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1. GIRIS

Diyabetes mellitus insulinin {retilemedigi ya da hiicrelerin insulinden
faydalanamadig1, kronik hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastaliktir. Akut
ve kronik komplikasyonlar1 nedeniyle hastanin yasam kalitesini diisiirmektedir.
Diyabetin en 6nemli komplikasyonlarindan biri merkezi sinir sisteminde meydana
getirdigi bozukluklardir (9, 193).

Hem norodejenerasyon hem de diyabet mellitus kronik ve yasa bagh iki
patolojidir. Ayrica son on yildir ortaya konulan sonuglara gére nérodejenerasyonu
tetikleyen birgok etmenin cesitli metabolik hastaliklarla iliskili oldugu gdsterilmistir.
Bu nedenle tez ¢alismamizda prevalansi en yiiksek metabolik hastaliklardan biri olan
diyabet mellitus’un nérodejenerasyona hangi yollarla katkida bulunduguna yeni bir
bakis acis1 getirilecektir.

Beynin glukoz metabolizmasi1 ve glukozdan faydalanabilmesi normal noronal
fonksiyonlarin gergeklesmesi i¢in son derece Onemlidir. Ayrica diyabet ndronal
hiicrelerde insiilin sinyalizasyonunun bozulmasina yol agarak bir¢ok sinyal yolagini
etkilemektedir. Insiilin, ndronlarda insiilin reseptdrii (IR)/insiilin reseptdr substrati
(IRS) iizerinden primer olarak mitojen ile aktive edilen protein kinaz (MAPK) ve
fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)/Akt sinyalizasyon yolaklarmi (35) etkilemektedir.
Insiilinin  birgok metabolik ve antiapoptotik etkisi IRS  proteinlerinin
fosforilasyonunu gerektiren sinyalizasyon yolaklar ile ortaya ¢ikmaktadir (43). Bu
yolagin tip 1 diyabette oldugu gibi insulin eksikliginin goriildiigli patolojik
durumlarda sekteye ugramasi apoptotik yolaklarin kontrol edilememesine sebep
olabilir.

Hiicresel sagkalim sinyalleri oksiradikalleri suprese eder, kalsiyum
homeostazisini stabilize eder ve mitokondrial fonksiyonlarm saglikli bir sekilde
stirdiiriilebilmesini saglar. Apoptozisi indiikleyen sinyaller ¢esitli trofik faktorlerin
eksikliginden kaynaklanabilir. Insulin eksikliginin de hiicre igi insiilin
sinyalizasyonunu bozarak sag kalim yolaklarini baskilamasi ve apoptozisi tesvik
etmesi olasidir. Bu nedenle calismamizda hiicresel sagkalim icin 6neme sahip
PI3K/Akt yolag: iizerinde etkili insiilin sinyalizasyonunun ndronal sag kalim ve

noronal 6liim arasindaki ¢izgideki rolii belirlenecektir.



Apoptozis kaspazlarin aktivasyonu araciligi ile meydana gelen, ¢ok hiicreli
organizmalarda homeostazisi saglayan programli hiicre 6liimiidiir (99). Apoptozis iist
uyaranlara bagli olarak intrensek veya ekstrensek yolaklar tarafindan indiiklenebilir.
Apoptozis noronlar i¢inde merkezi sinir sisteminin gelisimi esnasinda ndrogenesis
acisindan onemli bir siirectir. Ancak zamanindan erken gelisen bir apoptozis veya
apoptozisin diizenlenmesinde meydana gelen bozukluklar ndrodejenerasyonun
patogenezinden sorumludur. Ciinkii patolojik kosullarda hiicre O6liimii ndron
kayiplarina sebep olur (194). Noronal hiicre Olimii Alzheimer, Parkinson,
Huntington, Strok ve Amyotrofik Lateral Skleroz gibi hemen her norolojik hastaligin
temelinde yatmaktadir. Bu nedenle noéronal apoptozisi hem tesvik eden hem de
Onleyen mekanizmalarin  aydinlatilmast  ndrodejeneratif  hastaliklarm  da
onlenmesinde yeni yaklasimlarin olusturulmast agisindan Onemlidir. Bu
hastaliklardan sorumlu spesifik genetik ve ¢evresel faktorlerin tanimlanmasi néronal
apoptozis ile iliskili ¢esitli yolaklar arasindaki ortak mekanizmalar1 destekleyecektir.

Noronlardaki apoptozis programi da temel olarak BCL-2 ailesi iiyelerini ve
kaspazlar1 icermektedir (216). Proapoptotik olarak bilinen bu aile iiyeleri (Bim-1,
Bax, Bak) hiicre 6liim sinyallerine yanit verirler. Bu o6liim kaskadlar1 hiicresel
sagkalim sinyalleri ile baskilanmaktadir. Daha 6nce sikca tetkik edilen molekiillerin
disinda heniiz diyabet ve norodejenerasyon arasindaki kopriide rolleri ortaya
konulmamis farkli genlerin ve proteinlerin incelenecek olmasi bu alanda yapilmis
caligmalarin devamui niteliginde olacaktir. Hedef molekiillerimizden XIAP (X-linked
Inhibitor of Apoptosis Protein) apoptoz inhibitorleri arasinda hem en gii¢lii hem de
en iyi tanimlanmig anti-apoptotoik IAPs ailesi iiyesidir. XIAP BIR3 domaini ile
Kaspaz-9’a; BIR2 domaini ile Kaspaz-3 ve -7’ye baglanir ve onlar1 inhibe eder. Bu
yolaktaki roliinii merak ettigimiz diger bir molekiil ise XIAP’nin dogal inhibit6rii
olan Smac/DIABLO’dur. Smac/DIABLO apoptoza giden hiicrelerde mitokondriden
salinarak XIAP’nin BIR domainlerine bagl kaspazlar1 agiga c¢ikarrr ve hiicre
Oliimiinii tetikler (151).

Caliymamizda insulin eksikligi yaratmak istedigimizden tip 1 diyabetli si¢an
modeli olusturulmustur. Bu modeli olusturmak iizere siganlara 45 mg kg™ STZ
intraperitoneal yoldan uygulanmistir. STZ insulin iireten pankreatik B hiicrelerini

yikarak hipoinsulinemi ve hiperglisemiye sebep olur (117). Sigcanlarda 6 haftalik



stirecte haftalik viicut agirligi takibi ve aglik kan sekeri takibi yapilmistir. Bir gruba
sadece STZ uygulanirken diger gruba 6 haftalik siirecin son iki haftasinda subkutan
yoldan 5ukg®giin? insulin uygulamasi yapilarak insulinin serebellum ve beyin
sapindaki iyilesitirici etkisi de incelenmistir.

Tez c¢alismamizda daha once beyinde ve ndrodejenerasyonda rolleri bilinen
ancak heniiz insiilin sinyalizasyonu ile iligkilendirilmemis apoptotik genler ortaya
konulmaya calisilacaktir. Real-Time PCR gibi spesifik bir yontemle elde ettigimiz
sonuglarimiz immunohistokimya caligsmalari ile desteklenmistir. Tez ¢aligmamizdan
elde edilen veriler ile hem insiilinin beyindeki bilinmeyen rolleri hem de
norodejenerasyona etkisi ortaya konulmaya caligilmistir.

Calismamiz sonucunda elde ettigimiz bilgiler 1518inda yaygin bir metabolik
hastalikk olan diyabetin; beyinde sadece korteks ve hipokampiis gibi popiiler
bolgelerde degil genel anlamda serebellum ve beyin sapi gibi ndrodejeneratif
stireclerde ikinci plana atilan diger beyin bolgelerindeki ndronlarda, haraplayici
etkisi ~ yorumlanmigs  olacaktir. = Boylece  metabolik  hastaliklara  bagh
norodejenerasyonun altinda yatan en temel mekanizma olan néronal 6liim, her bir

beyin bolgesindeki néron i¢in kaginilmazdir.



2. GENEL BIiLGi

2.1  Diyabetes Mellitus

Diyabetes mellitus giiniimiiz insaninin yasam sartlarmdan dolay1 tiim diinyada
hizla yayilan, yliksek mortalite ve morbidite riski tasiyan bir hastaliktir (10).
Diyabetes mellitus, mutlak ya da bagil insiilin eksikligi ya da insiilin direnci
nedeniyle ortaya ¢ikan ve karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasi bozuklugu ile
karakterize, endokrin ve metabolik bir hastaliktir. Diyabetes mellitus yasam boyu
strekli izlem ve tedavi gerektiren, akut ve kronik komplikasyonlar1 nedeniyle
hastanin yasam kalitesini diisliren bir hastaliktir. Hastaligin seyri sirasinda
hipoglisemi, ketoasidoz, hiperglisemik hiperosmolar nonketotik koma gibi akut ve
nefropati, noropati ateroskleroz gibi kronik komplikasyonlar gelismekte ve diinyada
her y1l binlerce kisi diyabet komplikasyonlarimdan 6lmektedir (9, 193).

Diinya’da 2000 yilinda 151 milyon, Tiirkiye’de Tiirkiye Diyabet Epidemiyoli
Calisma Grubu’nun (TURDEP) yaptig1 ¢alisma ile 2.6 milyon diyabetli oldugu rapor
edilmistir (167).

Diyabetteki kronik hipergliseminin c¢esitli organlarin uzun dénemde hasar
gormesi, fonksiyon kayb1 ve yetersizlik gelismesiyle iligkili oldugu bildirilmektedir
(168).

Amerikan Diyabet Dernegine (ADA) gore diyabetes mellitus (DM)’un
en basit tanist aclik glisemisinin  vendz plazmada en az iki ardisik
Olcimde 126 mg/dl veya daha yiiksek olmasi ile konur (4). Yine giiniin
herhangi bir saatinde aglik ve tokluk durumuna bakilmaksizin vendéz plazma
glisemisinin 200 mg/dl’in iizerinde olmas1 ve polidipsi, poliiiri, polifaji, zayiflama
gibi diyabetik semptomlarinin olusu ile de tani konulabilir (4).

Ik kez 1979 yilinda NDDG (54) daha sonra da 1985 yilinda WHO (214)
tarafindan diyabetin ~ genis bir  smiflamast  yapilmistir. WHO nun yaptig:
smiflama kliniksel olup ayn1 zamanda diyabeti terminolojik olarak insiiline bagimli
(IDDM veya Tip 1) ve insiiline bagimli olmayan (NIDDM veya Tip 2) olarak da
adlandirmistir (54).

Giiniimiizde Diyabet siniflamasinda bazi farkhliklar bulunmaktadir. Insiilin

bagimli diyabetes mellitus (IDDM) ve insiilin bagimli olmayan diyabetes mellitus



(NIDDM) terimlerinin kullanimi artik 6nerilmemektedir. Bu terimler Tip 1 DM’lu
(IDDM) hastalarda mutlak insiilin ihtiyaci olmasi, buna kasilik Tip 2 DM’lularda
(NIDDM ) buna gerek olmayisi esasina dayanilarak kullanilmakta idi. Ancak bir¢ok
DM’Iu hastada glisemiyi kontrol altina almak i¢in bir donemden sonra insiilin
kullanmak gerektiginden, insiiline bagimli olmayan kavrami sorun olusturmaktadir
(50).

Daha sonra ADA tarafindan 1998 yilinda 6nerilen yeni siniflama ise etyolojik
olup keza insiiline bagimli ve insiiline bagimli olmayan diyabet yerine Tipl ve Tip 2

diyabet terminolojisini 6nermektedir (50).

2.1.1. Diyabet Tipleri
2.1.1.1Tip 1 Diyabetes Mellitus

Tip 1 diyabetin kesin sebebi bilinmemektedir. Bilim adamlari, tip 1 diyabetli
pek c¢ok kiside bagisiklik sisteminin hatali olarak, pankreas bezinde yer alan ve
inslilin hormonunu iireten adaciklarin beta hiicrelerine yoneldigini ve onlar1 harap
ettigini ortaya ¢ikarmislardir. Sebebi ne olursa olsun, adacik hiicreleri tahrip
edilmeye basladiginda, insiilin yapimi giderek azalmaya baslar ve nihayetinde hig
insiilin yapilamaz. Normalde, insiilin hormonu glukozun hiicrelerin (Ozellikle kas ve
yag dokusu hiicreleri) i¢ine girmesini, metabolize edilerek diger dokulara enerji
ulagtirilmasmi saglar. Yemek yenildiginde pankreas yeteri kadar insiilini kan
dolasimina verir boylece yenilen yemegin sindirimi sonrasinda kanda yiikselen
sekerin hiicrelerin i¢ine girmesini saglar. Glukoz hiicre i¢cinde pargalanarak yakilir,
bu sekilde bir yandan enerji saglanirken diger yandan kandaki seker seviyesi diiser.
Kan sekeri normal seviyeye dogru geriledikce pankreastan kana verilen insiilin
miktar1 da azalir (95).

Tip 1 diyabette, pankreas adacik hiicreleri tahrip olduklar1 i¢in insiilin
yapilamaz ve biitiin bu fizyolojik olaylar gerceklesemez. Bdylece glukoz, enerji
olarak hiicrelere ulastirilacag: yerde, kanda birikmeye baslar ve kanda glukozun asir1
yiikselmesi ile diyabet komasi (diyabetik ketoasidoz) gibi yasami tehdit eden
komplikasyonlar ortaya ¢ikar (95).



Ozetlemek gerekirse, tip 1 diyabetin kesin sebebi bilinmemektedir. Fakat cogu
kez genetik yatkinlig1 olan bir kiside immun reaksiyonu baslatan bir viral infeksiyon
ya da cevresel bir tetikleyici sz konusudur. Viicudun lenfositleri hatali olarak
insiilin iretiminden sorumlu pankreas beta hiicrelerine yonelip bu hiicreleri tahrip
etmeye baslar (95).

Tip 1 Diyabet Patogenezi

Tip 1 diyabet pankreastaki insulin iireten [ hiicrelerinin adacik hiicrelerine
infiltre olan CD4+, CD8+ T hiicreleri ve makrofajlar tarafindan otoimmiin yikima ile
karakterizedir (70). Diger organ spesifik otoimmun hastaliklar gibi tip 1 diyabetin de
HLA (Human Leucocytes Antigen) iliskisi bulunmaktadir. Kromozom 6 tizerindeki
HLA lokusu Ailesel Tip 1 Diyabetle iliskili ilk aday lokus olmustur (45, 147). DRy -
DQ8 ve DR; —DQ2 olmak iizere iki haplotipin (veya HLA geninin) kombinasyonu
tip 1 diyabetli ¢ocuklarin %90’inda 6nem goéstermektedir. DR 5-DQ6 haplotipi ise
vakalarin %1’ inden daha azinda goriilmektedir (51).

Aday gen c¢alismalar1 kromozom 11 iizerindeki insulin geninin tip 1 diyabete
duyarlilikta ikinci onemli genetik faktdr oldugunu tanimlanmustir. Insulin geninin
promoter bolgesindeki rastgele tekrarlarin kisa formlar1 hastalikla iliskili iken uzun
formlar1 hastaliktan korunmayla alakalidir (32, 80).

Son on yilda yapilan genom g¢alismalarinda ise 15 lokusun tip 1 diyabetle
iligkili oldugu gosterilmistir. Ayrica bunlarin disinda 2 ayr1 genin de T hiicresi
aktivasyonu ile iligkili oldugu bulunmustur (81).

T hiicresi aktivasyonunun negatif regiilatorii olan Sitotoksik T Lenfosit
Antijeni 4 (CTLA4) geninin alleli 2. Kromozomda bulunur ve tipl diyabet i¢in
ticlincii risk faktorii oldugu gosterilmistir. Bu lokus ¢ozlinebilen CTLA4 miktarini
artirarak T hiicresi sayisii artirir. T hiicresi aktivasyonunu suprese eden Lenfoid
Tirozin Fosfataz (LYP) enzimini kodlayan PTPN22 geninin varyant: ise dordiincii
risk faktoridiir (8, 26, 182, 197) (Sekil 1).

Ayrica interseliiler adezyon molekiilii (ICAM-1)’niin de tip 1 diyabet riskinin
artmasiyla iliskili oldugu gosterilmistir. ICAM-1"in erken otoimmun yanitlarda ve
enfeksiyonlarda mononiiklear hiicrelerin adacik igerisinde konuglanmasmni ve aktive

olmalarini sagladig: diisiiniilmektedir (81).



Tip 1 diyabette B hiicrelerinin yikimi ¢ok selektiftir. Bu hiicreler langerhans
adaciklarinin endokrin kisminin %60-70’ini olusturmaktadir. Bu kisim o hiicreleri, &
hiicreleri ve PP hiicreleri ile g¢evrelenmistir. 1980’lerin basinda tip 1 diyabet
patogenezindeki otoimmunite fikri B hiicrelerindeki sadece tek bir otoantijene karsi
oldugu tizerineydi. Ancak simdi biliniyor ki B ve T hiicreleri diyabet siirecindeki
bircok otoantijeni tanimaktadir ve bu otoantijenlerin ¢ogu B-hiicreleri tarafindan
iiretilmektedir. Otoantijenlerin Intraseliiler alanlarda, salgi graniillerinde ve sinaptik
vezikiil benzeri vezikiillerde birikmesi otoimmun reaksiyonlar ve [-hiicresi
fonksiyonu arasindaki iligkiyi agiklamaktadir (68).

Diyabette en cok bulanan 3 major otoantijen Glutamik Asit Dekarboksilaz
(GAD), Protein Tirozin Fosfataz Benzeri Molekiil IA-2 ve insulindir. Hastalarin
%90’mda bu ii¢ otoantijenden en az birinin bulundugu gdosterilmistir. Glima38 ise
hastalarm %15-20’sinde bulunan ve hem adacik hiicreleri hem de néronlardan olusan

endokrin hiicrelerinden eksprese edilen bir otoantijendir (68).
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Sekil 1: Antijen Sunan Hiicre Uzerindeki MHC Class I Molekiilii ile Antijenin (buradaki drnekte
antijen olarak proinsiilin verilmistir) CD4 T Hiicresine Sunulmasi. (Bu siire¢ T hiicresi aktivasyonu ile
sonuclanmaktadir. Bu diyagramda tip 1 diyabetle iligkili 4 temel gen gosterilmektedir. CTLA-4 ve
PTPN22 geninden kodlanan LYP, T hiicresi aktivasyonunun inhibitorleridir. LYP ile C terminal Src
Kinaz (CSK)’m olusturdugu kompleks ise T hiicresi antijen reseptoriiniin (TCR) antijenle baglanmasi

sonrast meydana gelen Lck sinyalizasyonunu bloke eder) (81).

2.1.1.2 Tip 2 Diyabetes Mellitus (NIDDM) (T2DM)

Toplumda en sik goriilen diyabetes melllitus tipidir. Insuline bagimli olmayan
diyabetes mellitus (NIDDM) ya da tip 2 diyabet polidipsi, poliiiri, polifaji, pruritus,
agirhik kaybi gibi klasik belirtiler ile ortaya ¢iksa da cogu kez uzun siirebilen
asemptomatik donemi mevcuttur. Genellikle 45 yas {izerinde ilk yakinmalar baglar.
Polidipsi, poliiiri ve polifaji gibi yakinmalardan ziyade retinopati, nefropati,
noropati ve aterosklerotik kalp hastaligi gibi kronik komplikasyonlarla ilgili
yakinmalar hastay1 hekime getirebilir (65).



Hiperglisemiye ragmen kan ve idrarda keton cisimleri azdir veya yoktur.
Insulin tedavisi cogu kez gerekli degildir. ~ Ketoasidoz spontan olarak olusmaz.
Sadece asir1 hiperglisemi ve hiperozmolarite durumlarinda nadiren ketoasidoz
komas1 gelisebilir. Diyabetik ketoasidoz komasi, siddetli enfeksiyon veya
mezenter arter embolisi gibi acil bir durum olmadikga gelismez. Bu hastalarda daha
stk goriilebilen koma, yeterli sivi alinmamasma bagl gelisen hiperglisemik
hiperosmolar non-ketotik komadir (65).

Diyabetik hipergliseminin patogenezinde ii¢ dnemli faktdriin rol oynadigi
bilinmektedir. Bunlar beta hiicre insulin salgisinin bozulmasi, insulin direnci ve
karacigerde glukoz iiretiminin artisidir.  Hem insulin direnci hem de bozulmus
insulin sekresyonu tip 2 diyabetin patogenezinde genetik olarak kontrol edilen
faktorler olup bunlardan hangisinin primer agirlikta rol oynadigi heniiz acik degildir.
Aile dykiisii hemen hepsinde olmasina karsin hastalik heniiz tek bir genetik zemine
oturtulamamistir. Yine de tip 2 diyabetin ¢ogu formlar1 genetik yiikliliik ile
iligkilidir (65).

Tip 2 diyabet yaygin olarak obezite ile ¢cok yakin iligkilidir. Obezite insulin
direncini artirarak hiperglisemiyi agirlastirmasina ragmen obezite olmadan da Tip 2
diyabet gelisir. Bu yiizden obez ve obez olmayan NIDMM ayirimi etiyolojik bir
farklilik olusturur (83). Buna gore obez Tip 2 diyabet’de insulin direnci daha 6nemli
iken, obez olmayan Tip 2 diyabet’de insulin sekresyon bozuklugu 6n plana geger
(163).

Insiilin direnci sendromu, diger adi ile “Sendrom X”, Reaven et al. (163)
tarafindan yakin zamanda tanimlanmistir. Bu sendromdaki primer bozukluk,
periferik insiilin direncidir. Periferik insulin direnci kendini hiperinsulinizm ile
gosterir ¢linkii ortam insulin konsantrasyonu coktur ancak hiicreler tarafindan
kullanilamamaktadir. Sendrom X’de hiperinsulinizm diger bulgulardan 6nce ortaya
cikar.  Bunu obezite, aterosklerozis, hiperlipidemi ve hipertansiyon izler.
Hiperinsiilinizmin &zellikle trunkal obezite ile iliskisi vardir (65). 1leri siiriilen
hipotezde, hiperinsiilinizmin bir biiylime faktorii gibi rol oynayip arteriyal duvardaki
proliferasyonu stimiile ederek makrovaskiiler hastalig1 baslatabilecegi, sodyumun
renal tiibiiler reabsorbsiyonunu hizlandirarak ve sempatik sinir sistemi aktivitesini

arttirarak hipertansiyonun geligmesine katkida bulunabilecegi ve son olarak



karacigerden ¢ok diisiik dansiteli lipoproteinlerin sentezini hizlandirip ortamdan
uzaklastirilmalarint yavaslatabilecegi varsayilmaktadir.  Arterioskleroz gelismesi
sonucunda koroner arter hastalig1 ve serebrovaskiiler olaylar bu hastalarda sik olarak
goriliir. Ancak yukarida sayilan durumlarin hepsi diyabetes mellituslu hastalarin
hepsinde sik olarak gorillen komplikasyonlar nedeni ile sendrom X’in kesin
yontemlerle ayirici tanisinin yapilabilmesi bu giin i¢in miimkiin degildir (65).

Tip 2 Diyabet Patogenezi

Heterojen bir hastalik olan insiiline bagimli olmayan diyabetin patogenezinden
beta hiicre fonksiyon bozuklugu, insiilin direnci ve hepatik glukoz {iretimi artig1 gibi
ii¢ ana metabolik bozukluk sorumludur (178).

Hepatik glukoz iiretimi artisinin primer defekt oldugunu gdésteren bulgular
azdrr. Insiilin eksikligi ve/veya insiilin direnci ise asil nedeni olusturur. Fakat
NIDDM’un ortaya ¢ikisinda insiilin eksikligi ile seyreden beta hiicre fonksiyon
bozuklugundan veya insiilin direncinden hangisinin primer olarak sorumlu oldugu
giincel bir tartisma konusudur. Bunun yaninda beta hiicre fonksiyon bozuklugu ve
inslilin direnci arasinda karsilikli bir etkilesimin oldugu ve her ikisinin de
patogenezde birlikte rol aldig1 da ileri stiriilmektedir.

NIDDM’taki primer patolojinin beta hiicre fonksiyon bozuklugu veya insiilin
direnci olmasinda yasm, etnik farkliliklarmn, obezitenin ve diyabetin
hetorejenitesinin kismen de olsa belirleyici oldugu ileri siiriilmektedir (178).

Bu tartismalardan ayr1 olarak son yillarda NIDDM’in olugsmasinda dérdiincii
bir goriis olarak primer defektin hiperinsiilinemi oldugu ve insiilin direncinin
hiperinsiilinemiye bagl olarak olustugu hipotezi ortaya atilmistir. Bu hipoteze gore
merkezi sinir sisteminde ventromedial hipotalamus, median eminence ve heniiz
tanimlanmayan bazi alanlardaki degisiklikler gida alimini artwrarak ve 21 sempatik
sinir sistem aktivitesinin diizenlenmesinde rol alan neuropeptid Y ve/veya diger
nororegulatdr peptidlerin liretimini artirarak vagus sinirini uyarmakta ve bu da
insiilin salgismi uyarmaktadir. Ayrica normal saglikli bireylerde yapilan ¢aligmalarda
kronik fizyolojik Oglisemik hiperinsiilineminin insiilin direncine neden oldugu
gosterilmistir. Hiperinsiilineminin nonoksidatif glukoz kullanimimi veya glikojen
sentezini bozarak tipki NIDDM’de oldugu gibi insiilin direncine yol acabilecegi ileri

stiriilmektedir (178).
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Fakat tiim bunlara karsin NIDDM’in olusmasinda en dnemli iki patogenetik
faktor insiilin eksikligi ve insiilin direncidir (178).

Pankreatik Beta Hiicresi Fonksivon Bozuklugu

Normal glukoz toleransindan bozulmus glukoz toleransina ve hafif NIDDM’e
gecildiginde hiperinsiilinemi olusur. Aclik glukoz diizeyi 80 mg/dI’den 140 mg/dl’e
yiikseldiginde insiilin diizeyi normal saglikli bireylere gore 2-2,5 kat artar. Aglik
glukoz diizeyi 140 mg/dl’1 gectiginde ise beta hiicreleri insiilin salgilanmasi daha
fazla artamaz ve ac¢lik hiperglisemisi arttik¢a insiilin salgilanmasi da kademeli olarak
azalmaya baslar. Insiilin salgismin azalmaya basladigi bu sirada hepatik glukoz
iiretimi artmaya baslayarak aclk glisemisinin yiikselmesine biiyiik katkida bulunur.
250-300 mg/dl arasindaki aglik glisemi diizeyinde ise insiilin salgilanmasi ciddi
olarak azalir. Insiilin salgisindaki bu degisime Starling egrisi ad1 verilmektedir (178).

Insiilin direnci ile birlikte olsun veya olmasim eger mutlak bir insiilin eksikligi

varsa NIDDM kagmilmazdir.

Insiilin salgilanmasinda bozukluga yol agan etyolojik faktorler asagida siralanmistir
(178):

Insiilin salgisinda kantitatif bozukluklar

Insiilin salgisinda kalitatif bozukluklar

Pulsatil insiilin salgilanmasinin bozulmasi

Proinsiilin salgilanmasinda anomaliler

Glukoz toksisitesi

Amilin (Adacik amiloid polipeptid)
Inkretinler (Glucagon likepeptid-1, GIP,Galanin )
Lipotoksisite

Insiilin salgilanma bozuklugunda genetik nedenler

AN N NN Y U N NN

2.2 Diyabetik Modellerde Streptozotosin (STZ)

Streptozotosin (STZ) anti-neoplastik bir ajandir. STZ glukozamin-nitroziire
bilesenidir ve toprakta yasayan, gram pozitif bir bakteri olan“Streptomyces
achromogenes” den elde edilen pankreatik B hiicresi karsinomalarinin tedavisinde

kullanilan kemoteropotik bir ajandir (117).
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Anti-tumor ajan smifinda yer alir ve kanser kemoterapisinde kullanilan diger
nitroziireler ile benzerdir. STZ’nin Streptozosin, Izostazin ve Zanosar gibi
esdegerleri bulunmaktadir ve steril toz halinde hazirlanmaktadwr. 1 gram
streptozotosinin  igeriginde aktif bilesen olarak kimyasal adi 2-Deoksi-2-
[[(metilnitrozoamino)-karbonil] amino]-D-glukopiranoz olan madde ve 200 gr sitrik
asit bulunur. STZ kuru toz halde, soluk sar1 ve steril halde temin edilir. Saf STZ
alkalin pH’a sahiptir. Sitrik asitin varlig1 sebebiyle distile su i¢erisinde ¢oziildiiglinde
pH 3.5 -4.5 arasinda degisir. Isiktan uzak - 20°C’de saklanmalidir (2).

Streptozotosin kalict diyabet indiikleyen bir ajandir. Genis spektrumlu
antibakteriyal 6zellige sahiptir. Streptozotosin alisilmadik sekilde aminoglikozid
iceren nitrozamin grubu bir bilesendir. 1959°da antibiyotik olarak tanimlanmistir ve
simdilerde piyasada yaygin sekilde kullanilmaktadir. Nitrozamin grubuna sahip
olmasi sebebiyle bu molekiil nitrik oksit (NO) donorii gibi davranabilmektedir. NO
viicudumuzdaki birgok patolojik ve fizyolojik siiregte dnemli bir haberci molekiil
olarak rol oynamaktadir. STZ genellikle kemirgen modellerde [ hiicrelerindeki O-
GlcNAcaz’1 inhibe ederek etki eder (128, 203).

STZ B hiicresine karsi sitotoksik, onkolitik ve onkogenik etkileri sebebiyle 4
onemli biyolojik 6zellige sahiptir (164, 204). Bu madde antineoplastik antibiyotiktir
ve malign insulinomalar gibi pankreatik ada hiicresi tiimorlerinin tedavisinde
kullanilir (128,154). STZ son zamanlarda daha sik olarak [ hiicresine kars1 sitotoksik
olmas1  Ozelligi ile diyabetik arastrma modellerinin  olusturulmasinda
kullanilmaktadir. Diisiik afiniteli glukoz tasiyicis1 2 (GLUT2) STZ’yi pankreatik 3
hiicresine alarak DNA alkilasyonuna sebep olur ve P hiicrelerinin geri doniisiimsiiz
bir sekilde nekroza ugramasma sebep olur (174). STZ’nin etkisiyle memeli ve
bakteri hiicrelerinde DNA sentezi inhibe edilir (25). Ayrica in vivo modellerde
pankreatik P hiicrelerinde Nikotinamid Adenin Diniikleotid (NAD) deplesyonuna
sebep olarak da diyabeti indiikledigi gosterilmistir (190).

2.2.1 Streptozotosinin Yapisal Ozellikleri

STZ’nin kimyasal formiilii 2-deoksi-2-[3-metil-3-nitrozoure] 1-D-glukopiranoz

olarak bilinir. @ ve B olmak iizere iki anomerik formda bulunur. Bu iki anomerik
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form kromatografik yontemlerle (HPLC, High Pressure Liquid Chromotography)
birbirinden ayurt edilir (64). STZ’nin molekiil agirhg: 265 g/mol, molekiil formiilii
ise CgHisN3O7’dir. STZ’nin molekiiler yapis1 2-deoksi-D-glukoza benzer. Bu
maddedeki C; bolgesi yerine N-metil-N-nitrozotiire grubunun gelmesi ile STZ olusur.
N-metil-N-nitrozotire grubu STZ’ye sitotoksik 6zellik kazandirir. STZ bir ucuna
metil grubu baglanmig diger ucuna ise glukoz molekiilii baglanmis bir glukozamin

nitroziire bilesenidir (57, 64) (Sekil 2).

a. ANOMERIC FOEMS OF STREPTOZOTOCIN
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Sekil 2: STZ’nin Kimyasal Yapist. a) STZ”nin o ve B Anomerik Formlar1 b) STZ’nin Yapisal
Analogu- N-asetil Glukozamin ¢) STZ’nin Sitotoksik Kismi N-metil-N- Nitrozotire

2.2.2 STZ’nin Coziinirlugii ve Stabilitesi

STZ; su, keton ve diisiik alkol ¢ozeltilerinde yiiksek ¢oziiniirliige, polar organik
cozgenlerde ise diisiik ¢oziiniirliige sahiptir (85). STZ nin s1v1 solusyonlar1 ¢ok hizl
bir sekilde o ve f anomerik formlarmin denge halindeki bir karisimina doniistir.

STZ’nin maksimum stabilizasyonu pH:4-4.5’da saglanir. Daha diisiik ya da daha
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yiiksek pH’lar stabiliteyi azaltir. STZ kisa siireli stoklamalar i¢in +4°C, uzun stireli
stoklar icin (en fazla 2 yil) -20°C’de saklanmalidir (85).

STZ sitrat ya da asetat solusyonu igerisinde ¢oziilmelidir ve solusyon
hazirlandiktan hemen sonra 15-20 dk’y1 gecirmeyecek sekilde hizlica uygulanmalidir
(85). Solusyon karasiz oldugundan uygulamadan hemen 6nce hazirlanmalidir.

STZ’nin B hiicrelerine toksik etkisi doza bagl olarak uygulamadan sonraki 72

saat i¢inde ortaya ¢ikmaya baglar (102).

2.2.3 STZ’nin Uygulama Sekli ve Dozaj1

Kemirgen modelleri diyabetteki immunolojik siire¢leri ve metabolizma
fonksiyonlarmi c¢alismak i¢in yaygm bir sekilde kullanilmaktadirlar. Diyabet
streptozotosinin ¢esitli doz ve uygulama modelleri ile indiiklenebilmektedir. STZ
daha siklikla intraperitonel ve intravendz uygulanmasina ragmen bir¢cok caligmada
intramuskuler, intrakardiyak ve subkutan olarak da verilmektedir (131).
Intraperitoneal uygulamalar kolay ve hizhidir 6zellikle birden fazla yapilacak doz
uygulamalar1 i¢in daha kullanishidir. Buna ragmen intraperitonel enjeksiyon sirasinda
bagirsaga veya subdermal alana girme olasilig1 yiiksek oldugundan hem 6liim riskini
artirir hem de maddenin diyabetojenik etkisinin azalmasia sebep olur. Diger bir¢ok
calismaya gore de intravendz STZ uygulamasit hem STZ’nin daha kararli kalmasini
hem de diyabetin siirekli olmasini saglar denilmektedir (131).

STZ doza bagh olarak diyabeti iki yolla tetikleyebilir. Yiiksek dozlarda
genellikle tek doz halinde uygulanir. Yiiksek doz uygulamalarmda STZ’nin
sitotoksik nitroziire bileseni olmasindan dolay1 ve yiiksek alkilan ajan 6zelligiyle
pankreatik [ hiicrelerini hedefler (60). Diisiik dozlarda ise genellikle c¢oklu
uygulamalar yapilir. Coklu diisiik doz uygulamalarinda STZ immun ve inflamatuar
reaksiyonlar meydana getirir. Bu immun reaksiyonlar glutamik asit dekarboksilaz
otoantijenlerinin salinimu ile alakalidir. Bu kosullar altinda pankreatik  hiicrelerinin
yikimi ve hiperglisemik durumun saglanmasi pankreas adaciklarma lenfosit gibi

inflamatuar hiicrelerin sizmasi ile iliskilidir (156).
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Tek doz halinde 40 mg/kg’in altindaki dozlar etkisiz kalirken 60 mg/kg’in
iizerindeki dozlar ise mortaliteyi artirmaktadir (105). Calismamizda bu nedenle 45

mgkg™ STZ nin intraperitoneal yoldan uygulanmasi planlanmustr.

2.2.4 STZ’nin in Vivo Toksisitesi

STZ hidrofiliktir ve bu nedenle kan beyin bariyerinden gecemez. Ancak
STZ’nin metabolitleri serebrospinal sivida bulunur (128). Hiicre kiiltliriinde STZ’nin
yar1 Omriiniin yaklasik 19 dk oldugu gosterilmistir (100). STZ’ nin yikim {riinlerinin
sicanlarda diyabetojenik olmadigir gosterilmistir (114). Calismalara gore enjekte
edilen STZ’nin %77’s1 yikilir ve 6 saat icerisinde uzaklastirilir. Bu miktarm %30’u
ilk bir saat igerisinde elimine edilir. Metabolitlerin biiyiik bir kism1 (%74) idrar ile
atilir. Kalan %31 ise fegesle uzaklastirilir. Geri kalan materyalin ¢ogu karaciger ve
bobrekte birikir. STZ karacigerde segmentlere pargalanir ve plazmada degrade olur.
Kesim ve yikim friinleri diyabete sebep olmazken biyolojik olarak aktiftirler ve
hiicre membranlarindan gecebilirler (114). STZ’nin ¢ok iyi bilinen yan etkileri ise

hepatotoksisite ve nefrotoksisitedir (157, 171, 189).

2.2.5 STZ Duyarhhginda Cinsiyet Farkhihgi

Kemirgenler STZ duyarliligi agisindan cinsiyet farkliliklar1 gosterir. Bu
farklilik ayn1 dozu alan erkeklerde siddetli hiperglisemi yaparken, disilerde az bir
yanita ya da hi¢ yanit olmamasma sebep olabilir. Disi ve erkek sicanlarda yapilan bir
caligmada Leiter et al. (116), STZ uygulamasindan 25 giin sonra ortalama kan glukoz
degerlerinin erkeklerde hem 200 mg/dL’den yiiksek hem de disilerdekine gore daha
yiiksek oldugu rapor edilmistir. Disi siganlardaki STZ’ye kars1 duyarliliktaki azalma
Ostradiol’in  pankreatik [ hiicrelerini oksidatif stres kaynakli apoptozdan
koruyabilecegini diisiindliirmektedir. Bu bilgiler 1s1¢mmda ¢alismamizda erkek

sicanlarin se¢ilmesi uygun goriilmiistiir (113).
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2.2.6 STZ’nin Diyabetojenik Etkisi
2.2.6.1 STZ’nin B Hiicrelerinin Membranindan Secici Tasinim

STZ insulin iireten pankreatik [ hiicrelerini yikarak hipoinsulinemi ve
hiperglisemiye sebep olur (117). STZ yapisal olarak glukoza ¢ok benzerdir. Glukoz
analogu olarak da bilinen STZ yapisal benzerligi sayesinde bir glukoz tasiyicisi olan
GLUT2’ye baglanabilir ve spesifik olarak pankreatik B hiicrelerine girerek orada
birikir. STZ’nin GLUT2 tasiyicilar1 ile hiicre igerisine alinmasi glukoz ile
kompetitiftir.

Lipofilik 06zellikteki nitroziire grubunun diger tyelerinin aksine STZ
hidrofiliktir ¢ilinkii glukoz substitiisyon eki tagir. STZ’nin hidrofilik dogas1 hiicre
membranlariin ¢ift kath fosfolipid tabakasindan diflizyon yetenegini kisitlar (64).
Ancak STZ’deki bu deoksi-glukoz eki sayesinde glukozla yapisal bir analoji gosterir
ve GLUT-2 glukoz tasiyicisina selektif olarak baglanarak igeri alinir. Hepatositler ve
renal tiibiiler hiicreler de pankreas gibi GLUT-2 eksprese ettiklerinden STZ bu
organlar icerisinde de birikerek hasar meydana getirir (51). STZ diyabetojeniktir
¢linkii insulin salgilayan B hiicrelerini secici olarak nekroza ugratir ve yikar. Boylece
insulin salinim1 engeller. Pankreas adaciklarindaki endokrin B hiicreleri disindaki o
ved hiicreleri ile parankimdeki ekstra pankreatik hiicreler STZ’den etkilenmeden
kalirlar (64, 217). STZ’nin yiiksek miktardaki uygulamalar1 sonrasi bdbrek,
karaciger, bagirsak ve pankreastan plazmaya gegen konsantrasyonu artarsa kardiyak
ve adipoz doku hasarina sebep olur, oksidatif stresi, inflamasyonu ve endoteliyal

disfonksiyonu artirir (199) (Sekil 3).
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Sekil 3: STZ’nin Pankreatik B Hiicrelerine Secici Tasinimi a) STZ’nin ve Glukozun Segici Tasiyicilar
ile Hiicre I¢ine Alinmasmi Gosteren Model b) STZ’nin Pankreatik B Hiicrelerinde Glukoz Alimin1 ve

Insiilin Salminmin1 Inhibe Etmesi (85)

2.2.7 STZ Toksisitesinin Etki Mekanizmasi

Hiicresel bilesenlerin karbamolasyonu ve alkilasyonu

Nitrik Oksit (NO) salimimi

1
2
3. Serbest radikal iiretimi ve oksidatif stres
4 O-GIcNAcaz inhibisyonu

2.2.7.1 Hiicresel Bilesenlerin Karbamolasyonu ve Alkilasyonu

STZ hiicre igerisine girdiginde izosiyanat molekiilii ve metildiazohidroksid
molekiilii olusturacak sekilde bozulur (207, 210). Izosiyanat intramolekiiler
karbamolasyon gegirir ve proteinler gibi diger hiicresel bilesenleri karbamile eder.
Metildiazohidroksid ise yiiksek reaktif karbominium iyonu (CH3+) olusturur.
Karbominium iyonu DNA zincirleri arasinda ¢apraz baglar olusturarak STZ aracil

DNA alkilasyonunda en 6nemli rolii oynar.
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Karbominium iyonlar1 ¢cok reaktiftir ve DNA niikleofilik merkezindeki nitrojen
ve oksijen molekiillerinin eslenmemis elektron ciftleri ile reaksiyona girerler (63).
Yapisal caligmalara gore karbaminium kaynakli DNA alkilasyonunun en baskin
bélgesi guaninin O° pozisyonundadir (64, 210). O° noktasindan metilasyon hidrojen
bagiyla karigtirilir ve guaninin timinle yanlis bag kurmasma sebep olur. Boylece
nokta mutasyonu meydana gelir. Bazlarin diginda STZ aracili DNA alkilasyonu
fosfotriester olusumu sebebiyle fosfat iskeleti hedef alarak DNA’da konformasyonel
degisikliklere sebep olur. STZ ayni zamanda DNA’nin nitrojen halkasi1 ve bazlarin
ekzosiklik oksijen atomlarma da saldirarak 7-metilguanin ve 3-metiladenin olusturur.
Bu molekiiller DNA’da kiriklara sebep olarak Poli-ADP-Riboz Polimeraz (PARP)’1
aktive eder ve bdylelikle Nikotinamid Adenin Diniikleotid (NAD")’m deplesyonuna
sebep olur (161). Aktiflesen PARP ADP-riboz grubunun diger nuklear proteinlere
kovalan bir sekilde baglanmasina ve NAD" deplesyonuna sebep olur (Sekil 4).

STZ’nin hayvanlardaki diyabetojenik etkisi pankreatik hiicrelerde NAD"’1n
azalmas1 araciligiyla meydana gelmektedir. STZ aracili alkilasyon sonucu olusan
DNA hasar1 eksizyon tamir mekanizmasi ile tamir edilmeye calisilir. Bu mekanizma
ise NAD- bagimli bir enzim olan PARP’a ihtiyag duyar. STZ uygulamasi ile olusan
DNA hasari1 sonucu siirekli uyarilan DNA tamir mekanizmas hiicrelerdeki NAD™ ve

ATP depolarini tiikketir. Boylelikle beta hiicrelerinin 6liimii kagmilmaz olur (161).
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Sekil 4: STZ Aracili DNA Karbamolasyonu ve Alkilasyonu (85)
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2.2.7.2 Nitrik Oksit (NO) Salinimi

Diger nitroziireler gibi STZ’de NO donériidiir. STZ enjeksiyonundan 2 saat
sonra sican pankreatik [ hiicrelerinden NO salmimi gozlenmistir (205). NO
olusumunun Nitrik Oksit Sentaz (NOS)’a bagli olmadigini gostermek icin ise NOS
inhibitorleri kullanilmis ancak bu inhibitorler STZ varliginda NO iiretimini bloke
edememistir (110). Pankreatik B hiicrelerinde radikal siipiiriicli enzimler az miktarda
bulundugundan bu durum onlar1 serbest radikallere kars1 daha duyarli yapmaktadir.
STZ metabolizmasi siiresince NO radikalleri tiretilir ve bu radikaller hiicre i¢indeki
molekiilleri hedefleyerek hiicreyi disfonksiyona ve 6liime gotiiriir. NO radikalleri
mitokondriyal aconitaz enzimini inaktive ederek substrat oksidasyonunu ve ATP
iiretimini bozar (72).

Iyonik kanallar ve mitokondriyal elektron tasima zincirindeki kompleks 1 ve 2
NO’nun diger hedefleridir. NO ayni1 zamanda iki farkli yolla DNA hasarma da yol
acar. Bunlardan birincisi niikleik asitlerin nitrasyonu ve piirin ve pirimidinlerin
deaminasyonu sonucu olusan DNA hasar1 ikincisi ise siiperoksit radikalleri ile
reaksiyona girerek olusturdugu peroksinitritler aracilifiyla meydana getirdigi DNA
hasaridir (183). NO ayni1 zamanda DNA tamir ve replikasyon enzimlerini inaktive
etmektedir. Bu nedenle NO ile indiiklenen B hiicre hasar1 apoptozis ve nekrozis ile

sonui¢lanmaktadir (72).

2.2.7.3 Serbest Radikal Uretimi ve Oksidatif Stres

Streptozotosin ile indiiklenen diyabetik sican modelinin erken sathalarinda
reaktif oksijen ve nitrojen tiirevleri (ROS ve RNS) kaynakli oksidatif stres meydana
gelmektedir (145). Birgok c¢alismaya gore STZ tabanli diyabette oksidatif stres
kaynakli doku hasarmna hiperglisemi sebep olmaktadir (146). STZ ile indiiklenen
diyabetik modellerde oksidatif stres glukozun otooksidasyonuna, protein
glikasyonuna, glikasyon son iriinlerininfad (advanced glycation end product, AGE)
olusumuna ve serbest radikal iiretimine sebep olan poliol yolagi aracilifiyla meydana

gelir (9).
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STZ ile indiiklenen diyabet modelinde sicanlarda plazma glukoz, total lipid,
trigliserit, kolesterol, lipid peroksit, nitrik oksit, iirik asit miktar1 artarken antioksidan
seruloplazmin, total albumin ve tiyol miktar1 azalmaktadir. Pankreas, karaciger ve
bobrek lizatlarinda lipid peoksidasyon miktar1 artarken, katalaz, glutatyon peroksidaz

(GSSP) ve siiperoksid dismutaz (SOD) miktar1 azalmaktadir (7).

2.2.7.4. O-GIcNAcaz inhibisyonu

STZ O-GlcNAcaz (OGA)’1 inhibe ederek spesifik olarak adacik hiicrelerini
oldiiriir. OGA, B hiicrelerinde kaliteli ve dogru protein iiretiminin kontroliinde rol
alan Beta-O- bagh N-asetil glukozamin (O-GlcNAc) molekiiliinii yikan bir glikozid
hidrolazdir. OGA’nin STZ ile inhibisyonu hiper-O-GlcNAgilasyonuna sebep olur.
Bu da zararli proteinlerin birikimine sebep olarak stres yolaginin tetiklenmesiyle ve

apoptozisle sonuclanir (109).
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Sekil 5: STZ Toksisitesinin Mekanizmasi (85)

2.3. insulinin Hiicresel Sinyal Transdiiksiyon Yolaginin Aracilart

Insulin reseptdrii 2 ekstraseliiler a alt iinitesi ve 2 transmembran B alt {initesine
sahip heterotetramerik bir proteindir. Insulinin, insulin reseptdriiniin (IR) o alt

linitesine baglanmas1 reseptoriin B alt ilinitesindeki tirozin kinaz aktivitesini uyarir
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(Sekil 6). Reseptoriin otofosforilasyon ve hiicre i¢i substratlarin1 fosforile etme
yetenegi insulinin hiicre i¢i yolaklardaki rolil i¢in hayati 6nem tagimaktadir (104).
Yapisal biyoloji ¢alismalar1 2a alt tinitesinin insulinin baglanmasinda rol oynadign,
2p alt tinitesindeki kinaz domainlerinin ise birbirine ¢ok yakin bir pozisyonda
bulunarak tirozin kalintilarinin otofosforilasyonuna izin verdigi goriilmektedir.
Tirozin kalintilarinin otofosforilasyonu reseptdr aktivasyonunun ilk basamagidir
(122). Kinaz domaini otofosforilasyon sonrasi konformasyonel degisiklige ugrayarak

kinaz aktivasyonunun temelini olusturur ve diger sinyal molekiillerine baglanir (96).
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Sekil 6: Insulin /insulin Reseptor Kompleksi a) IR Dimeri ve Yiizey Ozellikleri b) 3D
Rekonstruksiyon ile CR Domainindeki Cam-Benzeri Bolgenin Okla Gésterilmesi ve Insulin Reseptér
Aktivasyonundaki Yapisal Degisikligin Gosterilmesi c) Inhibitor Satha d) Insulinin Bagl Oldugu
Safha (155)
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Insulin reseptoriiniin  iki izoformu bulunur. Bu izoformlar proreseptor
transkriptinin 11. ekzonunun alternatif splicingi ile olusur (134, 177) . A tipi IR’ de
ekzon 11 yoktur, B tipi IR’de ise ekzon 11 vardir. Bu iki izoform birbirinden o
zincirinin C terminalindeki 12 aminoasit ile ayrilir (61,198). Iki izoform birbirinden

insulin baglama afinitesi agisindan farklilik gosterir.

2.3.1. IRS Proteinleri

Insulinin insulin reseptdriiniin a alt {initesine baglanmasi insulinin sadece etki
bolgesinde yogunlagmasmi saglamaz ayni zamanda reseptorde konformasyonel
degisiklige sebep olur. Boylelikle tirozin kinaz aktivitesi ortaya c¢ikar ve sinyal
kaskad1 baslatilir. Insulin reseptérii bir ¢ok araci erken molekiilii fosforile eder. Bu
molekiillerden en bilindik olanlar; IRS1-4,Shc, Gabl, Chl, APS ve p60dok vb.dir. Bu
molekiillerin her biri Src Homoloji 2 (SH2) domaini tasiyan diger sinyal
molekiillerinin iskele yapmasini yani reseptére yanasmasini saglarlar (209). Bu

olaylar arasinda PI3K’1n aktivasyonu en ¢ok bilinenlerden biridir (Sekil 7).
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Sekil 7: Insulin Sinyal Transdiiksiyon yolagi (31)
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Bugiine kadar 4 farkh IRS (insulin Reseptdr Substratr) proteini

tanimlanmigtir. Bu IRS’ler birbirlerine yiiksek homoloji gosterirler ve farkli
dokularda dagilirlar (212).

2.4. Diyabetik Sicanlarda Insulin Sinyal Yolaginda Meydana Gelen
Bozukluklar

STZ’nin insulin lreten pankreatik B hiicrelerini yikarak hipoinsulinemi ve
hiperglisemiye sebep olduguna (117) deginmistik. Periferik olarak meydana gelen
hipoinsulinemi tiim organ ve dokularin ihtiyaci olan insulin miktarmi karsilamakta
yetersiz kalmaktadir. Insulin, glukoz kullanimini ve glikojen depolanmasimni sagladig:
gibi trofik bir faktor rolii listlenerek hiicre de hayati sinyal yolaklarinin baslatilmasini
saglayan da bir faktordiir (31). Tim bunlarin 1518inda diyabetik bireylerde ve
sicanlarda bozulan insulin sekresyonlarmin insulin aracili sinyal transdiiksiyon
yolaklarini da sekteye ugratacagmi diisiinmekteyiz.

Insulin glukoz metabolizmasmin siirdiiriilmesinde, karbohidrat, lipit ve protein
metabolizmasinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar (166). Insulin spesifik
reseptorlerine baglanarak farkli biyolojik etkiler meydana getirir (84, 208). Insulin
reseptor geni hedeflenerek bozulan reseptorsiiz fareler dogumdan 1 hafta sonra
siddetli diyabet ve ketoasidoz sebebiyle 6ldiigii gozlenmistir (1).

Insuline karsi hiicresel yanitin azalmasi ya da insulin sinyalizasyonundaki
bozukluklar birgok patolojik durumla iliskilidir. Insulin reseptdr genindeki
mutasyonlar reseptdriin sentezinde, yikiminda ve fonksiyonunda degisikliklere sebep
olarak insulin direncine yol acgar (192). Yapilan calismalara gore insulin reseptor
sayisindaki azalma tip 2 diyabet kaynakli dokulardaki hiperinsulinemiye yanit olarak
reseptor downregiilasyonu olarak yorumlanmaktadir (153). Tip 2 diyabetli hastalarda
insulinle uyarilan reseptdr kinaz aktivitesinde, insulin reseptor substratinin (IRS) ve

Fosfoinositide 3 kinaz (PI3K) fosforilasyonunda daha da ciddi azalmalar goriilmiistiir
(36).
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2.5. Diyabet Sonucu Insulin Sinyalizasyon Yolaklarininda Meydana Gelen

Bozukluklarin Beynin Néronal Sag Kalim ve Apoptozis Siireci Uzerine Etkisi

2.5.1. Noronlarda Insulin Bagmh Fosfoinositid 3-Kinaz (PI3K)/Akt

Sinyalizasyon Yolaklari ve Noronal Sag Kalim

Diyabetes mellitus kronik hiperglisemi ile karakterize kompleks metabolik
bir hastaliktir. Beynin glukoz metabolizmas1 ve glukozdan faydalanabilmesi ise
normal nodronal fonksiyonlarin gerceklesmesi i¢in son derece Onemlidir.
Ayrica diyabet noronal hiicrelerde insiilin sinyalizasyonunun bozulmasina yol acarak
bircok sinyal yolagini etkilemektedir. Insiilin, ndronlarda insiilin reseptorii (IR)
/insiilin reseptdr substrati (IRS) ilizerinden primer olarak mitojen ile aktive edilen
protein kinaz (MAPK) ve fosfoinositid 3  -kinaz (PI3K)/Akt sinyalizasyon
yolaklarmi (35) etkilemektedir. Insiilinin birgok metabolik ve antiapoptotik etkisi
IRS proteinlerinin  fosforilasyonunu  gerektiren sinyalizasyon yolaklar: ile
ortaya ¢ikmaktadir. Insiilin reseptdriine ait tirozin kinaz aktivitesi IRS proteinlerini
fosforiller ve IRS proteinleri tizerindeki bu fosfotirozin yapilar1 PI3K i¢in 1iyi birer
hedef haline gelirler. Aktiflesen PI3K, 3’fosfoinositidler iiretir. 3’fosfoinositidler,
Fosfoinositid Bagimli Kinaz 1 (PDKI1)’1 aktiflestirirler. PDK’larin en iyi bilinen
substratlarindan biri Protein Kinaz B (PKB veya Akt)’dir. PKB’nin hedefleri
arasinda noronal sag kalima, farklilasmaya, plastisiteye ve apoptozise aracilik eden
bircok sinyal molekiilleri bulunmaktadir. Bunlar arasinda FOXO, GSK3-f,
MAPK, mTOR yer almaktadir (43).

2.5.2. Noronlarda Insulin Sinyal Yolagina Bagh Bcl-2, BIM-1 Proteinleri aracili
Apoptozis Siireci

Apoptozis dokular1 sekillendiren ve ¢ok hiicreli organizmalarda homeostazisi
saglayan fizyolojik hiicre 6liimii siirecidir (99) . Apoptozis kaspazlarin aktivasyonu
aracilig1 ile meydana gelen programli bir 6limdiir. Apoptozis iist uyaranlara bagh
olarak intrensek veya ekstrensek yolaklar tarafindan indiiklenebilir. Intrinsik
yolak mitokondri bagimlidir ve BCL2 (B- cell lymphoma 2) protein ailesi tarafindan

diizenlenmektedir. Pro-apoptotik tetiklenmelere yanit olarak BAX (Bcl-2 associated
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X protein) ve BAK1 (Bcl-2 homologus antagonist/killer protein) kaspazlari aktive
ederek apoptozisi indiikler. BH3-only proteinleri ise BCL2 proteinlerine baglanarak
onlarin yeteneklerini inhibe eder ve BAX ve BAKI e baglanarak onlar1 aktive eder
ve hiicreyi 6liime gotiriir (123). Bir BH3-only proteini olan BIM (Bcl-2 like Protein
11), BLC2 proteinini inhibe ederken BAX ve BAK1’i ise aktive etmektedir. Saglikli
hiicrelerde BIM, dinein hafif zincir 1 proteini tarafindan mikrotiibiillere kelepcelenir
ve inaktif sekilde kalr. Oliim uyarilarmna yanit olarak BIM fosforillenir ve dinein
hafif zincirinden ayrilarak apoptozisi indiikler (123).

Apoptozis ndronlar icin de merkezi sinir sisteminin gelisimi esnasinda
norogenezis agisindan onemli bir siirectir. Ancak zamanindan erken gelisen bir
apoptozis veya apoptozisin diizenlenmesinde meydana gelen bozukluklar
ndrodejenerasyonun patogenezinden sorumludur. Ciinkii patolojik kosullarda hiicre
Olimii néron kayiplarina sebep olur (194). Noronlardaki apoptozis programi da temel
olarak Bcl-2 ailesi tiyelerini ve kaspazlari igermektedir (216). Proapoptotik olarak
bilinen bu aile {iyeleri hiicre 6liim sinyallerine yanit verirler. Bu 6liim sinyalleri DNA
hasari, oksidatif stres ya da cesitli trofik faktorlerin eksikligi gibi sebepler olabilir.
Insulin eksikliginin de hiicre i¢i insiilin sinyalizasyonunu bozarak sag kalim
yolaklarin1 baskilamasi ve apoptozisi tesvik etmesi olasidir (123). STZ ile
olugturulan Tip 1 diyabet modelindeki periferik insiilin eksikliginin de beyin

bolgelerindeki insulin sinyalizasyonunu sekteye ugratacagmi diistinmekteyiz.
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Sekil 8: insulin Sinyalizasyon Kaskadi (11)

Yetiskin merkezi sinir sisteminde bulunan insiilin pankreatik B hiicrelerinden
koken almaktadir ve beyne serebrospinal sivi ile tasimmaktadir (87). Bu insulin
kan beyin bariyerinden tasiyici aracili, doyurmali, diizenlenebilir, 1siya duyarh
aktif bir siire¢ ile geger (67). Bu gecis siireci endoteliyal hiicreler arasindaki
sitki  baglantilar tarafindan olusturulan bir bariyer sistemi tarafindan
smirlandirilir  (176).

Bu nedenle periferal insiilin seviyesindeki akut bir artigin serebrospinal
stvidaki insiilin artisina sebep olmasi sasirtict degildir (136). Beyinde insiilin,
insiilin reseptorlerine (IR) hizlica baglanir (218). Ve insulinin emrinde olan
yolaklar tetikler. Dolayisiyla diyabetik siganlarda STZ ile olusturulan tip 1 diyabet
modelinde meydana gelecek hipoinsulinemi ndronlarin insulin sinyal yolaklarmi

bozarak apoptozise sebep olabilir. Ancak insuline bagli bu yolaklar arasinda heniiz
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tam anlamiyla aydmlatilamamis diger down stream molekiiller bulunmaktadir.
Ornegin Bcl-2 ve BIM-1 proteinleri ile iliskili yolaklarda bulunan iki molekiil’iin;
kaspazlar1 inhibe ettigi bilinen XIAP ve apoptozise sitokrom c gibi aracilik eden
Smac/DIABLO; insulin sinyalizasyonundan ne derece etkilendigi heniiz tiim
yonleriyle aydinlatilamamistir. Bu neden ¢alismamizda XIAP ve Smac/DIABLO
genlerinin ekspresyon diizeyleri ve insulin sinyal yolagmin temel hatlarindaki
PI3K/Akt molekiilleri ile bunlara bagli proteinler BIM1 ve Bcl-2 arasindaki

etkilesim ortaya konulacaktir.

2.6. XIAP (X-Linked Inhibitor of Apoptozis) Geninin mRNA Ekspresyonunun

Apoptozis ve Norodejenerasyondaki Rolii
2.6.1. XIAP (X-Linked Inhibitor of Apoptosis)

IAPs ( Inhibitor of Apoptosis Proteins) hiicre 6liimii regiilatorleridir. Bu
inhibitér proteinler kaspazlara baglanarak Olim reseptorleri ile baslatilan ya da
intrensek olarak baslayan hiicre 6liimii yolagmi bloke eder. Tiim IAPs Baculoviriis-
IAP- Repeat (BIR) domaini adi verilen 1 ile 3 arasinda ortak yapi tasirlar. Bu
domainler IAPs’in kaspazlara ve diger proteinlere baglanmasini saglar. XIAP (X-
linked Inhibitor of Apoptosis Protein) ise apoptoz inhibit6rleri arasinda hem en gii¢lii
hem de en iyi tanimlanmis anti-apoptotoik IAPs ailesi iiyesidir. XIAP BIR3 domaini
ile Kaspaz-9’a; BIR2 domaini ile Kaspaz-3 ve -7’ye baglanir. XIAP nin dogal
inhibitori  Smac/DIABLO’dur. Smac/DIABLO apoptoza giden hiicrelerde
mitokondriden salinarak XIAP’nin BIR domainlerine bagl kaspazlar1 agiga ¢ikarir

ve hiicre 6liimiini tetikler (151).

2.6.2. IAP’lerin Yap1 ve Fonksiyonlar

Memeli IAP ailesi apoptoz inhibitdrleri olarak adlandirilan ve bir ¢ogu
kaspazlara baglanarak onlar1 notralize eden sekiz farkli proteinden olugsmaktadir. Her
biri Baculovirus-1AP-repeat (BIR) domani tasirlar. Noronal IAP (NAIP/BIRC1),
Hiicresel IAP 1 (cIAP1/BIRC2), Hiicresel IAP 2 (cIAP2/BIRC3), X-kromozomuna
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bagli IAP( XIAP/BIRC4), Survivin/BIRCS, BIR- Containing Ubiquitin-Conjugating
Enzyme (BRUCE/Apollon/BIRC6), melanoma IAP (ML-1AP/BIRC7) ve son olarak
da IAP like Protein 2 (ILP-2/BIRCS8) olmak {izere 8 iiyesi vardir. Bunlar arasindan
XIAP, clAP1/2, ILP-2 ve ML-IAP IAP smif 1’e aittir ¢iinkii her biri karakteristik bir
C-terminal RING domainine sahiptirler. Bu domain E3-ubiquitin ligaz gérevi yapar
(151).

IAP’ler apoptotoz disinda invazyon, migrasyon ve metastaz gibi tiimorigenik
olusumlarda da 6nemli roller oynamaktadirlar. IAP ailesi igerisinde XIAP kaspazlar1
direk olarak fiziksel etkilesimle inhibe eden tek iiyedir (62). CIAP1 ve clAP2 kaspaz-
3 ve -7’ye baglanirlar ancak tam anlamiyla fiziksel etkilesimle inhibe etmezler bu
proteinler kaspazlari proteozomal degredasyona ugramalari i¢in isaretlerler (42).

XIAP proteinin N terminalinde 3 tane BIR domani (BIR1-3) tasir. BIRI
domaini NFkB sinyalizasyonunu modiile eden proteinlerle etkilesirken BIR2-3
kaspazlarla etkilesimde 6nemlidir (120). BIR2 kaspaz-3 ve -7’ile etkilesirken BIR3
kaspaz-9 ile etkilesmektedir. XIAP’nin C terminal kismi Ubiquitin baglanmasi i¢in
UBA (Ubiquitin Associated) domaini ve E3-ubiquitin ligaz aktivitesi olan RING
domaini tasir. E3-ubiquitin ligaz aktivitesi olan RING domaini XIAP tarafindan
ubiquitine edilen proteinlerin taninmasinda gorev yapmaktadir. Bu RING domaini
ayn1 zamanda XIAP’nin kendi stabilitesini kontrol etmesini sagladig1 gibi buraya
baglanan kaspazlarin ve mitokondrial XIAP inhibitorii olan SMAC/DIABLO’nun
proteozomal degredasyonunu da saglar (124,188) (Sekil 9).
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Sekil 9: IAP (Apoptoz Inhibitorleri) Ailesi ve Fonksiyonel Domainleri (151).

2.6.3. XIAP’nin Memeli Hiicrelerindeki Hiicre Oliimiiniin Diizenlenmesindeki

Fonksiyonel Rolii

Apoptozis hem membrandaki spesifik hiicre 6liim reseptorleri ile (ekstrensek
yolak) hemde mitokondrideki Bcl-2 ailesinin iiyeleri ile hiicre iginde kontrol edilen
yolaklar (intrensek yolak) gibi ¢ok sayida sinyal ile baslatilabilen bir siirectir (44).
Her iki yolda hiicre 6liimiiniin tetik¢ileri olarak bilinen efektor kaspazlar gibi spesifik
proteazlar iizerinde birlesir. Fas Ligand1 (FasL) ve TRAIL, TNF ailesinin
proapoptotik tiyesidir. Bu molekiiller; Fas/CD95 ve TRAIL-R1 (DR4) veya TRAIL-
R2 (DRS5) reseptorlerine baglanarak ekstrensek o6lim yolagini  baslatirlar.
Reseptoriine baglanan bu molekiiller DISC o6liim tetikleyici kompleksi (Death
Inducing Silencing Complex)’nin olusumunu indiikler. DISC adaptor molekiil FADD
ve pro-kaspaz-8 igerir. Sonug¢ olarak pro-kaspaz-8’in otokatalitik kesimi ve
sonrasinda sinyal kaskadindaki diger kaspazlarin da aktiflesmesi gerceklesir. Bazi
hiicrelerde kaspaz-8 pro-apoptotik BID’in ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyesi MCL
1. ’nin kesimini gerc¢eklestirerek mitokondri ile de etkilesime gecer. Boylelikle

ekstrensek yolagi intrensek yolaga baglamis olur (169).
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Kompleks apoptoz siirecinde mitokondri olaylarin tam merkezinde yer alan ve
intrensek apoptotik sinyallerini biitiinlestiren bir rol oynar. Intrensek yolak DNA
hasari, biiyiime faktorii kithg: gibi sinyallerle tetiklenir. Ve mitokondri diizeyinde
pro- ve anti-apoptotik BCL-2 ailesi iiyeleri arasindaki denge ile regiile edilmektedir
(BCL-2 reostat1). BCL-2 ailesi proteinleri primer olarak mitkondriyal dig membran
permeabilitesini diizenleyerek apoptozisi kontrol eder (47,133). Pro-apoptotik BCL-2
proteinleri olan BAX ve BAD aktivasyonu ile mitokondriyal dis zarda porlar
olusturulur. Por olusumu sonucunda Sitokrom ¢ ve diger Smac/DIABLO ve Omi/Htr
gibi mitokondrial proteinler mitokondrinin i¢ zar bolgesinden salinir. Apaf-1 ile
birlikte sitokrom ¢ igerisinde pro-kaspaz-9 bulunan apoptozom kompleksi
olustururlar. Boylelikle prokaspaz-9’un aktiflestirilmesi saglanir. Kaspaz-3, -6 ve -7
gibi infazci kaspazlar ise hiicresel proteinlerin ¢ok biiyiik bir kismmi degrade ederler.
Ayrica kaspazla aktiflesen DNaz’1 da aktiflestirerek kromatin degredasyonuna sebep
olurlar. Bu durum hiicrenin apoptotik cisimciklere fragmente olmasina ve diger

hiicreler tarafindan geri dontistiiriilmesine sebep olur (151).
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Sekil 10: Hiicre Oliim ve Sag Kalim Yolaklarmin XIAP ile Kontrolii (151).
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XIAP 6liim siirecine son basamaklarda dahil olur. XIAP baglatici kaspaz -9’a
ve infazci kaspaz- 3 ve -7’ye BIR3 ve BIR2 domainleri ile baglanarak siirece katilir.
XIAP’nin BIR3 domaini Apaf-1/kaspaz-9 holo enzimi ile etkilesime gecer ve
kaspaz-9’un kiigiik alt iinitesinin N terminalini ayirir. BIR3 ile etkilesen kaspaz-9’un
N terminalindeki tetrapeptid yapist mitokondriyal Smac/DIABLO’nun N terminali
ile homoloji gosterir. Bu nedenle kaspaz-9 ve Smac/DIABLOnun N terminalleri
XIAP/BIR3 i¢in yarigmaktadirlar (185). Smac/DIABLO homodimerler olusturur ve
bu homodimerlerin N- terminal uglart XIAP’nin hem BIR2 hem de BIR3
domainlerine baglanir. BIR2 ve BIR3 domainleri derin yapisal bir ¢ukura sahiptirler.
Bu cukurlar Smac/DIABLO molekiiliiniin N terminalindeki alanin-valin-prolin
aminoasitlerinin baglanmasi i¢indir. Bu siire¢ler Smac/DIABLO serbest dolasan aktif
kaspaz-3,-7 ve -9’un miktarini artirr (121, 211) (Sekil 10).

XIAP’nin kaspaz inhibisyonundaki diger bir mekanizmasi1 ise RING
domainindeki E3 ligaz aktivitesi ile iliskilidir (172).

clAP1, clAP2, ML-IAP ve ILP-2’ye benzer olarak XIAP’nin RING domaini
hedef proteinlere farkli tiplerde ubiquitin zincirleri takma yetenegindedir (48, 150).
Protein ubiquitilasyonunun farkli fizyolojik sonuglar1 vardir. Bu sonuglar substrata
eklenen ubiquitin sayisma gore degismektedir. 8 farkli ubiquitin polimeri
olusturulabilir. Her bir ubiquitin baglantis1 farkli bir 3D yapiya sebep olur ve yine
her biri UBA (Ubiquitin Associated Domain) domaini ile tanindiklarinda farkl
fonksiyonlar meydana getirirler. Lys-48 dalli ubiquitin zincirleri proteinleri
proteozomal degredasyon i¢in isaretlerken Lys 63 ve Lys 11 lineer zincirleri sinyal
transdiiksiyonu, endositoz ve DNA tamirinde gorev goriir (56). clAPL, clAP2 ve
ILP-2’ye benzer olarak XIAP UBA domaini igerir boylelikle sadece ubiquitin
polimerlerini eklemez aynm1 zamanda yiiksek polimerize ubiquitin zincirlerinin
tanmmasint ve ubiquitin reseptorii gibi davranir (88). Bu da XIAP’lerin ¢ok
kompleks rollerinin oldugunu sadece basitce hiicre 6liimiinii engelleyen ve kaspazlar1

inhibe eden molekiiller olmadigini géstermektedir.
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2.7. Smac/DIABLO Geninin mRNA Ekspresyonunun Apoptozis ve

Norodejenerasyondaki Rolii

Vergahen et al., etiketlenmis XIAP ile immunoperisipitasyon yaparak 24kD
boyutunde bir protein izole etmislerdir. Bu protein diisiik pI’a sahip [Ap’ye baglanan
(Direct 1Ap Binding protein with Low pl /DIABLO) bir proteindir. Mitokondri
kaynakli apoptoz tetikleyicisi olan Sitokrom c¢’nin tanimlanmasini1 yapan ilk ekip
(58) ise ayn1 proteini izole edip mitokondri kaynakl ikinci kaspaz aktivatorii olarak
tanimladiklar1 bu proteine Smac (Sekond Mitochondria-derived Activator of
Caspase) adi vermistir. Diger proteinlerle sekans benzerligi gostermeyen kendi
kendine birlesebilen, N terminalindeki sinyal dizisi sayesinde mitokondride lokalize
olabilen bir proteindir (125) .

Apoptozisin intrensek yolagi antineoplastik ajanlar, hipoksi, irridasyon,
bliylime faktorii kithgr ve sicaklik soku gibi farkli uyaricilar tarafindan indiiklenir.
Bu uyaricilar mitokondrial dig membran permeabilizasyonuna (MOMP) ve sitokrom-
¢, Smac/DIABLO, Om/HtrA2 ve AIF gibi proteinlerin mitokondrinin i¢sel alanindan
salinimina neden olur (201). Bu salinim bir multiprotein kompleksi olan sitokrom-c,
prokaspaz-9, dATP, ve Sitosolik Apoptozis Indiikleyici Faktor-1 (Apaf-1) iceren
apoptozoma olanak saglar (220) . Apoptozom kaspaz-9’ u aktive eder kaspaz-9 ise
efektor kaspaz-3, -6 ve -7’nin aktivasyonunu uyarmr. Efektdr kaspazlar hiicresel
spesifik substratlarmi1 degrade ederek apoptozisin tipik morfolojisini olustururlar
(112).

Olgun kaspaslarin aktivitesi apoptozis proteinlerinin inhibitorleri ile
interaksiyona girerek negatif diizenlenirler (52, 112). Bu protein ailesi X bagmmli
apotozis inhibitorii (XIAP), hiicresel IAP-1 (c-IAP1) hiicresel IAP-2 (c-1AP2), testis
spesifik IAP (Ts-IAP), survivin, livin ve BRUCE/Apollon’ dan olusmaktadir (97).

DIABLO (Direct Inhibitor of Apoptosis-Binding protein with LOw P1) olarak
da bilinen Smac proteini (Second mitochondria-derived activator of caspase) bir
niiklear gen tarafindan kodlanmaktadir. Proteinleri mitokondri hedefleyen sinyaller
olarak hizmet veren NH2 uglara sahiptir. Smac/DIABLO’nun aktiflesmesi bu
sinyallerin kesilmesiyle meydana gelmektedir. Apoptotik uyaricilarin varliginda
olgun Smac/DIABLO sitozole salinir (58). Sitozolde Smac/DIABLO, IAP’ler ile

etkilesime girerek IAP’lerden kaspazlarin salinmasina sebep olarak pro-apoptotik bir
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etkiye aracilik eder (39). Yapisal veriler Smac/DIABLO’nun, IAP’ler ile
interaksiyona  girebilmeleri i¢in homodimerler olusturmalar1  gerektirdigini
gostermektedir. Ala-Val-Pro-lle aminoasitlerinden olusan spesifik bir NH2 uglu
motif IAP’ler ile interaksiyondan sorumludur (39, 215). Smac/DIABLO’nun BIR2
ve BIR3 ile interaksiyona girerek sirasiyla kaspas-3 ve kaspas-9 salmimi sagladigi
yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur (185). Kaspas-9 NH2 ucunda benzer
tetrapeptit bir motife sahiptir. Bu nedenle her ikisi de XIAP nin BIR3 domaini i¢in
rekabet ederler (215). Kaspas- 3, XIAP’nin BIR2 domaini ve Smac/DIABLO’nun
NH2 ucu arasindaki interaksiyon araciligi ile salinir (75) (Sekil 11) .

Sekil 11: Smac/DIABLO ve Diger Proteinlerin IAPs Ekspresyonu Uzerine Etkisi (129)

2.8. Beynin Glukoz Metabolizmasi: Periferik Hipoglisemi ve Hiperglisemi
Arasindaki Dengenin Noronal Hasara Etkisi

Beyin insan viicudunda enerji metabolizmasi en yiliksek organdir. Yetiskin bir
bireyde beyin total viicut kiitlesinin sadece %2’sidir. Ancak kardiyak e¢iktinin
%15’1n1 alir, total viicut oksijen tiiketiminin %20’sini ve total viicut glukozunun

%?25’ini kullanir (126). Fizyolojik kosullarda karbohidratlar beynin oksidatif
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metabolizmasi i¢in birincil enerji substratlaridirlar (27). Keton cisimcikleri, glikojen
ve aminoasitler gibi alternatif substratlar da kullanilsa da glukoz 6zellikle dominant
kaynaktir. Alternatif substratlarin smirli havuz kaynaklar1 ve kompartmantasyonlar1
serebral enerji ihtiyact i¢in bunlarin yetersiz olmasina sebep olmaktadir (92).
Serebral glukoz metabolizmasi iki temel siireci igerir: Glukoz transportu ve
Intraseliiler oksidatif metabolizma. Normal kosullarda fizyolojik glukoz transportu
onemli derecede kan beyin bariyerinin yapisina katilan astrositlerin fonksiyonuna ve
glukoz tagstyicilara baghdir (135). Astrositler glukoz transportunun diizenlenmesinde
ve beyin enerji metabolizmasinin saglanmasinda 6nemli rol oynarlar. Glukozu
kandan hazir bir sekilde endoteliyal hiicreler lizerinden alirlar ve enerjik metabolik
substratlar1 kan ve noronlar arasinda iletirler (67) Astrositler ayrica yliksek miktarda
glikojen graniilii icerirler ve daha yogun sinaps igeren bolgelerde astrositlerde de
daha yogun graniiller bulunur (160). Hipoglisemi durumunda ndéronal metabolizmada
kullanilmak tizere laktat elde etmek i¢in glikojenin de kullanildig1 goriilmiistiir (159).
Bu durumda astrositler hem normal glukoz metabolizmasinda hem de hipoglisemik
kosullarda gorev almaktadir. Glukozun kandan ndronlara tasinmasinda g¢esitli
tiplerde glukoz tastyicilar1 (GLUT) yer almaktadir (59). Bunlar arasinda GLUT-1 ve
-3’lin beyin glukoz transportunda ve Alzheimer Hastaligi (AD) patogenezisinde
temel rol aldig1 diisiinilmektedir (59).

Intraseliiler oksidatif katabolizma sitoplazmada glikolizis ve pentoz fosfat
yolagin1 mitokondride ise krebs dongiisii ve oksidatif metabolizma gibi karmagik
yolaklardan olusmaktadir. Hem glukoz transportundaki anormallikler hem de
intraseliiler oksidatif katabolizmadaki bozulmalar serebral glukoz metabolizmasini
etkiler ve noérodejenerasyondaki metabolik bozukluklara sebep olmaktadir. AD
(Alzheimer Disease) hastalarinda insiilin direncine bagli glukoz transportunda
bozukluklar ve mitokondriyal disfonksiyona bagli intraseliiler metabolik degisiklikler
gozlenmistir.

Beynin glukoz metabolizmasi1 ve glukozdan faydalanabilmesi normal néronal
fonksiyonlarmm gerceklesmesi i¢in son derece Onemlidir. Noronlar glukozu
sentezleyemezler ve depolayamazlar bu baglamda kan beyin bariyerinden glukoz
tastyicilart (GLUT) ile glukoz transportuna bagmmlidirlar (170). GLUT-1 ve -3
beyinde agirlikli olarak bulunan GLUT izoformlaridw. GLUT1 noéronlarda,
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serebrovaskiiler endoteliyal hiicreler, astrositler ve oligodendrositlerde bulunurken
GLUT-3 spesifik olarak noéronlarda eksprese edilmektedir (202). Diyabete bagli
anormal glukoz metabolizmasi ve hafiza/sinaptik fonksiyon bozukluklar1 arasinda bir
iliski vardir (219). Bu durum glukoz kaynaklarinin, transportunun ve kullaniminin
bozulmasmin biligsel fonksiyonlar: etkiledigi fikrini beslemektedir. Azalan serebral
glukoz metabolizmasi ve insiilin direnci prediyabetik ve T2DM’li bireylerde hafiza
bozukluklarina eslik etmektedir (13).

Pozitron emisyon tomografisi (PET) ¢aligmalarina gére AD patolojisinde beyin
glukoz metabolizmas1 siddetli bir sekilde bozulmaktadir. Bu da hipometabolik
durumun biligsel semptomlardan 6nce yer aldigini gosterir (142). Hipometabolizma
durumu erken safhalarda posterior singulat ve paryeto-temporal bolge gibi hafiza ile
iligkili bolgelerde daha Once c¢ikar ancak hastalik ilerledikge prefrontal kortekse
yayilir (219). AD’nin erken safhalarinda glukoz kullanim1 %45 azalir ve serebral kan
akimi %20 azalir. Ancak hastaligin daha ge¢ sathalarinda metabolik ve fizyolojik
anomaliler agirlasir, serebral kan akiminda %55-65 diisiisler gozlenir. (94). AD’li
hastalarin beyin dokularindan ve fibroblastlarindan elde edilen verilere gore serebral
glukoz metabolizmasindaki azalma mitokondrial enerji ile iliskili proteinlerin
aktivitesinde azalma ve ekspresyonlarinda degisim ile koreledir. Mitokondrial enerji
ile iligkili bu proteinler piirivat dehidrogenaz (PDH), izositratdehidrogenaz ve a-
ketoglutarat dehidrogenazdir Bu enzimlerin oksidatif modifikasyona oldukga duyarh
olduklar1 bilinmektedir ve pro-oksidanlara maruz kalmalar1 ile degisirler (196).
Trikarboksilik asit dongiisii (TCA dongiisii)’niin enzimatik aktivitelerindeki tiim
degisiklikler (6zellikle de PDH kompleksindekiler) AD’nin derecesi ile iliskilidir. Bu
da mitokondrial degisikliklerin Onemini gostermektedir. Degisen beyin glukoz
metabolizmasinin diger bir patofizyolojik sonucu glukozdan ATP iiretiminde
sporadik AD’nin baslangicinda yaklasik %50’lik bir diisiis oldugudur. Normal hiicre
fonksiyonunun siirdiiriilmesi i¢cin ATP-bagimli siirecler diisiiniildiiglinde bu olduk¢a
rkiitiicti bir ytizdedir (139). AD’de glukoz dagiliminm ve kullanimmin bozulduguna
dair veriler hipokampal atrofiye ugramis yash bireylerde ve AD transgenik farelerde
GLUT-1 seviyesinin diistiiglinii gosteren deneylerle de desteklenmektedir (93). AD

beyinlerinde GLUT-1 ve -3 seviyelerindeki diisiisler tau proteininin
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hiperfosforilasyonunda, O-GlcNAgilasyonunda (N-asetil glikozilasyonunda) ve
Norofibriller Yumak (NFY) yogunlugunda azalma ile iliskilidir (118).

Glukozun medial septum, hipokampus, striatum ve amygdala gibi beyin
bdlgelerine mikroenjeksiyonu sonrasi hafiza siirecinin hizlandig1 goriilmistiir (175).
Bu bulgulara gore yaslanan bir birey uzun siireli biligsel gorevler yaparken glukoz
kithgma girme riskindedir. Tekrarlayan hipoglisemik vakalar yaglh bireylerde demans
riskini artirmaktadir (148).

Glukoz metabolizmasmin bozulmasi sonucu AGEs (advanced glycation end
products, glikasyon son iiriinii) olusumu da AD patogenezisinde yer almaktadir.
Hipergliseminin AGEs olusumunu artirdig1 bilinmektedir. AGEs glukoz ve fruktozun
oto-oksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan yaslanan protein tiirevleridir (30). Normal
yaslanma siirecinde ¢esitli dokularda AGEs olusumu ve birikimi gézlenir ancak bu
sire¢ diyabetes mellitus ile hizlandirilir (82). AGEs damar duvarlarinda,
lipoproteinlerde ve lipid bilesenlerde bulunurlar; makro ve mikroanjiopati ile
amiloidogenezise sebep olurlar (78).

AD siddetli hipometabolik durumla alakalidir. Bu hipometabolik durum ise
insliline fazlaca duyarli bolgelerde serebral glukoz ve enerji metabolizmasinda
azalma ile karakterizedir bu durum hastaligin patogenezisinde insiilin direncinin
merkezi bir rol oynadigim1 géstermektedir. Serebral glukoz metabolizmasindaki bu
bozulma AGEs olusumunu tetikler ve sonucunda AP  birikimi, tau
hiperfosforilasyonu ve oksidatif stres meydana gelir. Yani anormal sistemik glukoz
ve insiilin metabolizmasi serebral insiilin transportunu ve fonksiyonunu bozmaktadir.
Serebral glukoz alimi ve metabolizmasinda eksiklik ndronlarin enerji krizine ve
disfonksiyonuna sebep olur. Diyabete bagli AGEs olusumu beynin oksidatif stresini
artirir ve AD iligkili ndropatolojik isaretlerin olusumuna katkida bulunur.

Ozet olarak serebral glukoz metabolizmasindaki bozukluk ister hipoglisemi
ister hiperglisemi yoniinde olsun diyabetes mellitus ve norodejenerasyon arasindaki

mekanistik bir baglant1 olusturur.
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2.9. Advanced Glikasyon Son Uriinleri (AGEs)

Oksidatif stres ile kombine bir sekilde kronik hipergliseminin advanced
glikasyon son lriinlerinin (AGEs) olusumunu hizlandirdig1 bilinmektedir. AGE’nin
olusumu glukoz gibi sekerlerin, protein, lipid ve niikleik asitlerdeki amino
gruplarinin indirgenmesi sirasinda enzimatik olmayan bir reaksiyonla baslatilir (30).
Hem AGE hem de oksidatif stres tek basina patolojik degisikliklere sebep olabildigi
halde iki faktor sinerjistik olarak hareket ederek protein hasarina sebep olabilir
(143). AGE olusumu ve birikimi normal yaslanma siirecinde de varken diyabetli
insanlarda bu siire¢ hizlanir ve diyabetik komplikasyonlarin ilerlemesine sebep olur
(82) (Sekil 12).

Insulin/C-peptide

TaE— Deficiencies
- Impaired signaling \
e v ™ Trophic factor
AGE's Inflammation Withdraifval (IGF’s, NGF)
l / \ Oxidative Neurite
RAGE\. stress degeneration
Apoptosis

\Neuronal degeneration

Oligodendroglial cell loss Neuronal loss

White matter atrophy

\ Grey matter atrophy

Cognitive deficits

Sekil 12: Hiperglisemi ve Hipoinsulinemi Sebebiyle AGE Aracili Noérodejenerasyon

2.10. STZ ile indiiklenen Diyabetik Norodejenerasyonda Mitokondrial
Disfonksiyon ve Oksidatif Stres Aracili Apoptozis

Mitokondriler okaryotik organizmalarda birgok hayati hiicresel siirece ev

sahipligi yapan ubikiitoz ve dinamik organellerdir. Bu dinamik organeller enerji
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metabolizmasinin bas koordinatoriidiirler ve TCA dongiisii ve oksidatif fosforilasyon
ile hiicresel ATP’nin %90’indan fazlasinin iiretimini yaparlar (18). Ayni zamanda
mitokondriler reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) temel kaynagidir bu nedenle de
oksidatif hasara ¢ok hassastir. Noronlar mitokondrial yapidaki, yerlesimlerindeki ve
fonksiyonlarindaki degisikliklere ¢ok duyarlidir ¢iinkii noronlarin ¢ok simirh
glikolitik kapasitesi vardir ve bu durum onlar1 mitokondrial enerji kaynaklarina
bagimli kilmaktadir. Ustelik néronlar metabolik olarak ¢ok aktif hiicreler
olduklarindan; sinaptik transmisyon, aksonal/dendritik transport, iyon kanallar1 ve
iyon pompasi aktivitesi gibi gercekten cok fazla miktarda enerji gerektiren
hiicrelerdir (103, 136). Mitokondrinin noronun sorunsuz bir sekilde fonksiyon
gormesi i¢in gereken boliinme, kaynagma, motilite ve turnover gibi dinamik
ozelliklerindeki bozulmalar néronlarda farkli defektler yaratarak nérodejenerasyonda
yer almaktadir (40). Ek olarak beyin yiiksek ¢oklu-doymamis yag asiti (PUFA)
seviyeleri, yiiksek oksijen tiiketimi, yiiksek gecis metali icerigi ve zayif antioksidan
savunma sonucu olusan oksidatif hasara karsi cok savunmasizdir (149).
Norodejenerasyon ve diyabette mitokondrinin ortak bir pozisyonda yer aldigma
dair 6nemli veriler bulunmaktadir. Biriken verilere gore her iki patoloji de birbirine
bagli olan iki mitokondrial durum ile iliskilidir: mitokondrial disfonksiyon ve
oksidatif hasar. Mitokondrial elektron transport zincirindeki bozulma, 6zellikle de bu
durum Sitokrom C Oksidaz (COX) aktivitesinde azalma ile karakterizedir, AD
hastalarinin platelet, lenfosit ve beyin dokularinda bu azalma rapor edilmistir (200).
Hatta AD patolojisinden etkilenen ndronlarda oksidatif streste artis, mitokondri
miktarinda azalma, sitoplazmik mtDNA miktarinda artis ve mitokondrial otofajide
artis (lipofuskin iceren vakuollerde COX  artisi ile belirlenir) gézlenmistir (139).
AD hastalar1 ile aymi1 yastaki normal bireyler karsilastirildiginda AD
fibroblastlarinda oksidatif stres ve apoptotik markerlar daha yiliksek seviyede
bulunmaktadir. De la Monte and Wands (49), 2005°te siddetleri farkli seviyelerde
olan AD hastalarinda postmortem beyin dokularini incelemigler ve AD siddetinin
mitokondrial gen ekspresyonundaki bozukluklarla iligkili oldugunu bulmuslardir. Bu
genler Ozellikle kompleks IV’in olusumunda yer alan genler, p53’lin yiiksek
seviyeleri, NOS ve NADPH gibi oksidatif stresin molekiiler gostergeleridir.
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Mitokondrial malfonksiyon oksidatif stresi artirdigindan AD’de ndronlarda lipid,
protein ve niikleik asit oksidasyon seviyesi de artar (38, 187).

AD’de  mitokondriyal degisikliklerin sebebi hala agiklanamasa da
mitokondriyal disfonksiyonun altinda yatan gesitli mekanizmalar 6ne siiriilmiistiir. In
vitro caligmalar sonucu kiiltlir hiicrelerine AP uygulanmasinin mitokondriyal
stiperoksid anyon (O7) iiretimini artirdigi, ATP iiretimini azalttig1, mitokondri igine
Ca™? alinmasini artirdigini buna bagli olarak mitokondriyal permeabilite transisyon
porunun (mPTP) acilmasin1 saglayarak apoptozise sebep oldugu goriilmiistiir (91).
AP ayn1 zamanda membran lipi peroksidasyonunun meydana gelmesini ve 4-
hidroksinonenal iiretimini de indiiklemektedir (29). Ek olarak AP membran
sfingomyelin yapisinin sfingomyelinazlar ile hidrolizini artirarak, seramid iiretimi
artirir  (46), sonu¢ olarak Akt, BAD ve GSK-3f’nin fosforilasyonunu igeren
mitokondri aracili ndronal hiicre §liimiine sebep olur (186).

AP’nin direk olarak mitokondri lizerine etki ettigini gdsteren diger bir nokta
mitokondriyal bir protein olan AP-Baglayan Alkol Dehidrogenaz (ABAD) ile
etkilesimidir  (127). ABAD ile AP etkilesimi mitokondriyal membran
permeabilitesini artirarak ve mitokondriyal respirasyonda yer alan enzimlerin
aktivitesini azaltarak mitokondriyal yetmezlige sebep olur. AP peptidinin mitokondri
icerisine bir dig membran translokaz ihrag mekanizmasi (TOM) ile import edildigi ve
mitokondriyal kristaya yerlestigi bulunmustur (90). AP tiirevlerinin mitokondri
icerisine tasmmasi mitokondriyal disfonksiyona, oksidatif hasara ve ndronlarin
yapisal ve fonksiyonel bozulmasina sebep olmaktadir (127). AD’de mitokondriyal
disfonksiyon, mitokondriyal import kanallarinda tam-boy ve karboksi terminali
kesilmis APP’nin birikmesi ile de bagdastirilmistir (53). Anandatheerthavarada et al.
(5), 2003°de yaptig1 calismaya gore mitokondrital kompartmanlarda transmembran
olarak tutulmus tam-boy APP birikimi mitokondri fonksiyonlarmi ve enerji
metabolizmasini bozmaktadir.

AP sitokrom c¢ oksidaz ve oketoglutarat dehidrogenaz gibi Onemli

mitokondriyal enzimleri de inhibe etmektedir (127).

AD’de mitokondriyal disfonksiyonun bir sonucu olarak Ca*? homeostazisinde
anomaliler gosterilmistir. AD hastalarmin beyin dokular Ca*? konsantrasyonunda

artis gostermislerdir ve intraseliiler Ca* seviyesi NFY iceren noronlarda saghkli
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bireylerdeki noronlardakine gore daha yiiksek seviyededir (144). Post mortem
calismalara gore Ca*? ile aktiflesen bir enzim olan transglutaminaz tau
molekiillerinin ¢apraz baglanmalarimi indiiklemektedir ve AD hastalarin prefrontal
korteksinde artmaktadr (101). In vitro cahsmalara gdre Ca*? iyonoforlar: ile
indiiklenen hiicre i¢i Ca* seviyesi artist APP  (Amiloid Prekiirsér Protein)
maturasyonunu ve proteolitik kesimini tesvik ederek amiloidojenik AP peptidi
olusumunu ve salinimini artirr (162). Ayni zamanda Presenilin (PS) mutasyonlar1 da
endoplazmik retikulumda Ca*? tutulumunu bozarak sinaptik mitokondriyalarin asir1
derecede Ca' ile yiklenmesine ve apoptozise sebep olur. Yabanil tip PSI1
endoplazmik retikulumda Ca*® sizint1 kanah olarak gorev yapar ve bu PS1’deki
AD’ye sebep olan mutasyonlar PS1’in Ca*®’u regiile eden fonksiyonunu bozarlar
(22).

T1D ve T2D de mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres artisi ile
iligkilidir. Su anda kabul edilene gore mitokondriyal DNA’daki kalitsal defektler
T1D’e benzeyen diyabetin insiilin eksikligi ile iligkili bir formuna sebep olmaktadir
(181). Mitokondrinin T2D’de yer aldigi, insanlarda mitokondriyal mutasyonlar,
hayvan modellerinde ise mitokondriyal genlerde pankreatik [ hiicresine spesifik
delesyonlar ve oksidatif fosforilasyon kapasitesinin azalmasi ile gosterilmistir (180).
T2D hastalarmin pankreatik [ hiicrelerinde anormal mitokondriyal morfoloji ve
fonksiyon anomalileri gozlenmistir (6). Diyabetin her iki tipinde de ndronlar
mitokondriyal fonksiyonlardan etkilenmekte ve mitokondriyal oksidatif stres artarak
ndrodejenerasyona sebep olmaktadwr. T1D ve T2D hayvan modellerinde ROS
iretiminde, lipid peroksidasyonunda, protein nitrozilasyonunda artis; glutatyon ve
askorbat seviyelerinde ise azalma gdzlenmistir (69). STZ diyabetik si¢anlarin (T1D
modeli) beyninden izole edilen mitokondrilerde KoenzimQ9’in seviyelerinin diisiik
oldugu goriilmiistiir bu da diyabetik deney hayvaninda antioksidan sisteminin
bozuldugunun isaretidir (140). Diyabetik STZ’li sicanlarin beyninden elde edilen
mitokondrilerde respiratuar zincirin bozuldugu oksidatif ve nitrosatif stresin arttigi ve
ndronal hasara sebep oldugu goriilmiistiir (130). Hiperglisemiye bagli oksidatif ve
nitrozatif stres solunum zincirinin 11, IV ve V komplekslerinin aktivitesini ve ATP
sentezini azaltarak mitokondrial disfonksiyona sebep olmaktadir (130). STZ ile

indiiklenen diyabetik 12 haftalik siganlarin beyninden elde eldilen mitokondrilerin
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ATP igerigi diisiik ve Ca*? biriktirme egilimleri yiiksektir (137).Goto-Kaziaki (GK)
(T2D modeli) siganlarmin beyninden izole edilen mitokondrilerde solunum zinciri
etkinliginin yasa bagli azaldigi ve oksidatif fosforilasyon sistemi ile birbirinden
ayrildigr gozlenmistir (138). Uzun siireli STZ diyabetik sicanlarin dorsal kok
gangliyonlarinda yapisal mitokondriyal anomaliler gdzlenmistir (173). Bu ¢aligmaya
gore kiiltiire edilmis dorsal kok gangliyon ndronlarinin yiiksek glukoz seviyelerine
maruz brrakilmasi mitokondrileri fragmentasyonuna ve fizyonuna sebep olmustur.
Bu calismaya gore mitokondriyal fizyon proteini DRP1’in up regiilasyonunun
baslangi¢ fazi protektif bir fizyon ile sonuclanir ancak daha ileriki sathalardaki etkisi
Bim ve Bax’in aktivasyonu ile apoptozisin gergeklesmesidir (115). Diyabetik
farelerin  dorsal kok gangliyonu ndronlarinin  non diyabetik farelerle
karsilastirildiklarinda ¢ok fazla mitokondriyal biogenezis gosterdikleri bulunmustur
(63). Mitokondri sayisindaki hizli artis mitokondriyal fizyon sonucu meydana
gelmektedir. Yani hiperglisemi kii¢iik, fragmente olmus mitokondrilerin {iretilmesine
sebep olmaktadir(63). Buna gore in vitro deneyler kisa siireli hiperglisemiye maruz
kalmak DRP1 protein seviyesini artirmaktadir. DRP1 ile indiiklenen
fragmentasyonun inhibe edilmesi noroprotektif bir etkiye sahiptir ve hiperglisemik
hasara kars1 néronlarm hassasligini azaltmaktadir (63).

T1D hastalarinda biligsel bozukluktan hem tekrarlayan hipoglisemi hem kronik
hiperglisemi vakalar1 sorumludur. STZ ile indiiklenen diyabetin ya da insiilin ile
indiiklenen hipogliseminin hipokampal ve kortikal biyoenerjetik ve oksidatif duruma
etkisi incelenmistir (34). Insiilinle indiiklenen hipoglisemi ve hipergliseminin ROS
seviyesini artirdigmi buna bagl olarak da kortikal ve hipokampal mitokondrilerde
antioksidan savunma sistemini azalttigmi bulmuslardir. Insiilin ile indiiklenen
hipogliseminin akut vakalar1 kortikal mitokondrilerdeki biyoenerjetik ve oksidatif
durumun yikici etkilerini artirarak STZ ile indiiklenen diyabetin etkisini artirmaktadir
(34). Beyinde mitokondriyal fonksiyon transmitter sentezi ve yikimi ile de yakindan
iligkilidir. Mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres ve eksitatdr norotransmitter
salinim1 birbiri ile baglantilhidir ve insiilin terapisi goren T1D’li hastalarm bilissel
bozuklugunun sebebi olabilir (34). Hem STZ ile indiiklenmis diyabetik hem de
insiilin ile indiikklenmis hipoglisemik kortikal sinaptozomlarda eksitatdr aminoasit

glutamatin Ca*®’dan bagimsiz bir sekilde daha fazla salindig1 gozlenmistir. Eksitator
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sitoplazmik aminoasitlerin salgilanma kapasitesindeki artis siganlarda hipoglisemik
ve hiperglisemik durumlarda néronal hasara katkida bulunmaktadir (34).

Mitokondri enerji metabolizmasinin bas koordinatorii ve ROS un hem kaynag1
hem de hedefi oldugundan mitokondriyal disfonksiyon diyabetes mellitus ve beynin
AD-iligkili anormal insiilin ve glukoz metabolizmasinin altindaki mekanizma
olabilir. Defektif insiilin sinyalizasyonu ndronlar1 enerji yoksunu ve oksidize edici
ajanlara karsi hassas hale getirir bu da mitokondride fonksiyonel ve yapisal
degisikliklere sebep olur. AP ve hiperfosforile tau sinerjistik olarak mitokondriyal
biyoenerjetigi bozar ve oksidatif stresin etkisini artirir bu da noérodejeneratif
mekanizmalar1 hizlandirir. Merkezi insiilin direnci, bozulmus serebral glukoz
metabolizmas1 ve mitokondriyal yetmezlik AD patolojisindeki tehlikeli Ti¢liiyii temsil

etmektedir.

2.11. Diyabetik Sicanlarda Serebellum ve Beyin Sapi Bolgelerindeki Noronal
Harabiyetin Norodejeneratif Hastaliklarla iliskisi

Insiilin reseptorlerinin merkezi sinir sistemi boyunca bazi bdlgelerde daha
yogun dagildig1r goriilmiistiir. Bu bdlgeler arasinda  6zellikle hipotalamus,
olfaktér ~ bulbus, serebral korteks, serebellum, hipokampilis ve striatum
bulunmaktadir  (165). Insiilin ve insiilin reseptdrlerinin beyindeki bu dagilim
modeli farkli kaynaklardan periferal ya dalokal) gelen insiilinin bu bdlgeler
arasinda noronal sinyal iletimine katki sagladigi diisliniilmektedir (218).
IR’leri intraseliiler olarak c¢ogunlukla hiicre gévdelerinde ve sinapslarda yiiksek
protein ekspresyonuyla lokalize olmaktadirlar ve glialarda daha az yogunluktadirlar
Benzer olarak noronlarda ve glialarda 6zellikle hipokampus, amigdala,
parahipokampal girus, serebellum, serebral kortekste IGF-1R’leri de
bulunmustur (76) (Sekil 13).
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Sekil 13: Beyinde IR, IRS-1, IRS-2 ve IGF-R Proteinlerinin Bolgesel ifadelerinin Gosterilmesi
(108)

Kardiyak ¢iktinin %15’ini alan beyin gibi fizyolojik ihtiyaci biiyiik olan bir
organ periferik hipoinsulinemi ve hipergliseminden ve bu kosullarin ¢iktilarindan en
cok etkilenecek organdir. Sekilde goriildiigli iizere beynin ¢ok ¢esitli bolgerinde
insulin reseptorlerinin var oldugu gosterilmektedir. Bu da gostermektedir ki bu
bolgelerde de insulin aracili sinyal transdiiksiyon yolaklar1 bazi 6nemli
mekanizmalarm yliriitiilmesinde rol oynamaktadir. Simdiye kadar yapilan ¢aligmalar
Insulin Reseptérlerinin daha yogun bulundugu ve AD ve PD gibi popiiler
ndrodejeneratif hastaliklarin patolojisinde anahtar rol oynadigi kanitlanmis Korteks,
Hipokampiis, Striatum gibi bdlgeler lizerinde yiiriitiilmekteydi. Biz ise ¢aliyjmamizda
yine IR bakimmdan zengin ve son zamanlarda norodejeneratif hastaliklarda daha
etkin rollerinin oldugu agigia ¢ikmaya baglayan serebellum ve beyin sap1 gibi

yapilarin incelenmesini uygun gérmekteyiz.

Eger hipoinsulinemi sonucu bu bdlgelerde insulin ve insulin reseptorii
etkilesimi gergeklesemiyorsa insulin aracili sinyal yolaklar1 baglatilamaz ve bilinen
en Oonemli PI3K/Akt yolagi sekteye ugrayarak hiicre sag kalim molekiillerinin

olusumu engellenir. Ayrica hiperglisemi sonucu noéronal ¢evrede meydana gelen
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stres hiicreleri apoptoza siirlikleyebilir. Ve bu bolgelerde tetiklenen apoptozis bu

bolgelerle iliski norodejeneratif olgulara katkida bulunabilir.

2.11.1. Beyin Sap1 ve Norodejeneratif Hastaliklarla Tliskisi

Parkinson Hastaligi (PD) AD’den sonra en yaygin ikinci norodejeneratif
hastaliktir. 60 yas Ustii bireylerin %]1’inde goriilmektedir. PD 150 yildir motor
hareket hastalig1 olarak bilinmektedir. PD’nin 6zelligi beyin sapma ait orta beyin
kismindaki pigmentli noronlarin dejenerasyonudur. Substantia nigra (SN)’daki
pigmentli noronlar basal gangliyonlara dopamin saglamaktadir. Bu néronlarm %30-
70 kayb1 klinikte basal gangliyon devrelerindeki dopamin deplesyonuyla iliskili
bulunmustur (41). Substantia nigra beyin sapinda bulunmasina ragmen hastaligin
ilerlemesi supratentorial bozukluklarla iliskilidir. Braak et al. (28), 2003’de yaptiklar1
calismalardan sonra elde edilen verilere gére PD’de biriken lewy cisimciklerinin
substantia nigradan 6nce baska beyin sap1 ¢ekirdeklerinde de biriktigi gdsterilmistir
(28) . Bu nedenle motor dis1 harabiyetler, spesifik olmayan semptomlar, otonomik
disfonksiyon, depresyon ve uyku bozukluklar1 gibi semptomlar ile beyin sapinda
meydana gelen dejeneratif olgular arasinda korelasyon aramak gerekmektedir (86).

PD gibi AD’de progresiftir ve tedavi edilemeyen bir demans tiirtidiir. Tiim
demans vakalarmnin %50-70’inden sorumludur (1). PD’deki Lewy cisimcikleri gibi
AD’de de NFY denilen hatali protein birikimleri meydana gelmektedir ve bu
birikimlerin anatomik lokalizasyonlar1 6nem arz etmektedir. Braak et al. (28)
yaptiklari ¢calismaya gére AD’de NFY birimkileri hastaligin sathalarina gore rastgele
olmayan bir diizende anatomik bir dagilim gostermektedir. Braak et al. (28)’un
hastalig1 derecelendirme sistemine gére NFY nin birikimi 6 sathaya ayrilmaktadir.
NFY’ler Evre I’de transentorhinal bolgedeyken evre VI’da primer neokortikal
alanlara yayilmaktadir. AD’de beyin sapinda hatali protein birikimleri olmadigindan
supratentorial bir hastalik olarak diistiniilmektedir. Ancak AD’de beyin sapinda
cesitli  patolojik degisiklikler oldugunu gosteren bircok ¢aligma  vardir.
Norodejeneratif olgularda Lokus coereleus, ve substantia nigrada hiicre kayiplar1

gozlenmisti (20,79).
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2.11.2. Serebellum ve Nérodejeneratif Hastahklarla Tliskisi

Multiple sistem atrofisi (MSA, progresif supraniikleer palsi (PSP), Serebellar
ataksiler, PD ve motor noron hastaliklar1 (MND) gibi subkortikal norodejeneratif
hastaliklardan ayr1 olarak kognitif bozukluklarin da serebellar dejenerasyonla iliskili
oldugu gosterilmistir (12, 19, 98, 132, 158). Ayrica AD’de ve Lewy cisimcigi iliskili
demans tiirlerinde, Frontotemporal lob demanslarinda serebelar dejenerasyonun yer
aldig1 gosterilmistir (33, 141, 206). AD’de serebellar dejenerasyon posterior
serebellar loblarin atrofisi ile karakterizedir. Ve bu atrofi kognitif bozukluklarla
koreledir (195). Norodejeneratif olgulardaki serebeller dejenerasyonun temel
histopatolojik 6zellikleri arasinda purkinje hiicre populasyonunda azalma, molekiiler
ve graniiler hiicre tabakalarinda atrofi ve korteks tabakasinda amiloidozis ve gliozis
yer almaktadir (21, 73). Bunun yani sira serebellumda senil plak ubiquitasyonunda
artis, norit dejenerasyonu, dendritik spine yogunlugunda anormallikler (55),
vestibuloserebellar ve visual yollardaki sinaptik yapilarda anormallikler goriilmiistiir
(14, 15).

Ek olarak diyabetes mellitus, obezite ve kronik alkolizim gibi sistemik

hastaliklar serebellar dejenerasyonu etkilemektedir (37).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Hayvanlarin On Muayeneden Gegirilip Gruplarin Olusturulmasi

S6z konusu calisma igin Celal Bayar Universitesi, Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Yerel Etik Kurul’unun 17.03.2015 tarih ve 77/637/435-25 sayili karar1
cercevesinde Etik Kurul Onay’i alinmistir. Deneylerde 250-350 g agirhginda ve
erkek Wistar cins sicanlar kullanilmistir. Siganlar Celal Bayar Universitesi
DEHAM’inden elde edilmis ve rastgele gruplandirilarak her bir kafeste 4 hayvan
olacak sekilde kafeslenmislerdir. Tiim hayvanlar 12 saat gece ve 12 saat giindiiz
dongiisii olacak sekilde deney giiniine kadar bekletilmistir ve handling uygulanmistir.
Hayvanlar ~24°C’de sicakligin kontrol edildigi bir odada; suya ve gidaya ad-libitum
erisebilecekleri sekilde tutulmuslardir. Siganlarin 6 haftalik deneysel siire¢ boyunca
birebir takip edilmeleri i¢in her biri kuyruklarindan isaretlenerek kimliklendirilmistir.
Deneysel siire¢ 0ncesinde kilo dl¢iimleri yapilip kaydedilmistir. Tiim uygulamalar
Celal Bayar Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma Merkezi
(DEHAM)’nde gergeklestirilmistir.

Deney gruplari su sekilde dizayn edilmistir:

Kontrol (n=7): Kontrol (Sham grubu; Intraperitoneal (ip) 0.1 M sodyum sitrat
¢oOzeltisi uygulanmistir)

STZ (n=7): Diyabetik (Tek doz i.p. 45 mgkg™ Streptozotosin (STZ) uygulanmustir)
STZ+INS (n=7): insulin tedavisi alan ( Tek doz i.p. 45 mg kg™ STZ + Subkutanéz

5u kg™ giin™ glargine (uzun etkili) tip insulin uygulanmustir).

3.2 Streptozotosin ile Indiiklenen Diyabetik Sican Modelinin Olusturulmasi

Kontrol grubundaki sicanlara, bir gece Oncesinden a¢ birakilarak, sabah
saatlerinde intraperitonel yoldan 0.2 ml 0.1 M sodyum sitrat ¢ozeltisi (pH 4.0-4.5)

uygulanmigtir.
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Diyabet grubundaki hayvanlarin olugturulmasi i¢in STZ kullanilmigtir. STZ bir
glukoz analogudur. STZ pankreasin 3 hiicrelerini igerisine GLUT-2 glukoz
transporterlar1 araciligiyla girer ve insulin salgilayan [ hiicrelerini parcalayarak
insulin salinimin1 engeller (174). Bu nedenle intraperitoneal veya intravendz STZ
enjeksiyonu Tip I Diyabet modeli olusturmada en sik kullanilan yontemdir. Sistemik
dolasimdaki STZ ile glukoz, pankreas hiicrelerine GLUT-2’lerce alinmak iizere
yarisacagindan STZ uygulamasindan 6nce siganlar 12-16 saat (gece boyu) ac
brrakilmistir (3) . Boylece STZ nin etkisi artirilmistir. STZ uygulamasi oncesi aglik
kan sekeri Ol¢imii yapilmistir. STZ’nin o ve B olmak {izere iki anomerik formu
bulunmaktadir. Bunlardan sadece o anomeri GLUT-2 ile B hiicrelerine alinir . STZ
1518a ve sicakliga duyarli oldugundan yarilanma 6mrii solusyon hazirlandiktan sonra
ortalama 19 dk’dir. Satin alinan STZ preperatinin >%75’1 a anomeri formundadir.
Ancak bu ordan 1s1 ve 1518a maruz kaldikga B anormer formuna doniismektedir
(STZ, Sigma, St. Louis).

STZ 0.1 M sodyum sitrat pH:4.0-4.5 ¢ozeltisinde ¢oziilerek 45 mgkg™ olacak
sekilde intraperitoneal yoldan uygulanmustir (74, 191). STZ her bir sigana 0.2 ml
hacimde verilmistir. STZ’nin yarilanma Omrii ¢ok kisadir ve bu siire 1518a ve
sicakliga ¢ok duyarli oldugundan islem miimkiin oldugunca hizli ve karanlikta
yapilmaya calismistir. Hazirlanan sodyum sitrat ¢ozeltisinin taze ve soguk olmasina
dikkat edilmistir.

STZ uygulmas1 akut olarak pankreatik B hiicrelerini yikacagindan bir anda ¢ok
sayida P hiicresinin yikimi periferik dolasima kontrolsiiz bir insiilin salinimina sebep
olabilir ve buna bagli ani hipoglisemik sok gelisen hayvanlarda hizli kayiplar
goriilebilir. Bunun Onlenmesi adina STZ uygulamasindan 4 saat sonra siganlarin
tercihine birakilacak sekilde igmeye suyunun yaninda %35’lik dekstroz solusyonu da
verilmistir (179). Ve ayn1 sekilde STZ nin etkisini artirmak amaciyla uygulamadan 4
saat sonra yeme ulasim serbest birakilmistir (16).

STZ uygulamasindan 72 saat sonra aglik kan sekerleri Olgtilerek aclik kan
sekeri degeri 250 mg/dL nin lizerinde olanlar diyabetik olarak kabul edilip ¢alismaya
bu hayvanlarla devam edilmistir (66).

Sicanlar 6 hafta boyunca takip edilerek hiperglisemik kosulu 6 hafta boyunca

slirdiirenler deney sonunda analize almmustir.

47



Resim 1: intraperitoneal STZ enjeksiyonu

3.3 Sicanlara Insulin Uygulamasi

Insulin replasman tip 1 diyabetteki hipergliseminin kontrol altina alimmasi i¢in
tek etkili tedavi yoludur (152). Bu nedenle g¢alismamizda STZ uygulamasi ile
olusturulan insulin hormon eksikliginin beyinde olusturdugu 4 haftalik kronik etki
iizerine 2 hafta boyunca uygulanan insulin tedavisinin iyilestirici etkisi
arastirilacaktir. Ancak bu asamada insulinin dozunun belirlenmesi oldukc¢a
onemlidir. Yapilan ¢alismalara gére yogun insulin uygulamalar1 insulin direncine yol
acarken c¢ok diisilk insulin uygulamar1 ise glisemik kontrolii saglayamamaktadir
(152). Yine bir ¢alismada insulin siganlara giinliik olarak 1.5, 3, 6, ve 9 U olacak
sekilde 7 giin boyunca uygulanmis 6U/giin ve 9U /giin uygulanan si¢anlarda glisemik
kontrol saglanirken insulin direnci olusmus; 1.5-3U/gilin uygulanan siganlarda ise
insulin direnci gelismemis ancak glisemik kontrol saglanamamaigtir (152).

Calismamizda ndrodejeneratif olgular iizerine egilecegimizden insulin
direncinin inceleyecegimiz ndrodejeneratif olgulara etkisini ekarte etmek i¢in insulin
direncinin olusmayacagini 6n gérdiigiimiiz 1.5-3U giin™ araliginda olan 5Ukg ™ giin™
(yaklasik 1.75-2U giin™ e tekabiil etmektedir) dozu segilmistir. Ayrica segilen bu
doz nérodejeneratif olgular {izerine insulinin etkisinin arastirildig: diger caligmalarda
kullanilmis olup iyilestirici etkisi gozlenmistir (23, 24, 107).

Yalnizca 3. gruptaki siganlara hipergliseminin ve hipoinsiilineminin kronik
etkisi meydana geldikten sonra 6 haftalik toplam deney siireci igerisinde son 2

haftalik periyoda giinliik insiilin uygulamasi yapilmustir. Insulin uygulamalar1 her
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giin ayni saate (10:00) subkutan yoldan 5ukg™giin™ olacak sekilde verilmistir (23,
106, 107).

Uygulanan insulin uzun siire etkili, Glargine cinsinden (Lantus SoloStar
marka) olup giin boyu tek doz uygulama sayesinde bazal insiilin seviyesinin

korunmasina yardimct olmaktadir (77).

Resim 2: Subkutan insulin Enjeksiyonu

3.4 Sicanlarda Viicut Agirhg Takibi
Tip I diyabetin en 6nemli bulgularindan biri kilo kaybidir. Bu nedenle 6 hafta
boyunca aglik kan sekeri Ol¢limii Oncesi sicanlar tartilarak viicut agirhigi

degisiklikleri kaydedilmistir.

3.5 Haftahk Achk Kan Sekeri Ol¢iimii ve Takibi

Sicanlar bir gece Oncesinden 12 saat a¢ brrakilmistir. Kan sekeri Ol¢timii
kuyrukdan enjektor ile delme yontemi ile bir damla kan alinarak Roche Accu-Check

Performa Nano marka glukometre cihazi ve stripleri araciligiyla dl¢iilmistiir (71).
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Resim 3: Kuyruk Kanatma Yontemi ile Aclik Kan Sekeri Olgiimii

3.6 Genel Anestezi Altinda Intrakardiyak Kan Alma ve Deneyin
Sonlandirilmasi

Deneyin sonlandirilacagi giin biyokimyasal analizlerde kullanmak iizere kalbin
ponksiyonu ile intrakardiyak kan alimi yapilmistir. Intraperitoneal sodyum
pentobarbitone (40 mg kg™) uygulmasi ile anestezi uygulanmustir (17). Tirnakla
kistirma yoluyla ekstremitelerden geri ¢ekilme refleksi kontrol edilerek hayvanlarin
anesteziye girip girmedigi belirlenmistir. Genel anestezi altindaki sicanlar sirt tistii
yatirilarak tezgaha sabitlenmistir. Abdomen bolgesinden agilarak kalp goriiniir hale
getirilmistir (Resim 4). Enjektor ile ventrikiile girilerek vacutainer yardimiyla kan
EDTA’l1 tiiplere alinmistir (Resim 5). Bu yontemle deney sonlandirilmig ve siganlar
dekapite edilmistir. Alman kan Ornekleri c¢alismanin devaminda yapilacak

biyokimyasal ve genetik analizlerde kullanilmak {izere -80° C’de saklanmaktadir.
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Resim 4: Terminal Intrakardiyak Kan Alim1 Igin Abdomenin Agilmast
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Resim 5: Intrakardiyak Kan Alim
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3.7 Serebellum ve Beyin Sap1 Bolgelerinin Cikarilmasi

Buz iizerinde kafatasi agilarak beyin ¢ikarilmig ve daha sonra ilgilenilen hedef
bolgeler (serebellum ve beyin sap1) zarar verilmeden ¢ikartilmustir (184). Her bir
hayvana ait dissekte edilen dokularin sag taraflar1 gen ekspresyonu g¢alismasinda
kullanilmak tizere -80°C’de depolanirken, sol taraflari1 immunohistokimya
calismalarinda kullanilmak tizere 50 ml’lik idrar kaplarinda %10’luk formaldehit

¢ozeltisinekonulmustur (Resim 6, 7 ve 8).

Resim 6: Kafa Derisinin Agilmasi
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Resim7: Kafatasinin Agilmasi ve Beynin ¢ikarilmasi a) Foramen Magnum’dan Girilerek Kafatasinin
Acilmast b) Optik Kiazma ve Kranial Sinirler Kesilerek Beynin Kafatasi Tabanindan Ayrilmasi c)
Beynin Biitiin Halde Cikarilmasi
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Resim 8: Beyin Sap1 ve Serebellumun Birbirinden Ayrilmasi

3.8 Dokulardan Total RNA izolasyonu

Tim doku orneklerinden 50 mg alinarak (piring biiyiikligiinde) ezilerek ve
homojenizator kullanilarak pargalanip 2ml ependorf tiiplere aktarildi ve asagidaki

siire¢ izlendi:

e  Tiiplere 1 ml tripure eklenir ve tiipler 45 saniye vortekslenir. Boylece tiipteki
hiicreler homojen bir goriiniim alarak pargalanir ve tripure reagent etkisiyle de
pembe bir renk gdriiniimiinii alir.

e  Vortekslenen tiipler buza alinir ve 2 dakika bekletilir. Vortekste o hizin ve
siirenin etkisiyle 1sman tiipleri sogutmak i¢in bu isleme bagvurulur.

e 5 dakika oda 1sisinda bekletilir.

. Tiiplere 200 ul kloroform eklenir ve 5 dak beklenir.

% Kloroform; homojen hale gelen dokuda faz olusumunu saglar. Boylece

RNA, DNA ve protein elde edilir.
e 12.000 rpm’ de 4 C © de 20 dakika santrifiij yapilir.

e  Santriflij sonunda 3 faz olusur.

% 1.FAZ (Sulu faz): RNA igerir. (Renksizdir.)
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% 2.FAZ: DNA igerir. (beyaz renklidir.)
% 3.FAZ (Organik faz): Protein igerir. (Sekil 14)

Ee—

Renksiz akéz faz,
:> RNA igerir

I:> iNTERFAZ \
DNA ve Protein
icerir
:> PEMBE ORGANIK FAZ /

Sekil 14: Trizol Yonteminde Santrifiigasyon Sonrasi Olusan 3 Fazin Gosterilmesi

e RNA izolasyonu i¢in renksiz olan 1.faz yeni tiipe aktarilir

e Yeni tiipe 500 ul izopropanol eklenir. Oda 1s1si1nda 10 dakika inkube edilir.

e [zopropanol RNA’ y1 DNA ve diger safsizliklardan arindirmak i¢in kullanilir.
e 12.000 rpm’ de 4 C’ de 10 dak santrifiijlenir. Siipernatant atilir.

e Olusan ¢okelek iizerine 1 ml %75 EtOH eklenir.

e 7.500x g’ de 4 C’de 5 dak santrifiijlenir.

e Santrifiij sonunda siipernatant atilir.

e 57 C’ de EtOH ucurulur.

e Kalan ¢okelege 50-100 ul RNAse free su eklenerek pipetaj yapilir.

RNaz-free su kullanilir. izolasyonun ardindan RNA konsantrasyonlari
spektrofotometrik  yontemlerle Olgiilir. Elde edilen RNA  Orneklerinin
konsantrasyonu ve safliklar1 260 ve 280 nm dalga boylarinda absorbanslarmnin
dlciilmesiyle belirlenir. izole edilen RNA’larin safligt 260 nm ve 280 nm’deki
absorbanslarinin orani ile kontrol edilip, ideal safliktaki kaliteli RNA’nin A260/
A280 absorbans oranimin 1,8-2,0 olmas1 beklenmektedir. Spektrofotometrik 6l¢iimiin
yani swra RNA  degredasyonunun kontrolii agaroz jel elektroforeziyle
gerceklestirilebilir. Genel olarak reaksiyon basina 5ng total RNA’nin ortalama

diizeyde ifade edilen mRNA tespitinde yeterli olacag: diisiiniilmektedir. Buna bagl
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olarak gen ifadesi bakilacak materyalin 6zelligine bagli olarak RNA miktar1
reaksiyon basma 5ng ile 5 pg arasinda alinmalidir. Bu asamada elde ettigimiz

mRNAlarin degrade olmasmi engellemek i¢in, 6rnekler -80 derecede saklandi.

Santrifuj edilir.

Doku drnegi ve Trizol Magna Magna Lyser cihazi ile Niikleik Asit ve
Lyser Green Bead tiipiiniin icine homojenize edilir. Proteinler
atilir. ‘ siipernatanttan alinir.

Sekil 15: MagnaLyser ile Doku Homojenizasyonu Prosediirii

Resim 9: MagnaLyser Cihazi
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3.9 RNA’dan Komplementer DNA Sentezlenmesi

cDNA sentezi i¢in Transcriptor First Strand ¢cDNA Synthesis Kit (roche;
04379012001) kullanilmustir. Her 6rnek icin RNA+H20O’dan 11 konur ve 2 ul
Random hexamer primer (vial 6) eklenir.

Tek Reaksiyon icin

Reaction Buffer (vial 2) 4 ul

Protector RNase Inhibitor (vial 3) 0,5 pl

Deoxynucleotide Mix (vial 4) 2 ul

Transcriptor Reverse Transcriptase ( vial 1) 0,5 ul RNA 6rnegi
11 pl

Random hexamer primer (vial 6) 2 u

Toplam 13 ul

Tiipler thermalcycler cihazma yerlestirilir.65 °C’ de 10 dk RNA lar denatiire
edilir.
Bu arada mastermix hazirlanir.(Bu miktarlar 6rnek sayila ¢arpilarak hazirlandi)

Toplam 7ul

Thermalcycler’dan alman 6rnekler sogutma kabina yerlestirilir.
Her tiipe 7 pl hazirlanan karigimdan dagitilir ve pipetle 3-4 kez karistirilir.
Tiipler thermal cycler’a yerlestirilir ve asagidaki hazirlanmis program c¢aligtirilir.
v 25°C ‘de 10 dk
v 50°C’de 60 dk
v 85°C’de 5 dk
v °C’de bekleme
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3.10 Hedef Genlere Ait Primer ve Probe’larin Dizayni ve Sentezi

Primer dizayni i¢in hedef genler ve housekeeping gen olarak ActB (Aktin
Beta) gen bolgeleri NCBI ve ensemble gen bankalar1 kullanilarak belirlendi. Bu iki
fragmenttin cDNA sekanslar1 ayn1 zamanda normal bolgeleri kullanirak da primer ve
probe dizayni edildi. Primer probe dizayni clustal W aling programi ve oligo7
software kullanilarak yapilmistir. Elde edilen primer ve probe’lar blast programi ile

spesifikligi kontrol edilmistir.

Tablo 1: Oligoniikleotid Sentez Raporu

Baz MA" tm ec ©OP
Oligo Baz Dizisi 5°-3° Safhik i o Nmol

Sayisi @mol)y (O () 2501m
ad1
XIAP TATACTCATTAA

STD 6438 540 381 1263 514

. CAAGGAGC
XIAP TGGCTTCCAATC

18 STD 5491 560 556 965  51.2
. CGTGAG

DIABLO TCGAAGCCATC
F ACCGAGTAT

20 STD 6086 57.3 50.0 1121 50.8

DIABLO ATCACCTGC
20 STD 5942 59.4 550 1161 58.2

R CACACCTCA TC
ACTN CCCAGATCATGT

21 STD 6381 579 476 1075 480
. TTGAGACCT
ACTN AGGCATACAGG

20 STD 6153 573 500 1351 556
5 GACACACA
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3.11 Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile mRNA Ekspresyonlarinin
Olgiilmesi

Elde edilen cDNA’lar, yukarida belirtilen primerler, probelar ve katalog
numaralar1 kullanilarak asagidaki karisimlar, cihaz protokolleri ve Light Cycler 48011

cihazi ile calisilmistir.

Tablo 2: Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu Igin Thermal Cycler Cihaz Protokolii

Program Denaturasyon Amplifikasyon Cooling
Parametre
Analiz modu Yok Kuantifikasyon modu Yok
Dongii 1 50 1
Hedef [°C] 95 95 40 72 40
Siire 10 dk 10 dk 30sn 1sn 30 sn
Ramp.Rate [°C/s] 20 20 20 20 20
Acquisition Mode Yok Yok Yok Tek Yok

Hedef Genlere Ait Karistimin Hazirlanisi;

Tek Reaksiyon i¢in

Niikleaz Free su 6.8 ul
Forward Primer(20uM) 0,5 ul
Reverse Primer(20uM) 0,5 ul
Tagman Probe-UPL probe (10uM) 0,2 ul
Enzim ve dNTP karigimi 10 pl
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Toplam 18 pl

ACTB Kansiminin Hazirlanisi;

Tek Reaksiyon i¢in

Niikleaz Free su 7.0 ul
Primer-Probe Karisimi 1.0 ul
Enzim ve dNTP Karisimi 10 pl
Toplam 18 ul

v Reaksiyon tiipiinde, tek bir reaksiyon i¢in reaktiflerin her birinden eklenir ve
reaksiyon sayisi kadar konulup, reaksiyon karisimi hazirlanir.

v Karisim spin ettirilir ve kapilerlere yada plate’lere her bir reaksiyon i¢in 18 pl
reaksiyon karigimindan transfer edilir.

v' 2 ul ornek veya kontrol her bir kapilere son reaksiyon hacmi 20 ul olacak
sekilde ilave edilir.

v' Hazirlanan Kkapilerler (karisgim ilave edildikten sonra) soguk bloktaki

adaptorleri ile birlikte 2000 rpm’ de 15 saniye santrifiijlenir.

3.12 2T Yintemi ile Ekspsresyon Diizeylerinin Rolatif Hesaplanmasi

Elde edilen sonuglar relatif kantitasyon yapilabilmek igin 24" metodu
kullanilir. Bu metod ile hedef gen CT degerleri ACTB ile normalize edilir (bu

deger A Ct olarak geger) ve gruplar arasinda oranlanarak elde edilen sonu¢ AA Ct’yi
verir (119).
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Sekil 16: Amplifikasyon Egrilerinde Cycling Threshold (CT) Degerlerinin Gosterilmesi

3.13 immunohistokimya Cahsmalar

3.13.1. Doku Takip islemleri

Alman doku ornekleri % 4’liilk formaldehit iceren siselere konularak asagida
siralanan islemlere tabi tutuldu.
AKkarsuda yikama (24 saat)

Dehidratasyon islemi:

%70’lik Alkolde 24 saat,

%380’lik Alkolde 1 saat,

%96’lik Alkolde 1 saat,

%100’liik Alkolde 1 saat bekletildi.

AN NI NN

Seffaflastirma islemi:
v" Ksilende 10 dakika,
v" Ksilende 10 dakika bekletildi.

Infiltrasyon islemi:

v' Ksilen + paraplast karisimmda 60°C‘lik etiivde 1 saat,
v' Boncuk parafinde 60°C*lik etiivde 1 saat,

v' Paraplast igerisinde 60°C‘lik etiivde 2 saat bekletildi.
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3.13.2 Dokularin Parafin Bloklara Gomiilme Islemi:

Dokular paraplast bloklara gomiilerek kesit alinmasi islemine hazir hale getirildi.

3.13.3 Bloklarin Kesilmesi:

Paraplast bloklardan mikrotom (Leica RM2125RT, Nussloch; Germany) ile kesilen 5

pm’lik kesitler cam lamlar tizerine alindi.

3.13.4 immiinohistokimyasal islemler:

Immiinohistokimyasal degerlendirme igin yukarida belirtilen yontemler ile
hazirlanan parafin bloklardan 5 pm kalinliginda alinan kesitler Avidin-Biotin (ABC)
metodu kullanilarak Anti-HMGB1 (Abcam®, Rabbit polyclonal antibody, 1/50

diliisyon) antikoru ile boyandi. Boyama isemleri asagida 6zetlendigi gibi yapildi.

Tablo 3: immunohistokimya Protokolii

1. | Ksilen 2 x 30 dk
2. | %100 Alkol 2 dk
3. | %96 Alkol 2 dk
4. | %80 Alkol 2 dk
5. | Distile Su 2x3dk
6. | % 10 H,O; (in dH20) 15 dk
*Endojen Peroksidaz aktivitesini durdurmak igin
uygulandi
7. | PBSile Yikama 2 x5dk
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8. | Tripsin 15 dk
9. | Antikor Diliisyonu 2 saat
* Anti PI3K, anti Akt, anti Bcl-2, anti BIM1 antikoru,
antibody diliuent (SC 1618, SC 48644, SC 492, SC
8267) ile 1/100 oraninda seyreltildi.
10. | Primer antikor ile Inkiibasyon 1 gece
* Prepatlar nemli ortami saglayan bir kap igerisine
yerlestirilerek +4°C’de bekletildi ve primer antikorun
baglanmasi saglandi. (SC 1618, SC 48644, SC 492, SC
8267)
11. | PBS ile Yikama 3x5dk
12. | Sekonder Antikor 30 dk
* Preparatlar biotinlenmis sekonder antikor ile oda
sicakliginda inkiibe edildi.
13. | PBS ile Yikama 3x5dk
14. | Streptavidin Peroxidase 20 dk
*Streptavidin-HRP ile preparatlar oda sicakliginda
inkiibe edildi.
15. | PBS ile Yikama 4 x1dk
16. | Substrat-Kromojen (DAB) 30 dk
*Preparatlar DAB  substrat-kromojen  soliisyonunda
kahverengi renk alincaya kadar tutuldu
17. | PBS ile Yikama 3x5 dk
18. | Zit boyama

* Boyama oOncesinde preperatlar distile su iginde 5

dakika tutuldu. Daha sonra Mayer-Hemotoksilen ile 30
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saniye zit boyama yapildi. (Bu islem siiresince dokular
mikroskopta incelendi, eger c¢ekirdekler yeteri kadar
mavilesmemis ise tekrar hematoksilene alindi ya da
amonyakli suya batirilarak fazla boyanmis ¢ekirdeklerin

boyasi solduruldu).

19. | PBS ile yikama 3x5dk

20. | Alkol Serilerinden Gegirilmesi

%70 Alkol 2 dk
%80 Alkol 2 dk
% 96 Alkol 2 dk
%100 Alkol 2 dk
21. | Havada kurut 15-20 sn
22. | Ksilen 2 - 30dk

* Kapatma medyumundan 1 damla damlatilarak lamel ile

kapama yapilir.

3.13. 5 Kesitlerden Goriintii Elde Edilmesi:

Incelemeye hazir hale gelen kesitler Olympus BX 43 (Olympus, Tokyo; Japan)
marka kamera atagmanli 151k mikroskobu altinda incelenerek ilgili tiim gruplara ait
fotograflar ¢ekildi.

Alinan dokular ayrica, anti-PI3K, anti-Akt, anti- Bcl-2 ve anti- BIM1 primer
antikorlar1 igin indirekt immiinohistokimyasal yontemle boyandi. Immiinoreaktivite

siddeti; hafif (+), orta (++), siddetli (+++) ve ¢ok siddetli (++++) olarak skorlandi.
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3.14 istatistiksel Analiz

Flde edilen veriler ortalama =+ standart hata olarak belirlendi. Elde edilen
verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyleri ANOVA testi ile belirlendi. p<0.05

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Hayvanlarda Viicut Agirhgi Takibi Sonuclar

Tek doz intraperitoneal 45 mg kg™ STZ uygulamasi yapilan siganlarda 6 hafta
boyunca kilo kayb1 gézlenmistir. STZ uygulanan siganlar her hafta bir 6nceki haftaya
gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde kilo kaybetmislerdir. 4. ve 5. haftada
insulin uygulanan sicanlarda ise kilo kaybinin durdugu ancak kilo artigimin
gozlenmedigi goriilmektedir. Insulin uygulamasindan onceki haftalara gore insulin
uygulanan haftalardaki viicut agirlig: istatistiksel olarak birbirinden farkli degildir

(Tablo 4 ve Sekil 17,18).

Tablo 4: STZ Uygulanan Siganlarda Viicut Agirliginda (g) Gozlenen Degisimler

KONTROL STZ STZ+INS
n=7 n=7 n=7

STZ Uygulamasi

Oncesi 334,83+ 28,82 320,57 +13,71 304 + 15,57
1. Hafta 334,83 + 28,82 320,57 13,71 304 £15,57
2. Hafta 338,67+23,59 293,57+ 20,59ab 279,46 +44,7ab
3. Hafta 339,66 +26,77 268,57 + 34ab 227,8 £27,62ab
4. Hafta 341,6 £28,91 244 £34,5b 194,8 + 29,14ab
5. Hafta 341,83 +£29,19 235,28 £34,23ab 207,6 + 24,5ab
6. Hafta 342,33 £28,64 219,57 £29,33ab 213,2 £16,9ab

a: Kontrole gore p<0,05

b: STZ Uygulamasi 6ncesine gére p<0.05
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Sekil 17: Haftalik Viicut Agirligi (gr) Takibinin Siitun Grafigi ile Gosterilmesi



4.2.  Achk Kan Sekeri Diizeylerine Dair Bulgular

Tek doz intraperitoneal 45 mg kg™ STZ uygulamasi yapilan siganlarda 72 saat
sonra aclik kan sekeri diizeylerinin 250 mg/dL’nin {lizerine ¢iktig1 gozlenmistir. 6
hafta boyunca siganlarm bu hiperglisemik durumu korudugu gézlenmistir. 5U kg™
giin™ subkutan insulin uygulamasi yapilan son iki hafta boyunca aclik kan sekeri
diizeyi ilk 4 haftaya gore diismiis ancak yine de hiperglisemik kosul bozulmayacak
sekilde 250 mg/dL’nin altina diismemistir. STZ uygulanan hayvanlarda aclik kan
sekeri dilizeyleri kontrole ve STZ uygulamasi 6ncesi degerlere gore anlamli bir artis
gozlenirken; Insulin uygulanan hayvanlarda aclik kan sekeri diizeyi daha i1limh

seviyelere inmistir (Tablo 5, Sekil 19).

Tablo 5: STZ Uygulanan Siganlarda Haftalara Ait A¢lik Kan Sekerinde (mg/dL) Gozlenen

Degisimler
KONTROL STZ STZ+INS
n=7 n=7 n=7

STZ Uygulamasi

Oncesi 101,02 +15 101,02+15 101,02+15
1. Hafta 128,8+28,4 378,57+70,8a,b 408,8+35,38a,b
2. Hafta 98,3+18,7 291,4 £69,3a,b 435,6 +71,6a,b
3. Hafta 99,3+11,9 342,28+74a,b 355,8+106,75a,b
4. Hafta 97,8+12,92 328,4+80,30a,b 336,8+74,39a,b
5. Hafta 91,1+6,11 314,3+60,55a,b 329,4+69,75a,b
6. Hafta 90,6+7,5 322,9+45,11a,b 327,8+51,85a,b

a: Kontrole gore p<0,05

b: STZ Uygulamasi dncesine gore p<0.05
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Sekil 19: STZ Uygulamas1 Oncesi ve Sonras1 Haftalik Aglik Kan Sekeri Diizeyleri Degisimi

4.3 Organlardaki Gozlenen Morfolojik ve Patolojik Degisimlere Dair Bulgular

6 haftalilk deney siireci sonlandirildiginda STZ uygulanan hayvanlarin
organlarinda patolojik degisiklikler gozlenmistir. Resim10 ve 11°de gosterildigi gibi
ozellikle akciger ve bobrekde gozle goriiliir kitle ve lezyonlar saptanmistir. Buradan
STZ’nin 6 haftalik kronik etkisinin organlar {izerinde hasar olusturdugu

goriilmektedir. Bu doku ve organlar patolojik incelemeler i¢in depolanmustir.
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Resim 10: STZ Uygulanan Siganlarin Akcigerlerinde Meydana Gelen Kitle ve Lezyonlar
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Resim 11: STZ Uygulanan Siganlarm Bobreklerinde Gozlenen Kitle ve Lezyonlar

4.4 Serebellum ve Beyin Sapinda XIAP ve Smac/DIABLO Geninin mRNA
Ekspresyonlarina Dair Bulgular

Yapilan gen ekspresyonu ¢alismalarinda Real-Time PCR yontemi kullanilmis
ve hedef genlerin ekspresyonlar1 kontrol grubuna gore ve internal kontrol gene (B-
Aktin) gore relatif olarak hesaplanmistir. Sekil 20 ve Tablo 6’da goriildiigii tizere
XIAP mRNA ekspresyonu serebellum ve beyin sap1 bolgelerinde STZ uygulanan
grupta degismezken; insulin uygulanan grupta anlamli sekilde artmustir. Insulin
antiapoptotik bir molekiil olan XIAP’nin mRNA ekspresyonunu pozitif yonde
etkilemektedir. Apoptozisi tesvik eden Smac/DIABLO proteininin mRNA diizeyi ise
serebellumda STZ uygulamasi ya da Insulin uygulamasindan etkilenmezken; Beyin
sapinda STZ uygulamasi sonrasi apoptotik Smac/DIABLO gen ekspresyonu anlamli
bir artis gostermis ve uyumlu olarak insulin uygulamasi ise bu genin ekspresyonunu

anlamli diizeyde azaltmistir (Sekil 21 ve Tablo 6).
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Tablo 6: Uygulama Yapilan Sigan Gruplarinin Beyin Sapi ve Serebellum Bolgelerine Ait XIAP ve

Smac/DIABLO mRNA ekspresyonlarinin gosterilmesi

XIAP

Serebellum Beyin Sap1

Smac/DIABLO

Serebellum Beyin Sap1

1,000
0,992+0,23
1,791+0,48a,b

1,000
1,130+0,40
1,921+0,57a,b

Kontrol
STZ
STZ+INS

1,000
1,002+0,21
1,001+0,13

1,000
1,335+0,17a
0,608+0,34a,b

a: Kontrole gore p<0,05
b: STZ’ye gore p<0,05

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

Kontrol
ST/
STZ+INS

XIAP Smac/DIABLO

Serebellum

Sekil 20: Sican Beyni Serebellum Bolgesine Ait XIAP ve Smac/DIABLO mRNA Ekspresyonu

(2-AACT)
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Sekil 21: Sican Beyni Beyin Sapi Bolgesine Ait XIAP Smac/DIABLO mRNA Ekspresyonu (24T

4.6 Serebellum ve Beyin Sapinda Akt, PI3K, Bcl-2 ve BIM1 Proteinlerine Ait
Immunohistokimya Calismalarina Dair Elde Edilen Bulgular

Sekil 22 ve Tablo 7°de gorildiigii tizere serebellumda hiicre sag kalim yolagina
ait markerlardan Akt immunoreaktivitesi STZ uygulanan grupta kontrol grubuna
gore anlamli diizeyde azalmistir. STZ+INS uygulanan grupta ise STZ uygulanan
grupla karsilatirildiginda  bir degisiklik gozlenmemistir. STZ uygulamasi
serebellumda Akt ekspresyon diizeyini azaltirken insulinin bu durumu iyilestirici
yonde bir etkisi saptanmamustir.

Yine serebellumda PI3K immunoreaktivitesi Akt’ye benzer sekilde STZ
grubunda kontrole gore anlamli diizeyde azalmistir. Insulin uygulanan (STZ+INS)
grupta PI3K kontrole gore azalirken, STZ+INS grubunda anlamli bir degisiklik
gozlenmemistir. STZ uygulamasi PI3K’y1 azaltirken, insulin uygulamasi bu durumu
tyilestirici bir etki gostermemistir.

Antiapoptotik bir protein olan Bcl-2 diizeyi ise serebellumda STZ uygulanan

grupta kontrolle karsilastirildiginda azalmis, STZ+INS uygulanan grupta ise STZ
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grubuyla karsilastirildiginda anlaml bir degisiklik olmamistir. Bel-2’nin ekspresyon
diizeyi lizerine STZ’nin negatif etkisi varken insulinin bu doz itibiariyle etkisi
olmamustir.

Apoptotik bir protein olan BIM-1 ise STZ uygulamasi sonrasi kontrolle
karsilastirildiginda azalirken, STZ+INS uygulanan grupta hem kontrole hem de STZ
grubuna gore anlaml diizeyde azalmustir. Insulin uygulamasmin apoptotik BIM-1

proteininin ekspresyonunu azalttigi goriilmektedir (Resim 12).

Tablo 7: Sigan Beyni Serebellum Bolgesindeki Akt, PI3K, Bel-2 ve BIM1 Proteinlerinin Diizeyleri

Serebellum (n=7) Akt PI3K Bcl-2 BIM-1
KONTROL ++++ e+t +4+++ +4++/++++
STZ +++a +++a +++3 ++/+++ 2
STZ +iNS +++ a ++/+++ a +++ 23 ++ab

a: Kontrole gore p<0,05
b: STZ’ye gore p<0,05

Serebellum

&+
u.

T
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.
N
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! 0
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Immunoreaktiviteleri
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o

PI3K Bcl-2 BIM 1

KONTROL MWSTZ STZ+INS

Sekil 22: Sican Beyni Serebellum Bolgesindeki Akt, PI3K, BIM1 ve Bcl-2 Proteinlerinin Diizeyleri
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Tablo 8: Sican Beyni Beyin Sap1 Bolgesindeki Akt, PI3K, BIM1ve Bcl-2 Proteinlerinin Diizeyleri

Beyin Sapi1

Akt PI3K Bcl-2 BIM-1
(n=7)
KONTROL ++++ ++++ +++ +++/++++
STZ ++a ++a ++a ++/+++ a
STZ +iNS +++a,b ++[+++ 3 +++a ++a

a: Kontrole gore p<0,05
b: STZ’ye gore p<0,05

Sekil 23 ve Tablo 8’de gosterildigi gibi beyin sapmda Akt diizeyi STZ
uygulanan grupta kontrole gore anlamh diizeyde azalmistir. STZ+INS uygulanan
grupta ise Akt diizeyi STZ uygulanan gruba gore anlamli diizeyde artarmustir.

Yine beyin sapinda insulin sinyal yolagmim diger bir bileseni olan PI3K diizeyi
STZ uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamh diizeyde azalmis, STZ+INS
uygulanan grupta STZ uygulanan gruba goére artmis ancak anlamli bir farklilik
gdzlenmemistir.

Antiapoptotik bir protein olan Bcl-2 diizeyi ise beyin sapinda STZ uygulanan
grupta kontrolle karsilastirildiginda anlamli diizeyde azalmis, STZ+INS uygulanan
grupta ise STZ grubuyla karsilastirildiginda azalmis ancak anlamli bir fark
gbézlenmemistir.

Apoptotik bir protein olan BIM-1’in beyin sapmndaki diizeyi ise STZ
uygulamasi sonrast kontrolle karsilastirildiginda azalirken, STZ+INS uygulanan
grupta kontrole ve STZ grubuna gore anlamli diizeyde azalmistir. Insulin
uygulamasmin BIM1 protein ekspresyonu iizerinde negatif etkiye sahip oldugu

gozlenmistir (Resim 13).

76



Beyin Sap1

LID[IJIAI €I JOUNUIW |
ULIBLIOYJU Y JOWILL ]

HSTZ STZ+INS

KONTROL

eyleri

Diiz

Sekil 23:  Sican Beyni Beyin Sap1 Bolgesindeki Akt, PI3K, BIM1 ve Bcl-2 Proteinlerinin
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KONTROL STZ STZ+INS

Akt

PI3K

Bcl-2

Resim 12: Serebellumda Akt, PI3K, Bcl-2 ve BIM-1 Primer Antikorlarinin Immunohistokimyasal
Boyanmasi (x200).
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KONTROL STZ STZ+INS

Akt

PI3K

Bcl-2

BIM-1

S
PI3K, Bcl-2 ve

Resim 13: Beyin Salnda Akt, BIM-1 Primer Antikorlarmnm Immunohistokimyasal

Boyanmasi (x200).
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Resim 14: Serebellum ve Beyin Sapinda Akt, PI3K, Bcl-2 ve BIM-1 Primer Antikorlarinin

Immunohistokimyasal Calismalarma Ait Negatif Kontrol
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5 TARTISMA

Diyabetes mellitus pankreasin yeterli diizeyde insulin liretemedigi ya da
hiicrelerin viicudun trettigi insulini kullanamadig1 zaman meydana gelen metabolik
bir hastaliktir. Diinya c¢apinda 2014 yilinda 422 milyon diyabet hastasi oldugu
raporlanmistir. 2012 yilinda sadece diyabet sebepli 6liimlerin sayis1 1.5 milyondur
(213). Diyabetin en 6nemli etkilerinden biri hiperglisemidir ve baslica dolasim ve
sinir sistemi olmak iizere tiim organ sistemlerini zamanla harap etmektedir (213).
Ayrica yapilan ¢alismalara gore nérodejenerasyonu tetikleyen bir¢cok etmenin c¢esitli
metabolik hastaliklarla iliskili oldugu gosterilmistir (34). Bu nedenle tez
calismamizda prevalansi en yiiksek metabolik hastaliklardan biri olan diyabet
mellitus’un noérodejenerasyonun temelinde yatan apoptozise hangi yollarla katkida
bulundugu incelenmistir.

Bu amagla diyabetik sican modeli olusturulup bazi beyin bdlgelerinde simdiye
kadar diyabetle iligkisi kurulmamis apoptotik genlerin ekspresyon diizeyleri
incelenmistir. Simdiye kadar yapilan ¢alismalar insulin reseptorlerinin daha yogun
bulundugu ve Alzheimer ve Parkinson gibi popiiler nérodejeneratif hastaliklarin
patolojisinde anahtar rol oynadig1 kanitlanmis Korteks, Hipokampiis, Striatum gibi
bolgeler iizerinde yiiriitiilmekteydi. Bizim c¢alismamizda ise yine IR bakimindan
zengin ve son zamanlarda nérodejeneratif hastaliklarda daha etkin rollerinin oldugu
aciga cikmaya baglayan serebellum ve beyin sap1 gibi beyin bolgeleri bu genler
acisindan ele alinmistir. Calismamiz olusturulan diyabet modelinde incelenen
bolgeler ve genler agisindan ilk olma 6zelligi tagimaktadir.

Kemirgen modelleri diyabetteki immunolojik siire¢leri ve metabolizma
fonksiyonlarm1 ¢aligmak i¢in yaygm bir sekilde kullanilmaktadwr. Bu nedenle
calismamizda wistar cins sican kullanilmistir. Son zamanlarda daha sik olarak B
hiicresine kars1 sitotoksik olmasi1 6zelligi ile, diyabetik aragtrma modellerinin
olusturulmasinda STZ kullanilmaktadir (117). Biz de c¢alismamizda deney
modelimizi olusturmak {izere STZ kullanmay1 uygun gordiik. STZ kalic1 diyabet
indiikleyen anti-neoplastik bir ajandir. STZ glukozamin-nitroziire bilesenidir ve

klinikte pankreatik B hiicresi karsinomalarmnm tedavisinde kullanilir (117). Diisiik

81



afiniteli Glukoz tasiyicist 2 (GLUT2) STZ’yi pankreatik [ hiicresine alarak DNA
alkilasyonuna sebep olur ve J hiicrelerinin geri doniisiimsiiz bir sekilde nekroza
ugramasina sebep olur (174). STZ ile olusturulan tip 1 diyabet modelinde insulin
iireten pankreatik B hiicreleri yikilarak hipoinsulinemi ve hiperglisemi meydana gelir
(117).

Kemirgenler STZ duyarhiligi acisindan cinsiyet farkliliklar1 gosterir. Bu
farklilik ayni dozu alan erkeklerde siddetli hiperglisemi yaparken, disilerde az bir
yanita ya da hi¢ yanit olmamasma sebep olabilir. Bu nedenle ¢alismamizda erkek
wistar cins sigan kullanilmasi uygun goriilmiistiir. STZ daha siklikla intraperitoneal
ve intravendz uygulanmaktadir (131). Intraperitoneal uygulamalar kolay ve hizlidir.
Diger yandan STZ’nin B hiicrelerine toksik etkisi doza bagli olarak uygulamadan
sonraki 72 saat i¢inde ortaya ¢ikmaya baslar ( 102). Tek doz halinde 40 mg/kg’in
altindaki dozlar etkisiz kalirken, 60 mg/kg’in lizerindeki dozlar ise mortaliteyi
artirmaktadir (105). Calismamizda bu nedenle intraperitoneal yoldan 45 mgkg™
STZ’nin uygulanmas1 yapilmis ve 72 saat sonra aglik kan sekerleri olgiilerek 250
mg/dL lizerinde olanlar diyabetik kabul edilmistir ve calismaya bu sart1 saglayan
sicanlarla devam edilmistir. STZ uyguladigimiz ve insulin eksikligi olusturdugumuz
grupta insulin eksikliginin apoptozis ve sag kalim {izerine etkisi arastirilirken yani
sira bagka bir gruba da 6 haftalik siirecin son iki haftasmmda 5ukg™ giin™ subkutan
yoldan insulin uygulanarak insulinin iyilestirici etkisi de incelenmistir. Segilen bu
insulin dozu glisemik kontroliin saglanmasima yardimc1 doz degil sadece néronlarda
insulin yolaginin tetiklenmesi i¢in uygulanan dozdur (23, 24, 107).

STZ uygulamas ile periferik olarak meydana gelen hipoinsulinemi tiim organ
ve dokularin ihtiyaci olan insulin miktarin1 karsilamakta yetersiz kalmaktadir.
Insulin, glukoz kullanimin ve glikojen depolanmasini sagladig: gibi trofik bir faktor
rolii iistlenerek hiicrede hayati sinyal yolaklarmin baglatilmasini saglayan da bir
faktordiir (31). Insiilinin birgok metabolik ve antiapoptotik etkisi IRS proteinlerinin
fosforilasyonunu gerektiren sinyalizasyon yolaklari ile ortaya g¢ikmaktadr. Insiilin,
ndronlarda insiilin reseptorii (IR) /insiilin reseptér substrati (IRS) iizerinden
primer olarak mitojen ile aktive edilen protein kinaz (MAPK) ve fosfoinositid 3 -
kinaz (PI3K)/Akt sinyalizasyon yolaklarin1 (35) etkilemektedir. Insulin sinyal

yolagmin hiicre proliferasyonu ve sagkalimi ile direkt baglantis1 bulunmaktadir.
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Diyabetli hastalarda insulinle uyarilan reseptor kinaz aktivitesinde, insulin reseptor
substratinin (IRS) ve Fosfoinositide 3 kinaz (PI3K) fosforilasyonunda daha ciddi
azalmalar goriilmiistiir (36).

Tiim bunlarin 151¢inda diyabetik bireylerde ve siganlarda bozulan insulin
sekresyonlarmim insulin aracili sinyal transdiiksiyon yolaklarinin da sekteye ugradigi
ve apoptozisi kontrol eden mekanizmalarin bozuldugu yapilan c¢alismalarda
gosterilmistir (123). Ancak temelde yatan mekanizmalarin daha derin arastirilmasi
gerekmektedir. Insuline bagli bu yolaklar arasmda heniiz tam anlamiyla
aydinlatilamamis diger down stream molekiiller bulunmaktadir. Insulin yolagiyla
iliskisi oldugu bilinen proapoptotik Bim-1 ve antiapoptotik Bcl-2 proteinlerinin yani
sira daha 6nce noronlarda diyabet modelinde bu yolakla iliskisi tespit edilmemis iki
hedef gen iizerine yogunlagilmistir. Bunlardan biri kaspazlar1 inhibe ettigi bilinen
XIAP ve mitokondriden salinarak apoptozisi tesvik eden Smac/DIABLO’dur. Bu
molekiillerin insulin sinyalizasyonundan ne derece etkilendigi heniiz tiim yonleriyle
aydmlatilamamistir. Bu nedenle ¢alismamizda insulin eksikliginde ve varliginda
XIAP ve Smac/DIABLO genlerinin ekspresyon diizeyleri dlciilerek ve insulin sinyal
yolagmim temel hatlarindaki PI3K/Akt molekiilleri ile bunlara bagl olarak ¢alistigi
zaten bilinen diger proteinler (BIM-1 ve Bcl-2) arasindaki etkilesim incelenmistir.

Eger olusturulan bu diyabet modelinde hipoinsulinemi sonucu beyin sap1 ve
serebellumda insulin ve insulin reseptorii etkilesimi gerceklesemiyorsa insulin aracili
sinyal yolaklar1 baslatilamaz ve bilinen en o6nemli PI3K/Akt yolagi sekteye
ugrayarak hiicre sag kalim molekiillerinin olusumu engellenir. Ayrica hiperglisemi
sonucu noronal ¢gevrede meydana gelen stres hiicreleri apoptoza siiriikleyebilir ve bu
bolgelerde tetiklenen apoptozis ayn1 bolgelerle iliski norodejeneratif olgulara katkida
bulunabilir.

Caliymanm sonunda elde edilen verilere gore siganlara STZ uygulandiktan
sonra siganlarda 6 haftalik deney siiresi boyunca ciddi bir kilo kayb1 gézlenmistir. Bu
durum tip 1 diyabetin viicudun glukozu kullanamamasi sebebiyle protein ve yaglarin
yakilmasinda artigla birlikte gelisen en belirgin semptomlarindan biridir (50).
STZAINS grubuna son iki hafta uygulanan insulin ise bu gruptaki si¢anlardaki kilo

kaybini durdurmus ancak kilo artigina sebep olmamustir.
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Sicanlara STZ uyguladiktan 72 saat sonra aglik kan sekeri 6l¢iilmiis ve aglik
kan sekeri diizeylerinin >250 mg/dL oldugu saptanan sicanlar diyabetik kabul
edilmiglerdir (66). Siganlar 6 hafta boyunca hiperglisemik kosulu korumustur bu da
gostermektedir ki uygulanan STZ dozu ile kalict bir diyabet gelistirildigi
sdylenebilir. Insulin uygulanan grupta ise hipergliseminin kontrolii saglanamans,
aclik kan sekeri diizeyleri insulin uygulamasma ragmen >250 mg/dL iizerinde
seyretmistir. Ciinkii uygulanan doz glisemik kontroliin saglanmasi i¢in etkin olan doz
degil noronal sinyal yolaklarinin tetiklenmesi i¢in uygun goriilen dozdur (23, 106,
107, 152).

Yapilan gen ekspresyonu calismalarinda Real-Time PCR yontemi kullanilmig
ve hedef genlerin ekspresyonlar1 kontrol grubuna gore ve internal kontrol gene (j-
Aktin) gore relatif olarak hesaplanmistir. Verilere gére STZ uygulanan grupta
serebellum ve beyin sapinda apoptozu baskilayan XIAP geninde bir degisiklik
gozlenmezken insulin uygulanan grupta serebellum ve beyin sapinda XIAP gen
diizeyinde artis gdzlenmistir. Insulin uygulamasi her iki bdlgede de hiicresel sag
kalimi tetikleyecek sekilde XIAP geninin ekspresyonunu artirmistir. Bunun yani sira
Smac/DIABLO ise XIAP’nin kaspazlar {izerine etkisini ortadan kaldirarak
apoptozise sebep olan bir molekiildiir. Beyin sapmda STZ uygulamasi ile
Smac/DIABLO diizeyinde artis meydana gelmis insulin uygulamasi ise
Smac/DIABLO diizeyini azaltarak apoptozisin tetiklenmesini engelleyen bir etki
gostermistir. Serebellumda STZ ve msulin uygulamasmim Smac/DIABLO {izerinde
bir etkisine rastlanmamustir. Serebellum ve beyin sapt bdlgesinde incelenen bu
genlere ait veriler ilk defa incelenmistir. Smac/DIABLO’nun bu tablodaki yerini
daha net belirlenmesi i¢in hem ekstrensek hem intrensek Yyolak birlikte
incelenmelidir.

XIAP ve Smac/DIABLO’nun insulin sinyalizasyon yolagiyla etkilesimin
ortaya konulmas: i¢in ise Akt, PI3K, Bcl-2 ve BIM-1 proteinlerinin ekspresyon
diizeyleri serebellum ve beyin sapinda immunohistokimyasal olarak belirlenmistir.
Elde edilen verilere gére hem serebellum hem de beyin sapmda STZ uygulanan
grupta insulin yolaginin bozuldugu gozlenmektedir ¢ilinkii insulinin primer yolagi
olan PI3K ve Akt immunoreaktivitelerinde azalmalar meydana gelmistir. Bu bilgiler

daha onceki ¢aligmalarla ortiismektedir (43). Insulin uygulamasmin ise PI3K ve Akt
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diizeylerini beyin sapinda artirdig1 ancak serebellumda etkili olmadig1 goriilmiistiir.
Yine antiapoptotik bir rol iistlenen Bcl-2 diizeyi hem serebellum hem de beyin
sapinda STZ uygulamasi ile olusturulan hipoglisemide azalirken, insulin
uygulamasinin iyilestirici etkisi gdstermemektedir. Apoptozu tetikleyen diger bir
protein BIM-1 ise STZ uygulamasmdan etkilenmezken insulin uygulamas1 BIM-1
diizeyini azaltarak apoptozu engelleyebilir. Serebellum ve beyin sapi arasinda
saptanan farkliliklar bulunmaktadir ve beyin sap1 genel olarak insulin eksikliginden
daha fazla etkilenmistir. Beyin bdlgeleri arasindaki bu farklilik beyin sapmin
fizyolojik olarak daha sik aktive olmasi ile bagdastirilabilir.

Tim bunlarin 1s518mda hedef genlerimiz ve PI3K/Akt yolagi arasinda
ongordigimiiz etkilesim Sekil 24’de Ozetlenmistir. Bu ¢alismada ozellikle
hipoinsulineminin apoptoz iizerine etkisine deginilmis olsa da hiperglisemik kosulun
ve hiperglisemi sebebiyle olusan ROS ve AGE iiriinlerinin bu molekiiller {izerine
etkisi in vitro ortamlarda incelenerek aydinlatilmalidir. Bu nedenle bir sonraki
hedefimiz bu yondeki ¢alismalara egilmek olacaktir.

Sonug olarak diyabetle meydana gelen hipoinsulinemi durumu néronlarda
insulin sinyalizasyonunu bozarak dengeyi apoptoz yoniine ¢evirebilir. Bu baglamda
noronal apoptoza katkida bulunan en ufak bir degisiklik nérodejenerasyona katkida
bulunarak var olan bir patolojiyi koétiilestirir ya da uzun déonemde olusmasi i¢in bir
risk faktorii olabilir. Sonug¢ olarak diyabet hiicresel sag kalim yolaklarini sekteye
ugrattigindan diyabetli bireyler ileriki yaslarda nérodejeneratif hastaliklar agisindan
risk tasirlar ya da diyabet zaten var olan bir patolojinin daha da kétiilesmesine

katkida bulunabilir.
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OZET

STREPTOZOTOSIN ILE INDUKLENEN DiYABETIK SICAN MODELINDE
BEYIN SAPI VE SEREBELLUM BOLGELERININ APOPTOTIK GENLER
ACISINDAN INCELENMESI VE NORODEJENERASYONLA
ILISKILENDIRILMESI

Giris-Amag: Diyabet insulin saliminda bir eksiklik ya da insulinin dokularda etkili
kullanilmamas1 ile karakterize endokrin bir hastaliktir. Diyabet hipoinsiilinemi
sebebiyle PI3K/Akt sinyalizasyonunda ve noronal sag kalim yolaklarinda
bozulmalara sebep olur. Norodejenerasyonun en énemli sebeplerinden biri spesifik
beyin bdlgelerinde meydana gelen kontrolsiiz hiicre oliimleridir. Bu caligmanin
amac1 serebellum ve beyin sapinda noronal apoptozis siireglerinin altinda yatan
mekanizmalarda yer alan XIAP ve Smac/DIABLO gibi molekiillerin insulin
sinyalizasyonu ile arasindaki etkilesimi incelemektir.

Materyal-Metod: Bu amacgla 21 adet erkek wistar cins sigan 3 gruba ayrilmistir.

Birinci gruba kontrol grubu olusturmak tizere intraperitoneal (i.p.) olarak sodyum
sitrat uygulanmistir. Ikinci gruba diyabeti indiiklemek icin 45mg™ kg™ STZ (i.p.)
uygulanmustir. Deney 6 hafta siirdiiriilmiistiir. Ugiincii gruba STZ uygulamasindan 4
hafta sonra 15 giin boyunca subkutan yoldan 5U kg™ giin® insulin uygulanmustr.
XIAP ve Smac/DIABLO gen ekspresyonlart RT-PCR yontemi ile saptanirken, PI3K,
Akt, Bcl-2 ve BIM-1 proteinlerine ait immunohistokimya ¢alismalar: yiiriitiilmiistiir.
Sonug: STZ ile indiiklenen diyabet sonucunda PI3K/Akt seviyeleri her iki bolgede de
azalmistir. Insulin uygulamasi serebellum ve beyin sapinda XIAP ekspresyonunu
artirarak noronal sag kalimi tesvik etmektedir. Insulin uygulamasi ayrica
proapoptotik BIM-1 protein ekspresyonunu da azaltmaktadir. Ancak beyin sapinda
STZ ile indiiklenen diyabet Smac/DIABLO gen ekspresyonunu artirarak apoptozisi
tetiklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, Diyabet, Insulin, Norodejenerasyon, STZ
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF APOPTOTIC PROTEINS IN THE BRAIN STEM
AND CEREBELLUM OF STREPTOZOTOCIN INDUCED DIABETIC RATS
AND ITS ASSOCIATION WITH NEURODEGENERATION.

Introduction-Aim: Diabetes is an endocrine disorder resulting from inadequate

insulin release or ineffective use of insuline in tissues. Diabetes can cause
perturbations in PI3K/Akt signalling and neuronal survival cascades as a result of
hipoinsulinemia. One of the most important cause of the neurodegeneration is the
unrestrained cell death in spesific brain regions. It is the aim of the study to
investigate if there is an interaction between insulin signalling and XIAP,
Smac/DIABLO molecules in mechanisms that underlying the neuronal apoptosis
process in cerebellum and brain stem.

Materials and methods: For this purpose 21 male wistar rats were divided into three

groups. First group has given sodium citrate solution intraperitoneally as control.
Second group (STZ) has given 45mg™kg™ STZ intraperitoneally to induce diabetes.
The experiment was conducted for 6 weeks. And the last group has given insulin 4
week after STZ injection. Insulin treatment was made 5Ukg™day™ subcutaneously
for 15 days. And we examined XIAP and Smac/DIABLO gene expressions by
quantitative RT-PCR and PI3K, Akt, BIM-1, Bcl-2 protein expressions by
immunocytochemistry.

Conclusions: As a result of STZ induced diabetes PI3K/Akt expression levels are
decrease. Insulin treatment promotes neuronal survival by increasing the XIAP gene
expression in cerebellum and brain stem. Insulin treatment decreases proapoptotic
BIM-1 protein immunoreactivity. But STZ induced diabetes encourages apoptosis
through increasing the Smac/DIABLO gene expression in brain stem.

Keywords: Apoptosis, Diabetes, Insulin, Neurodegeneration, STZ
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