaktadir (53). BDNF ekspresyonu gama-amino batirik
asit (GABA) tarafindan diisiiriiliir. Bunun tersine, glutamat, asetilkolin ve serotonin gibi
norotransmiterler tarafindan ise arttirildigir gosterilmistir (54). Yetigskin beyninde, BDNF
yiiksek ekspresyon seviyelerini korur ve hem uyarict hem de inhibe edici sinaptik iletimi

ve aktiviteye bagl plastisiteyi diizenler (12).

BDNF c¢esitli omurgalilarin ve insanlarin genleri arasinda %85.9-100 6zdeslige
sahiptir. BDNF’nin sentezi hem merkezi hem de periferal sinir sisteminde fizyolojik
kosullar altinda hedef noronlar tarafindan yaralanma, iltihaplanma veya antidepresanlarin

uygulanmasini takiben astrositler tarafindan meydana gelir (55, 56).

BDNF mRNA’lar, kas, timus, kalp, karaciger, vaskiiler diiz kas hiicreleri, akciger
ve dalak dahil olmak Ulzere bircok noronal olmayan dokuda ifade edilir. BDNF ayrica
monositler, lenfositler ve eozinofillerde de dretilir. Bu hicreler otokrin sistem yoluyla
BDNF firetir ve onu alerjik reaksiyonu uyandirmak ve uzatmak i¢in kullanir (57).
Trombositler, periferik BDNF’nin ana kaynagidir ve diger dokulardan salgilanan
BDNF’nin depolanmasi i¢in dnemlidir (57). Ortalama serum BDNF seviyesi, plazmadan
yaklasik 200 kat daha yiiksektir; bu, dolasimdaki trombositlerde depolanan ve pihtilasma
sirasinda salinan BDNF miktarin1 yansitan bir farktir. BDNF’nin kan-beyin bariyerini

gecebilecegine dair kanitlar oldugu diisiiniildiigiinde, c¢alismalar serum BDNF’nin
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beyindeki BDNF seviyelerinin bir temsilcisi oldugunu varsaymaktadir. Tutarli bir sekilde,
merkezi sinir sistemindeki (beyin BDNF, b-BDNF) BDNF olgiimleri, beyin kaynakli
BDNF’nin %751 ile periferden alinan BDNF dl¢iimleri (serum BDNF, sBDNF) ile
iliskilidir (58, 59). Saglikli kisilerde, ortalama plazma BDNF diizeyi ~92.5 pg/mL (8-927
pg/mL) olarak bulunmustur. BDNF’nin insanlarda sirkadiyen bir ritim izledigi One
stiriilmiistiir ve sabah saatlerinde en yiiksek degerlere ulasiimaktadir (60). Kadinlarda daha

yuksek olup, her iki cinsiyette de ilerleyen yasla azalmaktadir (61).

BDNF salgilandiktan sonra iki reseptdrden birine baglanabilir. ki BDNF izoformu,

ndrotrofin ailesinin tiim iiyeleri i¢in oldugu gibi, tercihen farkli reseptorlere baglanir.

1. Tumor nekroz faktor reseptor ailesinin 75 kDa’luk bir glikoprotein Gyesi olan
“‘diisiik afiniteli’’ reseptdriin, tiim norotrofinler i¢in ortak bir hedeftir ve bu

nedenle 75 kDa neurotrophin receptor (p75" ") olarak isimlendirilmistir.

2. Yiksek afiniteli reseptoriin, tirozin protein kinaz (Trk) ailesinin bir parcasi
oldugu gosterilmistir. Bu aile TrkA, TrkB ve TrkC reseptorlerini icerir. Olgun
BDNF etkisini TrkB reseptori izerinden gostermektedir (62).

Olgun BDNF tercihen TrkB’yi baglayarak biiylime Oncesi sinyalleme ile

sonuglanirken, Pro-BDNF tercihli olarak p75"™%

ye baglanarak anti-biylme sinyali ile
sonuglanir (50). Dinlenme formunda, her iki tip reseptor de hiicre i¢i vezikiillerin zarinda
bulunur. Ca?*, siklik adenozin monofosfat (CAMP) veya elektriksel uyarimli hiicresel
membrana transferi ve kaynasmay1 baglatir (63, 64). Fosfolipaz C (PLC)-y-bagimli yol,
Ca?*-kalmodiiline bagimli protein kinaz (CAM kinaz) ve protein kinaz C’nin (PKC)
aktivasyonuna yol acar, bu daha sonra 1,2-diasilgliserol (DAG) ve Ca®* iyonu
konsantrasyonlarini arttirir (49). PKC-bagli yolak sinaptik plastisiteyi arttirir (65). Rho
ailesini temsil eden BDNF/TrkB kompleksi tarafindan baglatilan GTPaz aktivasyonu,
noronal liflerin biiylimesiyle sonuglanan aktin ve mikrotiibiil sentezini uyarir (66).
Fosfatidil inositol 3 kinaz (PI3K)/Akt ile iliskili yolak, antiapoptotik ve sagkalim etkinligi
gosterir. Ayrica, N-metil-D-aspartat reseptoriine (NMDAR) bagimli sinaptik plastisiteyi de
dizenler (66, 67). PI3K/Akt/mTOR kaskadi, protein sentezi ve hiicre iskeleti gelisiminin
diizenlenmesi yoluyla, dendritik biiyiimeyi ve dallanmay1 artirir (68, 69). Mitojenle aktive
olan protein kinaz (MAPK)/Ras sinyalizasyon kaskadi, néronal farklilagma esnasinda
protein sentezini duzenler (65). MAPK ile iliskili sinyallesme ayrica hiicre disi sinyalle
dizenlenen kinaz 1/2 (ERK 1/2) ve cAMP yanit elemani-baglayici proteinin (CREB)
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aktivasyonu icin elzemdir (49). Bu yol, yalnizca erken yanit gen ekspresyonu (6rnegin, c-
Fos ve ARC) i¢in degil, ayn1 zamanda hiicre iskeleti protein sentezi (6rnegin, Arc ve
cypin) (66) ve ayrica hipokampal néronlarda dendritik biiyiime ve dallanma i¢in de kritiktir
(70).

Aslinda, hipokampustaki yiiksek BDNF seviyeleri, yetigkinlerde dentat girus
progenitor hiicrelerinin hem hayatta kalmast hem de farklilagmasi ile ilgilidir ve diisiik
BDNF seviyeleri, yasli hayvanlarda yetersiz norogenez ile iliskilendirilmistir. BDNF
uretimi, Alzheimer’li kisilerin hem hipokampuslarinda hem de entorhinal kortekste
azalabilir. BDNF sinir agini diizenlediginden ve hipokampal noronlari oksidatif, metabolik
ve eksitotoksik strese karsi korudugundan, arizasi veya azalan iiretimi zararli sonuglar
doguracaktir. Yaslanma sirasinda antioksidan savunmanin bir pargasi olarak BDNF’nin
oksidatif stresle artti@1 bilinmektedir (12). Hem stres hem de yaslanmanin siirekli olarak
BDNF diizeylerini diislirdiigli ve boylece beynin hasara karsit savunmasizligint artirdigi

gosterilmistir (45).
2.4, Insiilin, Diyabet ve Hipokampus

Insiilin, sirastyla 21 ve 30 amino asitlik A ve B zincirleri ve toplamda 51 amino
asitten olusan 5.8 kDa’lik bir peptid hormondur. Pankreasta, langerhans adaciklar1 3
hlcrelerinde sentezlenir. Baslangigta preproinsiilin olarak sentezlenir ve daha sonra sinyal
dizisi uzaklastirilarak proinsiilin seklinde golgiye gelir. Burada C-peptid ayrilarak A ve B

peptidlerinden ibaret olan insiilin olusur ve bu da uyari ile birlikte graniillerden salinir (71).

Insiilin, viicutta metabolik etkiler ortaya g¢ikaran anabolik bir hormondur. B
hiicreleri, plazma iginde dolasan glukoz, amino asit, keto asit ve yag asit duzeylerine gore
instlin Gretimini duzenler. Ancak, insiilin sentezi ve dolagima salinmasi esas olarak glukoz
tarafindan diizenlenir. Glukoz, beta hiicrelerine, kan glukozu konsantrasyonundaki Kiguk
degisikliklere bile yanit veren, bdylece fizyolojik kosullar sirasinda insiilin salinimini siki
bir sekilde diizenleyen GLUT-2 araciligiyla girer. Glukoz, hiicreye girdikten sonra glikoliz
yoluyla metabolize edilir ve ATP, hiicre i¢i potasyum seviyelerini artiran ve hiicreyi
depolarize eden ATP’ye duyarli potasyum kanallarina etki eden ATP’yi olusturur (72, 73).
Bu, voltaja duyarli kalsiyum kanallarimin kalsiyum akiminin artirmasina neden olur ve
sonunda insiilin igeren graniillerin ekzositozunu indiikleyerek insiilini dolagima salar.
Insiilin salgilanmasinda serbest yag asitleri, glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1) ve diger

faktorler de etkilidir. GLP-1, insiilin salgilanmasini artirir (74).
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instilinin esas rolii, beslenme ve aclik durumlarinda enerji tasarrufu ve kullanimini
kontrol etmektir (75, 76). Glukoz metabolizmasinin homeostazi, 2 sinyal kaskadiyla
gergeklestirilir: instilin aracili glukoz alimi (IMGU) ve glukozla uyarilan insiilin
sekresyonu (GSIS). IMGU kaskadi, insiilinin iskelet kas1 ve yag dokusundan glukoz
alimini1 artirmasina izin verir ve hepatik hiicreler tarafindan glukoz olusumunu baskilar.
Insiilin kademesinin asag1 akis sinyalinin aktivasyonu, insiilin hiicre dis1 olarak
reseptOriinlin alfa alt birimi ile etkilesime girdiginde baslar. Bu etkilesim, insiilin reseptor
kompleksinde konformasyonel degisikliklere yol acar ve sonunda insulin reseptori
substratlarinin tirozin kinaz fosforilasyonuna ve ardindan fosfatidilinozitol-3-kinazin
aktivasyonuna yol acar (77). Bu asagi akis olaylari, GLUT-4 tastyicisinin intraseliilerden
ekstraseliilere iskelet kasi hiicresinin plazma membranina istenen translokasyonuna neden
olur. Hicre ici olarak GLUT-4, keseciklerde bulunur. Bu GLUT-4 vezikillerinin ekzositoz
edilme hizi, insiilinin hareketleri veya ¢alismasi nedeniyle artar. Bu nedenle, plazma zari
uzerindeki GLUT-4’iin varhigini artirarak insiilin, glikojene metabolizma i¢in iskelet kasi

hiicrelerine glukoz girisine izin verir (77).

Insiilin, etkilerini membran boyunca uzanan bir tetramerik tirozin kinaz reseptorii
lizerinden gosterir. Insiilin reseptore baglandiktan sonra, reseptor tirozin kinaz aktivitesini
baglatabilmek icin otofosforile islemine tabi tutulur (78). Bu, IRS-1’in fosforilasyonu,
fosfatidilinositol-3 kinazi ve sonunda protein kinaz Akt’yi aktive ederek instilinin hiicre i¢i
etkilerine aracilik eden hiicre i¢i sinyal yolunu baglatir. Hiicre i¢i insiilin sinyali
karmagiktir ve birgok farkli olayla sonuglanan bir¢ok farkli yolu igerir. Karacigerde
insilin, glikojenoliz ve glukoneogenezi inhibe ederek glukozun hepatositlerden GLUT-2
yoluyla dolasima gegisini inhibe etmis olur (79). Iskelet kasinda insiilin (ve fiziksel
aktivite), glukozun miyositlere alimmi kolaylastiran GLUT-4’tin hiicre zarina
translokasyonunu indiikler. Iskelet kasi, insiilinle uyarilan glukoz alimmin baslica hedef
organi olmasima ragmen, GLUT-4 ayn1 zamanda insiilinle uyarilan glukozun adipositlere
alimindan da sorumludur. Hormon duyarh lipazi (HSL) inhibe ederek, insiilin, yag

hiicrelerinde lipitlerin depolanmasini tesvik eder (77, 80).

Normal glukoz metabolizmasindan T2DM’ye ilerleme, baslangigta insiilin direncini
telafi etmek i¢in pankreas beta hiicrelerinden endojen insiilin salimindaki artig ile paralel
olarak farkli organlarda insiilin duyarliliginda ilerleyici bir bozulma igerir. Ancak uzun

stire devam eden insulin direnciyle B hiicreleri bu telafide kademeli olarak basarisiz olur ve
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nispi insiilin eksikligi gelisir, bu da bozulmus aglik glukozu, bozulmus glukoz toleransi ve

sonunda T2DM ile sonuglanir (81).

Insiilin direncinin gelismesinde rol oynayan ve bu direncin sonuglarindan etkilenen
merkezi organlar arasinda pankreas, karaciger, iskelet kasi ve yag dokusu bulunur (82).
Lipotoksisite gelisir. Insiilin direnci ve T2DM’nin klinik sonuglari, diyabetin mikro ve
makrovaskiiler komplikasyonlarini i¢erir. T2DM, kardiyovaskiiler hastalik i¢in yaklasik iki
kat artmus risk ile iligkilidir. Hiperinsiilinemi bile artmis kardiyovaskiiler hastalik riskiyle
iliskilendirilmistir ve orta derecede yiiksek kan sekeri seviyelerinde bile kardiyovaskiiler

hastalik i¢in hafif bir artmus risk gozlenmistir (83, 84).

Uzun yillar boyunca, insiilinin, biiylik bir peptit olmasi ve dolayisiyla kan beyin
bariyerini (KBB) pasif olarak gecememesi nedeniyle merkezi sinir sistemde (MSS) hichir
rol oynamadigina inaniliyordu. 1970’lerde yapilan c¢alismalar, insiilinin ¢ok sayida canlinin
beyin omurilik sivisinda (BOS) bulundugunu gostermistir (85). MSS’ye koroid pleksus ve
BOS yoluyla girmek yerine, insulin, beyin kapiler endotel hiicrelerinde instlin reseptori
vasitasiyla, doyurulabilir bir yol araciligiyla beyne tasinir. Bu nedenle, insilinin merkezi
sinir sistemi yoluyla normal tasinmasi, {ic bolmeli bir modeli takip eder (plazmadan
beyine, interstisyel sividan BOS’a) (86-88). Basta hipokampus olmak iizere hipotalamusun
farkli bolgeleri, koku soganlari, serebral korteks, serebellum, koroid pleksus ve beyin
sapmin alt bolgelerinde yiiksek seviyelerde insiilin reseptdrii bulunur (85). Insiilin
reseptOrlerinin  beyindeki yaygmn dagilimi, insiilinin c¢esitli merkezi etkilere sahip
oldugunun kanitidir. Aslinda, MSS i¢indeki insiilin etkileri arasinda enerji homeostazi,
sistemik glukoz iiretimi, iireme gelisimi, biligsel islev ve sempatik sinir sistemi

aktivitesindeki roller bulunur (89, 90).
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2.5. Adipositokinler

Adipositokinler (adipoz doku sitokinleri) terimi, yalnizca adipoz dokusu tarafindan
diizenlenmis bir sekilde olmasa da 6nemli Olgiide eksprese edilen polipeptit faktorlerini
icerir (91). Adipoz doku, sitokinlerin yan1 sira proinflamatuvar makrofajlarin infiltrasyonu
nedeniyle obezite ve T2DM’de 6nemli bir inflamatuvar kaynaktir (92). Adipositokinler
endokrin, parakrin ve otokrin sinyal yolagi ile yag hicreleri metabolizma ve islevinin
duzenlenmesinde rol oynarlar. Son zamanda yapilan ¢alismalarda, adipokinlerin DM basta
olmak (zere hipertansiyon, ateroskleroz ve kalp yetmezligi gibi hastaliklarin

patogenezinde 6nemli roller oynadiklar bildirilmistir (93).

Norogenezis
Sinaptogenezis
Noronal uyanlabilirlik
Norolojik korunma
Uzun siireli potansiyel artist
Noroinflamasyon cevap

Lo

/i Hipofiz somatotrof hiicre fonksiyonu
Leptin Rezistin Hipotalamik instlin duyarliiga
y h Merkezi leptin direnci
. Sigan, insan Bilissel islev performansi
~ Adipositler ¢ Mikroglia
- Adipokinler
Makrofajlar Noronlar beyin' homeostazini
korur
“ . Astrositler
- Adiponektin
TNF-a ) Somatotrof ve gonadotroflarin salinim
Hipokampal néral kok hiicre gogalmasi
Q Norodejenerasyon
Norojenez
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Sinir progenitor hiicre sag kalm
Norodejenerasyon

Sekil 2. Adipositokinlerin beyin fonksiyonlari {izerindeki etkileri (Parimisetty’den, 94)

2.5.1. TUumor Nekroz Faktori-a

Tumor nekroz faktori-alfa (TNF-a), hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, sagkalim
ve Oliimle ilgili birgok yolu diizenleyen TNF siiper ailesi adi verilen biiyiik bir sitokin
ailesine aittir. Bu siiper ailede, kemigin yeniden sekillenmesinde 6nemli olan niikleer

faktor kappa B’nin reseptor aktivatorii (RANK) ve ligandi (RANKL) ve osteoprotegerin
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(OPG) dahil olmak ftizere baska onemli ligandlar ve reseptorler yer almaktadir (95-97).
TNF-a geni, insan kromozomu 6, faregillerde ise kromozom 17 Uizerinde tek bir kopya gen
olarak bulunur. Gen, dort ekson ve ii¢ introndan olusur. Ilging bir sekilde, olgun TNF-o

sekansinin %80’den fazlas1 dordiincii eksonda kodlanmustir (98, 99).

TNF-0, viicuttaki bircok farkli hiicre tipi tarafindan iiretilen pleiotropik bir
sitokindir. Esas olarak, makrofajlar, astroglia, mikroglia, langerhans hicreleri, kupffer
hicreleri ve alveolar makrofajlar gibi monositik kokenli hicreler, TNF-o’nin birincil
sentezleyicileridir. Bununla birlikte, B ve T hucre lenfositleri, dendritik hicreler,

granulositler, fibroblastlar, epitel hicreleri tarafindan da tiretilebilir (100).

Insan TNF-a, 27-kDa (233 amino asit) boyutunda eksprese edilir ve daha sonra
proteolitik islemle bir 17-kDa’luk (157 amino asit) molekile doniisir. 27-kDa
proteinindeki 76 amino asit 6n dizisi yliksek oranda korunmustur ve dncii proteinin zara
tutunmasina yardimci olur. Bu membrana entegre olan 27-kDa’luk TNF-a (mTNF-a), bir
metaloproteaz TNF-a doéniistiiriicii enzim (TACE) tarafindan proteolitik boliinmeye maruz
kalir ve 17 kDa ¢oziinlir TNF-a (sTNF-a) ile sonuglanir. mMTNF-a ve sSTNF-a’nin sirasiyla
otokrin/parakrin ve endokrin seviyelerinde biyolojik cevaplar diizenledigine inanilmaktadir
(100).

TNF-0, normal bagisiklik sisteminde temel rollere sahiptir. IL-1 ve IL-6 gibi ana
proinflamatuvar sitokinlerden biridir (101). IL-1 ile birlikte, dolasimdaki l16kositlerin kilcal
damar venulleri kaplayan endotel hiicrelere yapismasi igin gerekli olan E-selektin
ekspresyonunu induikler (102). Ayrica, yiiksek dolasim diizeylerinde damar i¢i tromboza
neden olur (103). TNF-a hipotalamik merkezlere etki eder (104). Buna ilaveten, notrofiller
icin aktive edici bir sitokin gorevi gorur ve TNF-antagonistlerinin uygulanmasi,

mycobacterium tuberculosis ile daha yiiksek bir enfeksiyon riski ile iliskilidir (105).

Hucrelerdeki TNF-a igin iki tiir reseptor vardir: pS5 veya p60 olarak da bilinen
TNF reseptori 1 (TNFR1) ve p75 veya p80 olarak da bilinen TNF reseptorii 2 (TNFR2).
Her birinin karakteristik bir hiicre dist domaini, bir transmembran alan ve hiicre igi
domaini vardir. Her iki reseptoriin hiicre dist alanlar, iki ila alt1 kez tekrarlanan benzer bir
sisteince zengin motife sahiptir, homodimerler olarak aktiftir, ancak ilging bir sekilde
TNFR1/TNFR2 heterodimerleri olusturmazlar (106, 107). Bununla birlikte, TNFR1 ve
TNFR2’nin hiicre i¢i segmentleri, homolog sekanslar tasimaz ve farkli sinyal yollarini

etkinlestirir (108). TNFR1, vicuttaki hemen hemen tim hicrelerde her yerde eksprese
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edilir ve hem mTNF-o hem de STNF-a tarafindan aktive edilebilir. Bunun tersine TNFR2,
timik T lenfositleri, endotelyal hiicreler, mikroglia ve oligodendrositler ile siirlidir ve
sadece MTNF-a tarafindan tamamen baslatilabilir (109). Bu, zayif sinyallemeyi indiikleyen
ve TNFR2 i¢in distk afinite sergileyen sTNF-o igin gegerli degildir (110). TNFR1’e
baglanan TNF-o’nin iki farkli karmasik sinyal yolunu aktive ettigi kabul edilmektedir:
Hiicre hayatta kalmasmin siirdiiriilmesi ve inflamatuvar sitokin ekspresyonunun tesvik
edilmesi; hicre apoptozu ve nekrozu (111). TNF-a, TNFR1’e baglandiginda, hiicre i¢i
alanlar, TNFR tip 1 ile iligkili 6liim alan1 proteini (TRADD) ile etkilesime girer. TRADD,
Sinyal kompleks I’i olusturmak icin protein-1 ile etkilesime giren reseptorii (RIP-1) ve
TNF reseptoru ile iliskili faktor-2’yi (TRAF-2) aktif hale getirir (112). Sinyal kompleksi I,
hiicre sagkalimi, inflamatuvar sitokinlerin iiretimi ve antiapoptotik gen yolaklar1 dahil
olmak tiizere bir¢ok farkli genin transkripsiyonunu baslatan niikleer faktor kappa B’yi (NF-
kB) tetikleyebilir. Sinyal kompleksi I ayrica, iltihaplanma ve proliferasyonun 6nemli
destekleyicisi olan aktivator protein-1 (AP-1) igin 6nem saglayan hiicre disi1 sinyalle
diizenlenen kinazlari, stresle aktive olan MAP kinazlar1 p38 ve c-Jun N-terminal kinazi
(JNK) aktive edebilir (113-115).

TNF-a, lic ana sinyal yolu araciligiyla hiicreler lizerinde etkilidir: MAPK, NF-xB
ve apoptoz sinyal yolaklar1 (116). Bu genis sinyal yolaklar1 yoluyla TNF-a, neoplastik
hiicrelerin artirilmasina veya tahribatina neden olabilir. Diger taraftan, TNF-a’nin terapotik
dozlarda antineoplastik bir ajan olduguna inanilir. Neoplastik hiicreler tarafindan yapilan
fizyolojik dozlarda, tiimorii arttirict bir sitokin olarak bile hareket edebilir (117). Ek olarak,
hlcresel transformasyon, proliferasyon, anjiyogenez, gé¢ ve saldiri dahil olmak tizere
cesitli yollarla neoplazmalarin gelisimine katkida bulunabilir. Diger yandan, terapotik

dozajda apoptoz, nekroz ve timaor vaskilatiriiniin bozulmasina neden olabilir (118).
2.5.2. Leptin

Leptin adipoz doku tarafindan tiretilen enerji metabolizmasinda, viicut agirhig ve
gida aliminda rol alan 6nemli bir adipokin olup Leptin ismi Yunancada Leptos=zayif
kelimesinden koken almaktadir. Ob/Lep geninde sentezlendir ve esas olarak beyaz yag
dokusu tarafindan salgilanir. Kromozom 7 Uzerinde bulunan leptin geni, 167 amino asitten
olusan ve daha sonra 146 amino aside doniisen bir polipeptit zincirini kodlar. Yaklagik 16
kDa molekiiler agirligindadir. Leptinin amino asit dizisi, fare ve insanlar arasinda %84 liik
bir benzerlik gostermektedir (119).
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Leptin, bliylime hormonu, prolaktin ve interlokinlerle iliskili uzun-zincirli tip |
sarmal sitokinlerin ailesine aittir. Her biri 5-6 doniis uzunlugunda dort antiparalel heliks
icerir ve sitokinlerin yukari-yukari-asagi-asagi karakteristik diizenini gosterir (120).
Interlokin 6 (IL-6) gibi pro-inflamatuvar sitokinlerle yapisal ve fonksiyonel benzerlikler

nedeniyle, leptin ayrica bir sitokin veya adipositokin/adipokin olarak adlandirilir (121).

Yag dokusu leptin tiretimi i¢in ana kaynak olmasina ragmen, iskelet kasi, karaciger,
plasenta ve yumurtaliklar gibi periferik dokular tarafindan da iiretildigi bilinmektedir (122,
123). Leptin ayrica beyinde tretilir ve merkezi sinir sisteminde ¢esitli siire¢lerde rol oynar.
Beynin kendisinde Lep sentezine isaret eden ndronal hiicrelerde oldugu gibi Lep mRNA ve
proteinin ekspresyonu, kemirgen ve insan beyninde gosterilmistir (124). Leptinin sentezi
ve dolasimdaki seviyesi sirkadiyen bir ritme sahiptir ve ayrica beslenme durumuna gore de
degisiklik gostermektedir. Ogleden sonra en diisiik seviyede goriinen leptin, aksam
saatlerinde ylikselerek gece yarisi zirve yapar, sabah saatlerinde ise en diisiik seviyelerine

iner (125).

Viicudun yeterli enerji depolari oldugunda istah1 engelleyerek bir ‘‘adipostat”
olarak islev goriir (126). Leptin seviyeleri aglik siiresinde obez ve normal kilolu insan ve
sicanlarda azalir (yaklasik %60-70 oraninda) (127, 128), bu da istahta artisa neden olur
(129), halbuki beslenme ve obezitede artar (127). Aglik sirasinda leptin seviyelerinin

azalmasi hizla gergeklesir ve yag dokusu miktari ile iliskili sekresyondan dnde gelir (128).

Ob-Rb izoformlari, hipotalamusun beslenme merkezlerinde yogun bir sekilde
eksprese edilir, bu da metabolik hizi ve beslenme davranisini diizenlemedeki roliinii
gosterir (130). Leptin, diger diizenleyici molekiiller ile birlikte, hipotalamusta
anoreksijenik faktorleri (kokain-amfetamin ile regule edilen transkript (CART) ve
proopiomelanokortin (POMC)) indikleyerek ve oreksijenik noropeptitleri (n6ropeptid Y
(NPY)), agouti ilgili peptid (AGRP) ve oreksin’i baskilayarak istah ve viicut agirligi
homeostazinda merkezi bir role sahiptir (131). Leptin, hipotalamusta yuksek oranda,
beyinin diger alanlarinda ise daha az oranda eksprese edilen leptin reseptérleri (Ob-R veya
LepR) ile etkileserek etkisini gosterir. Leptin, periferde salgilanir ve reseptdr aracili
endositoz ile KBB yoluyla MSS’ye ulasir (132). Leptin reseptdriine bagladiginda bir
dimerizasyon meydana gelir ve reseptorin uzun formu, kendisini ve reseptorin hiicre igi
domaininde yer alan (¢ tirozin boélgeyi (Y985, Y1077 ve Y1138) fosforile eden kinaz
JAK?2’yi aktive eder (133). JAK2 nin otofosforilasyonu, adaptor proteini Src homolojisi
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2B1’in (SH2B1) baglanmasina izin verir. Baglanma, JAK2 aktivasyonunu arttirir ve
insiilin reseptdrii substrat 1 ve 2’nin (IRS1, IRS2) komplekse katilmasina yardimer olur.
Bunu IRS1/2’nin JAK?2 aracili tirozin fosforilasyonu takip eder ve béylece PI3K yolunu
aktif hale getirmis olur (134).

Beynin hipotalamik bdlgesinde bulunan reseptorii araciligiyla gesitli noroendokrin
ve otonomik mekanizmalarla beslenmeyi baskiladigi, lipit ve glukoz metabolizmasini ve
inflamasyonu diizenledigi bilinmektedir (135, 136). Insanlarda leptin reseptoriindeki
mutasyonlarin da morbid obeziteye yol actigi bulunmustur. Hem leptin hem de leptin
reseptor eksikligi, yasamin ilk birka¢ ayinda hizli kilo alimina ve hiperfajiye yol agar

(121).

Leptin normal beyin gelisimi i¢in olduk¢a 6neme sahiptir. Dogustan leptin eksikligi
(ob/ob) ya da fonksiyonel leptin reseptorii (db/db) eksikliginden kaynaklanan leptini eksik
farelerin hem beyin agirligit hem de kortikal hacmi azalir ki bu da erken leptin
uygulamasiyla diizeltilebilir (137). Yasamin erken donemlerinde leptin uygulamasi normal
gelisim icin kritik 6neme sahiptir, ¢linkii yasamin ilerleyen donemlerinde dogustan
hipoleptinemili farelerde leptin tedavisi, gelisim sirasinda leptin eksikliginin neden oldugu
noroanatomik eksiklikleri telafi edemez (138). Benzer sekilde, dogustan leptin eksikligi
olan ti¢ yetiskin insanda, leptin tedavisinin beyincik, alt parietal ve On singulat
kortekslerinde gri madde hacmini arttirdigi gosterilmistir (139). Ayrica, ayni hastalarda,
leptin tedavisi kesildiginde ayni alanlarda gri madde hacminde kiiciik diisiisler tespit

edilmistir (140).

Leptin ayrica sinir sisteminin  molekiiler diizeyde organizasyonu ve
olgunlasmasinda rol oynamaktadir. Ornegin, leptin néroblastom proliferasyonunu uyarir ve
beyin gelisimi i¢in kritik olan kaspaz-10 ve TNF-iliskili apoptozu indikleyen ligand gibi
apoptotik enzimleri dizenleyerek apoptotik 6limi oOnler (141). Buna ilaveten leptin,
gelisim sirasinda beyindeki glial hiicrelerin farklilasmasini tesvik etmektedir. Leptinden
yoksun farelerde yasamin sonraki sathalari fonksiyonel glial hiicre eksikligi ile
sonuglanmaktadir (142). Ek olarak, leptin eksikligi olan ob/ob farelerinde, miyelin
olusumu hem az hem de daha ince olmasi nedeniyle bozulur. Ayrica miyelinizasyon,
dogum sonrasi leptin uygulamasiyla sadece kismen iyilesir ve dogal tip seviyelerine
tamamen geri yiiklenmez. Gergekten de leptin normal beyin biiylimesi, gelisimi ve

olgunlasmasi igin kritiktir (143).
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Leptin her ne kadar hipotalamus ve beslenme davranisi baglaminda biiyiik dl¢lide
incelenmis olsa da, leptin reseptorleri korteks boyunca yerlesmistir ve yeni calismalar
leptinin bilis tizerinde etkileri oldugunu bulmustur. Hipokampusta cok sayida leptin
reseptorii vardir (144). Leptin, hipokampal ndronlarin sinaptik plastisitesinin yan1 sira bu
noronlarda 6grenme ve hafiza igin kritik olan uzun siireli potansiyel artis1 (LTP) ve uzun
stireli depresyon’da (LTD) rol oynadigi goriilmektedir. Ayrica leptinin, NMDA
reseptoriiniin neden oldugu kalsiyum akis1 yoluyla uzun siireli potansiyel artisina aracilik
ettigi bulunmustur (145). Obez ve leptine direngli kemirgenlerde daha az LTP ve bozulmus
uzaysal hafiza saptanmistir (146, 147). Insanlarda, bu, genellikle leptin direncine sahip
olan tip 2 diyabetli yetiskinlerde demans ve hafiza bozukluklar1 bulgulariyla yansitilabilir
(148). Benzer sekilde, diyabetik farelerin uzaysal hafiza fonksiyonlarinda ve LTP’de
eksiklik goriiliir ki bu da leptin bozuklugu ile iligkili olabilecegini 6ne siirmektedir (149).

2.5.3. Adiponektin

Acrp30, AdipoQ, GBP-28, ve apM1gibi diger isimleri ile de bilinen adiponektin
esas olarak yag dokusundan salinan 244 amino asitlik, 30 kDa’luk multimerik bir
proteindir (150). Insanlarn aksine farelerde bu protein 247 amino asitten olusur (151).
Insan adiponektini, 3q27 kromozom lokusu iizerinde 17 kb’yi kapsayan Adipo Q geni
tarafindan kodlanir. Bu kromozom, T2DM ve metabolik sendrom i¢in duyarlilik geni
tastyan bir bolge olarak tanimlanmistir (152, 153). Farkli arastirma gruplarinca
adiponektinin, insan ve farelerin osteoblastlari, karaciger parankim hiicreleri, miyositler,
epitel hiicreleri ve plasental doku dahil olmak iizere diger dokularda da eksprese edildigi
kanitlamigtir (154). Tam uzunlukta insan adiponektini, bir amino u¢ hiper-degisken bolgesi
(1-18 aras1 amino asitler) ve ardindan 22 Gly-XY tekrarindan olusan bir kollajenik alan ve
bir karboksil u¢ C1q benzeri kiresel domain’den (108-244 amino asitleri) olugsmaktadir.
Adiponektin, adipositlerden kan dolagimina trimer (67 kDa), heksamer (140 kDa) ve en az
18 monomer igeren yiiksek molekiiler agirlikli (HMW, 300 kDa) bir multimer olmak uzere
uc oligomerik kompleks seklinde salgilanir. Monomerik form dogal kosullarda tespit
edilemez. Diisiik molekiiler agirlikli (LMW) olarak da bilinen homotrimer, oligomerik
adiponektinin temel yapi tagidir (154). Baslica biyoaktif izoform olan HMW oligomerik
adiponektin insiilin duyarlilastirict ve kardiyovaskiiler koruyucu etkilerine katkida bulunur.
Bu yapinin olusumu i¢in de translasyon sonrasi modifikasyonlar, 6zellikle kollajenik

domain icinde ylksek oranda korunmus birgok lizin rezidiisiiniin hidroksilasyonu ve
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ardindan glikozilasyonu ¢ok oOnemlidir (155). Buna ilaveten globiler adiponektin de
biyolojik olarak aktiftir. Aslinda bu yap1 adiponektinin kiiresel C1q domainidir ki proteoliz
ile tam uzunluktaki proteinden dretilir (156). Ek olarak, hiper degisken adiponektin
bolgesinde yiiksek oranda korunmus sistein rezidiilerinin (Cys36) siliksinasyonu
adiponektin multimerizasyonunu bloke eder ve diyabette plazma adiponektinindeki
azalmaya katkida bulunabilir. Bu nedenle, adiponektinin kapsamli post-translasyonel
modifikasyonlari, etkin olgunlasma, oligomerizasyon ve adiponektinin salgilanmasi igin
gereklidir, ayrica dolasimdaki stabilitesini korumak i¢in de 6nemlidir (157). Adiponektin
KBB’yi gegebilen ve BOS’da mevcut olan bir proteindir. Ancak BOS seviyesinin seruma
gore 1000 kat daha diisiik oldugu belirtilmistir (158). Fizyolojik sartlarda, insanlarda
dolagimdaki adiponektin diizeyi 2-20 pg/mL seviyesindedir. Serum adiponektin seviyeleri
obezite ile azalir ve insiilin duyarliligi ile pozitif olarak iliskilidir (159). Adiponektin
diizeyleri disilerdeki seviyesi erkeklerde goriilen seviyelerin iki kat1 olarak bir cinsel
dimorfizm gostermektedir. (160). Adiponektin insiilin duyarlilig: ile korelasyon gosterir ve
diisiik adiponektin seviyeleri, artmis T2DM riski ile iliskilendirilebilir (161).

Esas olarak beyaz adipoz doku tarafindan salgilanmasina ragmen diger dokularda
da diisiik seviyelerde olsa bile eksprese edilir. Adiponektin merkezi sinir sistemi, bobrek,
immun sistem hticreleri, pankreasin B hiicreleri ve kalp gibi gesitli organlari, dokular1 ve
hicre tiplerini hedef alarak etkiler (162 ).

Adiponektin, primer reseptorleri olan AdipoR1 ve AdipoR2’ye baglanarak
etkilerini gosterir (154). Bu proteinler progesteron and adiponektin Q receptor (PAQR)
ailesinin Tlyeleridir ve yapisal olarak G-proteini kenetli reseptorlere benzer, fakat
fonksiyonel olarak farklidir (163). Bunlar, hiicre dis1 yiizeyde C terminalinin (yaklasik 25
amino asit) ve i¢ kisimdaki N terminalinin bulundugu ters topolojiye sahip yedi
transmembran domainden olusur (154, 164). Adiponektin reseptdrleri insan, kemirgenler
ve bir cok memelilerin kas, kalp, beyin, pankreas, karaciger, yag dokusu, osteoblastlar ve
16kositler gibi farkli dokularda sentez edilir (165). AdipoR1’in biiyiik bir kismi iskelet
kasinda bulunurken AdipoR2 c¢ogunlukla karacigerde eksprese edilir (154, 166).
Hipokampus, prefrontal korteks (PFC), amigdala, hipotalamus ve ventral tegmental alan
gibi beynin farkli bolgelerinde yiiksek oranda eksprese edilen AdipoR1 globiler form igin
daha fazla afinite gosterir. Hipokampal DG ve hipotalamus gibi alanlarla sinirli olan

AdipoR2 ise hem globuler hem de tam uzunluktaki formlar i¢in orta derecede bir afinitesi
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vardir (167, 168). AdipoR1 ve AdipoR2’nin yani sira, adiponektin igin T-kaderin adi
verilen baska bir reseptdr de tanimlanmistir. Adiponektinin degisik formlari arasindan
sadece hegzamerik ve HMW formlari i¢in bir reseptor gorevi goriir. T-kaderin, sitoplazmik
ve transmembran domainlerden yoksun oldugu i¢in glikozil fosfatidil inozitol (GPI)
yoluyla membranin dis yiizeyine sabitlenen benzersiz bir kaderin molekiiliidiir. Son
calismalar, kaderin eksikligi olan farelerin 6zellikle HMW formu olan yiiksek plazma
adiponektin seviyelerinin gosterdigi tespit etmistir (154). T-kaderin ayrica beyinde de
bulunur. Ancak beyinde adiponektin ve T-kaderin arasindaki etkilesimlerin olup olmadigi
belirsizdir (158). Memelilerde adiponektin esas reseptorleri olan AdipoR1 ve R2’ye
basarili bir sekilde baglandiktan sonra bir adaptor protein olarak bilinen PH, PTB ve l6sin
fermuari igeren adaptor protein 1’i (APPL1) aktiflestirir (154). APPL2, APPL1’in protein
dizilerindeki %54 benzerlik gosteren bir izoformudur. APPLI1’e benzer sekilde,
APPL2’nin bir N-terminal BAR domain, merkezi PH domian ve C-terminal PTB domaini
vardir. APPL2, sirastyla BAR domainleri araciligiyla APPL1’e baglanarak folikiil uyarici
hormon sinyal iletim yolunu kapsar (169, 170). APPL2’nin BAR bolgesi iizerinden
APPL1’e baglanarak AdipoR1 ile herhangi bir etkilesimi Onleyebilecegi, dolayisiyla
adiponektin sinyalini bozabilecegi bilinmektedir (163).

Adiponektinin anti-diyabetik, anti-aterojenik, anti-inflamatvuar ve anti-fibrotik
etkilere sahip oldugu gosterilmistir (164, 171). Bu etkiler adiponektinin efektor
proteinlerinin aktivasyonu ile ortaya ¢ikar. Bunlar arasinda: AMP ile aktiflestirilen protein
kinaz (AMPK), asetil-CoA karboksilaz (ACC), peroksizom-proliferator ile aktiflestirilen
reseptor alfa (PPAR-a) ve P38 mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (P38 MAPK) yer
almaktadir (172). APPLI, asir1 ekspresyon ve nakavt durumlarinda adiponektin
fonksiyonuna aracilik etmede hayati bir rol oynadigi gosterilmistir. Iskelet kasi
hiicrelerinde asir1 ekspresyon, AMPK ve P38 MAPK’ nin fosforilasyon ve aktivasyonunda
artisla sonuglanir. APPL1 knockout durumlarinda ise AMPK, P38 MAPK ve ACC’nin
adiponektin ile uyarilmis fosforilasyonunda azalma meydana gelir ve yag asidi
oksidasyonunda azalmaya neden olur (169, 172, 173). Adiponektinin insulin
duyarhilastiric1 etkisi ile ilgili calismalar APPL1 ve IRS-1/2 arasinda meydana gelen bir
capraz etki ortaya ¢ikardi. Baslangicta, APPL1 KO C2C12 miyotiiplerdeki insiilinle
uyarilan Akt fosforilasyonunun o6nemli o6l¢iide bozuldugu belirlenmistir (169, 172).
APPL1’in agir1 ekspresyonu, insiilinle uyarilan Akt aktivasyonunun artmasina neden olur.

Tek basina adiponektin uygulamasinin Akt fosforilasyonu tizerinde hicbir etkisi yoktur ve
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Akt aktivasyonu sadece adiponektin ile insiilinin birlikte uygulanmasinda ortaya c¢ikar
(169, 172). APPL1, AdipoR1 ile bir takim mekanizma yoluyla bu ise olanak sagladigi
diistiniilmektedir. Bunlardan birisi, APPL1’in bazal seviyede IRS1/2 ile kompleksler
olusturma yetenegidir (174). Insiilin veya adiponektin uyarimiyla, bu kompleks IR’lere
alinir ve insiilin sinyalini gii¢clendirir, bdylece adiponektinin Akt fosforilasyonu tizerindeki
sinerjik etkisini agiklar. Adiponektin aracili AMPK aktivasyonu, insiilin sinyalinin inhibe
edici bolgeleri olan Ser302 ve Ser636/639 bdlgelerinde IRS-1’in fosforilasyonunu azaltir
(169).

Adiponektinin AdipoR2’ye baglanmasi, PPAR-a’nin aktivasyonuyla sonuglanir
(175). Bu transkripsiyon faktorii, uncoupling proteinler (UCP’ler) ve asetil CoA oksidaz
(ACO) gibi proteinlerden sorumlu hedef genlerin transkripsiyonundaki artisa neden olur.
ACO ve UCP ekspresyonundaki artig, yiiksek yag asidi oksidasyonu, enerji tiiketimi ve
iskelet kasinin trigliserit igerigindeki azalisla sonuglanir (176, 177). Son olarak,
adiponektin dolagimdaki seramid seviyelerini manipiile ederek de islevini yerine
getirebilir. Adiponektinin hiicresel seramidaz1 aktive ettigi, boylece seramid seviyelerini
diistirdigii ve sfingozin-1-fosfat1 artirdig1 ve bu da insiilin duyarliliginin artmasima neden

oldugu gosterilmistir (178).

Beyinde adiponektin, reseptorleri vasitasiyla beyin enerji homeostazini,
hipokampal norogenezi ve sinaptik plastisiteyi etkiler (158). Adiponektin, hipokampal
sinaptik plastisiteyi dogrudan etkileyerek bilisi de etkileyebilir. Hipokampusun DG’sinde
adiponektin enjeksiyonu uzun siireli potansiyel artisina (LTP) yol acar ki bu da post-
sinaptik potansiyel egimde %20°lik bir artis ile karakterizedir, bu da adiponektinin hafiza
tizerinde faydali bir etkiye sahip olabilecegini 6ne siirer (179). DG’nin tersine,
hipokampusun CA1 bolgesinde, adiponektin reseptorii agonisti olan AdipoRon LTP’yi
azaltir (180). Her iki AdipoR1/R2 hipokampusta sentez edildiginden, hipokampusun bu
bolgelerindeki sinaptik plastisite etkilerinden hangi reseptoriin sorumlu oldugu belirsizdir.
liging bir sekilde, AdipoR2’nin silinmesi, ancak AdipoR1’in silinmemesi, beyin
kesitlerinde DG noronlarinda artmis asirt uyarimlara yol acar (181). Hipotalamusta
adiponektin sinyali tokluk ve enerji homeostazini etkiler. Bu nedenlerle adiponektin
merkezi sinir sistemi hastaliklar1 tedavisinde terapdtik hedef olarak gosterilmektedir.

T2DM ve alzheimer hastaligi gibi patolojik durumlarda seviyesi diiser. Diisiik adiponektin
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seviyesi antidepresan ilaglarla artirilabilmektedir (182). Adiponektin sekresyonu TNF-a

gibi proinflamatuvar faktorler tarafindan inhibe edilir (166).
2.5.4. Rezistin

Rezistin, rezistin benzeri molekil (RELMSs) denilen bir protein ailesine ait olup
sisteince zengin bir adipokindir (183). ilk kez Holcomb vd. deneysel olarak indiiklenmis
astimli faregillerde yeni bir gen ailesi olan rezistin benzeri molekiillerin ekspresyonunu
bildirdi ve inflamatuvar bélgede bulduklar1 i¢in bu gruba FIZZ1 (found in inflammatory
zone-1) adim verdiler. Ayrica, bir niikleotid homoloji arastirmasindan sonra bu ailenin iki
insan geni (FIZZ2 ve FIZZ3) ve iki fare genini (Fizz2 ve Fizz3 ) de tamimladilar (184).
Deneysel fare obezite modellerinde, rezistinin artan obezite ile arttigi ve insiilin
hareketlerinde bozulmaya neden oldugu bulunmustur. Koeffler ve ark. (185), farede

rezistin ailesinin yeni bir Gyesini, yani rezistin benzeri gamayi (Retnlg) tanimladi.

Gergek zamanli PCR (RT-PCR), insan rezistin’inin en yiiksek diizeyde kemik
iliginde ve bunu takiben akcigerde eksprese edildigini gosterdi (186). Rezistin, insanlarda
ayrica hipotalamus, hipofiz, plasentanin trofoblastik hiicreleri, pankreas, dalak, adrenal
bezler, beyaz kan hiicreleri, sinovial sivi, sinovial doku ve dolasimdaki kanda da
bulunabilmektedir. Monosit ve makrofajlar beyaz yag dokusundaki rezistin
ekspresyonunun primer hiicreleridir (187). Insan rezistin mRNA’s1, adipoz depolarinimn

yagsiz hiicrelerinde de tespit edilmistir (186).

Insan rezistin pre-polipeptit énciilii, 12.5 kDa’lik (108 amino asitlik) olgun bir

molekiil olusturur ve faregiller ile amino asit seviyesinde %59 sekans benzerligi gosterir
(188).

Insanlarda rezistinin serum konsantrasyonu 7 ile 22 ng/mL arasinda degismektedir.
Yapilan ¢aligmalara gore rezistinin insanlara kiyasla hayvanlarda farkli kaynaklar ve farkli
rolleri/etkileri vardir. Ayrica alternatif eklemelerden kaynaklanan rezistinin birkag

izoformunun var oldugu da rapor edilmistir (189-191).

Insan rezistini cogunlukla iki farkli formda bulunur: molekiiler agirlig1 660 kDa
olan bir oligomer ve molekiiler agirligi 45 kDa olan bir trimer (192). Bununla birlikte,
rezistinin trimerleri ve oligomerleri insanlarda biyolojik olarak farelere gére daha aktif
Olup, bunlarin bir araya gelmesi, rezistinin proinflamatuvar 6zellikleri i¢in ¢ok kritiktir

(189-191). Rezistin, 51-104, 63-103, 72-89, 74-91 ve 78-93 pozisyonlarinda sistein
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(Cys) rezidiileri arasinda bes zincir i¢i disiilflir kopriisii ve Cys 6 rezidiisii ile bir zincir igi
distilfiir kopriisii olugturmaktadir. Bu proteinlerin ayirt edici Ozelligi, bes disiilfiir
kopriisiiniin - olusumu yoluyla rezistin monomerinin kiiresel alaninin birlesmesini
destekleyen, karboksil terminalinde 10-11-Cys agisindan zengin bir motiftir (191). Bu
karboksil terminal kiiresel alan, rezistinin reseptdr baglanma bdolgesi olarak Onerilmistir
(193). Disiilfiir ve disiilfiir olmayan baglarin, dolagimdaki rezistin i¢in yiiksek dereceli bir
araya gelme durumlarmin (dimerler, trimerler ve heksamerler) olusumunda da 6nemli
oldugu gosterilmistir. Rezistinin ikincil yapisi, bir a-sarmalina ve zincir basma alti -

tabakaya sahiptir (191, 194).

TNF-o ve interlokin (IL)-1B, -6, -8 ve -12’nin salgilanmasini, reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) olusumunu ve rezistine yanit olarak eNOS’un inhibisyonunu tesvik eder.
Rezistin ozellikle, monosit kemotaktik protein-1 (MCP-1) ve NF-kB aktivasyonunu da
uyarir (183, 192, 195).

Bugiine kadar, rezistin icin dort farkli fonksiyonel reseptor, yani adenilil siklaz ile
iligkili protein 1 (CAP1), toll benzeri reseptdr 4 (TLR4), bir dekorin izoformu (ADCN) ve
reseptor tirozin kinaz benzeri orphan reseptér 1 (ROR1) tanimlanmistir. Rezistin, ¢esitli
hiicre sinyal yollarinin aktivasyonuna yol agan bu reseptorlere karsi farkli baglanma
afinitesi sergiler (196). Rezistinin CAP1’e baglanmasi hiicre i¢ci cAMP konsantrasyonunu
ve protein kinaz A (PKA) aktivitesini artirir ve inflamatuvar sitokinlerin (IL-6, TNF-o ve
IL-1B) NF-«xB aracili transkripsiyonunu tesvik eder (197). Rezistin-TLR4 etkilesimi, sican
hipotalamusundaki yapisal degisiklikleri uyararak adaptor protein, miyeloid farklilagtirma
faktoru 88 (MyD88) ve Toll/interlokin-1 reseptor alani igeren adaptor protein (TIRAP)
araciligiyla JNK ve P38 yollarinin aktivasyonuna yol agar (198, 199). Orphan reseptorii
benzeri reseptor tirozin kinaz (ROR1), hiicre bolinmesi, proliferasyonu, anjiyogenez, go¢
ve sagkalim i¢in 6nemli olan bir tirozin kinaz reseptdrleri ailesine aittir. ROR1’in hiicre
dis1 sinyalle diizenlenen kinazlar 1 ve 2 (ERK1/2)’nin aktivasyonuna yol acan 3T3-L1
preadipositlerinde faregiller rezistin ile etkilesime girdigi goOsterilmistir. Ayrica,
adipogenez ve glukoz alimini tesvik etmek icin sitokin sinyalizasyonunun 3 (SOCS3) ve

glukoz tasiyici 4’iin baskilayicisini da diizenledi (200, 201).

Dolasimdaki rezistin diizeylerinin artmasi inflamatuvar durumlar ile iligkilidir ve
insan adipoz dokusundaki rezistin iiretimi, c¢ogunlukla yerlesik adiposit olmayan

inflamatuvar hiicreler tarafindan salgilanmay1 yansitiyor gibi goriinmektedir (188).
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Rezistin, kan glukoz seviyelerinin, lipid metabolizmasmnin, hipofiz somatotropin
hiicrelerinin ve hipotalamik tokluk merkezinin diizenlenmesinde rol aldigi belirtilmistir.
Bunun yanisira merkezi sinir sistemi hiicrelerinin modiilasyonunda rol oynadigi ve
proinflamatuvar sitokinlerin sentezine ve salgilanmasina ve monositlerin makrofajlara
farklilagmasina katkida bulundugu da gdsterilmistir. Son olarak, rezistin kalp kasilmasini,
diiz kas hiicresinin aktivitesini, anjiyogenezi, endotel gecirgenligini, bobrek fonksiyonunu

ve kemigin yeniden sekillenmesini etkiler (183, 202).
2.6. L-Theanin
2.6.1. Yapisi, Kimyasal Ozellikleri ve Sentezi

LTN, Camellia Sinesis bitkisi ¢aylarinda bulanan amino asitlerin biylk bir
cogunlugunu olusturan 6zel bir amino asittir. Bu ¢ay bitkisinin sinifi, yetistirildigi cografi
bolge, tiretim teknikleri, hasat zamani, bitkinin yapragi, dali, cigegi gibi 6zelliklere gore
LTN miktar1 degismektedir. Beyaz, yesil, oolong ve siyah cayda LTN dizeyi sirasiyla
6.26, 6.56, 6.09 ve 5.13 mg/g olarak tespit edilmistir (203). LTN, cayin kalitesi ile dogru
orantilt olup, 6zellikle umami tadina ve aromasina yliksek oranda katki saglar (204).
Umami tadm algilanmasi TIR1+TIR3 tat reseptorleri tarafindan gergeklestigi tespit
edilmistir (203, 205). Umami tad1 i¢in LTN ve inosin 5'-monofosfat (IMP) arasinda sinerji
de rapor edilmistir (206). LTN ayrica Xerocomus badius yenmez mantarinda ve amazon
agaci olan Ilex guayusa’da da bulunmaktadir (206). LTN’nin yapis1 ve kimyasal 6zellikleri

Tablo 2’de 6zetlenmistir.
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Tablo 2. LTN’nin yapis1 ve kimyasal 6zellikleri (207, 208)

Diger Adlar

IUPAC Adi

Yapist

Molekil Formulu
Molekiil Agirligi
Erime Noktasi
Gorindmu
Coziunarluk
Kararlilik

Tat

N(5)-etil-L-glutamin;  L-y-glutamiletilamid;  y-glutamiletilamid;
v-glutamil L-etilamid; y-etilamino-L-glutamik asit

(2S)-2-amino-5-(etilamino)-5-okzopentanoik asit

. 9

e A
s

o !

PubChem CID: 439378

C7H14N203

174.20 g/mol

217-218 °C

Kristal, renksiz

Suda ¢ozunur; etanol, metanol, kloroform ve eterde ¢6ziinmez
Asidik kosullarda kararli, alkali kosullarda kararsiz.

Umami, agizda az kalan ya da hi¢ kalmayan tat

IUPAC: Uluslararasi: Temel ve Uygulamali Kimya Birligi

Cay bitkilerinin kotiledonlari, siirgiinleri ve koklerindeki LTN’in biyosentezi L-

theanin sentetaz enzimi araciligiyla L-glutamik asit ve etilaminden gergeklesir. Glutamik

asidin alfa karbona bagli olmayan diger karboksil ucu, bir bagka amin grubuna ve ardindan

bir etil grubuna baglanarak olugsmaktadir (205). LTN sentezinde magnezyum iyonu énemli

faktorlerden biri sayilir (205, 209). Yapraklarda, LTN, giines 1s18ina ve 1siya maruz

birakilarak ana bilesenlerine hidrolize edilebilir. Ayrica cay bitkileri giinese ne kadar az

maruz kalirsa o kadar sentezlenen LTN seviyesi yiiksek olacaktir (208).

LTN bir diyet takviyesi olarak piyasada mevcuttur ve ABD Gida ve ilag Idaresi

Kurumu tarafindan (FDA) ‘‘genel olarak giivenli olarak kabul edilmis’® ifadesiyle
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onaylanmustir (210). Saf LTN, kiral L-enantiyomer olarak rapor edilirken, ticari ve sentetik
LTN (SunTheanine), tipik olarak glutaminaz enzimi tarafindan gida kaynakli etilamin ve

L-glutaminden L- ve D- formlarinin rasemik kombinasyonu olarak uretilir (211).
2.6.2. Emilimi ve Duzeyleri

LTN ince bagirsagin firgams1 yiizeyinden Na* beraberliginde ko-transport tasima
mekanizmasiyla emilir. Ayrica LTN’in metiyonin tasiyict sistem araciligiyla bagirsak
yoluyla tagindig1 da bildirilmektedir. Ya dogrudan idrarla atilir ya da bobreklerde amid
hidrolaz ile glutamik asit ve etilamine pargalanip ve daha sonra idrar yoluyla viicuttan
uzaklastirilir (207, 208).

Memelilere esit miktarda Theanin’in L ve D formu ayr1 ayr verildiginde, L
formunun plazma seviyesinde D formundan yaklasik tic kat daha fazla absorpsiyon
kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica, bu iki formun bir seferde esit igerikte
verilmesiyle, LTN igeriginin alim miktar1 D-theanin’den ¢ok daha yiiksek oldugu
belirtilmistir (212).

Insanlara ¢ayla birlikte oral yol ile 25-100 mg LTN verildikten yaklasik 50 dakika
sonra LTN’in plazma seviyesi en {ist seviyesine ulasir, ayrica insandaki yarilanma 6mrii de
15-65 dk olarak raporlanmistir (213). LTN, 250 ml yesil ¢ayin oral alimindan 0.8 saat
sonra goOniillii insanlarda 26.5 pumol/I'lik bir pik plazma konsantrasyonuna ulastigi
belirtilmektedir (214). Yokogoshi ve ark. LTN’nin uygulamadan sonra serumda,
karacigerde ve beyinde en ge¢ 1 saat iginde arttigin1 ve daha sonra serum ve karacigerde

keskin bir sekilde azaldigini bildirmistir (215).

Emilen LTN, kan yoluyla viicudun ana organlarina, 6zellikle beyne tasinir (207).
Farelerde LTN, beyinde viicut agirligimin kilogrami basmna 7.7 mMol YC-L-TN’nin
intraperitoneal enjeksiyonundan 30 dakika sonra beyinde saptanmistir (216). Sicanlarda
oral uygulandiktan sonra, LTN, kan dolagimina sorunsuz bir sekilde katildig1 ve beyin gibi
ana organlara aktarildigi raporlanmistir; burada 15 ve 30 dakikalik oral uygulamadan
sonra, beyne gegis yapan LTN yiizdesi sirasiyla % 0.23 ve % 0.39 oldugu belirtilmistir
(217).

2.6.3. Saghk Uzerine Etkisi

LTN’in biyoaktif etkileri bir ¢ok in vivo ve in vitro ¢alismalar ile arastirilmistir.

LTN, gida katki maddesi olarak 6nemli potansiyele sahip fonksiyonel bir bilesen olarak
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taninmaktadir. Saglhiga faydalari, antioksidan, biiylime destekleyici, bagisiklik gii¢lendirici,
anti-stres, hepatoprotektif, antitimdr, yaslanma 6nleyici, antimikrobiyal, antiinflamatuvar
ve anti-anksiyete aktiviteleri gibi bir dizi farmakolojik ve biyolojik 6zellik ile siganlarda ve

nematodlarda iliskilendirilmistir (210).

Cayda en fazla miktarda bulunan ve en Onemli serbest amino asit olan LTN
oldukca rahatlatici etkiye sahip olup, uyku Kalitesi ve suresi, zihinsel aktivite, ruhsal ve
duygusal durum, kalp-damar hastaliklar1 ve obezite ilizerindeki olumlu etkileri ¢esitli
caligmalar sonucu incelenmistir ve ileri stirilmistiir (210, 218). Siyah ¢ayda oldugu gibi,
diger ¢ay tiirlerinin de rahatlama sagladigina inaniliyor. Rahatlama hissini yaratan madde
LTNdir. LTN, rahatlamayr uyusukluk olmadan sunar. LTN, uyku haplarmin aksine
sakinlestirici degildir, ancak iyi bir uyku kalitesini anksiyoliz yoluyla yani kaygiy1 ortadan
kaldirarak saglar (206).

LTN, kan beyin bariyerini kolayca gecebilmektedir. LTN, zihinsel ve fiziksel stresi
hafifletme, bilisi iyilestirme performansi kafein ile sinerjik bir sekilde artirma potansiyel

giicii agisindan incelenmistir (206).

Bu amino asit, viicut hicrelerini serbest radikal tirlerinden koruyabilir ve sinir
hiicrelerindeki dopamin ve serotonin seviyelerini artirarak ve rahatlamaya yardimci olarak

kaygiy1 onleyebilir (219).

LTN, beyindeki dopamin ve serotonin iiretimini arttirir ve beyindeki alfa dalgasi
aktivitesinin artmasiyla rahatlama etkisi yaratir (212). Agizdan 50-200 mg LTN alindiktan
40 dakika sonra beynin oksipital ve parietal bolgelerinde a-dalgalarinin olustugu ve bunun
uykuya neden olmadan rahatlatma etki yaratabilmesi belirtilmektedir (207). Glutamat ve vy-
aminobiitirik asit (GABA) ndrotransmitterlerine yapisal benzerlik gosterir. LTN’nin
norotransmitter glutamik aside yapisal benzerligi, arastirmacilari Sinir sistemindeki
glutamat reseptorlerine baglanma potansiyelini incelemeye yoneltmistir. Beyne dahil
edilen LTN’nin, glutamatin pre-sinaptik alandan sinaptik bosluga salinimin1 azaltir, burada
glutamat daha sonra beynin ana inhibitér nérotransmitteri olan gama-aminobutirik asit
(GABA) halinde dekarboksile edilebilir. (220, 221). LTN, a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazolpropiyonik asit ve kainat reseptorleri dahil olmak (zere mikromolar dizeyde
zayif etkilesim ile glutamat reseptorlerine ve daha az olgiide N-metil-D-aspartik asit
reseptoriine baglanir (212). Zhu ve ark. (222), bir Alzheimer Hastaligi fare modelinde,

LTN ile takviyenin hipokampal dopamin ve noradrenalin salinimini tegvik ettigini ve bu
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etkilerin dopamin D1/5 reseptorunin antagonistleri tarafindan engellendigini, LTN’in
dopamin D1/5 reseptor-PKA yolag: aktivasyonu yoluyla hipokampal monoamin iletimini
tyilestirdigini bulmuslardir. LTN’nin antioksidan 6zelligi oldugu ve B-amiloid kaynakli

bilissel islev bozuklugunu hafifletmede 6nemli bir rol oynadig: bildirilmistir (223).

LTN alimi NMDA (N-metil-D-aspartat) reseptor bagimli CA1 hipokampal Uzun
stireli Potansiyel Artisi'n1 (LTP) azaltir, ancak NMDA reseptoriinden bagimsiz CAl
LTP’yi artirir. Dolayisiyla, LTN hipokampusta NMDA reseptoriinden bagimsiz LTP’yi
indiikleme yetenegine sahiptir (224). LTN, dopamin, serotonin, glisin ve GABA
konsantrasyonunu etkiler ve serebral korteks ve hipokampusta sinir biylme faktori
mRNA seviyelerini artirir.  LTN uygulamasi, 06zellikle striatum, hipotalamus ve
hipokampusta dopamin konsantrasyonlarinda dikkate deger artislara neden olur. Ayrica,
yapilan bir ¢alismada dopaminin neden oldugu asir1 nérotoksisite, ndron-astrosit birlikteki
kilturlerinde LTN tarafindan 6nemli 6lglide hafifletildi, ancak tek basina néronal Kilturde
azalmadi (224). LTN beyindeki triptofan igerigini yiikseltirken, intraserebral GABA

seviyesi de 7.5 mM/kg amino asit enjeksiyonundan (i.p) sonra diizelmis olur (224).

Egashira ve ark. (225) gore, LTN’in noroprotektif etkisine en azindan kismen
GABA reseptorleri aracilik etmektedir. Beynin olgunlasmasi i¢in inhibe edici
norotransmisyon gerekli oldugundan, bu nedenle inhibitér ndrotransmisyonu etkiler ve
yeni dogmus sicanlarda beyin gelisimini diizenler. LTN, uyarici nérotransmisyonu inhibe
edebilir ve spesifik olarak glisin reseptorleri yoluyla inhibe edici nérotransmisyona neden
olabilir (226). LTN’in beyinde perfiizyonu, aspartik asit salinimini onler ve  AMPA
reseptorlerinde inhibe edici etkiler sergilemenin yani sira glisin salinimini arttirir (227).
LTN alimi NMDA (N-metil-D-aspartat) reseptor bagimli CA1 hipokampal uzun sureli
potansiyel artisi’n1 (LTP) azaltir, ancak NMDA reseptoriinden bagimsiz CA1 LTP’yi
artirtr. Dolayisiyla, LTN hipokampusta NMDA reseptoriinden bagimsiz LTP’yi indiikleme
yetenegine sahiptir (224).

Reperfuzyondaki LTN, fokal serebral iskemi-reperflizyonun in vivo sican
modelinde noroprotektif etki gosterir. Reperfuzyonda LTN ile lokal tedavi, glutamat
reseptdr agonisti aracili beyin hasarini onler. Bu veriler, LTN’in ndroprotektif etkisinin

esas olarak glutamat antagonizmi ile agiklandigi hipoteziyle uyumludur (228).
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LTN ile tedavi ayn1 zamanda hem ndronal biiyiime hem de sagkalim icin gerekli
olan BDNF ve glial hiicreden tiiretilmis norotrofik faktor (GDNF) seviyelerini yukseltir
(229).

LTN’nin erkeklerde fiziksel stresi azalttigi, kadinlarda adet Oncesi donemde
anksiyete ve stresi ve hem erkeklerde hem de kadinlarda anksiyete diizeylerini bastirdigi

gosterilmistir (230).

Insan ve deney hayvanlarinda yapilan calismalar ile, LTN’in serum kolesterol
seviyelerini diislirdiigli rapor edilmistir, dolayisiyla obezite ve kalp hastaliklar1 gelisimini
engelleyebilme agisindan 6nemli etkilere sahip olabilmesi ileri siiriilmiistiir (231). Kanda
yuksek bir kortikosteron seviyesi stresi gosterirken, %0.3 LTN uygulamasi serum

kortikosteron seviyesini diistiriir (232).

LTN’in antiinflamatuvar ve antinekrotik Ozellikleri, NF-kB’yi inaktive etme ve
dolayistyla proinflamatuvar sitokinler IL-1 ve IL-6’y1 azaltma ve antiinflamatuvar sitokin

IL-10’u artirma yetenegi ile iligkilidir (233).

Kemoterapotik ajan olarak LTN, glutamatin enfekte tiimor hiicrelerine tasinmasini
yarigsmali bir sekilde inhibe eder ve ayrica hiicre i¢i glutatyon (GSH) seviyelerini
azaltabilir. LTN, kemoterapotik ajanlarin  (6rn.  doksorubisin, idarubisin, sisplatin,
irinotekan) disa akisini engelleyerek tiimor hiicrelerinde birikmelerine ve antioksidan
ozelligi ve hiicresel GSH diizeyini koruyarak normal hiicreleri bu ilaglarin neden oldugu

hasardan korumus olur (212).

LTN, katalaz, sliperoksit dismutaz ve siiksinat dehidrojenaz aktivitesi gibi farkli
norolojik fonksiyonlar: inhibe ederek beyin enfarktiisiinii azaltarak ndral hasar1 korumaya
ve fonksiyonu iyilestirmeye yardimei olur, béylece GSH’y1 ve noronal hiicrelerin oksidatif
hasarini azaltir (234-236). Beyni serebral iskemiden korur ve glutamat reseptor agonistinin
aracilik ettigi beyin hasarini1 onler ve gecikmis noronal 6liimde serebral kortikal ndron

tutulumunu inhibe eder (228, 237).

LTN tarafindan fosfolipaz C-B1 ve fosfolipaz C-yl ekspresyonunun uyarilmasi
yoluyla grup I mGluR’nin diizenlenmesiyle ndroprotektif rol, ndrotoksin kaynakli
norotoksisite, oksidatif stres ve ayrica parkinson ve alzheimer hastaliklarinin etkinliginde
azalmaya neden oldu. DNA pargalanmasi ve ayrica sinir hiicresi (SH-SY5Y) apoptozu da
LTN tarafindan azaltilir (238-240).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Geregler

Calismamizda kullanilan cihazlar, laboratuvar aletleri ve malzemelerin listesi ve

uretici firmalar1 Tablo 3’te; kimyasal maddeler iiretici firmalar1 ile birlikte Tablo 4’te;

ticari Kitlerin listesi, markalar1 ve {iretici firmalar1 ise Tablo 5°te verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan cihazlar, laboratuvar aletler ve malzemeler

Adi

Uretici Firma

Buzdolabi (+4 °C)
Calkalayicili inkiibator
Derin dondurucu (-80 °C)
El homojenizatoru
ELISA yikayicist

Etlv

Hassas terazi

Isik mikroskobu
Manyetik karistirici
Mikroplaka okuyucu (ELISA okuyucu)
Mikroplaka yikayici
Mikrosantrifij

Mikrotom

Otoanalizor

Otomatik pipetler (Cesitli hacimlerde)
pH-metre

Saf Su Aritma Cihaz1
Santrifdj

Sican terazisi

Sogutmali santrifiij
Sonikasyon cihazi
Vorteks

Biyopsi Sisesi
Glukometre ve Stripleri
Instilin Enjektori

Lamel

Mikrosantrifuj Tupu
Mikrotom Bigagi

Pipet Uglar

Pozitif Sarjli Lam
Rodajli Lam

Arcelik, Vestel

ShellLab/Sheldon S14-2

Thermo Electron Corporation
OMNI-Tissue Master 125

Biotek ELx 50

Galenkamp

Mettler Toledo AB 204-S
Olympus BX-51, Olympus Optical Co.
Termal

Versa Max, Moleculer Devices
BioTek ELx50

Thermo IEC Micromax

Leica RM2255

Becman Coulter AU5800
Socorex; Isolab; Ependorf

Hanna Instruments, HI 9321

Kros

Eppendorf, Centrifuge 5810
Kern-Sohn-GmbH, PCB-800-1
Beckman-Coulter

Sonics Vibra-Cell, 42174L

IKA Vortex, Genius 3

Histopot, Lot No: 1405189681
VitaPlus G400, Lot No: G40A091811
Beybi, Lot No: 20190506
Marienfield, Lot No: 37393 017
Iso Lab, Lot No: MTPPN7015002
Therma, Lot No: 9G302226
Kartell Spa, Lot No: 4806; Iso Lab, Lot
No: PTPPN19010002

HDA, 20181122

Marienfield, Lot No: 37909306
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Tablo 4. Kullanilan kimyasal maddeler

Kullanilan Kimyasallar

Uretici Firma, Kodu ve Safhig

Absolit Etanol
Entellan

Eozin

Etil Alkol

Formaldehit

Fosfat tamponu (PBS) tablet
Granl Parafin

Kristal Viole

Ksilen

L-Theanin
Nikotinamid
Streptozotosin
Trikromstain (Masson)
Triton X-100

Smyras, Lot No: 305240919060

Merck, Lot No: HX378130

Biognost, Lot No: EOYA-13/18

Aytas, Lot No: 200-578-6 (%96)

Sigma, Lot No: SZBE2450V

VWR Life Science, Cat No: E404
Tekkim, Lot No: 240215224

ZAG Kimya, Cas No: 548-62-9
Tekkim, Lot No: 090709134001
Chem-Impex Intl, Cat No: 14293, (%99)
Sigma, Cat No: 102116371, (> %99.5)
Cayman, Lot No: 1.800.364.9897 (> %95)
Histomed, Lot No: 252017.002

Merck, K2351869, (> %95)

Tablo 5. Calismada kullanilan kitler

Kit Marka, Uriin Kodu, Lot No, Sehir ve Ulke
Rat Adiponektin Elabsience, E-EL-R3012, S1ZYY3WCDN, Teksas, ABD
Rat BDNF Elabsience, E-EL-R1235, GCLAIUVMWK, Teksas, ABD
Rat Insiilin Elabsience, E-EL-R3034, 6N8L3LVXFG, Teksas, ABD
Rat Leptin Elabsience, E-EL-R0582, VZVWMDV8ZD, Teksas, ABD
Rat Rezistin Elabsience, E-EL-R0614, XINMF411H7, Teksas, ABD
Rat TNF-a Elabsience, E-EL-R0019, EMT99XZZ6Q, Teksas, ABD
3.2. YOntem

Bu calisma, Karadeniz Teknik Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi
Biyokimya Anabilim Dali tarafindan yiiriitiilen
Hipokampus Dokusu ve Serum BDNF ve Adipositokin Seviyelerine Etkisinin
Incelenmesi” isimli KTU Bilimsel Arastirma Projesi (BAP) destegi ile (Proje No: TSA-
2019-8470) gerceklestirildi. Ayrica bu ¢alismanin vyiiriitilmesi icin KTU, Tip Fakiiltesi,
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Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan 21.05.2019 tarihli, 2019/24 dosya no’lu onay alind
(Bkz. Etik Kurul Onay Belgesi). Calismanin biyokimyasal analizleri KTU Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali aragtirma laboratuvarinda gergeklestirildi. Histopatolojik
incelemeler ise KTU Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali arastirma

laboratuarinda yiiriitiild.
3.2.1. Calisma Grubunun Olusturulmasi

Calismada 2-3 aylik (150-250 g agirliginda) 32 adet Wistar erkek sigan kullanildi.
KTU Cerrahi Uygulama Arastirma Merkezi’nden temin edilen sicanlar ayn1 yerde deneysel
calisma igin 12 saat karanlik 12 saat aydinlik ortam saglanarak barindirildi. Tim gruplara
standart sigan yemi ve igme suyu ad libitum olarak verildi. LTN ve ayn1 miktarda su gavaj

yolu ile uygulandi.

Siganlar rastgele asagidaki gibi gruplara boliindii (n=8). Tablo 6’da deney gruplari

ve yapilan uygulamalar gortlmektedir.

Tablo 6 . Deney gruplari ve yapilan uygulamalar

Gruplar
Uygulama Kontrol LTN DM DM+LTN
Su, gavaj ile + - + -
LTN (200 mg/kg), 28 glin, gavaj ile - + - +
NA (120 mg/kg), tek doz, i.p. - - + +
STZ (60 mg/kg), tek doz, i.p. - - + +

DM ve DM+LTN gruplarindaki siganlara diyabet olusturmak icin hayvanlar gece
boyunca ag¢ birakilarak (~12 saat aglik) sabahin ilk saatlerinde 0.1 M sitrat tamponunda
(pH 4.5) hazirlanmis 60 mg/kg STZ, tek doz seklinde intraperitoneal olarak uygulandi.
Ancak, pankreas hiicre hasarini azaltmak i¢in, STZ uygulamasindan 15 dakika once i.p.
olarak 120 mg/kg NA enjekte edildi. STZ uygulamasindan 2 giin sonra, glukoz Slglimii
icin kuyruk veninden kan Ornegi alinarak glukometre ile o6lgiildii. Aclik glukoz

konsantrasyonu >250 mg/dL olan deneklerin diyabet oldugu kabul edildi.
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3.2.2. Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi

28 gunluk deney suresinin sonunda hayvanlar etik yonergelere uygun sekilde
dekapitasyon yontemi ile sakrifiye edildi. Dekapitasyon esnasinda antikoagiilansiz tiiplere
aliman kanlar kit protokollerinin 6nerdigi gibi 2 saat oda sicakliginda bekletildikten sonra

sogutmali santrifiijde (2-8 °C), 20 dk. 1000xg’de santrifiij edilerek serumlar elde edildi.

Beyin kafatasindan dikkatlice c¢ikarilarak soguk fosfat tamponu (PBS) igine
konuldu. Islatilmis filtre kagidina aktarildiktan sonra temiz bir tiras bigagi kullanarak beyin
hemiseksiyon yapilip iki hemisferine ayrildi. Bir spatula ucunu, korteks ile birlesim yerinin
yakininda serebellumun hemen {izerine tutturularak bagka bir spatula ucunu ayni1 baglanti
noktasiin yakinina yerlestirip kortikal yarimkiire nazikge yanal olarak soyuldu. Kortikal
hemisfer yanal olarak tamamen soyulduktan sonra, hipokampus agiga ¢ikti. Beyin bir
spatula ucu ile sabitlenirken digeri hipokampusun kaudal ucunun hemen altina yerlestirildi.
Ikinci spatula ucunu hafifce 6ne ve yana dogru hareket ettirerek, medial beyaz cevher
yollaria tespit spatulast ile dikkatlice basing uygulandi (241, 242). Tim diseksiyon
islemleri kuru buz iistiine konulan petri dish ve onun da tizerindeki 1slak filtre kag {istiinde

yapilip ve kesim esnasinda siirekli soguk PBS tamponu ile 1slak tutulmakta idi.

Beyin dokusu hipokampuslariin yarist kesimden hemen histopatolojik incelemeler
icin formaldehit soliisyonunda tespit edildi. Hipokampiis dokularinin yaris1 sivi azot ile
donduruldu. Rutin Biyokimya Laboratuvarinda otoanaliz ile ¢alisilacak parametreler icin
serumlar ve ELISA Kkiti ile ¢alisilacak parametreler i¢in serum ve hipokampus dokulart -80

°C’de ¢alisma giiniline kadar muhafaza edildi.
3.2.3. Biyokimyasal Parametrelerin Seviyelerinin Belirlenmesi
3.2.3.1. Serum Glukoz ve Lipid Parametrelerinin Tayini

Serum numunelerinde glukoz, TG, total kolesterol (TK), yiiksek yogunluklu
lipoprotein kolesterol (HDL-K) ve disiik yogunluklu lipoprotein kolesterol (LDL-K)
duizeyleri KTU Farabi Hastanesi Tibbi Biyokimya Laboratuvari’nda mevcut olan Beckman
Coulter marka AU 5800 (Kaliforniya, ABD) model otoanalizorde Olculdi. Bu
parametrelerin 6l¢cimi ginlik uygulanan kalite kontrol islemleri uygulandiktan sonra
gerceklestirildi. TUm parametrelerin dlglimiinde cihazlarin orijinal kitleri kullanildi.
Glukoz 6lgumiinde hekzokinaz (enzimatik), TG 6lglimunde lipaz/gliserol kinaz (enzimatik
kolorimetrik), TK o6lglimunde kolesterol oksidaz (enzimatik kolorimetrik), HDL-K
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6lciminde immunolojik/direkt (enzimatik kolorimetrik) ve LDL-K 6l¢iimiinde koruyucu
reaktif/direkt (enzimatik kolorimetrik) yontemi kullanildu.

3.2.3.2. Hipokampus Dokusu Homojenatlarinin Hazirlanmasi
Kullamilan Cozeltiler:

PBS (Fosfat Tamponu), 10 mM, pH 7.4: 137 mM NacCl, 2.7 mM KCI ve 10 mM
fosfat bufer’1 igeren PBS tableti (Avantor, Lot No: 0485C025, NewYork, ABD) 400 mL
kadar saf su ile ¢6ziinmesi saglandi. pH’s1 7.4’e ayarlanarak saf su ile son hacim 0.5 L’ye

tamamlandi. 0.22 um’lik steril filtre ile siiziildii ve +4 °C’de saklanda.

Dokularin iyice par¢alanmasi igin hazirlanan PBS’ye %2 olarak Triton X-100 ilave

edilip iyice ¢6ziinmesi saglandi.
Deneyin Yapilisi:

1. Hipokampus dokusu buz kaliplar iizerinde kesildi ve hemolizli numunelerin
sonuglari etkilememesi i¢in soguk PBS (0.01 M, pH: 7.4) ile kan hiicreleri ve
pihtilar temizlenerek hassas terazide yaklasik 90 mg olarak tartildi.

2. Soguk homojenizasyon tamponu [g doku agirligi: mL PBS (1:9)] konuldu.

3. Soguk ortamda 30 s siiresince homojenizatorle 5000 rpm’de homojenize edildi.

4. Dokulart iyice pargalanip igerigini ortama birakmak i¢in 5 s, 80 kHz ile sonike
edildi.

5. Homojenat 4 °C’de, 5000xg’de, 10 dk. santrifiij edildi. Ustte kalan siipernatant

kisim alind.
3.2.3.3. Doku Protein Dlzeyinin Belirlenmesi

Kit protokollerinin &nerdigi dogrultuda arastirilacak parametreler i¢in beyin
hipokampus homojenatinda protein tayini Bradford yontemi ile yapildi (243). Bu metodun
prensibi; organik bir boya olan Coomassie Brilliant Blue G-250’nin fosforik asitli ortamda
proteinlere baglanmasi ve olusan mavi renkli kompleksin 600 nm’de maksimum absorbans

gostermesi esasina dayanmaktadir.
Kullanilan Cozeltiler:

Bradford Reaktifi: 10 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 5 mL %95°lik etanolde
cozildu, Gzerine 10 mL %85°1lik H3PO,4 eklendi ve son hacim distile su ile 100 mL’ye

tamamlandi.
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Sigir Serum Albiimini: 0.5, 0.4, 0.3, 0.2 ve 0.1 mg/mL konsantrasyonlarinda

albliimin standartlar1 hazirlandi.
Deneyin Yapilisi:

Tablo 7’e gore pipetlemeler yapildi ve 600 nm’de absorbanslar1 okunarak standart

grafik (Sekil 3) yardimiyla sonuglar hesaplandi.

Tablo 7. Protein tayini deneyi islem basamaklari

Kor (uL) Standart (uL) Numune (uL)
Distile Su 10 - -
Standart - 10 -
Numune - - 10
Bradford Reaktifi 100 100 100

Oda sicakliginda 10 dk. bekletildi.

600 nm’de absorbanslar1 okundu.

0.45 -
0.4 -
0.35 A
0.3 A
0.25 A
0.2 A
0.15 A
0.1 -
0.05 A

0 T T T T
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Absorbans (600 nm)

y = 0.8519x
R2=0.9969

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 3. Protein tayini standart grafigi
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3.2.3.4. ELISA Yontemiyle Yapilan Tayinler

Serum ve hipokampus dokusunda insilin, BDNF, TNF-a, leptin, adiponektin ve
rezistin seviyelerini belirlemede kullanilan sandvi¢ ELISA yontemi Sekil 4’te sematize
edildi. Kit 6nerisi dogrultusunda insilin i¢cin serum 25 kat, adiponektin i¢in serum 250 kat
ve BDNF icin doku siipernatanti 1:1 oranla seyreltilen numuneler kullanildi. Kit
malzemeleri kullanilarak yapilan uygulamalar sonucu mikrokuyucuklardaki absorbanslar
450 nm’de okundu ve Sekil 5-7’de gosterilen standart grafikler yardimi ile miktarlar

belirlendi.

100’er uL Standart, Kér ve Numune
(doku homojenat1 ve serum)

V

37 °C l 907

Kuyucuklarin muhteviyat: uzaklagtirildi

¥

100’er pL biyotinli antikor

37 °C 60_
3 kez yikama

100’er uLL HRP (Horseradish peroxidase)

96’11k plaka

37 °C = /0
A dk

5 kez yikama

90’ar pL substrat reaktifi

37°C .
M dk

50°ser pL reaksiyon durdurma ¢ozeltisi

y

450 nm’de absorbans okuma

Sekil 4. Ticari ELISA kitlerinin deney basamaklari
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1.200 A
1.000 A
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N
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C
<
o
|
S 0.400 -
-2: y = -8E-06x2 + 0.0068x
R? = 0.9957
0.200
0.000 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Insiilin Standart Konsantrasyonu (pg/mL)
B 0.140 -
0.120 ~
~ 0.100 A
S
c
B 0.080 -
N
w0
S 0.060 -
g y = 0.0005x + 0.0041
8 0.040 ~ R?=0.9816
<
0.020 -
0.000 ‘ T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

BDNF Standart Konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 5. Insiilin (A) ve BDNF (B) seviyeleri belirlenmede kullanilan standart grafikler
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A 2.500 -

2.000 -
3
o 1.500 -
Lo
N
<
E 1.000 -
S
2
2 y = -4E-07x2 + 0.002x
0.500 R2=0.999
0000 T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
TNF-a Standart Konsantrasyonu (pg/mL)
B 1.400 -
1.200 -
‘S 1.000 -
c
3
< 0.800 -
[72]
T
S 0.600 -
2
o)
< 0.400 -
y =-0.0332%2 + 0.4097x
0.200 Rz=0.9914
0.000 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

Leptin Standart Konsantrasyonu (ng/mL)

Sekil 6. TNF-a (A) ve leptin (B) seviyeleri belirlenmede kullanilan standart grafikler
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0.900 -
0.800 +
0.700 ~
0.600 ~
0.500 +
0.400 ~
0.300 ~

Absorbans (450 nm)

y =-0.0007x2 + 0.0502x
R?=0.9995

0.200
0.100

0.000

0 5 10 15 20 25 30

Adiponektin Standart Konsantrasyonu (ng/mL)

1.400 -
1.200 -
1.000 -
0.800 -
0.600 -

0.400 ~

Absorbans (450 nm)

y =-0.0069x? + 0.1839x

2 =
0.200 R?=0.9982

0.000

0 2 4 6 8 10 12
Rezistin Standart Konsantrasyonu (ng/mL)

Sekil 7. Adiponektin (A) ve rezistin (B) seviyeleri belirlenmede kullanilan standart
grafikler
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3.2.4. Histopatolojik incelemeler

Dokularin takip, kesit alma ve boyama islemlerinin tamami KTU Tip Fakiiltesi

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuarlari’nda gergeklestirildi.

Almman doku ornekleri 48 saat %10’luk notral formalinde tespit edildi.
Histopatolojik inceleme icin dereceleri gittikge artan alkol serilerinde dehidrate edildi ve

xylen’de seffaflastirilarak parafin bloklara gomiildii.

Parafin bloklardan tam otomatik mikrotom ile 5 pum kalinliginda kesitler alindi.
Detayli degerlendirilme i¢in Hematoksilen-Eozin (H&E) (244) ve krezil viyole boyama
yontemi (245) ile boyandi. Preparatlar bu konuda deneyimli ve gruplardan habersiz uzman

histolog tarafindan 151k mikroskobu ile degerlendirildi.

Her bir gruba ait beyin dokusunda hipokampus bolgesi degerlendirildi. CA1, CA2
ve CA3 bolgeleri normal ve dejeneratif néron agisindan 200X biiyiitmede degerlendirildi.
Hiicre govdesinde biiziisme, koyu renkli sitoplazmali, kondanse niikleuslu hiicreler
anormal noronlar olarak degerlendirildi ve 151k mikroskop altinda Analysis 5 Research

program kullanilarak her 3 bolgede 200X biiyiitmede sayildi (246).
3.2.5. Kullamlan istatistiksel Yontemler

Veriler bilgisayara aktarildi ve ‘‘SPSS (IBM SPSS 28)’’ programinda istatistiksel
olarak degerlendirildi. Parametrelerin normal dagilima uygunluklar1 “Kolmogorov-
Smirnov” testi ile kontrol edildi. Normal dagilima uymayan ikiden fazla degiskenin
degerlendirilmesinde ‘‘Kruskall-Wallis’’ testi ve ikili degisken icin ‘‘Mann-Whitney U™’
testi uygulandi. Sonuglar “Medyan (¢eyrekler arasi aralik (IQR)) ve %25-75 ¢eyreklikler”
olarak verildi. Histolojik analiz verilerinin degerlendirilmesinde iicten fazla bagimsiz
gruplarda “One-Way ANOVA” testi kullanildi. Gruplar arasindaki iliskinin ortaya
konabilmesi i¢in ‘‘post-hoc Tukey’’ analizi kullanildi. Histoloji sonuglari “ortalama +

standart hata” olarak verildi. p<0.05, istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Deney Hayvanlarimin Agirhklar:

Diyabet olusturulmamis (kontrol ve LTN grubu) ve NA/STZ ile diyabetik
olusturulmus (DM ve DM+LTN grubu) si¢anlarin baslangi¢ (0. Giin) ve tedavi bitimi (28.
giin sonu) agirliklar1 Tablo 8’de gosterilmektedir. Deneyi baslangicinda diyabetik olan ve
olmayan siganlarin agirliklar arasinda anlamli bir fark mevcut degildi (p>0.05). Deneyin
bitim glnd ise DM grubunun agirliklar1 kontrol grubundakilere olarak anlamli distikti
(p<0.05). Ancak LTN grubunun kontrole gére ve DM+LTN grubunun da DM’ye gore
agirliklart istatistiksel bir farklilik gostermedi (p>0.05). Gruplarin baslangic ve son
agirliklar1 degerlendirildiginde diyabetik si¢anlardaki kilo artisinin diyabetik olmayan

sicanlara gore daha az oldugu belirlendi.

Tablo 8. Deney gruplarinin agirliklari (n=8)

Agirhk Kontrol LTN DM DM+LTN
) [197 (17)] [187 (26)] [192 (19)] [193 (24)]
0. giin (g) (188-205) (178-204) (185-204) (179-203)
) [240 (14)] [237 (18)] [206 (35)] " [190 (22)] %"
28. giin (g)
(231-245) (230-247) (183-218) (181-204)

Sonuclar: [Medyan (IQR)] ve (% 25-75 ¢eyreklikler) seklinde verildi. p degeri ‘Mann Whitney U’ testine
gore belirlendi
% Kontrol; ®: LTN; ©: DM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05)

4.2. Glukoz ve Lipid Parametrelerinin Seviyeleri

Deney gruplarinin serumlarinda 6lgiilen glukoz, trigliserit, total kolesterol, HDL-
kolesterol ve LDL-kolesterol seviyeleri Tablo 9’da goriilmektedir. Diyabetik sican
gruplarinda glukoz seviyeleri tedavi baglamadan 6nce ve tedavi bitiminden sonra diyabetik
olmayan gruplara gore anlaml yiiksekti (p<0.05). Ayrica DM grubunda TG, TK ve HDL-
K seviyeleri de kontrole gore anlamhi yiikseklikte farklilik gosterdi (p<0.05). LTN
tedavileri diyabetik ve diyabetik olmayan sicanlarin glukoz ve lipid seviyelerinde

istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0.05).
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4.3. Insiilin Seviyeleri

Deney gruplarinda serumda ve hipokampus dokusunda insilin seviyeleri Sekil 8’de
verilmistir. Serum DM grubunun insulin seviyesi kontrole gore anlamli derecede diisiik
bulundu (p=0.040). DM+LTN grubunda ise DM’ye gore diisiik bulunmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.055). Doku Insiilin seviyeleri agisindan DM grubu
kontrol grubuna gore p=0.006 diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli artmis seviyelere
sahipti. Doku DM+LTN ise insiilin seviyesi DM’ye gore diisilk bulunmasina ragmen

istatistiksel oalarak anlamli degildi (p=0.055).

A
1250 a
g 1000
&
? 750
w2
g 500
E a,b
& 250 i
0
Kontrol LTN DM DM+LTN
B 16
14 b
-a N
£
©wE 12
b
gg !
-
EE 10
é‘&
=]
g
6

Kontrol LTN DM DM+LTN

Sekil 8. Deney gruplarinda serumda (A) ve hipokampus dokusunda (B) insulin seviyeleri
% Kontrol; ®: LTN; ©: DM grubuna gore istatistiksel olarak anlaml1 (p<0.05)
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4.4. Histopatolojik Bulgular

Deney gruplarinda hipokampus dokusu toplam hasar skoru Sekil 9°da, CA1, CA2
ve CA3 bolgelerindeki hasar skorlar1 ise Sekil 10’da gosterilmistir.

DM grubunda hipokampus hasar skoru CA1, CA2 ve CAS3 bolgeleri bir arada
degerlendirildiginde kontrole gore yiksek bulundu (p=0.058). Fakat istatistiksel olarak
hasar skoru anlamli yiikseklik sadece CA3 bolgesinde tespit edildi (p=0.006). LTN
diyabetik ve diyabetik olmayan gruplarda tiim bolgelerde hasar1 azaltici etki sergiledi.
Fakat DM+LTN’de DM grubuna gore anlamlh farklilik sadece toplam skorda ve CA3
bolgesindeki verilerinde elde edildi (sirastyla p=0.004 ve p=0.001).

Ayrica mikrografik goriintiilemede goriindiigii gibi DM grubunda kontrol grubuna
gore anormal piramidal néronlar hakimdi, 6zellikle de CA3 bdlgesinde. Diger taraftan
kontrol, LTN ve DM+LTN gruplarinda normal piramidal néronlar hakimiyeti olmasina

ragmen LTN grubunda ¢ok az sayida anormal piramidal néronlar mevcut idi (Resim 1).
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Sekil 9. Deney gruplarinda hipokampus dokusu toplam hasar skorlari
% Kontrol; ®: LTN; ©: DM grubuna gore istatistiksel olarak anlaml1 (p<0.05)
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Sekil 10. Deney gruplarinda hipokampus bolgeleri (A: CAl; B: CA2; C: CA3) hasar

skorlar1
% Kontrol; ®: LTN; © DM grubuna gére istatistiksel olarak anlamli (p<0.05)
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4.5. BDNF Seviyeleri

Deney gruplarinda serumda ve hipokampus dokusunda BDNF seviyeleri Sekil
11°de gosterilmistir. Serum DM grubunda BDNF seviyesi kontrole gore artis géstermesine
ragmen istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.810). Deney hayvanlarindaki DM+LTN
grubuna ait serum BDNF seviyesi DM’ye gore istatistiksel olarak anlamli fark gostermedi
(p=0.210). Doku BDNF seviyeleri DM grubu Kkontrole gore istatistiksel olarak anlamli
artisa sahipti (p=0.003). Dokuda DM+LTN grubuna ait BDNF seviyesi DM’ye gore diisiik

bulunmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.409).

A 1000
a,b

800
S 600
£
]
% 400

0

Kontrol LTN DM DM+LTN
B
140
a

'g 120 a
g
1
a 2
i =
E‘&
5

80

Kontrol LTN DM DM+LTN

Sekil 11. Deney gruplarinda serumda (A) ve hipokampus dokusunda (B) BDNF seviyeleri
% Kontrol; ®: LTN; % DM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05)
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4.6. TNF-a Seviyeleri

Deney gruplarinda serumda ve hipokampus dokusunda TNF-a diizeyleri Sekil
12°de gosterilmistir. Serum TNF-o diizeyi DM grubunda Kontrole gére anlamli bir artisa
sahipti  (p=0.035). DM-+LTN’nin serumdaki TNF-a seviyesi DM grubuyla
karsilagtirlidiginda istatistiksel olarak herhangi bir anlamli fark bulunmadi (p=0.585).

DM grubundaki doku TNF-a seviyesi Kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
derecede yiksekti (p=0.023). Doku TNF-a seviyesi DM+LTN grubunda DM ile kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p=0.749).
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Sekil 12. Deney gruplarinda serumda (A) ve hipokampus dokusunda (B) TNF-o seviyeleri
% Kontrol; ®: LTN; % DM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05)
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4.7. Leptin Seviyeleri

Deney gruplarinda serumda ve hipokampus dokusunda leptin seviyeleri Sekil 13°te
gosterilmigtir. Serum DM leptin seviyesi Kontrol grubundan istatistiksel olarak farklilik
gostermedi (p=0.172). Buna ilaveten serum leptin seviyesi DM+LTN grubunda DM’ye

gore diistik bulunmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.074).

Dokuda ve DM grubundaki leptin seviyesi kontrole kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir artis gosterdi (p=0.001). Bunun yani sira DM+LTN grubundaki leptin seviyesi
DM’ye gore istatistiksel olarak anlaml diigiikti (p=0.033).
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Sekil 13. Deney gruplarinda serumda (A) ve hipokampus dokusunda (B) leptin seviyeleri
% Kontrol; ®: LTN; © DM grubuna gére istatistiksel olarak anlamli (p<0.05)
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4.8. Adiponektin Seviyeleri

Serum adiponektin seviyeleri DM grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli
derecede diisiik bulundu (p=0.001). DM+LTN grubundaki serum adiponektin seviyesi DM
ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0.749). Doku DM
grubundaki adiponektin seviyesinin kontrole gore anlamli farki yokken (p=0.196),
adiponektin seviyesi DM+LTN grubunda DM’ye kiyasla istatistiksel olarak anlamli diigiik
bulundu (p=0.015) (Sekil 14).
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Sekil 14. Deney gruplarinda serumda (A) ve hipokampus dokusunda (B) adiponektin

seviyeleri
% Kontrol; *: LTN; : DM grubuna gére istatistiksel olarak anlamh (p<0.05).

49



4.9. Rezistin Seviyeleri

Deney gruplarinda serumda ve hipokampus dokusunda rezistin seviyeleri Sekil
15’te gosterilmistir. Serum DM grubuda rezistin seviyesi kontrole gore yiksek
bulunmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.529). DM+LTN grubu
DM’ye gore diislik rezistin seviyesine sahip olsa da bu farklilik istatistiksel olarak anlamli
degildi (p=0.401). Doku DM grubundaki rezistin seviyesi kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli yiiksek bulundu (p=0.001). Bunun yani sira DM+LTN grubu DM’ye gore diisiik

rezistin seviyesine sahip olup bu durum istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.055).
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Sekil 15. Deney gruplarinda serumda (A) ve hipokampus dokusunda (B) rezistin seviyeleri
% Kontrol; ®: LTN; © DM grubuna gére istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).
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5. TARTISMA ve SONUC

DM, hiperglisemi ile karakterize, her gegen yil goriilme sikligi artan global
epidemik bir halk saglig1 sourunudur. Bu hastalikta, beyin dahil bircok organda patolojik
komplikasyonlar gorilmektedir (247). Diyabet, beyin mikrovaskilatoriinde degisiklige ve
kan-beyin bariyerinde islev bozukluguna neden olur (248). Bu bariyerin bozuldugu
yerlerden birisi de hipokampustur (249). Bu nedenle bazi molekiillerin ve endokrin
sinyallerin gecisi kolaylasir (248). Neticede, DM’de hipokampusta noéronal kayip

nedeniyle 6grenme, hafiza ve algida zorluklar yasanabilmektedir (250).

Hipokampusa ve astrositlere glukoz girisinin GLUT4 ile oldugu diisiinulmektedir
(7). Glukoz, beyin igin sadece ATP Uretimi saglayan molekiil olmakla kalmaz, ayni
zamanda ndérotransmitterlerin ve ndéromodulatorlerin sentezi icin de gereklidir (251).
Ayrica hipokampus hacmini ve fonksiyonunu da etkileyebilmektedir (252). Insiilin, glukoz
metabolizmasinin diizenlenmesinde etkili bir hormon olup, beyin gelisimi ve norojenik
kontrolii icin &nemli bir trofik faktdrdiir. Insiilinin pankreas B hiicrelerine ilaveten,
noronlar ve hipokampusun olgun ndral progenitér hiicreleri tarafindan sentezlendigi ve
salgilandig1  raporlanmistir. Hipokampustaki insiilin  kademesindeki degisiklikler
hipokampus proteinlerini ve dolayisiyla fonksiyonlarini etkiler (7). Noronal instlin sinyali,
esas olarak glutamat reseptor trafigini diizenleyerek, sinaptik plastisite ve hafizay1 etkiler
(13).

LTN, L-tipi amino asit tasiyicilar1 vasitasiyla kan-beyin bariyerini gecebilmektedir
(253) ve hipokampal néronlart uyarmaktadir (254). Siganlara 4 g/kg LTN verilerek yapilan
bir ¢alismada, verilmeyen gruba gore, karacigerde etilamin, glutamin, glisin ve fenilalanin;
beyinde etilamin ve glutamin; ve serumda etilamin, glutamik asit ve aspartik asit
seviyelerinin yiksek, metiyonin ve lizinin diisiik oldugu belirlenmistir (255). Beyinde
glutamin, hem wuyarict hem de inhibe edici nérotransmitterlerin (glutamat ve -
aminobiitirik asit) liretimi i¢in ana substrattir. Ayrica, hiicredeki ATP’nin ana kaynagi olan
trikarboksilik asit (TCA) dongiisiine dogrudan beslendigi i¢in sinir sistemi i¢in hayati bir
enerji kaynagidir (256). Diger taraftan antioksidan olan glutatyonun sentezi icin gereklidir.
Bu yonii ile astrositleri oksidatif strese karsi korumaktadir (257). Astrositler, MSS’de en
bol bulunan hiicre tipidir. Normal beyin fonksiyonunun siirdiiriilmesine katilirlar ve
noronlar, oligodendrositler ve endotel hiicreleri ile siirekli iletisim halindedirler. Ayrica

glukoz metabolizmasinin diizenlenmesinde kritik dneme sahiptirler. Adipokinler ile olast
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bir rolii oldugu diisliniilmektedir (258). Yapilan bir ¢alismada i.p. LTN uygulanan
farelerde, beyaz adipoz dokusunun kahverengilesmesini sagladigi ortaya koyulmus ve bu
yolla da LTN’in enerji harcanmasina katki sagladigi ifade edilmistir (259). Japonlar
tizerinde yapilan bir arastirmada ise LTN’nin metaboliti olan etilamin seviyesi ylksek
olanlarda diisiikk T2DM riski oldugu belirlenmistir (21).

DM’de hipokampal ndroplastisiteyi etkileyen, ndroregiilator etkiler sergileyen
adipositokinlerin diizeylerinde de degisiklikler olmaktadir (16). DM nin adipositokinler ve
beyin hipokampal fonksiyonlarina etkileri géz Oniine alinarak, bu g¢alismada LTN’nin
diyabet olusturulmus sicanlarda hipokampus ve serumda BDNF ve adipositokinleri lizerine

etkileri incelendi.

Calismamizda DM olusturmak i¢in siganlara 120 m/kg i.p. NA enjeksiyonundan 15
dk. sonra tek doz i.p. 60 mg/kg STZ enjeksiyonu yapildi (260, 261). Iki giin sonra kuyruk
kan1 glukoz degeri 250 mg/dL olan siganlar diyabetik kabul edildi. Bu DM modeli, insan
DM’ye benzer ozellikler sergilediginden, hiperglisemi ¢alismalarina iyi bir model olarak
kabul edilmekte ve bu nedenle akut/kronik c¢alismalar i¢in deneysel DM modeli
olusturmakta yaygin olarak kullanilmaktadir (261). TIDM ve T2DM modeli olusturmakta
kullanilan STZ, glukozamin nitroziire olan bir ilag olup, pankreas igin oldukga toksiktir;
glukoz metabolizmasini ve insiilin sekresyonu etkilemektedir. Bu ilag, glukoza benzer
oldugundan B hiicrelerinde yiiksek diizeyde olan GLUT-2 vasitasiyla hiicreye girer (260).
Pankreas B hicrelerinde DNA alkilasyonuna ve nihayetinde hiicre o6limine neden
olmaktadir (262). STZ’nin sitotoksik etkisine, apoptoz aktivasyonu ve instlin sentezinin
zayiflamasi yoluyla B hiicrelerine zarar veren oksidatif hasara neden olan asir1 reaktif
oksijen tdrlerinin iretimi aracilik eder. DM kaynakli modelde STZ 6ncesi NA enjeksiyonu
ise STZ’nin P hiicreleri iizerindeki yikici etkisini hafifletir. NA/STZ ile induklenen DM’de
hem insllin sekresyonunda bozulma hem de T2DM’nin karakteristik 6zelligi olan insiilin

direncinde bozulma meydana gelmektedir (260).

Calismamizda LTN ¢ozeltisi, literatiirdeki c¢alismalar goz Oniline alinarak 200
mg/kg/giin olacak sekilde LTN ve DM+LTN gruplarma 28 giin boyunda gavaj ile verildi.
Daha once yapilan ¢alismalarda 50, 200 ve 400 mg/kg/giin oral LTN uygulanmistir. Bu
calismalarin sonucuna gére LTN nin koruyucu etkiler gosterdigi dozunun 6zellikle 200 mg
oldugu ifade edilmistir, dolayisiyla 200 mg/kg/gin LTN uygulamasina karar verildi (20,
203, 236).
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Bu c¢alismada, baslangicta deney gruplari agirliklart arasinda anlamli bir fark
yokken, 28’inci giin sonunda diyabetik gruplarda kontrollere gore daha diisiik agirlik tespit
edildi. Ayrica baslangi¢ agirliklarina gore diyabetik siganlar kontrollere gore daha az kilo

aldi. Diger taraftan LTN takviyesi sican agirligi iizerinde anlamli bir etki gostermedi.

Diyabetik sicanlarda kontrol grubuna goére serum glukoz diizeyleri daha yiiksek
iken, serum insiilin diizeyleri daha diisiiktii (Tablo 9, Sekil 8A). Insiilin azalmasimin nedeni
STZ’nin insiilin iiretim merkezi olan pankreas hiicrelerine gosterdigi hasarlayici etiye
baglanabilir (263). Normalde, pankreastan salinan insulin serebral biyoenerjetigi
etkilemektedir; sinaptik canliligi ve dendritik omurga olusumunu artirmakta, amiloid 3
peptidinin temizlenmesinde ve tau’nun fosforilasyonunu etkileyen proteostazda da rol
oynamaktadir. Insiilin yetersizligi ise noérodejenerasyona katkida bulunmaktadir. Normal
fizyolojik kosullarda insiilin, reseptor aracili tasima yoluyla kan-beyin bariyerini kolaylikla
gecebilmekte iken gegis hizi obezite, inflamasyon gibi durumlardan etkilenmektedir. Diger
taraftan, kemirgenlerde insilin mRNA’s1 hipokampusta da tespit edilmistir (264-266).
Calismamizda da hipokampusta insiilin seviyesinin DM ile arttig1 gozlendi (Sekil 8§B). Bu
da pankreastan bagimsiz bir sentez olabilecegini gostermektedir. Ancak insulin seviyesi
artsa da DM’de hipokampusta insiilin rezistans1 muhtemiyeti ile hipokampus fonksiyonlari

etkilenmis olabilir (267).

LTN’in, diyabetik ve diyabetik olmayan sicanlara glukoz seviyelerine anlamli bir
etki yapmaz iken insiilin seviyelerini diisiirdiigii tespit edildi (Tablo 9, sekil 8A). Pankreas
B hicre kdltard ile yapilan bir calismada LTN’in insiilin sekresyonunu artirdigi
bulunmustur (268). Ancak diger bir ¢alismada sigan ince bagirsaginda amino asitlerin
emilimi ile ilgili genlerin ekspresyonunu baskilayarak amino asitlerin emilimini
engelledigini, bagirsakta glukoz tasiyicilarini inhibe ettigini ve bu yolla serumda glukoz ve
insiilin diizeylerini diisiirdiigii ifade edilmektedir (20). Primer aminlerin pankreastan
insiilin salinimin1 engelledigi ifade edilmektedir (269). Serumdaki (anlamli diizeyde) ve
hipokampustaki (anlamli olmayan diizeyde) insiilin seviyesinin azalmast LTN metaboliti

primer amin olan etilamin artis1 muhtemeliyetine baglanabilir.

Serum lipid parametrelerinin diyabetik grupta arttigi gozlendi (Tablo 9). STZ ile
uyarilan diyabetik siganlarin lipid parametrelerinin seviyelerinde artis oldugunu belirten
calismalar mevcuttur (270). Serum lipid anormallikleri (dislipidemi), insiilin eksikligi veya

inslilin ~ direncinden bagimsiz olarak diyabetiklerde yaygin olarak  gdriiliir.
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Hiperkolesterolemiden ziyade hipertrigliseridemi daha yaygindir (271). LTN tedavisi lipid
parametrelerine anlamli bir etki gostermedi. Ancak Lin ve ark. (272) 28 gun boyunca 200
mg/kg LTN verilen siganlarda kolesterol sentezinin kontrol enzimi olan HMG-CoA
rediiktaz ekspresyonunun anlamli arttigini, ancak TK, TG, HDL-K seviyeleri istatistiksel

olarak farklilik gostermezken LDL-K seviyesinin anlamli diistiigiinii bulmuglardir.

DM grubumuzda hipokampusun CA1, CA2 ve CA3’iin hasar skorunda ve bunlarin
toplam skorunda kontrol grubuna gore artis mevcut idi (Resim 1). Ayrica dejeneratif
piramidal néronlarda artis tespit edildi. Ozellikle CA3 bolgesinde dejenerasyon daha
belirgindi. CA1, CA2 ve CA3 bolgeleri hipokampustaki baglica piramidal hiicre
alanlaridir. Genellikle hafiza ve hatirlama ile igili fonksiyon goriirler (6). STZ kaynakli
DM’de de oOgrenmeyi ve hafiza performansinin bozuldugu, hipokampal norogenezin
azaldig1 belirtilmektedir (182). Hiperglisemi ve hiperinstlinemiye bagli olarak gelisen kan
damarlarindaki mikro ve makrovaskiler degisiklikler, patolojik anjiogenezi arttirir ve

vaskdler endotel huicre apoptozuna neden olur (273).

LTN tedavisi ile diyabetik siganlarda dejenerasyonun anlaml azaldig: tespit edildi
(Resim 1). Histopatolojisinde normal piramidal noronlar arasinda az miktarda dejeneratif
noronlar gozlendi. Benzer sekilde, Chandrasekhar ve ark. (274) LTN’nin farelerde kronik
stres ile uyrarilmis noroinflamasyona karsi koruyucu etki sergiledigini, hipokampusta

apoptozu azalttigini1 géstermislerdir.

BDNF hipotalamus, korteks, beyinsapi ve hipokampusta eksprese olur (273).
Ayrica, l0kositler, trombositler ve endotel hicrelerinde de eksprese olmaktadir.
Dolagimdaki BDNF’nin énemli bir kismi 16kosit ve trombosit kaynaklidir (12, 275, 276).
BDNF, insulin ve lipid metabolizmasinda ve kardiyovaskiler homeostazda hayati rol alir
(275). Esas olarak noronal hiicrelerden salinan nérotropik faktor BDNF, merkezi sinir
sisteminde strese bagli ndronal hasarin olugsmasina karst kruyucu etki sergiler (276).
Ayrica, MSS’de néronal hiicre hayati i¢in ve sinaptik plastisite icin énemlidir. Buna
ilaveten, beyinde Ogrenme ve hafiza fonksiyonlar1 ile iligkilidir. Diyabette beyinde
BDNF’nin diigiik salgilanmasi ve ileri glikasyon iiriin reseptorlerinin (RAGE) artmasi

serebrovaskiiler islev bozukluklarina ve biligsel gerilemeye yol agar (273).

Calismamizda BDNF diizeyleri diyabetik sicanlarda serumda ve hipakampusta
kontrol grubuna gore yuksek bulundu (Sekil 11). STZ ile olusturulmus DM’de BDNF

diizyelerinin diistiiglinii belirten birgok caligma olmasina ragmen yiikseldigini belirten
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yayinlar da mevcuttur. BDNF’nin antioksidan savunmanin bir pargasi olarak oksidatif stres
ile arttig1 raporlanmistir. Noronal dejenerasyona gegici yanit olarak BDNF artabilir (12,
262), STZ’nin hipokampusta BDNF sekresyonunu arttirdigi da beyan etmis ve bunu da
hasar olustugunda astrositlerde BDNF ekspresyonu ve salgilanmasinin artmasina
baglamiglardir. Cunku, astrositler, noronlar tarafindan salinan pro-BDNF’yi BDNF’ye
dontistiirebilir (262, 275). T2DM hastalarinda serum BDNF seviyesinin daha yuksek
oldugu ve HOMA-IR ile dogru orant1 gosterdigini ifade edilmistir. Serumdaki BDNF artis1
kan hiicreleri kaynakli olabilir. Cunkl, DM’de olusan AGE, trombositlerden BDNF

salinimini artirmaktadir (277).

LTN diyabetik si¢anlarda serumda BDNF seviyesini yukseltirken hipokampusta
anlamli bir etki sergilemedi (Sekil 11). LTN diyabetik olmayan siganlarda ise serum ve
hipokampusta BDNF diizeylerini yiikseltmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli
diizeyde degildi. LTN, antipsikotik ve antidepresan benzeri etkilerin hipokampusta
BDNF’yi indiiklemesine ve NMDA reseptorii antagonisti etkisine baglanmustir (22). Hicre
ici Ca®* konsantrasyonundaki bir artig, kalmodulin kinaz II’nin (CaMKII) aktivasyonunda
rol oynar ve sonugta BDNF ekspresyonunda bir artis olur. NMDA reseptoril tizerindeki
glisin modiilator bolgesi, sizofreni hastalarmin tedavisi i¢in en ¢ekici terap6tik hedeflerden
biridir. LTN’nin ayrica AMPA ve kainat reseptorleri gibi diger glutamat reseptorlerine de
baglandigi gosterilmistir (22). Baba ve ark. (17), 12 haftalik LTN aliminin dikkati
gelistirdigi, sorulan sorulara dogru cevaplart arttirdigi, ancak serum BDNF seviyesine
anlaml bir etki etmedigini bulmuslardir. BDNF, noronlardan glutamat salimini indiikler
iken glutamat ise BDNF ekspresyonunu arttirmaktadir (255, 278), Astrositlerde glutamin
ile BDNF seviyesinde artis oldugu belirtilmistir (257).

TNF-0, esas olarak makrofaj ve adipositlerden salinan pro-inflamatuvar ortami
duzenleyen ana sitokinlerden biridir (279, 280). Diger sitokinlerin salinimini da tesvik
etmektedir (281). Fagositoz, apoptoz, ¢ogalma, mitokondriyal dinamik gibi ¢esitli hiicre
fonksiyonlar1 ile iligkilidir. Coziintir TNF ve transmembran TNF olmak {izere iki aktif
formu mevcut olup TNFR1 ve TNFR2 reseptorleri ile etkilesimleri ile mekanizmalari
yonlendirir (279, 282). Pankreastan insiilin salinimini azaltic1 yonde etki gosterdigi ifade
edilmektedir (283). Beyinde noronlar, mikroglia ve astrositlerden de salinir (282, 284).
Astrositik ve mikroglial TNF-a’nin inflamatuvar kosullarda salinimi noérodejeneratif

hastaliklarin bir 6zelligidir (285). Ylksek TNF-a konsantrasyonu TNFR1 aktivasyonu ile
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glutamat tastyicilarini bloklayabilir glutamat norotoksikligine yol agabilir. Sitokinlerin
yiikseldigi, inflamasyon esnasinda hafiza mekanizmalarina, iliskili davranislara ve

homeostatik plastisiteye zarar verir (285).

Bu c¢alismada serum ve hipokampusta DM grubunda kontrole gére TNF-a
seviyelerinde artis gozlendi (Sekil 12). Benzer sekilde Sedky ve ark. (286) STZ ile uyarilan
diaybetik siganlarda serum ve hipokampus TNF-a seviyesini yiiksek bulmuslardir. Yine
Xianchu ve ark. (287) STZ ile diyabetik yapilan siganlarda hipokampusta TNF-o mRNA
ekspresyonunun arttigini tespit etmislerdir. DM’de adaciklarda makrofaj infiltrasyonu
artmasiyla (288) sitokin salinimi artmaktadir. Bu da apoptoz ve B hiicre kaybina, ve
akabinde insulin yetersizligine neden olmaktadir (289, 290).

LTN tedavisi TNF-a seviyesini diisiiriici yonde meyil gostermis olsa da bu
istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil 12). LTN’nin TNF’yi diisiiriicii etki sergileyerek
antiinflamatuvar 6zellikler sergiledigini ifade eden galismalar mevcuttur (291, 292). LTN,
glutamin metabolizmasini ve inflamatuvar proteinlerin ekspresyonunu baskilayarak immiin

mekanizmalar1 diizenledigi belirtilmektedir (293).

Adipositlerde iiretilip salgilanan leptin, kan yolu ile beyne gelerek burada kan-
beyin bariyerini gecebilmektedir (294). Bariyerini asan leptin beyne, muhtemelen reseptor
aracili transsitoz yoluyla alinir. Leptin ayrica beyin omurilik sivist yolu ile de beyne gelir
(295). Adipositlere ilaveten, merkezi sinir siteminde hipotalamusta, hipokampusta,
kortekste ve beyincikte de leptin mRNA ekspresyonlar1 tespit edilmistir (295).
Hipotalamusta yeme ve enerji metabolizmasinin, hipokampusta ise depresyonla ilgili
davraniglarin diizenlenmesinde rol alir (294). Leptin reseptorleri hipokampusta astrositler
ve noronlar arasindaki iletisimi saglar (14). Leptin, BDNF ile etkileserek davraniglart
etkiler. Leptinin, 6zellikle hipokampusun CALl boélgesinde NMDA ve AMPA reseptor
trafigini hedefleyerek sinaptik plastisiteyi diizenledigi ifade edilmistir (13). Hiperleptinemi
veya leptin direncinde hipokampal glutamerjik iletim etkilenir ve noroplastisite bozulur
(14). Leptinin hipokampusta astrosit morfolojisine ve glukoz alma kapasitesine de etkisi
vardir (14).

Bu c¢alismada diyabetik siganlarda leptin  duzeyi serumda anlamli fark
gostermezken hipoklampus dokusunda artt1 (Sekil 13). Onyemelukwe ve ark. (296),
diyabetik olan ve olmayan kisilerde serum leptin konsanstrasyonlari agisindan anlamli bir
fark bulamadiklarini ifade etmislerdir. Diger taraftan Gulen ve Dincer (297), STZ-DM’li
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sicanlarda plazma leptin seviyesinin azaldigin1 gozlemislerdir. Tersine, Aktas ve ark.
(298), STZ-DM’li siganlarda serum leptin seviyelerini kontrole gore yiiksek bulmuslardir.
Calismamizda, diyabette serumda leptin seviyesi etkilenmezken, hipokampusta
etkilenmesi, hipokampusta da sentezinin oldugunu ve buraya 0zel fonksiyonlar
yiiriitebilecegini gostermektedir. Arica hipokampusta leptinin artmasi diyabetik si¢anlarda
leptin rezistansinin artmis olabilecegini, Yyani leptin reseptor sinyalinin bozulmus
olabilecegini diisiindiirmektedir. Leptinin artisi, pro-iflamatuvar sitokin 6zelligine sahip

oldugundan dolay1, beyin fonksiyonlarini olumsuz etkileyebilir (299).

LTN takviyesi diyabetik siganlarda serum ve hipokampus leptin seviyeleri
diistiriirken DM olmayanlarda anlamli etki sergilemedi (Sekil 13). LTN’nin leptin iizerine
etkisi ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanilamadi. Ancak bir ¢aligmada (259) LTN
uygulanan farelerde adipositlerde o-ketoglutarat seviyesinin arttigi, beyaz adipoz
dokusunun kahverengilesmesini sagladigi, obeziteyi iyilestirdigini gostermislerdir. Bu
durum goz Oniine alindiginda serumdaki bu diisiis muhtemel olmaktadir. Bir ¢aligmada
leptin geni ekspresyonunun yavru (10 giinliik) sicanlarda kahverengi yag dokusunda daha
yiiksek iken, yetiskin siganlarda beyaz yag dokusunda daha yiiksek oldugu gosterilmistir
(300). Diger taraftan, Chen ve Song (301) glutamin seviyesi yiiksek olan kisilerde leptin

seviyesinin diisiik oldugunu bulmuslardir.

Adiponektin, adipositler tarafindan salgilanan insan plazmasindaki en zengin
adipokin olup hem pro-inflamatuvar hem de antiinflamatuvar etkiler gosterebilir (302).
Ayrica, antioksidan, antifibrotik ve antiaterosklerotik etkilere de sahiptir (302, 303). Buna
ilaveten enerji homeostazini, karbohidrat ve lipid metabolizmasini etkiler; insilin
duyarliligin1 diizenlemektedir (303). Metabolik etkilerini adiponektin reseptorleri vasitasi
ile gergeklestirir (303). Bu reseptorler hipokampusta da bol miktarda eksprese olur (182).
Ayrica adiponektin (0zellikle diisiik molekiil agirlik adiponektin) kan-beyin bariyerini
gecebilmekte ve hipokampal hiicre proliferasyonunu artirmaktadir (182). Diger taraftan
memeli beyninde adiponektin mRNA c¢kspresyonu ve proteini tespit edildigi de
raporlanmistir (13). Adiponektinin, hipokampus néronlarinda glukoz metabolizmasini

diizenledigi, glukoz alimini, glikolizi ve ATP iiretim oranlarin1 artirdigi bulunmustur (258).

Calismamizda adiponektin seviyeleri diyabetik siganlarda serumda diisiik iken
hipokampusta yiiksek oldugu gozlendi (Sekil 14). Insiilin direnci ile plazma adiponektin

seviyeleri arasinda ters bir iliski oldugu iyi bilinmektedir. Diyabetik sicanlarda adipoz
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dokuda GLUT-4 ve adiponektin ekspresyon diizeyleri azaldig: bildirilmistir (260). Ancak
yapilan bir arastirmada T1DM ve mikrovaskiiler komplikasyonlari olan hastalarda,
komplikasyonsuz hastalara gore daha yiiksek serum adiponektin seviyeleri tespit edilmistir
(304). Diger bir ¢alismada ise mikrokomplikasyonlu T2DM hastalarinda ylsek
bulmuslardir (305). Diger taraftan, Yau ve ark. (182), STZ ile DM olusturulan fare
hipokampusunda adiponektin seviyelerini diisiik bulmuslardir. Bizim c¢aligmamizda
diyabetik hipokampusta yiiksek bulunmasi adiponektinin pro-inflamatuvar sitokin
olmasina baglanabilir. T2DM’deki hiperglisemi, noéroinflamasyonu tetikleyen, astrositler
gibi htcrelerden pro-inflamatuvar proteinlerin salinimimin artisina yol agmaktadir (306).
Tam uzunluktaki adiponektinin, makrofajda inflamasyonu azalttig1, globiiler adiponektinin
ise NF-xB’yi aktive ederek inflamatuvar reaksiyonlari artirdigi rapor edilmistir (307). Bu
bilgiler goz oniine alindiginda, plazma ve hipokampusta goriilen farkli yonde etkiler,
adiponektinin hipokampusta plazmadan muhtemelen farkli formda bulunabilecegini ve

muhtemelen de globller formda bulunabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda LTN tedavisi, diyabetik ve diyabetik olmayan si¢anlarda adiponektin
seviyelerine serumda anlamli bir etki etmez iken, hipokampusta azalmaya neden oldu.
Aroklor ile oksidatif stress olusturulmus siganlara 30 gun boyunca 200 mg/kg LTN
verilerek yapilan bir ¢alismada, hipokampusta, serebellum ve serebral kortekste LTN’ nin
oksidatif stresi diislirdiiglinii, antioksidan diizeyi artirdigini ve inflamatuvar sitokinlerin
ekspresyonunu baskiladigini bulmuslardir (308). Bu da gosteriyor ki LTN antiinflamatuvar

ozelligi ile hipokampusta adiponektin seviyelerini diisiirmiis olabilir.

Rezistin adiposit, makrofaj, pankreas, hipokampus gibi dokularda Uretildigi igin
cok yonlu fonksiyonu oldugu diisiiniilen bir proteindir (309-311). Bir saperon gorevi de
goren rezistinin aslinda proinflamatuvar sitokin 6zelligi hakimdir (312). Insanda rezistinin
ana kaynagi makrofajdir (311, 313). Fakat kemirgenlerde ana kaynagi adipositlerdir (313).
Normal insan pankreas langerhans adaciklarinda rezistin ekspresyonu olmasi, adacik
fonksiyonu igin rol alabilecegini gostermektedir (314). Rezistin, insilin etkisine direnir ve
T2DM’ye katkida bulunur (312). Insiilin etkisini antagonize ettigi ve inflamasyonu tesvik
ettigi i¢in demans igin bir risk faktorii oldugu diistiniilmektedir (258). Cunkl kan-beyin
bariyerini aktif transport ile gecebilmektedir (310). Ayrica rezistin, astrosit farklilasmasini
engelleyerek kan-beyin bariyer gecirgenligini artirici 6zelligi de vardir (313). Hipokampus

noronlarinda glukoz metabolizmasini diizenledigi ifade edilmektedir (312).
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Calismamizda DM olusturulmus sicanlarda serum ve hipokampusta rezistin
seviyeleri bulundu (Sekil 15). Bir galismada, NA/STZ ile DM olusturulan siganlarda
insilin ve rezistin seviyeleri yiiksek bulunmustur (315). Tersine, diger bir ¢alismada
NA/STZ ile DM olusturulan si¢anlarda insiilin ve rezistin seviyeleri diisiik bulunmustur
(316). Ancak rezistinin DM’de proinflamatuvar 6zellik gosterdigi belirtilmektedir (317).
LTN diyabetik hayvanlarda serum ve hipokampusta rezistin seviyelerini diisiiriicii etki
gosterirken diyabetik olmayan siganlarda anlamli olmayan diizeyde de olsa hafif arttirici
etki sergilemesi dikkati cekmektedir. LTN diyabetik siganlardaki rezistin diisiiriicii etkisi
antiiflamatuvar ozelliginden kaynaklanabilir ve bu sayede diyabette inflamasyonu

baskilamis olabilir.

Sonu¢ olarak LTN, NA/STZ ile uyarilan diyabetik siganlarda serum ve
hipokampusta BNDF ve adipositokin seviyelerini etkileyerek metabolizmanin
diizenlenmesine katki sagladigi sdylenebilir. Ayrica DM’ye bagl olarak artan hipokampal
dejenerasyonu baskilayabilmektedir. Bu yonleri ile diyabetiklerde gelisen LTN’nin beyin
fonksiyonlarindaki kaybi azaltic1 yonde etki gosterdigini sdylemek dogru olacaktir. Ancak
bu sonuglarin hayvanlar ve insanlar lizerine yapilan ¢aligmalarla desteklenmeye ihtiyaci

vardir.
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