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OZET

DENEYSEL DiYABETTE TXNIP iNHIiBITORUNUN BIiLIiSSEL
PERFORMANS UZERINDEKI ETKISININ ARASTIRILMASI

Mutlu Can ASLANPAY
Doktora Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Tez danismani: Prof. Dr. Sibel OGUZKAN BALCI
Ikinci Tez danismani: Prof. Dr. Can DEMIREL

Temmuz 2025, 94 Sayfa

Amag: Diyabet, metabolik ve inflamatuar stresin neden oldugu biligsel gerileme ve
noronal hasarla iligkilidir. TXNIP, tiyoredoksinle etkileserek, oksidatif stresi artiran ve
NLRP3 inflamasyonunu tetikleyen strese duyarli bir molekiildiir. TXNIP’in asiri
ekspresyonu bilissel fonksiyon bozukluklari ile baglantilidir. Bu calismada, deneysel
diyabette verapamil tedavisi ile TXNIP inhibisyonu sonucunda hipokampusta ER stresi,
inflamasyon ve apoptoz mekanizmalarindaki degisimler ve bunlarin bilissel performans
tizerindeki etkisinin arastirilmasi amaglandi. Yontem: Arastirmada, Her grupta 10 adet
olmak tizere 60 adet Wistar albino sigan kullanildi. Rastgele segilen ¢alisma gruplari;
Kontrol, Kontrol+Gavaj, = Kontrol+Verapamil, Diyabet, Diyabet+Gavaj ve
Diyabet+Verapamil olarak diizenlendi. Diyabet modeli, tek doz 40 mg/kg
intraperitoneal streptozotosin uygulamasi ile yapildi ve hayvanlara 12 hafta verapamil
(oral gavaj ile 10 mg/kg/giin) verildi. Bilissel performans, Morris su labirenti
kullanilarak 0. ve 12. haftada degerlendirildi. Sicanlardan elde edilen hipokampus
dokularinda ER stresi, inflamasyon ve apoptoz iliskili genler ile TXNIP gen ve protein
diizeyinde analiz edildi. Veriler Prism10.5.0 kullanilarak analiz edildi. Bulgular:
Ogrenme deneyinin sonunda diyabetik siganlarda bilissel performansta kontrol grubuna
kiyasla gerileme oldugu saptand: (p<0,0001). Diyabetik kontrol grubunda verapamil ile
tedavi edilen gruba kiyasla hipokampusta gen ve protein diizeyinde TXNIP
ekspresyonunda artis ve buna bagli olarak yiikselmis ER stresi, inflamasyon ve
apoptozu indiikleyen parametrelerde artis oldugu saptandi (p<0,0001). Tartisma ve
Sonug: Verapamil tedavisi diyabetik siganlarda hiperglisemi diizeylerini azaltarak
bilissel performans: iyilestirmistir. Baslangicta tiim gruplarin bilissel performansinin
benzer olmasi, sonuclarin tedaviye 6zgii oldugunu gostermektedir. Tedavi gruplarinda
TXNIP gen ifadesinin baskilanmis oldugu durumda, inflamatuar yanit, ER stres ve
apoptoz ile iligkili genlerin ifade diizeylerinde azalmalar saptanmistir. Protein analiz
sonuglar1 bu bulgular1 desteklemistir. Sonu¢ olarak verapamil TXNIP aracili hiicresel
stres yollarm1 modiile ederek diyabette biligsel fonksiyon bozukluklarinin tedavisinde
terapotik bir ajan olma potansiyeli tasimaktadir.

Anahtar Sozciikler: Diyabet, TXNIP, Verapamil, Biligsel fonksiyon bozuklugu



ABSTRACT

INVESTIGATION of the EFFECT of TXNIP INHIBITOR on COGNITIVE
PERFORMANCE in EXPERIMENTAL DIABETES

Mutlu Can ASLANPAY
PhD Thesis, Department of Medical Biology
Supervisor: Prof. Dr. Sibel OGUZKAN BALCI
Second Supervisor: Prof. Dr. Can DEMIREL

July 2025, 94 Pages

Objective: Diabetes is associated with cognitive decline and neuronal damage caused by
metabolic and inflammatory stress. TXNIP is a stress-sensitive molecule that interacts
with thioredoxin to increase oxidative stress and trigger the NLRP3 inflammasome.
Overexpression of TXNIP is associated with cognitive dysfunction. This study aimed to
investigate the changes in ER stress, inflammation, and apoptosis mechanisms in the
hippocampus following verapamil treatment and TXNIP inhibition in experimental
diabetes and their effects on cognitive performance. Method: In the study, 60 Wistar
albino rats, 10 in each group, were used. Randomly selected study groups were assigned
as Control, Control+Gavage, Control+Verapamil, Diabetes, Diabetes+Gavage, and
Diabetes+Verapamil. The diabetes model was induced by a single dose of 40 mg/kg
intraperitoneal streptozotocin, and the animals received verapamil (10 mg/kg/day by
oral gavage) for 12 weeks. Cognitive performance was assessed using the Morris water
maze at weeks 0 and 12. ER stress, inflammation, and apoptosis-related genes, as well
as TXNIP, were analyzed at the gene and protein levels in hippocampus tissues
obtained from rats. Data were analyzed using Prism10.5.0. Results: At the end of the
learning experiment, cognitive performance was found to be deteriorated in diabetic rats
compared to the control group (p<0.0001). In the diabetic control group, there was an
increase in TXNIP expression at the gene and protein levels in the hippocampus
compared to the verapamil-treated group, and consequently, an increase in parameters
that induce ER stress, inflammation, and apoptosis (p<0.0001). Discussion and
Conclusion: Verapamil treatment improved cognitive performance by reducing
hyperglycemia levels in diabetic rats. The similarity of cognitive performance across all
groups at baseline suggests that the results were treatment-specific. In the treatment
groups, when TXNIP gene expression was suppressed, decreased expression levels of
genes related to the inflammatory response, ER stress, and apoptosis were observed.
Protein analysis results supported these findings. In conclusion, verapamil has the
potential to be a therapeutic agent in the treatment of cognitive dysfunction in diabetes
by modulating TXNIP-mediated cellular stress pathways.

Key words: Diabetes, TXNIP, Verapamil, Cognitive dysfunction



1. GIRIS

Diabetes mellitus (DM), yalnizca periferik komplikasyonlara (retinopati, nefropati,
ndropati) neden olmakla kalmayip ayni1 zamanda merkezi sinir sistemini de olumsuz
etkileyen onemli bir halk sagligi sorunudur. Epidemiyolojik ve deneysel c¢alismalar,
kronik hipergliseminin bilissel islevi, o6zellikle de uzamsal hafizayr bozdugunu
gostermektedir. Hipokampus, hafiza olusumu ig¢in kritik 6neme sahiptir ve diyabetik
modellerde siklikla hipokampus dokusunda sinaptik fonksiyonlarin bozulmasi ve néron
kayb1 goriilmektedir. Streptozotosin (STZ) ile indiiklenmis diyabetik sicanlarda
hipokampiis dejenerasyonu ve apoptozis artisina bagli olarak O6grenme ve bellek
islevlerinde gerileme oldugu ortaya konmustur (1). Benzer sekilde, Morris su labirenti
ile yapilan biligsel fonksiyon testleri; diyabetli kemirgenlerin kontrollere kiyasla biligsel
performanslarinin diistiigiinii ve bunun da uzamsal bellek bozuklugu ile iliskili
oldugunu gostermektedir. Bilissel fonksiyonlardaki gerileme, oksidatif stresi, ileri
glikasyon son fiirlinlerini ve ndéroinflamasyonu yonlendiren kronik hiperglisemi ile

iliskilidir (1, 2).

Diyabette metabolik stres ile néroinflamasyon arasindaki temel baglanti, tiyoredoksinle
etkilesimli protein (TXNIP) ile kurulmaktadir. TXNIP, indirgenmis tiyoredoksini
baglayan ve antioksidan islevini inhibe eden, bdylece reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
birikimini tesvik eden glikoz ve stresle indiiklenebilir bir proteindir (3). Yiiksek glikoz
ve endoplazmik retikulum (ER) stresi varliginda TXNIP ekspresyonunda artis meydana
gelir bu da inflamatuar siiregleri yonlendirir. Ozellikle TXNIP, NOD benzeri reseptor
pirin alani igeren-3 (NLRP3) inflamazomuna dogrudan baglanir ve onu aktive ederek
pro-inflamatuar sitokinlerin tiretimini ve piroptotik hiicre Slimiini tetiklemektedir.
Ayrica TXNIP aracili oksidatif stres ve inflamasyon noronal apoptoz ve sinaptik
disfonksiyonun gelisimine katkida bulunmaktadir. TXNIP, yiiksek glikoz kosullari
altinda hipokampal ER stresi ve apoptoz aracili metabolik ve biligsel fonksiyon

bozukluklarma neden olmaktadir (3, 4).



Bir¢ok c¢alisma, TXNIP’i diyabetle iligkili sinir hasarmin merkezi bir aracisi olarak
vurgulamaktadir. Diyabette artmig TNXIP ekspresyonu doku hasarina bagli olarak
gelisen diyabet komplikasyonlar ile iligkilendirilmistir. Diyabetik hayvan modelinde
TXNIP veya onunla iligkili yolaklarinin baskilanmas ile biligsel islev bozuklugunun
iyilestirildigi gosterilmistir. Yapilan bir ¢alismada, TXNIP'i baskilayan antioksidan
bilesikler ve NLRP3 inhibitorlerinin hipokampal ER stresini ve ndroinflamasyonu
azalttig1 ve daha iyi hafiza performansina yol agtigi gosterilmistir (4, 5) Bu bulgular,
diyabet kaynakli TXNIP ekspresyonundaki artisin, noral hasarlarda itici bir faktor
oldugunu ve diyabete bagh bilissel fonksiyon bozuklugunda TXNIP'in tedavi hedefi

olabilecegini isaret etmektedir (6).

Lyi bilinen bir L tipi kalsiyum kanal blokeri olan Verapamil, TXNIP ekspresyonunun bir
inhibitori olarak tanimlanmistir. Verapamil'in diyabetik dokularda TXNIP seviyelerini
azaltarak hiicreleri yiiksek glikoz toksisitesinden korudugu gosterilmistir. Diyabet ve
metabolik stres modellerinde verapamil tedavisinin, TXNIP ekspresyonunu azaltarak
pankreas B-hiicresi islevini korudugu ve kan glikozu seviyesini diisiirdiigli saptanmigtir
(7) Verapamil tedavisinin periferik noronlarda TXNIP aracili apoptozu Onleyerek
diyabetik noropatiyi de gerilettigi gosterilmistir (8). Baska bir ¢alismada beyin hasari
durumunda verapamil tedavisinin, beyindeki TXNIP ekspresyonunu ve NLRP3
inflamazom aktivasyonunu azaltti§i ve bunun sonucunda bilissel ve motor

fonksiyonlarda iyilesme oldugu bulunmustur (9).



Calismamiz, diyabet modelinde verapamil ile TXNIP inhibisyonunun biligsel
performans iizerindeki etkisini aragtrmak {izere tasarlanmistir. Yetiskin erkek
sicanlarda tek doz intraperitoneal streptozotosin (40 mg/kg) ile tip-1 diyabet olusturduk.
Diyabetik ve diyabetik olmayan (kontrol) sicanlar daha sonra 12 hafta boyunca
verapamil (gavaj ile 10 mg/kg/giin) veya tasiyict ile tedavi edildi. Bunun sonucunda alt1
deney grubu olustu: kontrol, kontrol+gavaj, kontrol+verapamil, diyabet, diyabet+gavaj
ve diyabet+verapamil. Tedavi periyodunun sonunda bilissel islev, sicanlarda uzamsal
O0grenme ve hafizanin standart bir testi olan Morris su labirenti kullanilarak
degerlendirildi. Ogrenme deneylerinden sonra TXNIP seviyelerinin ve ER stresi,
inflamasyon ve apoptoz belirtecleri hipokampus dokusunda “real time PCR” ve
“Western blot” yontemleri kullanilarak gen ve protein diizeylerinde analiz edildi.
Verapamil ile tedavi edilen diyabetik sicanlarin tedavi edilmeyen diyabetik sicanlara
kiyasla daha diisiik hipokampal TXNIP ekspresyonu, azalmis ndroinflamasyon, ER
stresi ve noral hiicre kayiplarmin gelismis 6grenme/hafiza ile iligkili olacagini
varsaydik. Ozetle, bu ¢alisma kronik TXNIP inhibisyonunun diyabetle iliskili bilissel
gerileme {lizerindeki etkisini, hipokampal ER stresi, ndroinflamasyon ve ndoronal

sagkalim lizerine odaklanarak incelemektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Diyabet Tanim ve Etiyolojisi

Modern diinyada sik goriilen hastaliklardan biri, genetik ve c¢evresel degisiklikler de
dahil olmak iizere cesitli faktorlerden kaynaklanan DM’dir (10). Diyabet, insiilin
salgilanmasi ve/veya aksiyonundaki kusurlardan kaynaklanan kronik hiperglisemi ile
karakterize bir metabolik hastalik grubu olarak tanimlanmaktadir (11). Bu kronik
metabolik hastalik, modern diinyadaki deg§isen yasam tarzi ile Oniimiizdeki yillarda
artan bir egilime sahip gibi goriinmektedir. Siirekli hiperglisemi, mikrovaskiiler hastalik
(diyabetik retinopati, nefropati ve ndropati gibi) ve aterosklerotik makrovaskiiler
hastalik (kardiyovaskiiler, serebrovaskiiler ve diger periferik vaskiiler hastaliklar) dahil
olmak {izere panvaskiiler hastalik riskini artirarak cesitli organ hasarlarina neden

olabilir (12).

Diyabetin hem epidemiyolojik hem de etiyolojik agidan farklilik gdsteren tip 1 ve tip 2
diyabet olarak iki yaygin formu bulunmaktadir. Tip 1 diyabette (T1DM), pankreastaki 8
hiicrelerinin otoimmiin T hiicresi aracili yikimi insiilin eksikligine neden olur. Genom
capinda caligmalar HLA genlerinin TIDM'nin genetik riskinin %50'sine kadarini
olusturdugunu dogrulamistir (6zellikle HLA smif II lokuslar1), bu da spesifik oto-
antijen peptitlerinin secici sunumunun T1DM'in patogenezinde rol oynadigini
gostermektedir (13, 14). Ayrica meta-analizler, INS-VNTR (degisken sayida tandem
tekrart), PTPN22, CTLA4 ve IL2RA i¢indeki HLA dis1 yiiksek riskli polimorfizmleri,
kendine kars1 merkezi ve periferik bagisiklik toleransinda azalma ve bagisiklik
sisteminin T1DM'nin gelisimine katilimimi vurgulayan artmis T hiicresi aktivasyonu ve
proliferasyonu ile iliskilendirmistir (15). Metabolik strese ek olarak, pankreasa 'sizan'
viral enfeksiyonlar veya bagirsaktaki inflamatuar ajanlar proinflamatuar bir ortam
yaratabilir. § hiicreler, spesifik reseptorleri ve adezyon molekiillerini eksprese ettikleri
icin viral enfeksiyona maruz kalirlar. Insiilin iceren graniillerde bulunan B hiicrelerine
0zgli bir coxsackievirus ve adenoviriis reseptoriiniin (CAR) varligi, coxsackievirus B4
tarafindan enteroviral enfeksiyonu adacik otoimmiinitesi ile iliskilendiren caligmalarla
gosterildigi gibi insiilin sekresyonu sirasmnda [ hiicreleri viral enfeksiyona karsi

savunmasiz birakabilir. Viral enfeksiyonlar TIDM'li hastalarin kiigiik bir azinliginda



risk faktorii olusturabilir. TIDM’nin gelisiminde coxsackievirus’iin yani sira rotaviriis

ve sitomegaloviriis de rol oynamaktadir (16, 17).



Benzer sekilde, bagirsak mikrobiyotasindaki degisiklikler ve artmis Bacteroidetes /
Firmicutes oraninin neden oldugu gastrointestinal sistemin disbiyozu, serokonversiyon
ve T1DM'nin baslangici ile iligkilendirilmektedir (18). Sonug olarak T1DM’da bu siireg
genetik olarak duyarli bireylerde (6rn. HLA risk alelleri) siklikla ¢evresel saldirilar
(viral enfeksiyon, diyet, bagirsak disbiyozu) tarafindan tetiklenir ve epigenetik faktorler

tarafindan diizenlenir(19, 20).

Tip 2 diyabette (T2DM) yag dokusu, kas ve karacigerdeki insiilin direncine ve/veya
pankreas [ hiicrelerinden bozulmus insiilin sekresyonuna bagli olarak artmis kan
glukozu seviyeleri ile karakterize karmasik heterojen bir metabolik durum grubudur
(21). Periferik insiilin direnci gelistiginde B hiicreleri hedef dokularda insiilin aracili
sinyallemede artan talebi karsilamak i¢in insiilin sekresyonunu artirarak yanit verir (22).
Bu diizenleyici mekanizma, insanlarda insiilin duyarhiligi ve insiilin sekresyonu
arasindaki hiperbolik 1iligskiyi ag¢iklamaktadir. Ayrica, INS, PDXI, GLPIR ve
PPARGCL1A gibi T2DM aday genlerinde artan DNA metilasyonu, s6z konusu genlerin
ekspresyonunun azalmasi ve insilin sekresyonunun tiikenmesi ile iliskilendirilmistir
(23). Ayrica, diyabetli bireylerden alinan pankreas dokusunda epigenetik diizensizligin
onemli bir roliiniin oldugu yapilan ¢alismalarla desteklemektedir (24). Bununla birlikte,
insiilin direncinin siiresi ve blyiikligli, B hiicrelerinde artan metabolik gereksinimler,
bireylerin genetik ve epigenetik olarak yatkinligi B hiicrelerinin glukoz duyarlihiginda
keskin bir diisiise yol agmaktadir. Bu diisiis zamanla, [ hiicrelerinin glikoz
homeostazinda bozulmalara neden olarak T2DM'nin gelismesiyle sonuglanir (25, 26).
Sonug olarak, bireyler normal glukoz toleransindan bozulmus glukoz toleransma ve
daha sonra azalmis B hiicreli kiitlesi ile kronik T2DM'ye ilerler. Diyabetin tiim
formlarinda, devam eden hiperglisemi ve dislipidemi, hastalik siirecini siddetlendiren

hiicresel stresin kendi kendini siirdiiren dongiilerini olusturmaktadir (27).

Diyabetin kiiresel olarak popiilasyonlari etkileyen ciddi kronik bir hastalik oldugu artik
bilinmektedir. Uluslararast Diyabet Salgmi Arastirmasi'na gore, 2021 yilinda diinya
genelinde her 10 kisiden 1'i (toplam 534 milyon) diyabetliyken bu rakamin 2045 yilina
kadar yaklagik 780 milyona ¢ikmasi beklenmektedir (28).



Ozellikle, diyabet sadece kendi basina tehlikeli olmakla kalmaz, ayn1 zamanda bir dizi
komplikasyonla da giiclii bir sekilde iligkilidir. Cok sayida calisma, diyabetle iliskili
komplikasyonlarin norodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar, nefropati,
retinopati, alt ekstremite lezyonlari ve diyabetin bir sonucu olarak ¢ok cesitli biligsel

islev bozukluklarin da ortaya ¢ikarabilecegini gostermistir (29)
2.2 Diyabet ve Bilissel Performans liskisi

Beyin glikoz seviyeleri, yiikselen kan sekeri seviyeleri ile dogrusal bir sekilde yiikselir.
Yapilan caligmalar, plazma glukozlarim1 4-30 mM araliginda stabilize ettikten sonra
serebral ve vaskiiler kompartmanlardaki glukoz seviyeleri arasinda dogrusal bir iliski
oldugunu ve beyin glukoz seviyelerinin plazma seviyelerinin % 20-30'u oldugunu
gostermistir (30). Plazma-beyin glukoz oraninin, normoglisemi veya hiperglisemi
altindaki Wistar sicanlarinda ayni egilimi izledigi gosterilmistir. Normoglisemik sigan
plazma glikoz seviyesi 8 mM iken beynindeki beyin glikozu 2,1 mM, hiperglisemik
sican plazma glikoz seviyesi 22 mM iken kronik diyabetli gruplarda beyin glikoz
seviyesinin 7,5 mM seviyelerine yiikseldigi saptanmustir (31-33). Hiperglisemik
hastalar tizerinde yapilan diger ¢alismalar da benzer sonuglar gostermistir. Bu bulgular,
periferik kandaki hipergliseminin dogrudan diyabette 6nemli bir 6zellik olan beyin

hiperglisemisine yol agabilecegini gii¢lii bir sekilde gostermektedir (33).

Hiperglisemi biligsel gerileme ile baglantilidir ve uzun ve kisa vadede bilissel islevi
etkileyebilmektedir (34). Hipergliseminin, bilissel fonksiyon bozukluklari, dikkat ve
depresyon ile iliskili oldugu gosterilmistir. Kan glukozundaki akut degisimler bilissel
performans iizerinde olumsuz bir etkiye sahiptir. Insiilin, merkezi sinir sistemini etkiler
ve potansiyel olarak bir dizi bilissel islevi modiile edebilir. Insiilin reseptdrleri beyinde,
Ozellikle hipokampusta fazladir ve insiilin, reseptdr aracili aktif bir tagima siireci
yoluyla kan-beyin bariyerini geger (35). Kan glikozundaki akut degisimler biligsel
performans iizerinde olumsuz bir etkiye sahiptir ve glisemik kontrol iyilestirmesi
bilissel islevi diizenlemek icin avantajlidir. Insiilin uygulamasmin uzamsal hafiza
isleyislerinde iyilesmelere yol a¢tigini ve STZ ile indiiklenmis diyabetle iligkili biligsel
performans {izerine olumlu etkileri bulunmaktadir (36, 37) Kronik hiperglisemi
mikrovaskiiler yapisal degisikliklerine neden olmaz ancak bolgesel serebral kan akisi

veya noronal membran boyunca ozmotik kaymalarla iligkilendirilmektedir (36).



Buna karsin kronik hiperglisemi, ileri glikozilasyon son iiriinlerinin (AGE'ler) iiretimi,
yaslilik plaklarmin ve norofibriler yumaklari olusumu serebral mikrovaskiiler hastalik
yoluyla bilissel islevi etkileyebilmektedir. Beyaz madde hacmindeki azalma, azalmis
bilissel isleve ve bilgi islemedeki azalmaya da baglanmaktadir (38, 39).
Hipergliseminin biligsel bozukluk iizerindeki olumsuz etkisi, TIDM'nin STZ
enjeksiyonu ile indiiklendigi bir zebra balig1 ¢alismasinda dogrulanmustir (40). Kronik
hipergliseminin hafif biligsel bozukluktan demansa kadar gesitli eksiklikler, diyabetli
kisilerde genel popiilasyona gore daha sik goriilmektedir (38). Yapilan bir ¢aligmada,
yaslt diyabet hastalarinin %30-40’ta bilissel islevlerinde bozulma saptanmis ve kronik
hipergliseminin siddetinin bu bozulmanin biiyiikligiiyle bir korelasyon gosterdigi
belirtilmistir. Benzer sekilde, epidemiyolojik calismalar diyabetin demans riskini
(6zellikle vaskiiler demans) yaklagsik iki katina ¢ikardigini bildirmektedir (38) Dikkat,
hafiza, yiiriitiicii islev, gorsel-uzamsal yetenekler ve dil dahil olmak tizere bir veya daha
fazla bilissel alanda diisiis olarak tanimlanan biligssel bozukluk, hem tip 1 hem de tip 2
diyabetin yaygin bir komplikasyonu olarak ortaya c¢ikmustir. Bu bozukluk, belirli
biligsel alanlardaki ince eksikliklerden vaskiiler demans veya Alzheimer hastaligi gibi
daha siddetli formlara kadar degisebilir (41). Diyabetle iliskili bilissel disfonksiyonun
patofizyolojisi, kronik hiperglisemi, insiilin disregiilasyonu, vaskiiler patolojiler ve
potansiyel olarak diger mekanizmalarin dogrudan etkilerini igeren c¢ok yonlii ve
komplekstir (42). Postmortem ve hayvan c¢alismalar1 diyabette hipokampal sinaptik
kayb1 ve noronal hasar1 ortaya koymaktadir. Buna ek olarak, diyabetli denekler ve
kemirgen modellerde, bilissel kayipla tutarli olarak hipokampiiste sinaptik proteinlerin
azalmis ekspresyonunu gostermektedir (38, 43). Insan calismalar1 ve deneysel veriler
birlikte kronik diyabetin, noronal hasar1 ve kayb1 hizlandirdigimi bunun sonucunda bilisi
bozdugunu goéstermektedir. Bu kronik metabolik hastalik ve buna bagl ortaya ¢ikan
hastaliklarin tedavisinde molekiiler yolaklarm roliinii anlamak, ilerleyen zamanlarda

yeni terapotik stratejilerin gelistirilmesine katkida bulunabilir.
2.3 Diyabet Kaynakh Bilissel Islev Bozuklugunun Molekiiler Mekanizmalari

Diyabet kaynakli biligsel fonksiyon bozukluklarinin temelinde yatan gesitli hiicresel
stres mekanizmalar1 bulunmaktadir. Molekiiler yolaklardan biri olan reaktif oksijen
tirleri (ROS) tiretimi yolunda oksidatif strese neden olarak ndronal hasara ve biligsel

eksikliklere neden olabilmektedir.
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Serebral kan akisimi ve kan-beyin bariyeri (KBB) bitiinligiinii bozarak endotel
disfonksiyonuna, serebral perflizyonun azalmasina ve KBB gecirgenliginin artmasina
neden olarak ndrotoksik maddelerin beyne girmesine neden olur (44). Insiilin, beyinde
kritik bir noromodiilator olarak iglev goriir ve noronal sagkalimi, sinaptik plastisiteyi ve
biligsel siirecleri diizenler (45-47). Diyabette, insiilin direnci ve diizensizlikleri beyin
insiilin sinyalini bozarak ndronal islevi ve bilisi bozar (48). Bu, glikoz alimmin
azalmasina, oksidatif stresin artmasma ve sinaptik plastisitenin bozulmasimna yol agar
(49). Kronik hiperglisemi, ER stres, oksidatif stres, inflamasyon ve AGE birikimi
yoluyla insiilin direncini siddetlendirmektedir (50, 51). Hem tip 1 hem de 2 diyabette
insiilin diizensizligi ndrotransmitter sistemlerini, ndronal enerji metabolizmasini ve

norojenezi etkilemektedir (52, 53).

DM, diyabetik nefropati, retinopati ve ndéropati gibi mortaliteyi artiran ve hastalarin
yasam kalitesini diisiiren hem mikrovaskiiler hem de makrovaskiiler komplikasyonlara
neden olur. Diyabete bagl bilissel fonksiyonlarda meydana kusurlar; metabolik stres,
norovaskiiler hasar ve inflamasyon dahil olmak {izere molekiiler yolaklarin
kesismesinden kaynaklanmaktadir. ER stresi, néroinflamasyon ve apoptoz olmak iizere
ii¢ birbiriyle iliskili siirecin diyabette ndronal kaybi1 ve sinaptik islev bozuklugunu
yonlendiren patojenik bir ag oldugu bilinmektedir. Diyabete bagh bilissel fonksiyon
bozuklugunda noéronal yaralanma ve Oliimiin altinda yatan molekiiler mekanizmalari
anlamak, potansiyel terapotik hedefleri belirlemek ve etkili tedaviler gelistirmek i¢in

¢ok onemlidir (4).
2.3.1 Endoplazmik Retikulum stresi

Endoplazmik Retikulum, protein salgi yolaklar1 tiim 6karyotik hiicre proteinlerinin {igte
birinin sentezinden, translasyon sonrasi1 modifikasyonlarindan ve kompleksler halinde
birlestirilmesinden ve hiicre i¢indeki kesin hedeflere iletilmesinden veya hiicre disi
bosluga salinmasindan sorumludur. Proteinler, sitozolden ER’ye katlanmamis bir
durumda salg1 yoluna girerler ve burada uygun ii¢ boyutlu konformasyonlarmi elde
etmek i¢in saperon destekli katlanmaya ugrarlar. DNA replikasyonu, transkripsiyonu ve
translasyonunun aksine, protein katlanmasi hataya oldukca agik bir siirectir. Bu nedenle,
saglikli bir proteomun siirdiiriilmesi, bazilar1 verimli protein katlanmasmi ve
transportunu tesvik etmek icin ER diizeyinde ¢alisan karmasik kalite kontrol

mekanizmalarina baghdir (54).
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ER homeostazi, hiicredeki bir Ca** rezervuari, protein katlanmasi ve montaji igin bir
fabrika, lipit ve sterol biyosentezi i¢in bir alan, sinyalizasyon ve organeller arasi iletigim
icin bir platform olarak hiicredeki c¢oklu islevlerini etkileyen fizyolojik talepler ve
patolojik maruziyetlerle siirekli karsi karstya kalir. Protein sekresyonundaki asir1 artig
veya bozulmus ER protein katlanmasi, ER limeninde katlanmamis, yanlis katlanmis
proteinlerin birikmesine neden olabilir ve bu durum 'ER stresi' olarak adlandirilir.
Protein katlanma dogrulugunu saglamak ve ER fonksiyonlarini siirdiirmek icin
okaryotik hiicrelerin katlanmamis protein tepkisi (UPR), katlanmamis veya yanlis
katlanmig proteinlerin yiikiinii hafifletmek ve protein homeostazini eski haline getirmek
icin ilgili genlerin transkripsiyonunu, mRNA translasyonunu ve protein

modifikasyonlarini yeniden programlayan tiim sinyal yolaklar1 ile iligkilidir. (55)
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Sekil 2.1 ER'den baslatilan baglica UPR yollar1. (18)
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UPR, protein iiretiminin optimum oranmi korumak icin adaptif mekanizmalarin
uygulanmasimi diizenler ve hiicre dis1 yanitlar, hormonlar, bliylime faktorleri ve hiicre
yiizeyi reseptorlerine baglanan kiigiik ligandlar; degisen besin seviyeleri, enerji durumu
ve redoks dengesi gibi hiicre i¢i homeostatik degisiklikler; hiicresel biiylime ve
farklilagmadaki degisiklikler ve ER protein katlama kapasitesindeki bozulma gibi ¢esitli
uyaranlara hizla tepki verir. UPR'nin aktivasyonu salgilama yolunun hemen her yoniinii
etkiler, protein sentezi ve ER'ye tasinma hizini, protein katlanmasini, olgunlagmasini ve
kalite kontroliinii, protein trafigini ve otofaji ve ER ile iliskili protein bozunma (ERAD)

yollar1 araciligiyla yanlis katlanmis proteinlerin ortadan kaldirilmasini degistirir.

Diyabetli beyinlerde UPR sensorlerinin ekspresyonu artmaktadir. Kronik hiperglisemi,
ileri glikasyon son tirlinleri ve diyabette diizensiz insiilin sinyali, néronlarda ve glialarda
protein katlanmasini bozarak ii¢ kanonik UPR sensoriinti (PERK, IREla, ATF6) aktive
eder.

PERK {izerinden UPR sinyalide, ER stresine karsi ani bir adaptif reaksiyon dkaryotik
translasyon baslatma faktorii 2 alt birim-a'yi (eIF2a) fosforile eden ve protein sentezinin
gegici olarak zayiflamasina yol agan bir kinaz olan PERK tarafindan baslatilir (Sekil
2.1a) (56). Bu tersinir kovalent modifikasyon, yeni sentezlenen proteinlerin ER'ye
akisin1 Onleyerek proteinin yanlis katlanma yiikiinii smirlar. Eszamanl olarak, fosforile
elF2a, 5' cevrilmemis bolgelerinde bir veya daha fazla upstream ag¢ik okuma cgergevesini
(uORF) barindiran spesifik bir mRNA setinin translasyonunu baslatir (57). Bunlardan
biri, redoks homeostazi, amino asit metabolizmasi, protein sentezi, apoptoz ve otofajide
yer alan genlerin ekspresyonunu aktive eden stresle indiiklenebilir bir transkripsiyon
faktorii olan ATF4'U kodlar. ATF4, protein fosfataz 1 (PP1) diizenleyici alt birimi
GADD34’iin ekspresyonunu arttirarak protein sentezini eski haline getirmek i¢in
elF2a'y1 defosforile ederek bir geri besleme dongiisiine katilir (Sekil 2.1b) (58). ER
stresi sirasinda GADD34, elF2a’1 fosforile etmek i¢in PP1 ile bir kompleks olusturur.
GADD34'e benzer sekilde, bir PP1 kofaktorii olarak gorev yapan elF2a
fosforilasyonunun (CReP) yapisal baskilayicisinin ekspresyonu, fosforile elF2a icin
PP1 6zgiilliigii saglar. GADD34 ve CReP, ER stresi ¢0ziildiigii i¢in protein sentezinin
kurtarilmasi igin gereklidir (58).
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Inositol-requiring enzyme 1a (IREla) iizerinden UPR sinyalide, ER stresi altinda RNaz
aktivitesini ortaya ¢ikarmak i¢in oligomerlesir ve otofosforile olur. IREla,
metazoanlarda transkripsiyon faktorii X-box baglayict protein 1'i (XBP1) kodlayan
mRNA'dan kiigiik bir 26 niikleotid intronu ¢ikarir ve bdylece translasyonel a¢ik okuma
cergevesini kaydirr (59). Bu isleme olayi, ER protein translokasyonu, katlanmasi ve
salgilanmasmin yani swra yanlis katlanmig proteinlerin bozunmasinda rol oynayan
genlerin ifadesini arttiran aktif bir XBP1 transkripsiyon faktoriiniin ekspresyonu ile
sonuglanir (Sekil 2.1a). Diizenlenmis IRE1'e bagli bozunma (RIDD) olarak bilinen bir
stirecte, IREla ayrica kiigiik bir mRNA setini veya dncii mikroRNA'lar1 (miRNA'lar)
pargalayarak bozulmalarma yol agabilir (60). RIDD, mRNA bollugunu ve dolayisiyla
ER'deki protein katlama yiikiinii azaltmak i¢in bir yol olarak hizmet edebilir. RIDD'nin
ER protein katlanma homeostaz1 lizerindeki kantitatif etkisi heniiz belirlenmemis olsa
da segilen mRNA'lar1 hiicre tipine ve uyarana bagli bir sekilde parcalayarak c¢oklu
hiicresel siiregleri diizenledigi bulunmustur (61). Hem XBP1 hem de RIDD tarafindan
diizenlenen mRNA'lar ve 6ncii miRNA'lar i¢in, bir kok-dongii yapisi icinde ortak bir
konsensiis CUGCAG dizi motifi, IREla boliinme bdlgesinin dnemli bir ozelligidir.
Ayrica, IREla'nin sinyal tanima pargcacik RNA'si, ribozomal RNA'lar ve transfer
RNA’lar1 dahil olmak iizere translasyonel ve translokasyonel mekanizmalarin
bilesenleri ile kompleksler olusturur (62). Bununla birlikte, IRElo kiigiik RNA
komplekslerinin biyolojik dneme sahip olup olmadigi daha fazla arastirilmaya devam
etmektedir. Ek olarak, IREla ayrica makro otofaji ve MAPK yolu dahil olmak iizere
diger stres yanit yolaklari ile etkilesim kurabilecek adaptor proteinler ile iliskilidir (54).

ATF6 iizerinden UPR sinyalinde ER stresinde, tam uzunlukta ATF6, ER'den Golgi
aygitina gecer, burada bdlge-1 proteaz (S1P) ve bolge-2 proteaz (S2P) tarafindan
boliiniir ve 'ATF6p50' olarak adlandirilan ve gen ekspresyonunu indiiklemek i¢in
cekirdege yer degistiren temel bir 16sin fermuar (bZIP) transkripsiyon faktorii iceren bir
parcayr serbest birakir (Sekil 2.1a). ATF6 ve XBPl'ler, ER saperonlarmi kodlayan
genlerin ve ER proteini translokasyonunu, katlanmasini, olgunlasmasini ve
salgilanmasimi, ayrica yanls katlanmig proteinlerin degradasyonunu diizenleyen
enzimlerin transkripsiyonunu diizenlemek icin paralel olarak hareket eder. Genel olarak,
UPR, ER katlama kapasitesini dinamik bir sekilde ayarlayarak ER proteostazini
koruyan ve ER stresi altinda hiicre fonksiyonunu siirdiiren sinyal yollarinin bir

kombinasyonunu temsil etmektedir (54, 63).
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Glinlimiizde, diyabetik hipokampiislerde ER stresinin belirteglerini iyi bir sekilde
belgelenmistir. Diyabetli kemirgenler hipokampal ndronlarda BiP/GRP78 ve PERK
fosforilasyonunun ekspresyonlar1 artmaktadir. Ozellikle, devam eden ER stresi
tarafindan indiiklenen bir transkripsiyon faktorii olan C/EBP Homoloji Proteini
(CHOP), diyabetli beyinlerde daha yiiksektir. Yapilan bir ¢alismada, streptozotosin
(STZ) diyabetli sicanlarin kontrollerden daha fazla CHOP pozitif hipokampal norona ve
TUNEL pozitif hiicrelere sahip oldugunu saptamislardir. Bu durum CHOP kaynakli ER
stresinin diyabette ndronal apoptozu indiikledigini diistindiirmektedir (64). Bu ER stresi
aracilt apoptoz, Morris su labirentinde kullanilarak yapilan deneylerde bozulmus
ogrenme ile iligkilidir ve UPR aktivasyonu ile biligsel gerileme arasinda dogrudan bir
baglant1 oldugunu gostermektedir (43). Benzer sekilde yapilan bir in vitro ¢alismada,
hiperglisemi ile aktive edilen ER stresinin noronal hasari tesvik ettigini ortaya
koymustur. Boylece, diyabetik hipokampiiste asir1 veya uzun siireli UPR sinyallemesi,
biligsel fonksiyon bozukluklarimm altinda yatan néron kaybina neden olan pro-apoptotik
yollar1 tetikleyebilmektedir. Ayrica diyabetik hipokampal ER stresinin, inflamatuar
sinyallemeyi aktive ettigi bilinmektedir (65). Bununla uyumlu olarak baska bir ¢alisma
¢Oziilmemis ER stresinin diyabetik ndronlarda asir1 otofajiye ve nihayetinde apoptoza
yol actig1 bir "ER stres-otofaji" ekseni isaret etmektedir (66). Ozetle, beyindeki
hiperglisemi ile iliskili ER stresi, bilisselligi kritik sekilde bozan asagi akis kaskadlarmni
(apoptozis, inflamasyon) baslatir (43, 65).

2.3.2 Inflamasyon

Kronik diisiik dereceli inflamasyon diyabetin bir 6zelligidir ve diyabetik beyindeki
noroinflamasyon artik iyi belgelenmistir. T2DM'de hem periferik hem de merkezi
inflamasyon mediyatorleri yiikselir. Sistemik olarak, meta-analizler pro-inflamatuar
belirteglerin (IL-6, TNF-a, CRP) bilissel bozuklugu olan diyabetlilerde énemli 6l¢iide
daha yiiksek oldugunu ve bilissel test puanlariyla negatif korelasyon gosterdigini ortaya
koymaktadir (67). Beyinde lokal olarak, diyabetik kemirgen modellerinde mikroglial ve
astrosit aktivasyonu tespit edilmistir. Diyabetik si¢anlarm hipokampiisiinde, TNF-a ve
IL-1B gibi proinflamatuar sitokinler, oksidatif stres belirtegleriyle birlikte belirgin
sekilde yiikselmektedir (65). Diyabette NLRP3 inflamazom vyolu (Sekil 2.2),

noroinflamasyonun 6nemli bir digliimiidiir.
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NLRP3 inflamatuari, hiicresel stres sinyallerine yanit veren ve bir sensér (NLRP3), bir
adaptor protein (ASC) ve bir efektor (kaspaz-1) olusturan bir sitoplazmik bagisiklik
faktoriidiir. ASC proteini, bir amino-terminal pirin alanmin (PYD) yani sira bir kaspaz
toplama alanma (CARD) sahiptir. Buna karsilik, NLRP3, merkezi bir NACHT alani, bir
karboksi-terminal 16sin agisindan zengin tekrar (LRR) alan1 ve PYD’den olusan tiglii bir
proteindir (68). NLRP3 ve pro-IL-1p ekspresyonu NF-kB yoluyla inflamatuar uyaranlar

tarafindan indiiklenir.

NLRP3'"lin transkripsiyonel indiiksiyonunu kontrol eden niikleer faktor-kB'nin (NF-«xB),
NLRP3 inflamatuarinin aktivasyonunda ilk sinyali sagladigi bilinmektedir (69-71).
Tioredoksin etkilesimli/inhibe edici protein (TXNIP), deubikitinasyon ve oksitlenmis
mitokondriyal DNA'nin, NLRP3 ile dogrudan baglanarak ve oligomerizasyonunu
modiile ederek ikinci sinyali sagladigi one stirtilmiistiir (69, 72). Yiksek glikoz aracili
ROS iiretimi, NLRP3 hazirlamay1 ve aktivasyonun ikincil adimini aciklayan NF-kB
fosforilasyonunu ve TXNIP ekspresyonunu arttirabilir(73-75). NF-kB'nin, NLRP3
inflamazomunun aktivasyonunu kolaylagtiran NLRP3’iin pro-kaspaz-18 ve pro-IL-1p
ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir (76-78). TXNIP'nin, NLRP3 inflamatuarinin
ekspresyonunu hazirlayarak veya NLRP3'in yapisini1 dogrudan modiile ederek ROS ve
NLRP3 inflamatuar1 arasinda bir baska 6nemli baglanti oldugu bildirilmistir (79)
NLRP3 inflamatuarlar1 tipik olarak PAMP (mikrobiyal toksinler, viral RNA ve
bakterilerin yiizey bilesenleri gibi) ve DAMP (ATP, iirik asit kristalleri, beta-amiloid
peptitler ve aliiminyum adjuvanlar dahil) tarafindan aktive edilir (80, 81). NLRP3,
oligomerize NLRP3 ile kendi kendine oligomerizasyona ugramak i¢in uyaranlar iizerine
homotipik NACHT yapisal alani ile etkilesime girer ve PYD-PYD etkilesimleri yoluyla
cekilen bagli ASC'min, ASC lekeleri (makromolekiiler odak noktalar1) halinde
toplanmasina neden olur (82-84). Daha sonra, bir araya getirilen ASC, NLRP3
inflamatuari olarak adlandirilan NLRP3-ASC-kaspaz-1 protein kompleksini olusturmak
icin homotipik CARD-CARD etkilesimleri yoluyla kaspaz-1'i aktiflestirir (85). Aktif
NLRP3 inflamatuari, kendi kendine boliinmeyi tetikler ve pro-kaspaz-1'i aktive ederek
pro-inflamatuar sitokinler IL-1p / 18'in salinmasina neden olur. Kaspaz-1 ayrica
gasdermin D'yi (GSDMD) N-terminal GSDMD'ye (N-GSDMD) ayirir, bu da hiicre
zarinda gozeneklerin olusumuna neden olur ve piroptozu tetikler ve enflamatuar yanit1

daha da tegvik etmek igin enflamatuar faktorler IL-1f / 18'i serbest birakir (86).
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Sekil 2.2 Hiperglisemiye bagli NLRP3 inflamatuar aktivasyonu (79)

Diyabette, mikroglialar pro-inflamatuar (M1 benzeri) bir fenotipe dogru kayar, 1L-6,
TNF-o ve diger sitokinleri salgilamaktadir. Bu sitokinler noronal plastisiteyi bozarak
eksitotoksisiteye neden olabilmektedir. Klinik olarak, hafif bilissel bozukluk veya
demansh diyabetli hastalarda daha yiiksek serum TNF-o/IL-6 seviyeleri olma egilimi
bulunmaktadir ve hafif hiperglisemi bile merkezi sinir sisteminde (MSS) inflamasyonu
artirabilmektedir (65, 67). NLRP3 inflamazom yolu diyabette noroinflamasyonun
onemli bir digimidir. Yiksek glikoz ve ER stresi her ikisi de NLRP3'i aktive
etmektedir. Diyabetik fare modelleriyle yapilan caliymada noéronlardaki NLRP3
inflamazom kompleksi ve kaspaz-1 aktivasyonu belirgindir. Bu durum kronik
inflamasyon ve sinaptik hasara yol agmaktadir (65). Ozellikle, NLRP3 ve tiyoredoksin
etkilesimli proteini (TXNIP) bloke etmek inflamasyonu ve biligsel eksiklikleri tersine
cevirebilmektedir. Diyabetik kemirgenlerde, NLRP3'ii inhibe eden bilesikler ve sitokin

ekspresyonunu azaltarak uzamsal hafizayi iyilestirmektedir (5, 87).
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Diyabetik beyinde NLRP3 inflamatuarinin aktivasyonunun bir¢ok faktdr tarafindan
tetiklenebilecegini bilinmektedir. Bunlar arasinda asir1 glikoz, serbest yag asitleri ve
oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon ve ER stresi gibi ¢esitli hiicresel olaylar
bulunur. Spesifik olarak, ROS ve mitokondriyal DNA (mtDNA), potasyum (K*) salgisi
ve TXNIP gibi bu hiicresel olaylarin iriinlerinin tiimii, NLRP3 inflamatuarinin
aktivasyonuna aracilik etmede ¢ok dnemli bir rol oynar. Ek olarak, son ¢alismalar, diger
diyabetik komplikasyonlarda lizozomal hasarin neden oldugu histon B'nin de NLRP3

inflamatuarmi aktive etmektedir (29).

Ozetle diyabet hem sistemik hem de beyin immiin hiicrelerinde artan inflamasyon
harekete gegirir. TXNIP/NLRP3 ve diger yolaklarin tetikledigi inflamasyon, norotoksik
bir ortam yaratir; hipokampiiste yiikselmis IL-1B ve TNF-a, oksidatif stres ve azalmis

norotrofik destek, hafiza kaybina ve bilissel islev bozukluklarma katkida bulunur.
2.3.3 Tiyoredoksin Etkilesmli Protein (TXNIP)

Prokaryotlardan memelilere kadar yiiksek oranda korunmus bir protein olan
Tiyoredoksin (TRX), baslangigta Escherichia coli'de DNA sentezi i¢in temel enzim
olan riboniikleotid rediiktaz i¢in bir hidrojen dondrii olarak tanimlandi (88). Daha sonra,
hiicresel disiilfit oksidorediiktaz kompleksinin bir pargasi olarak taninan TRX, TRX-R
tarafindan NADPH'nin harcanmasiyla yenilendigi ve hiicresel redoks homeostazinin
stirdiiriilmesinde kritik bir rol tistlendigi biliniyordu. Yani, oksitlenmis tioredoksin (Trx-
S2), TRX-R aktivitesi tarafindan katalizlenen bir reaksiyon yoluyla NADPH tarafindan
indirgenir. Indirgenmis Trx-(SH)2 daha sonra, hedef proteinlerdeki disiilfiti dogrudan
indirgeyebilir (89, 90). Iki farkli gen tarafindan kodlanan sitozolik (TRX1) ve
mitokondriyal (TRX2) izoformlarin ¢ok kiiciik farklilar bulunmaktadwr. TRX1 ve
TRX2, sican beyninde yaygin olarak eksprese edilirken, TXR1 0zellikle yiiksek
metabolik aktivite ve oksidatif yiik bolgelerinde (6rnegin, substantia nigra ve

subtalamik ¢ekirdek) ekspresyon seviyeleri yiiksektir (91).

Genellikle ana TRX izoformu olarak bilinen TRX1, yalnizca mitokondriye 6zgii olan
TRX2'nin aksine sitozol, plazma zar1 ve ¢ekirdegin yani swra hiicre dis1 boslukta
lokalizedir. Redoks diizenleme islevi nedeniyle, TRX sistemi ve Ozellikle TRX1'in

ampirik olarak muazzam koruyucu etkiler sagladigi gosterilmistir (92).
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TRX asir1 ekspresyonu olan fareler, daha uzun omiir ile oksidatif strese karsi daha
direnclidir, bu durum hiicresel sagkalimdaki roliinii agiklamaktadir. Ozellikle, TRX'nin
asir1 ifadesinin veya damar i¢i uygulanmasinin, iskemik inme hasarmna karsi
noroproteksiyon sagladigi ve yasam siiresini uzattigi rapor edilmistir (93-95).
Mitokondriyal izoform olarak TRX2 ayrica sitokrom-c salinimmi dogrudan bloke
edebilir ve hiicreleri ROS kaynakli apoptozdan koruyabilir. ROS temizleme
sistemindeki birincil roliiniin yani sira TRX, cesitli transkripsiyon faktorlerinin DNA
baglanma bolgelerindeki sistin  kisimlarimi  azaltmaktadir  (90). Hiicre igi
indirgeme/oksidasyon dengesinin korunmasinda ¢ok Onemlidir. Tioredoksin ile
etkilesime giren protein, Trxl, Trx2'ye dogrudan baglanarak tioredoksin aktivitesini
inhibe ederek oksidatif stresi indiikler ve bdylece disiilfid degisimi yoluyla

tioredoksinin indirgeyici aktivitesini inhibe etmektedir.

Insan tiyoredoksin etkilesimli proteini 391 amino asitten olusmaktadir. TXNIP,
kromozom 1g21.1 bolgesi tizerinden kodlanan, tiim periferik dokularda ve endotelde
ekprese edilen 46 kDa'lik bir proteindir (96, 97). Baslangigta sitoplazmik bir protein
oldugu diistiniilen TXNIP'in, Saxena ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada normal
kosullarda temel olarak c¢ekirdekte lokalize oldugu ve oksidatif stresten sonra
mitokondriye yer degistirdigi kesfedilmistir (98, 99). TXNIP esas olarak TRX
aktivitesini inhibe ederek islev goriir. Sitoplazmada bulunan TRX1 ve c¢ekirdekte
bulunan TRX2, pankreas B-hiicrelerinde tanimlanmistir. TXNIP’in asir1 iiretilmesi,
TRX’in indirgeme aktivitesini diislir ve Trx’in aktif merkezindeki iki sistein kalintisina
baglanarak hiicreleri oksidatif stres ve apoptoza karsi daha duyarli hale getirir (100).
Stres kosullar1 altinda TXNIP sekil 2.3’te gosterildigi gibi niikleustan mitokondriye
gecer ve TRX2'ye baglanarak ASKI1'i serbest birakir, bunun sonucunda kaspaz-3
aktivasyonu tetiklenmektedir. Sonugta, TXNIP asir1 ekspresyonu sitokrom-c salinimini
indiikleyerek hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin
asirt Uretimi sonucu protein modifikasyonu ve lipid peroksidasyonuna yol agarak
hiicresel islev bozukluguna neden olur ve bircok insan hastaliginda rol oynadigi
diistiniilmektedir. Bu tiyoredoksin sistemi, hiicre i¢i indirgenme/ylikseltgenme
dengesinin korunmasinda kritik 6nem tagmaktadir. Tiyoredoksin-etkilesimli protein ise
Trx1 ve Trx2'ye dogrudan baglanarak tiyoredoksin aktivitesini inhibe eder ve boylece
onlarin distilfit degisimi yoluyla gergeklesen indirgeme aktivitesini engelleyerek

oksidatif strese neden olmaktadir (101).
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Sekil 2.3 TXNIP’in stres kosullar1 altina ¢ekirdekten mitokondriye yer degistirmesi ve
apoptozis (102).

TXNIP, iskelet kaslari, adipositler, karaciger, merkezi sinir sistemi, kardiyomiyositler,
endotel olmak iizere tiim periferik dokularda eksprese edilir. TXNIP ekspresyonundaki
dramatik ve/veya kronik degisiklikler c¢esitli hastaliklarin gelisimine zemin
hazirlamaktadir (sekil 2.4). Tiyoredoksin sistemi, karbonhidrat metabolizmasinda,
insiilin  iiretimi ve duyarliliginda, kan basmnci diizenlenmesinde, aterogenezde,
inflamasyonda, makrofajlarin kemotaktik aktivitesinde ve trigliserid-HDL oraninin
ylikselmesinde 6nemli rol oynamaktadir (103). TXNIP, B hiicrelerinin fonksiyonu
tizerindeki etki, hepatik glukoz iretimi, adipogenez, enerji harcamasmin azalmasi,
periferik dokularda insiilin duyarhiliginin azaltilmasi dahil olmak {izere pleiotropik

etkiler yoluyla glikoz ve lipid metabolizmasi ile iliskilidir (104, 105).
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Akut lenfositik 16semi, akciger karsinomu, meme kanseri, kolorektal kanser,
hepatoselliiler ve mide kanseri, non-Hodgkin lenfoma, pankreas kanseri, miyelom gibi
malign tiimorlerde, agresif timor davranisi ile iligkili olarak artmig bir tiyoredoksin
seviyesi bildirilmistir. Bu nedenle, Trx sistemi kanser, otoimmiin ve kronik inflamatuar

hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in de hedeflenmektedir (103).
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Sekil 2.4 TXNIP'in ¢esitli hastaliklarin gelisimindeki rolii. (106).

TXNIP, NLRP3 inflamazomu (sekil 2.5) aracihigiyla inflamatuar sinyalizasyonu aktive
ederek hiicresel metabolizmada temel bir rol oynamaktadir (106). NLRP3 inflamazom
aktivasyonu, oksidatif stres kosullarinda c¢ekirdege gecis yapan NF-kB’nin
uyarilmasiyla baslatilir. Pro-IL-1B ve pro-IL-18 dahil proinflamatuar sitokinlerin yani
sira NLRP3'lin transkripsiyonel indiiksiyonunu kontrol eden NF-kB'nin, NLRP3
inflamazom aktivasyonunun ilk adimini sagladigi gosterilmistir. NLRP3 inflamazom
aktivasyonunun ikinci adimi, TXNIP ile NLRP3 arasindaki dogrudan etkilesimin
redoks iligkili bir sekilde baslatilmasidir. Proinflamatuar yol aktivasyonu ve ROS
birikimi, TXNIP'in NLRP3'iin PYD araciligryla NLRP3 ve ASC ile etkilesimini
indiikler, ardindan ASC'nin CARD domaini pro-kaspaz 1 ile etkilesime girer (107). Ek
olarak, bu stres kosullari, TXNIP'in TRX2'den ayrilmasini tesvik ederek TXNIP'in
mitokondride NLRP3 ile dogrudan baglanmasint miimkiin kilmaktadir (72, 108). Bu
etkilesimler, NLRP3 inflamazomunun olusumuna yol acar ve pro-kaspaz 1'in
kesilmesini indiikleyerek aktif kaspaz 1 tiretimini saglar. Kaspaz 1, pro-IL-18 ve pro-
IL-1B'yi olgun formlarmma (IL-18 ve IL-1P) katalizler ve sitozole salgilanmalarini

saglayarak inflamatuar yanit1 kolaylastirir.
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Aktif kaspaz 1, GSDMD ’nin N-terminal ve C-terminal domainleri arasindaki baglayici
bolgeden keser. N-terminal parcasi, plazma zarmna tasmir ve 10-20 nm c¢apinda zar
porlar1 olusturmak {izere oligomerlesir (109). Bu zar porlari, inflamatuar sitokinler IL-
IB/IL-18"in salmimini, zar yirtilmasmi ve hiicre sismesini destekleyerek sonunda

piroptozise (programli inflamatuar hiicre 6liimii) yol agmaktadir (110).

Cesitli calismalar, ER stresi tarafindan (sekil 2.5) TXNIP'in indiiklenmesinin NLRP3
inflamazomunun aktivasyonunu tesvik ettigini bildirmektedir (110). Bunlari bdlim
2.3.1°de gosterildigi gibi UPR’nin {i¢ transmembran proteinin (ATF6, IREla ve PERK)
uyarilmasiyla baslatilir. ER stresi tarafindan bu {i¢ sinyal ileticisinin uyarilmasi, tipik
olarak CHOP ve TXNIP'in aktivitesini diizenler. CHOP/TXNIP sinyal yolunun
indiiklenmesi, NLRP3 inflamazomunu ve nihayetinde kaspaz 1'i aktive ederek IL-1f3 ve
IL-18'in olgunlagsmasmi ve salmimini tetikler (63). Dolayisiyla, CHOP/TXNIP sinyal
yolu; NLRP3 inflamazom aktivasyonunun ve apoptoz/piroptoz yolunun merkezi bir
diizenleyicisidir ve oksidatif stres ile inflamasyon gibi ¢ok cesitli zararli uyaranlar

arasinda baglant1 kuran kilit bir araci1 olarak islev gérebilmektedir (102).
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Sekil 2.5 TXNIP sinyallemesinin yukar1 akis medyatorleri (106).



TXNIP'in ekspresyonu UV radyasyonu, y radyasyonu, yiiksek sicaklik, hipoksi, H,O,ve
hiperglisemi ile indiiklenir. Yiiksek glikoz seviyeleri tarafindan iiretilen pankreas 3
hiicrelerinde TXNIP ekspresyonu, B hiicrelerinin glukotoksisitenin neden oldugu
apoptozu i¢in kritik oneme sahiptir (111). TXNIP, referans seviyeler ig¢indeyken
hiicrelere zarar vermez ancak seviyesi arttiginda istenmeyen bircok metabolik etki
vardir. TXNIP ayrica akut enerji stresine nasil yanit verilecegine karar vermede
hiicreler i¢in 6nemli bir diizenleyici nokta olarak hizmet eder. Tiyoredoksin sisteminin
modiilasyonunun metabolik sendrom, insiilin direnci ve tip 2 diyabetin yonetiminde
oldugu kadar hipertansiyon ve ateroskleroz tedavisinde de yeni bir hedef olarak kabul
edilebilecegi bildirilmistir (112). TXNIP, GLUT-1'in (glikoz tasiyici-1) ekspresyonunu
ve lokalizasyonunu etkileyerek periferik glikoz alimmi diizenler (sekil 2.5). TXNIP,
GLUT-1'e baglanarak i¢sellesmesini indiikleyerek dogrudan ve dolayli olarak GLUT-1
mRNA seviyesini azaltarak glikoz alimin1 baskilar. TXNIP, enerji stresi altinda AMPK
tarafindan fosforile edilir. TXNIP'in fosforilasyonu, GLUT1'den ayrilmasina yol agar.
Boylece, GLUT!1'in endositoze edilmesini, GLUT-1 ekspresyonunun onemli Olciide
artmasini ve sonug olarak glikoz akisinda akut bir artisa izin vermesini 6nler (113, 114).
Protein kinaz B (AKT) tarafindan ayn1 TXNIP bolgesi iizerindeki fosforilasyon, glikoz
akisinda esdeger bir artisa neden olur. AKT'nin aktivasyonu, kas ve yag dokularinda
enerji depolanmasi i¢in ve ayrica kanser gibi hizli boliinen hiicrelerde enerji tiiketimi
icin glikoz alimimi arttirir. TXNIP, protein kinaz B'nin dogrudan bir substratidir ve
bliylime faktorli tarafindan stimiilasyondan sonra AKT'ye bagl akut glikoz akisina
aracilik etmekten sorumludur. TXNIP ayrica GLUT-4'lin bazal endositozu i¢in bir
adaptordiir ve yoklugu kas ve yag dokularinda hizli glikoz alimina izin verir, bu da aglik
sirasinda hipoglisemiye neden olmaktadir. TXNIP, GLUT1 ve GLUT4 yoluyla glikoz
akigmi modiile etmek i¢in sinyal regiilasyonu ve yanitinin 6nemli bir diigiimii olarak

kabul edilmektedir (115).

Diyabet ve kronik komplikasyonlarinin ortaya ¢ikmasi, gelismesi diyabetik hastalarda
oksidatif stres reaksiyonu ve oksijen serbest radikal iiretiminin artmasi ile yakindan
iligkilidir. TXNIP, AMPK yolag1 yoluyla glomeriiler mezanjiyal hiicrelerde oksidatif
stres yanitini kolaylastirir ve diyabetik nefropatiye yol agmaktadir. Bu nedenle TXNIP,
diyabetik nefropati tedavisi i¢in de terapdtik bir hedef olarak tanimlanmaktadir (101).
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Diyabet ve glukoz intoleransi olan hastalarda TXNIP'in asir1 ekspresyonu bilinmektedir
(104). TXNIP inhibisyonunun B hiicreli sagkalimi ve islevi arttirdigi iddia edilmektedir
(116). TXNIP eksikligi insiilin direncini ve tip 2 diyabeti Onledigini yapilan
calismalarla desteklemektedir (117). TXNIP eksikligi olan farelerde artmis B hiicre
kiitlesi ile iliskilendirilmektedir (111).

Uzun siireli hipoksi sirasinda, mTORCI1 sinyal yolunun inhibisyonunun bir sonucu
olarak TXNIP ekspresyonu artmaktadir(118). TXNIP asir1 ekspresyonu, hipoksi ile
indiiklenebilir faktor 1a (HIF1A) aktivitesini azaltmaktadir. TXNIP ve nitrik oksit (NO)
sinyali arasinda ¢oklu etkilesimler bulunmaktadir. TXNIP'in yalnizca NO {iretimini ve
biyolojik etkilerini baskiladig1 degil, ayn1 zamanda NO'nun da TXNIP mRNA ifadesini
engelledigi gosterilmistir. (119, 120). Bu degisikliklere, aort endotelyumunda reaktif
oksijen tiirlerinin ve vaskiiler hiicre adezyon molekiili-1'in (VCAM-1) artmis
ekspresyonu ile es zamanl olarak azalmis vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)
eslik etmektedir. Ek olarak, hiperglisemi veya karbonhidrat yanit elemani baglayici
proteinin (ChREBP) asir1 ekspresyonu ile indiiklenen primer insan aort endotel
hiicrelerinde TXNIP aswr1 ekspresyonu, erken apoptozu ve bozulmus NO
biyoaktivitesini tesvik etmektedir. TXNIP ekspresyon seviyeleri ile endotel
disfonksiyonu arasindaki korelasyon, TXNIP'in diyabetik hastalarda vaskiiler
komplikasyonlar i¢in bir biyobelirte¢ oldugunu diisiindiirmektedir (121).

Cok sayida yeni ¢alisma, Alzheimer hastaligi (AD) ve inme [70] dahil olmak {izere
norodejeneratif ve serebrovaskiiler hastaliklarda TXNIP ekspresyonunun arttigina isaret
etmektedir (6, 122). Bildirildigine gore, TXNIP molekiilii, biligsel gerilemenin ilk
ortaya ¢iktig1 donemde SXxFAD farelerinin hipokampusunda asir1 ifade edilir (122). Bu
durum, glial fibriller asidik proteinin (GFAP) hipokampustaki artmis ekspresyonu ile
iligkilidir. D-galaktoz ile indiiklenmis Alzheimer hastaligi sican modelinde de TXNIP
ekspresyonunun artist ve TRX ekspresyonunun azalis1 gosterilmistir. Bu ¢alismada,
bitkisel bir fenilpropanoid glikozit olan salidrozid ile tedavi, TRX, TXNIP ve NF-kB
proteinlerinin ekspresyonlarini diizenleyerek biligsel islevleri lizerine pozitif etkilerinin
oldugu bildirilmistir (123). Diyabetten etkilenen beyin dokusunda da TXNIP seviyeleri
artmaktadir ve bu durum noronal hasar belirtecleriyle siki bir sekilde iligkilidir.

Diyabetik sican modeliyle yapilan bir ¢alismada hipokampal TXNIP mRNA ve
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proteininde belirgin artiglar ve TXNIP ubikitinasyonunda azalma gosterdigi

bildirilmistir (4).
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Diyabetik modellerle yapilan c¢aligmalarda, TXNIP sinyallemesinin azaltilmasi
bilisselligi siirekli olarak iyilestirdigi isaret edilmektedir(5)Bu baglamda, diyabette ER
stres/TXNIP/NLRP3 yolaklar1 muhtemelen hipokampiiste de benzer sekilde
islemektedir. Diyabetik metabolik streste TXNIP, néroinflamasyona mekanik bir koprii

sagliyor gibi goriinmektedir.
1.1.4. Noral Hiicre Kayb1 ve Bilissel Gerileme

Noronlarin apoptotik 6liimii, metabolik stresi ve biligsel kaybi1 birbirine baglayan son
ortak yoldur. Diyabetik beyinde, mitokondriyal hem de ER stres aracili apoptotik yollar
aktive olur. Hayvan ¢aligmalari, 6grenme ve hafiza eksiklikleriyle ayn1 zamana denk
gelen diyabetik hipokampiislerde siirekli olarak artan ndronal apoptozis oldugunu
gostermektedir. Tip-1 diyabet modeliyle yapilan bir ¢alismada siganlarin diyabetin 8.
aymda biligsel eksiklikler gelistirdigini ve buna DNA parcalanmasi, TUNEL pozitif
hiicreler, artmus Bax/Bcl-2 orani ve hipokampiis noronlarinda yiikselmis kaspaz-3
aktivitesinin eslik ettigini  bildirilmistir (124). Bu bulgular, kronik diyabette
mitokondriyal apoptotik kaskadin devreye girdigini gostermektedir. Benzer sekilde,
Zhang ve arkadaslar1 (yukarida), diyabetik hipokampiiste CHOP yukari regiilasyonunun
noronal apoptoza yol actigimni yapilan analizlerle dogrulamislardir (43). Her durumda,
apoptoz néron kaybi (azalmig néron yogunlugu) ve uzamsal bellek gorevlerinde daha
kotl performans ile iligkilendirilmistir. Bu 6liim yollarinin kesintiye ugramasi sonuglar1
tyilestirir. Diyabetik kemirgenlerde, ER stresini veya inflamatuar sinyali bloke eden
ajanlar noronal apoptozu azaltarak bilisi korumaktadir (65). Daha genis olarak, anti-
inflamatuar tedaviler veya antioksidanlar verilen diyabetik hayvanlar daha az TUNEL
pozitif néron ve daha iyi biligsel puanlar gostermektedir. Klinik olarak, beyin
goriintiileme g¢aligmalar1 néronal kaybi desteklemektedir (125). Hipokampiis 6grenme
ve hafiza i¢cin merkezi bir 6neme sahiptir. Noronlarin ve sinaptik baglantilarin kaybinin

diyabette goriilen bilissel islev bozukluklariyla baglantilidir.

ER stresinin, TXNIP aracili inflamasyonun ve diger hakaretlerin kiimiilatif etkileri
apoptozda birlesir. Noronal hiicre kayiplar1 beyin atrofisine ve biligsel islev
bozukluguna neden olmaktadir. Sonu¢ olarak, diyabette kronik metabolik stres
(hiperglisemi, dislipidemi, insiilin eksikligi/direnci), ndronal ER stresini tetikler

TXNIP'in ekspresyonunu arttirir ve dogustan gelen bagisikligi aktiflestirir.
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Bu kaskad, birlikte hipokampus gibi hassas beyin bolgelerinde mitokondriyal ve ER ile
iliskili apoptozu tetikleyen ROS ve proinflamatuar sitokinleri yiikseltir. Apoptozun
neden oldugu noral hiicre kaybi, diyabetlilerde bilissel bozulma ve demansin daha
yiiksek goriilme sikligini agiklamaktadir (38, 65, 124, 125). Bu baglamda hayvanlar ve
hiicre modelleri tlizerinde yapilan ¢alismalar, ER stresi TXNIP/NLRP3 sinyallemesi
veya inflamatuar sitokinleri hedeflemenin noronlar1 koruyabilecegini ve bilisselligi

iyilestirebilecegini gostermektedir (4, 65).
2.4 Diyabet Tedavisinde TXNIP’in Farmakolojik Diizenlenmesi

T1D ve T2D'li bireylerden insan pankeras langerhans adaciklarinda bulunan yiiksek
TXNIP ekspresyonunun beta hiicre sagkalimi ve adacik fonksiyonu iizerindeki zararl
etkileri, adacik TXNIP ekspresyonunu terapotik olarak inhibe etmeye ¢ekici bir hedef
haline gelmistir. Birinci simif kalsiyum kanal blokerleri (KKB), kardiyomiyositlerde ve
ayrica pankreatik B hiicrelerinde bulunan L tipi kalsiyum kanallarin1 inhibe etmektedir.
KKB'lerin B hiicrelerinde TXNIP ekspresyonunu azalttig1 ve sagkalimlarini arttirdigi
kanitlanmistir  [32]. Dihidropiridin  olmayan L-tipi kalsiyum kanal blokeri ve
onaylanmis antihipertansif ila¢c olan verapamilin TXNIP ekspresyonunu inhibe ettigi
bilinmektedir (13). Verapamil birinci smnif L tipi kalsiyum kanal blokeridir ve hiicresel
kalsiyum akisini azaltir, bu da vazodilatasyona, kan basincinin diismesine ve kalp kasi
kasilmasmin azalmasma ve atriyoventrikiiler iletimin yavaslamasina neden olur [33]
Ilging bir sekilde, STZ ve obezite kaynakli diyabetik fareler kullanilarak TIDM ve
T2DM fare modellerinde verapamil ile tedavi TXNIP delesyonunun anti-diyabetik
etkilerine yakin bir sonu¢ vermistir (13). Ayrica, verapamil diyabetin baslamasindan
sonra verapamil, STZ'nin neden oldugu beta hiicre yikimi nedeniyle fareleri diyabetten

kurtarmay1 basardi (13).

27



2.4.1 Verapamil

Verapamil, otuz yili agskin bir siiredir antihipertansif bir bilesik olarak kullanilan ve
ABD Guda ve llag Dairesi (FDA) ve Avrupa Ilag Ajansi (EMA) tarafindan onaylanan L
tipi bir kalsiyum kanal blokeridir. Verapamil, kardiyomiyositlerde TXNIP
ekspresyonunu azaltmaktadir (126). Farelerde verapamil uygulamasi, siddetli diyabette
bile kardiyak

TXNIP ekspresyonu azaltarak aktif kaspaz-3'i ekpresyonun azalmasina neden
olmaktadir ve bu sebeple TXNIP seviyelerinin azalmasi, apoptozun azalmasi ile
iliskilendirilmektedir (127). Ayrica, kardiyomiyosit spesifik TXNIP geninin nakavt
edilmesi, kalpte kaspaz-3 seviyesini azaltarak, hiicre sagkalimmi 6nemli o6lgiide

arttirmaktadir ve hipertansiyona bagl kardiyak hipertrofisini azaltmaktadir (112, 126)

Verapamil'in pankreatik B-hiicreleri iizerindeki molekiiler etki mekanizmasi, Shalev'in
calisgmasinda agiklanmistir. Bu c¢alismaya gore; KKB'lerinin fare modelinde ve
insanlarda TXNIP ekspresyonunu azalttigi ve [-hiicre apoptozunu Onledigi
gosterilmistir. Verapamil ve diger KKB'ler, TXNIP ekspresyonunu inhibe ederek
islevsel B-hiicre kiitlesini korur, streptozotosin kaynakli diyabeti Onler ve obeziteye
bagli diyabette glukoz homeostazisini iyilestirir. Bu koruyucu etki, verapamil tedavisi
gbren hayvanlarin pankreasindan izole edilen langerhans adaciklarinda TXNIP
diizeylerinde %80'lik bir azalma ile iliskilendirilmistir (128). Diyabetik fare
modellerinde, verapamilin oral yoldan verilmesi, fonksiyonel beta hiicre kiitlesini
artirmaktadir ve buna bagi olarak diyabeti onleme ve hatta tersine g¢evirebilme

potansiyeline sahiptir (129).

Verapamil'in, hiicre i¢i kalsiyum seviyesini diisiirerek, kalsindrin sinyalizasyonunu
inhibe ederek, ChREBP’] azaltarak ¢ekirdege girisini ve TXNIP promotdriindeki E-box
tekrarma zamana bagl olarak baglanmasini engelleyerek etki gdsterdigi ve bu yolla
TXNIP transkripsiyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (112). Glikoza yanit olarak
ChREBP, defosforile olur, sitozolden g¢ekirdege geger ve E-box tekrarina baglanir
(130). Verapamil, ChREBP mRNA ekspresyonunu ve toplam ChREBP protein
seviyelerini degistirmeden birakirken, niikleer ChREBP belirgin sekilde azaltmaktadir
(112).
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Diger kalsiyum kanal blokerlerinin  hiicreli TXNIP ekspresyonu iizerindeki etkisi
incelendiginde verapamilin  TXNIP inhibisyonu yeteneginin en yakin grup olan
ditilazemden %50 daha fazla oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Buna ek olarak
diyabetik aclik kan sekeri lizerine etkileri lizerine pozitif etkileri de bilinmektedir.
Yapilan bir baska calismada, normal kan glukoz seviyelerine sahip olan kisilerde
verapamil kullananlar ve kullanmayanlar arasinda serum glukoz diizeyinde istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamadigi belirtilmektedir. Bu karsin verapamil kullanicilari
ve kullanmayanlar arasinda serum glukozundaki farklilik, insiilin tedavisi alanlar i¢in
anlamli olarak farklilik gostermektedir (128). Ayrica, yiiksek yagl diyetle beslenen
prediyabetik farelerde kullanilan verapamilin TXNIP’in artmis ekspresyonunu inhibe
ederek noropatiyi tizerine olumlu etkileri bulunmaktadir. Bu bulgu, TXNIP'in
dislipidemili prediyabetik hastalarda da noropati tedavisi igin potansiyel bir hedef

olabilecegini diistindiirmektedir (8)
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasinda yer alan tiim hayvan deneyleri Gaziantep Universitesi Deney
Hayvanlar1  Arastrma Merkezi (GAUNDAM) laboratuvarlarinda  yapilmustir.
Calismanin molekiiler genetik analizleri ise Gaziantep Universitesi T1p Fakiiltesi T1bbi

Biyoloji Ana Bilim Dali aragtirma laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

Bu c¢alismada gerceklestirilen tiim islemler, Gaziantep Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’nun (HADYEK) Protokol No: 289, Karar No: 2022/58 etik kurul
karariyla uygun bulunmustur (Ek 1).

3.1 Gerec¢

3.1.1 Cahsmada kullamlan deney hayvanlari

Bu ¢aligmanin hayvan deneyleri kisminda 60 adet yetiskin, ¢aligma baglangicinda 180-
220 gr agirhginda olan, erkek Wistar albino sican GAUNDAM dan temin edilmistir.

3.1.2 Cahsmada kullanilan kimyasallar ve cozeltiler
Hayvanlarin beslenme ve bakimlarinda;

e Standart sican yemi (Akin Yem, Tirkiye)

Hayvanlarin tedavi protokoliinde
e Verapamil, Hydrochloride (Sigma-Aldrich, ABD)

Hayvanlarin genel anestezisinde;
e Ksilazin (Bioveta, Cekya)

e Ketamin (Richter Pharma AG, Avusturya)

Dokularin saklanmasinda;
e RNA stabilizasyon soliisyonu (Thermo Scientific, ABD)
RNA izolasyonunda;

e Ribo™TM Total RNA izolasyon soliisyonu (GeneAll Biotechnology Seoul,
South Korea)
e Kiloform (Sigma-Aldrich, ABD)
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e Etanol (Sigma-Aldrich, ABD)
cDNA eldesinde;

e cDNA kit (Solis Biodyne, Estonya)
Real-Time PCR asamasinda;

e HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus qPCR Kkiti (Solis Biodyne, Estonya)
Protein izolasyonu ve miktar tayininde;

e 10x RIPA buffer (Elbisecince, ABD)
e BCA Protein Colorimetric Assay Kit (Elabscience, ABD)

Western Blot;

e Glisin (Merck, ABD)

e Tris base (Sigma-Aldrich, ABD)

e Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Merck, ABD)

e NaCl (Sigma-Aldrich, ABD)

e HCL (Merck, ABD)

e Tween20 (Sigma-Aldrich, ABD)

e Yagsiz siit tozu (Cell Signaling Technology, ABD)

e Color-coded Prestained protein marker (Cell Signaling Technology, ABD)
e 2x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, ABD)

e PVDF membran (Thermo Scientific, ABD)

e Metanol (Sigma-Aldrich, ABD)

e 2-beta merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, ABD)

e TEMED (Thermo Scientific, ABD)

e Amonyum persiilfat (Sigma-Aldrich, ABD)

e Akrilamid (Sigma-Aldrich, ABD)

e Bis-akrilamid (Sigma-Aldrich, ABD)

e SignalFire™ ECL kemiliiminesans kiti (Cell Signaling Technology, ABD)

e Primer ve sekonder antikorlar (Affinity biosciences, Ingiltere)
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3.1.3 Cahsmada kullamilan Cihazlar
Hayvanlarin agirhk ve kan glikoz 6l¢iimlerinde;

e Hassas Terazi (Hanna, italya)

e Kan sekeri 6l¢tim cihaz1 (IME-DC, Almanya)
Ogrenme deneylerinde;

e Termal kamera (Axis Communications, Isvec)
Dokularin saklanmasinda;

e -80 °C dondurucu (Hettich, Almanya)
RNA ve protein izolasyonlarinda;

e Tissue Lyser LT homojenizator (Qiagen, Almanya)
e Mikrosantrifiij (Eppendorf, Almanya)
e Sogutmali mikrosantrifiij (Eppendorf, Almanya)

RNA ve proteinlerin miktar tayininde;

e Nanodrop spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD)
e Multiskan GO spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD)

cDNA eldesinde;

e Thermal Cycler (Veriti™ Dx 96 - Well ABD)

Real-Time PCR asamasinda;
e (RT-PCR Rotor-Gene Q (Qiagen, Almanya)
Western Blot asamasinda;

e Thermal Cycler cihaz1 (SensoQuest, Almanya)
e Mini PROTEAN® Tetra Cell elektroforez tanki (Bio-Rad, ABD)
e Elektroforez gii¢c kaynagi (Bio-Rad, ABD)
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Proteinlerin membrana transferinde;

e Mini PROTEAN® Tetra Cell elektroforez tanki (Bio-Rad, ABD)
e Elektroforez gii¢c kaynagi (Bio-Rad, ABD)

Membranin bloklanmasinda;

e Orbital ¢alkalayic1 (ISOLAB, Almanya)
e Antikorlar ile isaretlemelerde;

e Orbital calkalayici (Stuart, Ingiltere)

e Buzdolab1 (Arcelik, Tiirkiye)

Goriintiileme asamasinda;

e Kemiliiminesans goriintiileme cihazi (Vilber Lourmat, Fransa)
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3.2 Yontem

3.2.1 Hayvan deneyleri

3.2.1.1 Deney hayvanlarinin gruplandirilmasi

Calisma gruplart TXNIP parametresi arasinda biiyiik bir etki biytkligi (£=0,6)

olusacagi beklentisinin istatistiksel olarak anlamli bulunmasi i¢in her grupta gerekli

minimum say1 8 olarak belirlenmistir (0=0,05;1-$=0,80)(131). Calisma boyunca

olusabilecek kayiplar gozoniine alindiginda her bir gruptaki denek sayisinin %25

oraninda artilmasina karar verilmis olup son olarak her bir grupta 10 denek olmasina

karar verilmistir. Gii¢ analizi Gpower 3.9.1 yaziliminda yapilmstir.

™

Kontrol grubu (K); deney siiresince bu gruptaki siganlara higbir kimyasal ve
ila¢ uygulamas1 yapilmadi.

Kontrol+Gavaj grubu (KG); deney siiresince bu gruptaki siganlara anti
diyabetik ilaglarin verilmesinde ¢6ziicti olarak kullanilan distile su verildi.
Kontrol+verapamil grubu (KV); bu gruptaki siganlara deney siiresince
giinliik, her giin ayn1 saatte distilesuda ¢6ziinmiis 10 mg/kg dozunda verapamil
gavaj yoluyla verildi (131).

Diyabet grubu (DV); bu grup si¢canlara 40 mg/kg dozunda intraperitonal olarak
STZ uygulanarak diyabet modeli olusturuldu (132). Diyabet modeli
olusturulduktan sonra deney siiresi boyunca higbir kimyasal ve ilag uygulamasi
yapilmadi.

Diyabet+Gavaj grubu (DG); bu grup sicanlara 40 mg/kg dozunda
intraperitonal olarak STZ uygulanarak diyabet modeli olusturuldu (132). Gavaj
grubu, bu grup si¢anlara anti diyabetik ilaclarin verilmesinde ¢oziicli olarak
kullanilan distile su verildi.

Diyabet+verapamil grubu (DV); bu grup siganlara deney siiresince giinliik, her
giin ayn1 saatte distile suda ¢oziinmiis 10 mg/kg dozunda verapamil gavaj

yoluyla verildi (131).

3.2.1.2 Hayvanlarin beslenme ve bakim

Tiim hayvan gruplar1 ¢aligmanin baslangicindan sonuna kadar standart sigan yemi ile

beslendi.
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Deney gruplarindaki tiim hayvanlarin haftalik agirlik takipleri yapildi. Tim
hayvanlarin haftalik olarak kuyruk venlerinden alinan bir damla kan ile seker 6lgiim
cihaz1 ve stripleri kullanilarak kan glikoz diizeyleri 6l¢tildi. 22+ 3 °C, % 45 + 10 nem
ve 12 saatlik aydinlik karanlik dongii kontrollii bir odada tutularak sinirsiz igme suyu ve
standart sican yemi ile beslendi. Calismada kullanilacak hayvanlar Gaziantep
Universitesi Deney Hayvanlar: Arastirma Merkezinden (GAUNDAM) temin edildi ve

biitiin beslenme ve bakim islemleri bu merkezde gerceklestirildi
3.2.1.3 STZ enjeksiyonu ile diyabetin indiiklenmesi

Deneye baslamadan 6nce her bir sigan tartilacak ve kan glikoz seviyesi bir glukometre
yardimiyla kuyruk veniden olgiilerek kaydedildi. Deneysel diyabetik sigan modeli i¢in
STZ kullaniland1 (132). Enjeksiyondan dnce STZ ph 4.5 daki 0,1 M sitrat tamponunda
¢coziinmiis olarak 40mg/kg dozunda, sicanlara bir 0,1 ml’lik enjektdr yardimiyla
intraperitonal olarak enjekte edildi (133). 72 saat sonra ve ¢alisma siiresinin sonunda
hayvanlarim kuyruk kanindan kan glikoz seviyeleri 6l¢iildic ve 200 ml/dl {izeri kan

glukoz diizeyine sahip olan hayvanlar diyabet olarak kabul edildi.
3.2.1.4 Hayvan agirhklar tartimi ve kan sekeri ol¢iimii

Sicanlarin agirliklar1 STZ ile diyabet indiiklendikten sonra ilk giin ve sonrasinda 12

hafta boyunca giinliik tartildi, kan sekerleri haftalik 6l¢iildii ve kaydedildi.
3.2.1.5 Verapamil uygulamasi

Yetkili firmadan etken madde toz halinde temin edilen ilag, uygun miktarda distile suda
karistiric1 yardimiyla ¢ézdiriiliip uygulanacak deney grubuna 10 mg/kg dozunda gavaj

yoluyla verildi (134, 135).
3.2.1.6 Ogrenme deneyleri

Biitiin gruplardaki hayvanlara, 0. Hafta ve tiim hayvan deneylerinin tamamlandigi 12.
haftanin sonunda Morris su tanki kullanilarak (gizli platform) yer 6grenme protokolii ile
uzamsal bellek testi uygulandi. Ogrenme denemelerine baslamadan once stresi en aza
indirgemek adma her hayvana 3 giin boyunca giinde bir kere 1 dakika yiizme aligtirmasi
yapild. Ik 5 giin grenme denemeleri, 6. giin ise bellegi test eden probe denemeler

gerceklestirildi.
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Ogrenme denemeleri giinde 4 farkli noktadan uygulandi. Morris su tanki, dgrenme
denemelerinin uygulandig1 giinlerde 25+ 3 °C su ile dolduruldu. Morris tanki rastgele
dort kadrana boliindiikten sonra platform, kadranlardan herhangi birine bunlardan
birinin merkezine su seviyesinin 1-2 cm altinda kalacak bigimde yerlestirildi. Tankin
icerisindeki suya, icerisindeki platformun yerinin tespit edilememesi amaciyla toksik
olmayan gida boyasi karigtirildi. Tankin ¢evresine, hayvanlarin platformun yerini
o0grenmesine yardimci olacak farkli renk ve sekillerde ipuglart asildi. Bes giin siirecek
o0grenme gilinleri boyunca platformun siirekli ayn1 kadran ve ayni mesafede kalmasi
saglandi. Ogrenme denemelerinde hayvanm birakilacagi noktalar Kuzey (K), Dogu (D),
Gilineydogu (GD), Kuzeybati (KB) olmak iizere belirlendi.

Tablo 3.1 Ogrenme deneyinde sicanlarin suya atis noktalar1 (65)

Giin Birinci atig noktasi ikinci atis noktasi Ugiincii atis noktas: Doérdiincii atis noktasi
1. Giin KUZEY DOGU GUNEYDOGU KUZEYBATI
2. Giin GUNEYDOGU KUZEY KUZEYBATI DOGU
3. Giin KUZEYBATI GUNEYDOGU DOGU KUZEY
4. Giin DOGU KUZEYBATI KUZEY GUNEYDOGU
5. Giin KUZEY GUNEYDOGU DOGU KUZEYBATI
6. Giin (Probe) KUZEYDOGU

Hayvanlar sirasiyla se¢ilen suya birakilma noktasindan suya birakilarak gizli platformu
bulmas1 icin 120 saniye siirede platformun iizerine cikmalar1 beklendi. Ilk giin
atiglarinda 120 saniye icerisinde platformu bulamayan hayvan, bu siirenin sonunda
platformun yerini 6grenebilmesi i¢in platformun iizerine konarak 30 saniye siireyle
bekletildi. Her 6grenme denemesi giiniinde, ilk deneme i¢in hayvanin ilk suya birakilis
noktasi tablo 3.1°de gosterildigi gibi bir onceki giinden farkli olacak bi¢imde segildi.
Devam eden denemelerde, platformu bulan ve iizerine ¢ikan hayvanin basarili oldugu
kabul edildi ve 5. giiniin sonunda Ogrenme denemeleri sonlandirildi. Ogrenme
denemelerinin tamamlanmasmimn ardindan, altinci giin bellegi test etmek amaciyla probe

denemesine geg¢ildi.
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Probe denemelerine gegilmeden 6nce platform su tankindan ¢ikartildi. Hayvanlar daha
once hi¢ birakilmadig1 bir noktadan suya birakildi ve her hayvana 60 saniye siire verildi
ve slirenin tamamlanmasinin adindan hayvanlar su igerisinden almip kurulanarak
kafeslerine konuldu (65). Ogrenme denemelerinin tamami1 Morris su tankinim iizerinde
konumlandirilmis olan, tavana asili termal bir kamera ve Etho Vision XT siirim 11.5

video takip sistemiyle kaydedilip 6grenme-bellek verileri analizler i¢in depolandi.
3.2.1.7 Hayvan deneylerinin sonlandirilmasi

Hayvan deneyleri 12. haftanin sonunda son probe denemelerini takiben anestezi altinda

(Ksilazin+ Ketamin; 5-10 mg/kg + 50-60 mg/kg, intraperitoneal) sekil 3.1’de

gosterildigi gibi sakrifikasyonlar1 gergeklestirildi ve hipokampus dokulari izole edildi.

Sekil 3.1 Deney hayvanlar1 sakrifikasyonu ve hipokampus dokusunun izolasyonu

Elde edilen hipokampus doku Ornekleri daha sonra yapilacak molekiiler analizler

amaciyla Tibbi Biyoloji AD.’nda bulunan -80°C dondurucularda saklandx.
3.2.2 Molekiiler genetik analizler
3.2.2.1 Total RNA (MRNA) eldesi

Taze dokudan total RNA izole etmek i¢in Ribo™TM Total RNA izolasyon soliisyonu
(GeneAll Biotechnology Seoul, South Korea) kullamildi. 1lgili soliisyonun caligma
protokolii su sekilde gergeklestirildi:

1. Taze dokular yeterli miktarda lam {izerinde kesilerek uygun tiiplere alind1.

2. Elde edilen pargalarin tizerine 1 ml RiboExTM ve metal boncuk eklenip, doku

pargalayict kullanilarak 15 - 30 dk boyunca pargalandi.

37



10.

11.

12.

5 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra +4 °C’de 12000 g’de 10 dakika
santrifiijlendi.

Santrifiij sonras1 stvi faz yeni tiipe alind1.

Uzerine 0,2 ml kloroform eklenerek 15 saniye vortekslendi ve 2 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonras1 +4°C’de 12000 g’de 10 dakika santrifiijlendi ve iistteki siv1
faz toplama tiipiine alind1.

Toplama tiiptindeki RNA’y1 ¢oktiirmek i¢in 0,5 ml izopropil alkol eklendi ve 3-
5 dk nazikge karistirildiktan sonra 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
brrakildi.

Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra +4 °C’de 12000 g’de 10 dakika
santrifiij islemi gergeklestirildi.

Santrifiij sonras1 siv1 faz uzaklastirildi.

Toplama tiiptindeki artik tirtinleri uzaklastirmak i¢in 1 ml %75’lik etanol eklendi
ve +4 °C°de 7500 g’de 5 dakika santrifiijlenerek yikama islemi gerceklestirildi.
Siv1 faz uzaklastirilarak 5-10 dakika oda sicakliginda tiipteki peletin kurumasi
beklendi.

RNA’larin ¢éziinmesi i¢in toplama tiiptine 30—50 pl riboniikleaz igermeyen su

eklenip 56 °C’de 10-15 dakika inkiibe edildi.

3.2.2.2 Total RNA’nin miktar ve kalite tayini

[zolasyon islemi tamamlanmis total RNA numunelerinin konsantrasyonlarini ve
kalitesini belirleyebilmek amaciyla NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (Thermo
Scientific, Waltham, ABD) cihaz1 kullanilarak gergeklestirildi. Total RNA’dan cDNA
elde etmek igin reaksiyondaki tiim ornekleri ayni konsantrasyon ve hacimlere

ayarlayabilmek adina RNA konsantrasyonlar1 200 ng/pl olarak ayarlandi.

3.2.2.3 mRNA’dan ¢cDNA eldesi

Gen amplifikasyon calsmasi i¢in ¢cDNA sentezinde Solis Biodyne cDNA kit (Tartu,
Estonya, Catalog number 06 - 35 - 00050) kullanilad1 kullamldi. Ilgili kitin ¢alisma

protokolii su sekilde gerceklestirildi:
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1. Reaktifleri oda sicakliginda ¢ozdiiriildii ve her bir reaktif hafifce vorteksleyerek

ardindan kisa siire santrifiijlendi.

2. Kit prosediiriine gore RNA ve diger tepkime bilesenleri Tablo 3.1. de

gosterildigi gibi eklenerek hacminin geri kalan kismi ise niikleaz igermeyen su

ile 20 pl’ye tamamlandi.

Tablo 3.2 cDNA tepkime bilesenleri ve hacimleri.

Hacim
Bilesen
1ul
Oligo (dt) primerleri/Random
0,5 ul
dNTP Karisimi1
2 ul
10x DTT’1li RT reaksiyon tamponu
1ul
Ters Transkriptaz
' 0,5 ul
Riboniikleaz Inhibitori
0,5 ul
Kalip RNA
14,5 pl
Riboniikleaz icermeyen su
20 pl

Toplam

3. Tablo 3.2’deki karisim, ¢cDNA sentezi i¢in Veriti™ Dx 96 - Well Thermal

Cycler (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) cihazi ile ters transkripsiyon

tablo 3.3’de belirtilen tepkime kosullarinda gergeklestirildi.

Tablo 3.3 Ters transkripsiyon tepkime kosullar1

Sicakhik Zaman
25°C 10 dakika
50°C 5 dakika
85°C 5 dakika

4. Hazir olan cDNA’lar daha sonra kullanilmak iizere -20°C’de saklandi.
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3.2.2.4 Primer sec¢imi

Iigili gen bolgesi primerlerinin segimi yapilirken literatiir taramasi yapildi. Segilen

genler tablo 3.4 de gosterildigi gibidir;

Tablo 3.4 qRT-PCR’da kullanilan primer assayleri

Primer Forward Reverse
Beta aktin GCAGAAGGAGATTACTGCCCT GCTGATCCACATCTGCTGGAA
GRP78 TCGACTTGGGGACCACCTAT GCCCTGATCGTTGGCTATGA
IRE-1a TCATCTGGCCTCTTCTCTCGGA TTGAGTGAGTGGTTGGAGGC
ATF6 GGACCAGGTGGTGTCAGAG GACAGCTCTGCGCTTIGGG
NF-k.B GAGATTGTGCCAAGAGIGAC CTTGTCTTCCATGGTGGATG
NLRP3 GTGGAGATCCTAGGTTTCTCTG CAGGATCTCATTCTCTTGGATC
IL-1p TGCTGTCTGACCCATGTGAG GTCGTTGCTTGTCTCTCCTTG
IL-18 CGCAGTAATACGGAGCATAAATGAC | GGTAGACATCCTTCCATCCTTCACC
Bax CGGCGAATTGGAGATGAACTGG | CTAGCAAAGTAGAAGAGGGCAACC
Bcl-2 TGTGGATGACTGACTACCTGAACC | CAGCCAGGAGAAATCAAACAGAGG
Kaspaz-3 GTGGAACTGACGATGATATGGC CGCAAAGTGACTGGATGAACC
TXNIP GCTCAATCATGGTGATGTTCAAG CTTCACACACTTCCACTGTCAC

3.2.25gRT-PCR

Total mRNA’dan sentezlenen cDNA’lar kullanilarak:

e ER stres iligkili gen bolgelerinin; GRP78, IRE-1a ve ATF 6
e TXNIP geninin
e Inflamasyonla iligkili gen bolgelerinin; NLRP3, NF-k.B, IL-1B, IL-18

e Apoptoz ile iligkili gen bolgelerinin; Bax, Bcl-2, Kaspaz-3

Gen ifade diizeylerini belirlemek amaciyla Gergek Zamanl Kantitatif PCR (qQRT-PCR)

metodu kullanildi.
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. QRT-PCR icin gerekli tepkime bilesenleri Solis Biodyne HOT
FIREPoI® EvaGreen® gPCR Mix Plus gPCR mastermix kiti kullanilarak elde
edildi.

. Tepkime bilesenlerinin her bir 6rnek i¢in hacimleri buz blogu {izerinde tablo
3.5’te belirletilen hacimlere gore hazirland.

. Master mix karigimi1 0,1 pl’lik real time tiiplerinin her birine 8 ul olacak sekilde
eklendi.

Son olarak da hazirlanan mixin tizerine cDNA 6rneklerinden 2 pul eklenerek 20

ul’ye tamamlandi.

Tablo 3.5 qRT-PCR reaksiyon hacimleri ve bilesenleri

Bilesenler Hacim
HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix 4 ul
Forward Primer 0,5 pul
Reverse Primer 0,5 ul
Niikleaz icermeyen H,O 13 ul
Tamplate DNA 2 ul
Total 20 ul

5. PCR Tipleri, gRTPCR Rotor-Gene Q (Qiagen) cihazma yiiklendi ve tablo

3.6’teki tepkime kosullarina gore ayarlandi reaksiyon baslatildi.

Tablo 3.6 Onerilen qRT-PCR déngii protokolii

Dongii Sicaklik Zaman Dongii
Initial aktivasyon 95°C 12 dk 1
Denatiirasyon 95°C 15s
Annealing 60-65°C 20s 40
Extension 72°C 20's
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Reaksiyon tamamlandiktan sonra elde edilen Ct degerleri kullanilarak, gen ekspresyon

-AACT
2 C

seviyeleri metodu kullanilarak hesaplanmig ve daha sonra istatistiksel analizleri

yapilmustir.
3.2.3 Western blotting
3.2.3.1 Doku homojenizasyonu ve protein izolasyonu

1. Biitiin deney gruplarindaki hayvanlardan ¢ikarilan ve ayri ayri mikrosantrifiij
tiiplerine almarak -80°C'de saklanan hipokampus dokularindan, uygun
miktarlarda (30-40 mg) lam iizerinde kesilerek temiz tiiplere alind1.

2. Her tiipe birer adet 5 mm c¢elik boncuk (Qiagen, Hilden, Almanya. Cat. No.
69989) eklendi.

3. Protein lizatlar1 i¢in her 6rnek basmna, RIPA (Elabscience, Texsas, ABD. Cat.
No. 8553) Lizis Tamponul mL RIPA Lizisine 10 pL. PMSF ve 10 pL NazVO,
olacak sekilde eklendi.

4. Tipler Qiagen Tissue Lyser LT (Qiagen, Hilden, Almanya. Cat. No. 69980)
cihazina yerlestirildi, ardindan 50 osc ve 5 dakika boyunca homojenizasyonu
gergeklestirildi.

5. Homojenizasyondan sonra 30 dakika boyunca buz iizerinde ¢alkalandi ve lizize
edildi.

6. DNA zincirinin kirildigimdan ve numunenin viskozitesinin azaldigindan emin
olmak i¢in lizat yaklasik buz tistiinde 50 kez pipetajlandi.

7. Homojenize doku ¢ozeltileri yeni tiiplere almarak, +4 °C'de 15 dakika boyunca
12,000 x g'de santrifiij edildi.

8. Santrifiij sonrasi iist fazlar, temiz 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine alinarak
elde edilmis protein lizatlar1 daha sonra kalite ve miktar tayini yapilmak iizere
Tibbi Biyoloji AD. nda bulunan -80 °C dondurucularda sakland.

3.2.3.2 Elde edilen proteinlerin miktar ve kalite tayini

Izole edilen proteinlerin kalite ve konsantrasyonlari, total proteinin kolorimetrik tespiti
ve miktar tayini igin bisinkoninik asite (BCA) dayali bir yontemi igeren BCA Protein
Colorimetric Assay Kit (Elabscience, Texsas, ABD. Cat. No. E-BC-K318-M)
kullanilarak gerceklestirildi.
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1. Stok reaksiyon ¢ozeltisi hazirlanirken kit igerisindeki soliisyon A ve B 50:1
oraninda olacak sekilde karistirildi.

2. Hazirlanan soliisyon 96 kuyucuklu plate’lerin her kuyucuga 200 pl reaksiyon
soliisyonu eklendi.

3. Kalibrasyon grafigi olusturmak amaciyla standart hazirlanirken seri diliisyon
yapilarak farkli konsantrasyonlarda BSA sulu ¢ozeltisi 20 pl her kuyucuga
eklendi.

4. Her 6rnek daha once belirlenmis olan sirasina gore kuyucuklara 20 pl eklenip
plate 30 saniye boyunca nazikge sallanarak karistirildi.

5. Sonrasmda 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildu.

6. Inkiibasyon siiresi sonunda Multiskan Go (Thermo Fisher ABD Cat. No.
51119200) cihazi kullanilarak 562 nm dalga boyunda absorban degerleri
olctildi.

3.2.3.3 Protein konsantrasyonlarinin esitlenmesi ve protein denatiirasyonu

1. Absorbans degerleri 6lciilmiis proteinlerin konsantrasyonlarini belirlemek {izere
seri diliisyon yapilmis standartlar1 kullanarak olusturulmus kalibrasyon
grafiginde yararlanarak protein konsantrasyonlar1 belirlendi.

2. Her 6rnegin proteinin konsantrasyonu 20ug/10ul olacak sekilde ayarlandi

3. Yiikleme tamponu olarak 2x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, Kaliforniya,
ABD. Cat. No. 1610737) kullanild.

4. Proteinlerdeki disiilfiir baglarmi (S-S) kirarak proteinin ii¢ boyutlu yapisini
bozmak amaciyla 2x Laemmli Sample Buffer’a 1:20 oraninda 2-beta
mercaptoethanol eklendi.

5. Yiikleme tamponu ve protein 1:1 oraninda karistirilarak toplam hacim 20 ul’ye
ayarland1.

6. Denatiirasyon, 95 °C’ de 5 dk Labcycler thermal cycler cihazi (SensoQuest,

Gottingen, Almanya) kullanilarak tamamlandi.
3.2.3.4 SDS-PAGE hazirlanmasi ve jel elektroforezi

Proteinlerin yiiklenmesi ve yiiriitiilmesi icin, ¢alismada protein ifade diizeylerinin
saptanmasi hedeflenen proteinleri molekiiler agirliklarina gore aymrmak i¢in manuel
olarak hazirlanmis %10’luk SDS-PAGE jel kullanilmustir.
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1. Oncelikle tablo 3.7°da gosterildigi gibi jel karistmi1 hazirland1 ve camlarmin
arasma mikropipet kullanarak dokiildii. Uzerine %99’luk etanol eklenip 30
dakika jel polimerizasyonu igin beklendi.

Tablo 3.7 Yiiriitme jeli (%10) formiilasyonu

Bilesenler Hacim
H0 8.13 ml
30% AA 6.7 ml
4xResolving buffer
(1,5 M Tris+%04 SDS) Smi
10% APS 150
TEMED 20 ul
Toplam 20 mi

2. Yiritme Jelinin polimerizasyonu tamamlandiktan sonra etanol uzaklastirildi ve
3.8’de belirtildigi gibi istifleme jeli, yiirlitme jelinin tizeine dikkatli bir sekilde
dokiildiikten sonra 30 dakika polimerazyonu beklendi.

3. SDS-Page jel elektroforezi i¢in kullanilan Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-
Rad, Kaliforniya, ABD. Cat. No. 1658004) tankina jeller elektrodlu jel ¢cercevesi

icerisine yerlestirildi.

Tablo 3.8 Istifleme jeli (%4) formiilasyonu

Bilesenler Hacim
H20 3,7 mi
30% AA 0,8 mi
4x Stacking buffer 1,5 mi
10% APS 100 pl
TEMED 12 pl
Toplam 6 ml
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4. Jel tanki, 10X Tris-Glycine SDS Running Buffer stok ¢dzeltisinden distile su ile
seyreltilerek elde edilen 1X konsantrasyonda ¢ozelti dolduruldu.

5. Taraklar ¢ikarildiktan sonra ilk ve son kuyucuga 20 ul Protein ladder (Cell
Signaling Technology, Massachusetts, ABD. Cat. No. 74124) yiiklendi.

6. Diger kuyucuklara ise 20 pl denatiire edilmis proteinler yiiklenerek tankin
kapag1 kapatildi. Istifleme jelini gegip protein ladderlar agilincaya kadar
(yaklasik 30 dakika) 50V’da daha sonra 120V’da 90 dakika yiiriitiildii.

3.2.3.5 Proteinlerin membrana transferi

1. PVDF membranin (Thermo Scientific, Waltham, ABD. Cat. No. LC2005)
yaklasik 1 dk metanolde ¢alkanip ylizey aktivasyonu yapildi.

2. Yiizey aktivasyonu tamamlanan membran, ardindan 1X Transfer Buffer ile
yikandu.

3. Sandvig olusturulacak olan tiim siingerler ve filtre kagitlar1 1X Transfer Buffer
ile 1slatilarak muamele edildi.

4. Membran ve jel aralarinda hava kabarcigi kalmayacak sekilde birbirlerinin
istliine koyulduktan sonra her iki tarafa srasiyla filtre kagidi ve silingerler
koyulup transfer kaseti kapatilarak sandvi¢ modeli olusturuldu.

5. Hazirlanan kaset, Mini PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad, Kaliforniya, ABD. Cat.
No. 1658004) tankina yerlestirilerek, tizeri 1X Transfer Buffer ile dolduruldu.

6. 23 V ve 4°C’degece boyunca 1slak transfer yontemi ile proteinlerin membrana

transferi gergeklestirildi.
3.2.3.6 Membranin bloklanmasi

Membran bloklamas: i¢in %5’lik yagsiz siit tozu iceren bloklama buffer kullanildi
Bloklama tamponu i¢in 1 litre 1X Tris Buffered Saline (TBS) sulu ¢6zeltisine, 1 ml
TWEEN® 20 (Merck, Hessen, ABD. Cat. No. P1379) eklenerck 1X TBST soliisyonu
hazirlandi. Elde edilen 1X TBST stok soliisyonundan, 100 ml’ye 5 gram yagsiz siit tozu
(Cell Signaling Technology, Massachusetts, ABD. Cat. No. 9999) eklenerek bloklama

tamponu hazir hale getirildi.

Transfer isleminin tamamlanmasmin ardindan membran, iceren bloklama tamponu
icerisinde oda sicakliginda 1 buguk saat boyunca orbital ¢alkalayici1 (ISOLAB, Bavyera,

Almanya) iizerinde bloklandi.
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3.2.3.7 Primer antikor ile isaretleme

Bloklama isleminden sonra analizleri gergeklestirilecek olan TXNIP (DF706), GRP78
(AF5366), IL - 1p (DF6251), Kaspaz-3 (AF6311) protein ifadesinin analizi i¢in tavsan

birincil antikoru 1:1000 oraninda (Affinity biosciences, Wembley, Ingiltere) kontrol

icin tavsan birincil antikor beta Aktin (Texas, ABD. Cat. No. E-AB-40338) bloklama
tamponu igerisinde ayr1 ayrt 1:3000 oraninda hazirlandi. Membranlar, hazirlanan
primer antikor ¢ozeltilerine alinarak gece boyunca 4°C’de orbital ¢alkalayic1 (ISOLAB,
Bavyera, Almanya) iizerinde calkalanarak inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
membranlar, antikor ¢ozeltilerinden uzaklastirilip, bloklama tamponu ile 3 defa, 5’er

dakika siireyle yikandu.
3.2.3.8 Sekonder antikor ile isaretleme

Primer antikorlarla isaretleme ve yikama islemlerinin tamamlanmasmin ardindan,

sekonderantikor Anti-tavsan 1gG, HRP-linked (CUSABIO, CSB - PA564648, Wuhan,

China Cat. No. 7074) bloklama tamponu igerisinde 1:2000 oraninda hazirlandu.
Membranlar, hazirlanan sekonder antikor ¢ozeltileriyle oda sicakliginda 1 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi1 membranlar, antikor ¢dzeltilerinden uzaklastirilip bloking

soliisyonuyla ile 3 defa, 10’ar dakika stireyle yikand1.
3.2.3.9 Goriintiileme ve analiz

Protein bantlari, SignalFire™ ECL Reagent (Cell Signaling Technology,
Massachusetts, ABD. Cat. No. 6883) kemiliiminesans kiti kullanilarak goriintiilendi. Kit
icerisindeki SignalFire™ ECL Reagent A ve SignalFire™ ECL Reagent B soliiyonlar1
1:1 oraninda karistirilip 3 dakikalik inkiibasyonun sonunda membran {izerine dagitildi.
Membran, oda sicaklifinda ve karanlikta 3 dakika inkiibe edildi. Ardindan, Fusion FX
kemiliiminesans goriintiileme cihazi ile (Vilber Lourmat, Collégien, Fransa) goriintiiler

kaydedildi.

Kaydedilen protein bant goriintiilerinin, ImageJ siiriim 1.54f programi ile dansitometrik

olgtimleri gerceklestirilerek, beta aktin protein seviyeleri ile normalizasyonu saglandi.
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3.2.4 istatistiksel analiz

Yapilan tim deneysel verilerin istatistiksel analizlerinde Graphpad Prism 8.0.2 (San
Diego, CA, USA) programi kullanildi. one-way ANOVA ve post-hoc testlerden Tukey
coklu karsilastirma testi kullanilarak yapildi. D

Hayvan deneylerinde agirlik ve kan glukoz diizey verilerin analizleri yapilirken gruplar
arasindaki farklar Two-way ANOVA ve post-hoc testlerden Tukey ¢oklu karsilastirma
testi kullanilarak yapildi. Ogrenme deneylerinin analizleri ise farklar One-way ANOVA
ve post-hoc testlerden Tukey g¢oklu karsilastrma testi kullanilarak yapildi. Veriler
ortalama = standart sapma (ort + std) seklinde dzetlendi. Istatistiksel analizlerde p<0,05

degeri anlamli olarak kabul edildi.

Gen ifade analizlerinde beta aktin geni house keeping olarak kullanilmistir. Analiz
yapilirken 22" degerleri One-way ANOVA ve post-hoc testlerden Tukey coklu
karsilagtirma testi kullanilarak yapildi.

Protein ifade analizlerinin degerlendirilmesinde ise ImagelJ siirim 1.54f programu ile
bant yogunluklari analiz edilerek One-way ANOVA ve post-hoc testlerden Tukey ¢oklu
karsilagtirma testi ile yapildi.
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4. BULGULAR

4.1 Hayvan Deneyleri
4.1.1 STZ enjeksiyonu ile diyabetin indiiklenmesi

Calismada rastgele gruplar olusturulduktan sonra diyabet olacak gruplara stz ile diyabet
indiiklendi. Enjeksiyonu takiben 72 saat sonunda kan glukoz degerleri 6lgiildiigiinde
gruplarm kan glukoz diizeyleri sekil 4.1°deki gibidir. Buna gore kan glukoz seviyeleri
kontrol gruplarma gore diyabetin indiiklendigi gruplarda anlamli bir sekilde
(****p<0,0001) artmustir. Ancak, kontrol ve diyabetik gruplarm kendi igerisinde

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir.
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S 400
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Sekil 4.1 Stz enjeksiyonundan 72 saat sonra gruplarin kan glukoz diizeyi ortalamalari
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4.1.2 Hayvanlarin agirhik degisimi ve kan glukoz diizeylerinin belirlenmesi

Hayvanlarin baslangigta grup agirlik ortalamalar1 arasi anlamli bir fark bulunmazken

sekil 4.2°de gosterildigi gibi 12. hafta sonunda kontrol gruplarinin agirliklari, diyabetik

gruplara gore anlamli bir sekilde

(****p<0,0001) artmustir. Kontrol gruplari

agirhiklarinin kendi igerinde anlamli bir fark olmamasina ragmen DV grubun agirlik

ortalamasi, D ve DG gruplarina gore anlamli bir artig (****p<0,0001) gostermektedir.
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Sekil 4.2 Zamana bagli viicut agirhigi degisim grafigi

KG
KV

DG
DV
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Sekil 4.3’te gosterildigi gibi 12. hafta sonunda diyabetik gruplarinin kan glukoz
diizeyleri, kontrol gruplarina gére anlamli bir sekilde (****p<0,0001) artmustir. Kontrol
gruplarinin arasinda kan glukoz diizeylerinde anlamli bir fark olmamasina ragmen DV
grubunun kan glukoz diizeyii, D ve DG gruplarina gore anlamli bir azalig
(****p<0,0001) gostermektedir.

800=
% 600

E — K
'S, — KG
S

3 400- x - K
E] DG
o]

% — DV
S 200

-+-<===_——_—-h______===_\_

0 1 1 I I I ] 1 1 1 I I I

D @ 1D W@ WD WD WD WD D WD WD R
FFFFIEILLFITLFIILTESTLES
N. q/. (b. b(. <(). b. /\. q). q. @. NN. N{L.

Zaman

Sekil 4.3 Zamana bagli kan glukoz diizeyi degisim grafigi
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4.1.3 Ogrenme Deneyleri

4.1.3.1 1k 6grenme deneyi

Tiim deney gruplarindaki hayvanlarin 6grenme ve bellek performanslar1 Morris su tank1

ile test edildi. Bellek performanslarinin degerlendirilmesi amaciyla sekil 4.4°te

gosterildigi gibi 0. haftada yapilan 6grenme deneyleri sonucunda platforma kagis

sirelerinde 5 giin

saptanmamistir.

boyunca gruplar arasi

istatiksel olarak

anlamhi  bir
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Sekil 4.4 11k 6grenme deneyi

fark
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Ogrenme deneylerini takiben yapilan probe denemede, platformun bulundugu kadranda

gecirilen siireler arasinda sekil 4.5’te gosterildigi gibi istatiksel olarak anlamli bir fark

bulunamamastir.
ilk Probe Deneme
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K KG KV D DG DV
Sekil 4.5 ilk probe deneme
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4.1.3.1.1 1Ik probe deneme 1s1 haritasi sonuglari

Probe denemelerinde, siganlarin platform ararken izledikleri yollar termal kamera ve
EthoVision programi kullanilarak 1s1 haritalar1 sekil 4.6-11°de gosterildigi gibi
olusturulmustur. Is1 harita sonuglarina, hedef kadranda yaydiklari 1s1 gore tiim gruplarda

benzerlik gostermektedir.

Sekil 4.7 KG grubu 1s1 haritasi
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Sekil 4.9 D grubu 1s1 haritast
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Sekil 4.11 DV grubu 1s1 haritasi
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4.1.3.2 Son 6grenme deneyi

Tablo 4.1 Gruplarin son 6grenme deneyindeki ortalama platforma kagis siireleri

Grup karsilastirmasi

Gruplar arasi fark (1.giin)

Gruplar arasi fark (5.giin)

KoKG ns (p>0,9999) ns (p>0,9999)
KoKV *** (p=0,0003) ns (p=0,6619)
KD %% (n<0,0001) *xx% (0<0,0001)
K—DG %% (n<0,0001) *xx% (0<0,0001)
KDV ns (p=0,2133) * (p=0,0101)
KGoKV *** (p=0,0003) ns (p=0,6932)
KG-D %% (n<0,0001) *xx% (n<0,0001)
KG—DG %% (n<0,0001) xkx (n<0,0001)
KG-DV ns (p=0,2278) ** (p=0,0086)
KVeD ***% (p<0,0001) **** (p<0,0001)
KV-DG **** (p<0,0001) **** (p<0,0001)
KV—-DV **** (p<0,0001) ***% (p<0,0001)
D—DG ns (p=0,9918) ns (p=0,9136)
DDV **** (p<0,0001) ***% (p<0,0001)
DG-DV **** (p<0,0001) **%% (p<0,0001)

Bellek performanslarinin degerlendirilmesi amaciyla 12. haftanin sonunda yapilan

ogrenme deneylerinde gruplarm birinci ve besinci giindeki ortalama platforma kagis

stireleri istatistiksel olarak, sekil 4.12°de gosterildigi gibi degerlendirildi ve tablo 4.1°de

belirtildigi gibi 6zetlendi.
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Sekil 4.12 Son 6grenme deneyi.

Ogrenme deneylerini takiben yapilan probe denemede, platformun bulundugu kadranda
gecirilen siireler arasmdaki fark sekil 4.13te gosterildigi gibi son derece anlamlidir

(p<0,0001).
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Sekil 4.13 Son probe deneme
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Bellek performanslarinin degerlendirilmesi i¢in yapilan probe denemede gruplarm 12.

haftanin sonunda ortalama kadranda gecirdikleri

degerlendirildi ve tablo 4.2°de verildigi gibi 6zetlendi.

Tablo 4.2 Gruplarin son probe denemesinde ortalama platforma kagis siireleri

sureler istatistiksel

olarak

Grup karsilastirmasi

Gruplar arasi fark

KeKG ns (p=0,9998)

KKV **** (p<0,0001)
KeD **** (p<0,0001)
K-DG **** (p<0,0001)
KDV **** (p<0,0001)
KG—KV **** (p<0,0001)
KG-D **** (p<0,0001)
KG-DG **** (p<0,0001)
KG-DV **** (p<0,0001)
KVeD **** (p<0,0001)
KVe-DG **** (p<0,0001)
KV<DV **** (p<0,0001)
D—DG ns (p>0,9999)

DDV **** (p<0,0001)
DG-DV **** (p<0,0001)

4.1.3.2.1 Son probe 1s1 haritasi sonuglar

Probe denemelerinde, siganlarin platform ararken izledikleri yollar termal kamera ve

EthoVision programi kullanilarak 1s1 haritalar1 sekil 4.14-19’da gosterildigi gibi

olusturulmustur.
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Bu 1s1  haritalar1 grup igerisindeki tiim hayvanlarin gekil 1s1 haritalarinin
birlestirilmesinden elde edilmistir. Is1 harita sonuglarina gore tedavi gruplarinin (sekil

4.16,4.19) hedef kadranda yaydiklari 1s1, kontrol gruplarmna (sekil 4.14,4.15,4.17,4.18)

kiyasla fazladir.

Sekil 4.15 KG grubu 1s1 haritast
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Sekil 4.16 KV grubu 1s1 haritasi

Sekil 4.17 D grubu 1s1 haritasi
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Sekil 4.18 DG grubu 1s1 haritasi

Sekil 4.19 DV grubu 1s1 haritasi
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4.2 Molekiiler Genetik Analizler

4.2.1 Gen Ifadesi analizi sonuclar

Gen ifade diizeylerinin analizini yapmak i¢cin qRT-PCR yontemi kullanilmistir. Elde

edilen verilerin analizi i¢in (ct degerleri) 2 <7

housekeeping gene (beta aktin) gore normalize edildi.

4.2.1.1 ER stres ile iliskili genlerin ifadelerinin analizleri

metodu kullanildi. Sonuglar kontrol ve

Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarina goére GRP78 geninin ifadesi sekil 4.20°de

gosterildigi gibi son derece anlamli bir sekilde (p<0,0001) artmustir.

Kontrol gruplarinin kendi aralarinda anlamli bir fark olmamasina ragmen DV grubunda

GRP78 geninin ifadesi D ve DG grubuna goére son derece anlamli bir sekilde

(p<0,0001) azalmstir.
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Sekil 4.20 GRP78 log; kat degisim grafigi
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Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarma goére ATF6 geninin ifadesi sekil 4.21°de

gosterildigi gibi i son derece anlamli bir sekilde (p<<0,0001) artmuistir.

Kontrol gruplarinin kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamasina

ragmen DV grubunda ATF6 geninin ifadesi D ve DG grubuna gore son derece anlamli

bir sekilde (p<0,0001) azalmistir.
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Sekil 4.21 ATF6 log; kat degisim grafigi
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Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarma goére IREla geninin ifadesi sekil 4.22°de

gosterildigi gibi son derece anlamli bir sekilde (p<0,0001) artmistir.

Kontrol gruplarinin kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamasina

ragmen DV grubunda IREla geninin ifadesi D ve DG grubuna son derece anlamli bir

sekilde (p<0,0001) azalmistir.
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Sekil 4.22 IRE1a log, kat degisim grafigi
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4.2.1.2 inflamasyon ile iliskili genlerin ifadelerinin analizleri

Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarmma goére NF-xB geninin ifadesi sekil 4.23’te
gosterildigi gibi son derece anlamli bir sekilde (p<0,0001) artmuistir.

Kontrol gruplarinin kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamasina
ragmen DV grubunda NF-xB geninin ifadesi D ve DG grubuna gore son derece anlamli

bir sekilde (p<0,0001) azalmistir.
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Sekil 4.23 NF-«B log, kat degisim grafigi
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Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarma goére NLRP3 geninin ifadesi sekil 4.24’te

gosterildigi gibi son derece anlamli bir sekilde (p<0,0001) artmistir.

KV grubunda NLRP3 geninin ifadesi K ve KG grubuna gore anlamli bir sekilde

(p<0,01) azalmistir.

DV grubunda NLRP3 geninin ifadesi ise D ve DG grubuna gore son derece anlamli bir

sekilde (p<0,0001) azalmustir.
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Sekil 4.24 NLRP3 log, kat degisim grafigi
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Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarma gore IL-1B geninin ifadesi sekil 4.25°te

gosterildigi gibi son derece anlamli bir sekilde (p<0,0001) artmistir.

KV grubunda IL-1B geninin ifadesi K ve KG grubuna gore son derece anlamli bir

sekilde (p<0,0001) azalmustir.

DV grubunda NLRP3 geninin ifadesi ise D ve DG grubuna gore son derece anlamli bir

sekilde (p<0,0001) azalmustir.
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Sekil 4.25 IL-1p log, kat degisim grafigi
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Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarma gore IL-18 geninin ifadesi sekil 4.26°da

gosterildigi gibi son derece anlamli bir sekilde (p<0,0001) artmistir.

KV grubunda IL-18 geninin ifadesi K ve KG grubuna gore son derece anlamli bir

sekilde (p<0,001) azalmigtir.

DV grubunda IL-18 geninin ifadesi ise D ve DG grubuna gore son derece anlamli bir

sekilde (p<0,0001) azalmustir.
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Sekil 4.26 1L-18 log; kat degisim grafigi
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4.2.1.3 TXNIP gen ifadesinin analizi

Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarma gére TXNIP geninin ifadesi sekil 4.27°de
gosterildigi gibi son derece anlamli bir sekilde (p<0,0001) artmuistir.

KV grubunda TXNIP geninin ifadesi K ve KG grubuna gore son derece anlamli bir

sekilde (p<0, 1) azalmustir.

DV grubunda TXNIP geninin ifadesi ise D ve DG grubuna gore son derece anlamli bir

sekilde (p<0,0001) azalmistir.
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Sekil 4.27 TXNIP log; kat degisim grafigi
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4.2.1.4 Apoptoz ile iliskili genlerin ifadelerinin analizi

Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarina gore Bax geninin ifadesi sekil 4.28°de
gosterildigi gibi son derece anlamli bir sekilde (p<<0,0001) artmustir.

KV grubunda Bax geninin ifadesi K ve KG grubuna son derece anlamli bir sekilde
(p<0,001) azalmistir.

DV grubunda Bax geninin ifadesi ise D ve DG grubuna gore son derece anlamli bir
sekilde (p<0,0001) azalmistur.

% 3k %k %k
| |
5K %k %k %k
| |
%k %k %k Xk %k 5k %k
4 | | | |
e
é 3m
o
O)
35
g 27 T
X L
N
o
3 1= —T—
0= 1 ﬁ | 1
K KG KV D DG DV

Sekil 4.28 Bax log, kat degisim grafigi

70



Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarina gore Bcl-2 geninin ifadesi sekil 4.29°da

gosterildigi gibi son derece anlamli bir sekilde (p<0,0001) azalmistir.

KV grubunda Bcl-2geninin ifadesi K ve KG grubuna gore son derece anlamli bir

sekilde (p<0,001) artmustir.

DV grubunda Bcl-2geninin ifadesi ise D ve DG grubuna gore son derece anlamli bir

sekilde (p<0,0001) artmustir.
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Sekil 4.29 Bcl-2 log; kat degisim grafigi
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Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarina gore Kaspaz-3 geninin ifadesi sekil 4.30°da
gosterildigi gibi son derece anlamli bir sekilde (p<0,0001) artmustir.

KV grubunda Kaspaz-3 geninin ifadesi K ve KG grubuna gore son derece anlamli bir

sekilde (p<0,0001) azalmistir.

DV grubunda Kaspaz-3 geninin ifadesi ise D ve DG son derece anlamli bir sekilde
(p<0,0001) azalmstur.
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Sekil 4.30 Kaspaz-3 log, kat degisim grafigi
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4.2.2 Western Blot

Western blot yontemiyle beta aktin, TXNIP, GRP78, IL-1p ve Kaspaz-3 proteinlerinin

bantlar1 sekil 4.31°de goriildiigii elde edilmistir ve dansitometrik analizleri Image J

yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.31 Gruplara ait proteinlerin diizeylerinin western blot goriintiileri
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Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarma gére GRP78’in protein seviyeleri sekil 4.32°de

gosterildigi gibi son derece anlamli bir sekilde (p<<0,0001) artmustir.

KV grubunda GRP78’in protein seviyeleri K ve KG grubuna gore anlamli bir sekilde

(p<0,1) azalmistur.

DV grubunda GRP78’in protein seviyeleri ise D ve DG grubuna gore son derece

anlamli bir sekilde (p<0,0001) azalmistur.
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Sekil 4.32 Gruplara ait GRP78’in dansitometrik analizi.
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Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarina gére TXNIP’in protein seviyeleri sekil 4.33°te
gosterildigi gibi son derece anlamli bir sekilde (p<0,0001) artmustir.

KV grubunda TXNIP’in protein seviyeleri K ve KG grubuna gore anlamli bir sekilde
(p<0,01) azalmustir.

DV grubunda TXNIP’in protein seviyeleri ise D ve DG grubuna son derece anlamli bir
sekilde (p<0,0001) azalmistur.
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Sekil 4.33 Gruplara ait TXNIP’in dansitometrik analizi.
Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarmna gore Kaspaz-3’tin protein seviyeleri sekil

4.34°te gosterildigi gibi son derece anlamli bir sekilde (p<0,0001) artmustir.

Kontrol gruplarmmin kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamasina
ragmen DV grubunda Kaspaz-3’iin protein seviyeleri D ve DG grubuna gore son derece

anlamli bir sekilde (p<0,0001) azalmistir
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Sekil 4.34 Gruplara ait Kaspaz-3’iin dansitometrik analizi.
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Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarmna gore IL-1p’nin protein seviyeleri sekil 4.35°te

gosterildigi gibi son derece anlamli bir sekilde (p<0,0001) artmustir.

Kontrol gruplarinin kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamasina

ragmen DV grubunda IL-1f’nin protein seviyeleri D ve DG grubuna son derece anlamli
bir sekilde (p<0,0001) azalmistir
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Sekil 4.35 Gruplara ait IL-1B’nin dansitometrik analizi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢aligma, tiyoredoksin etkilesimli proteinin farmakolojik inhibisyonunun deneysel
diyabette biligsel fonksiyon bozuklugun temel patolojik &zelliklerini iyilestirdigini
gostermektedir. Verapamil aracili TXNIP baskilanmasi, diyabetik beyin dokusunda ER
stresi (GRP78, IRElo, ATF6), inflamasyon (NF-«xB, NLRP3, IL-1f3, IL-18) ve
apoptozis (Bax, Kaspaz-3) belirteglerini onemli Olgiide azaltmistir. Bu molekiiler
degisikliklere, 12. haftada Morris su labirentinde gelismis performans eslik etmis olup,
tedavi edilmemis diyabetik kontrollere kiyasla uzamsal hafiza tizerine olumlu etkileri
bulunmaktadir. Bu analizlerden her biri, TXNIP'in bilinen biyolojisi ve diyabetle iligkili
noronal hasardaki roliiyle tutarhilik gostermektedir. Asagida, bu bulgularin her

parametre i¢gin ¢ikarimlari ilgili literatiirlerle entegre ederek tartigildi.

TXNIP hiicresel redoks ve stres yollarinin ana diizenleyicisidir. Hiperglisemi kosullari
altinda, TXNIP ekspresyonu giiclii bir sekilde indiiklenmektedir. Artmms TXNIP
ekspresyonunun, ER stresini ve apoptozu siddetlendirdigi gosterilmistir (3, 102) TXNIP
seviyelerinin artig1 tiyoredoksin inhibisyonuna yol agarak katlanmamis protein tepkisi
sinyallemesini tesvik etmektedir. TXNIP’in asir1 ekspresyonu, IREla yolunu
aktiflestirerek ER stresi altinda TXNIP mRNA'sin1 stabilize eder ve stres
sinyallemesinin ileri beslemeli pozitif bir dongiisiinii olusturmaktadir. Bunun aksine,
TXNIP seviyelerinin azalmasi, ER stresi kaynakli hiicre 6liimiinii 6nlemektedir (3, 4).
Diyabetik beyinlerde noronal ER stres, biligsel eksikliklerin 6nemli bir aracidir. Zhang
ve ark. yaptig1 ¢alismada STZ ile indiiklenmis diyabetik sicanlarda, hipokampal ER
stresi sergiledigini ve bu siganlarin morris su labirentti testinde diyabet olmayan
gruplara gore platforma kagis siirelerinde Onemli gecikmeler (daha zayif hafiza)
oldugunu saptamuslardir (43). Calismamizda, TXNIP'in farmakolojik olarak
inhibisyonuyla hipokampal kanonik UPR belirtegleri (GRP78, IRElo ve ATF6)
ekspresyonlarinin  6nemli Olgiide azaldigin1  saptadik. Bu sonuglar, TXNIP
inhibisyonunun ER stresini hafiflettigini gostermektedir. ER stresinin hafiflemesiyle
stres kaynakl1 apoptoz dongiistiniin zayifladig1 pro-apoptotik faktorlerde azalma ve anti-
apoptotik faktorlerin de artmig oldugunu yaptigimiz analizler sonucunda belirledik. Bu
nedenle, TXNIP inhibisyonunun diyabetik ndronlarmn ER stres yiikiinii hafiflettigi,
literatlirde diger modellerde bildirilen TXNIP baskilamasmin koruyucu etkisiyle
tutarlilik gostermektedir (3, 102).
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Giderek artan sayida g¢alisma, TXNIP'i dogustan gelen bagisiklik aktivasyonuyla
iliskilendirmektedir. TXNIP, NLRP3 inflamazomunun tam aktivasyonu igin Kilit bir
roldedir. Oksidatif stres veya hiperglisemi altinda, TXNIP dogrudan NLRP3'e
baglanarak kaspaz-1 ve IL-1B olgunlasmasini tetikleyebilmektedir (136, 137).
Diyabetik  modellerde, bu TXNIP-NLRP3 ekseni kronik inflamasyonu
yonlendirmektedir. Zhou ve arkadaslarinin yaptigi calismada, Yiiksek glikozda
tarafindan indiiklenen TXNIP'in, NLRP3 inflamazomunu aktiflestirerek IL-1[
salimmmin arttigin1  gostermislerdir (72). Noronlarda da benzer mekanizmalar
goriilmektedir. Li ve arkadaslari, glutamat norotoksisitesinin TXNIP inflamazom
aktivasyonuna bagli oldugunu yaptiklar1 calismada gostermislerdir. Calismaya gore,
Fare hipokampal kiiltiirlerinin veya SH-SYS5Y hiicrelerinin toksik dozlarda glutamata
maruziyeti ROS, ER stres ve TXNIP ekspresyonlarini artirarak NLRP3 inflamazom
aktivasyonuyla sonuglanmistir ve buna bagh olarak hiicre toksisitesine yol agtigmi
belirlemislerdir (138). Ayrica, diyabet ile iliskili demansta, néroinflamasyon bilissel
fonksiyonlardaki gerilemeyle iliskilendirilmektedir (139). Calismamiz literatiirle tutarli
olarak, verapamil ile tedavi edilen diyabetik gruplarda NF-xB, NLRP3, IL-1p ve IL-
18'in gen ifadelerinin hipokampus dokusunda ekspresyonunun 6nemli 6lgiide azaldigini
ve ayrica IL-1f’nin protein diizeyinde de azalmis oldugunu saptadik. NF-xB,
inflamatuar sitokinler i¢in bir ana transkripsiyon faktoriidir ve ayrica NLRP3
transkripsiyonunu siirdiirebilir, bu nedenle asagi regiilasyonu inflamasyonun daha genis
bir sekilde bastirildigini gosterir. NLRP3 ve IL-1B/IL-18 seviyelerindeki es zamanli
azalis, inflamazomun TXNIP inhibisyonu tarafindan deaktive edildigini
diistindiirmektedir. Bu molekiiler gelismeler yayinlanmis raporlarla uyumluluk
gostermektedir. Bu baglamda yapilan baska bir ¢alismada diyabetik ve yiiksek glikozlu
kosullarda, TXNIP yukar1 regiilasyonu NLRP3 yoluyla IL-18 ve IL-18 iiretimini
artirarak vaskiiler ve sinirsel inflamasyonu indiikledigi gosterilmistir (139). Ozetle
bulgularimiz, TXNIP'in verapamil ile inhibisyonu sonucunda, diyabetik bilissel
fonksiyon bozuklugunun altinda yatan sebeplerden biri olan artmig glikoz kaynakli

noroinflamatuar siiregleri kesintiye ugrattigini gostermektedir (130, 140)
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TXNIP, 6zellikle mitokondriyal yol aracilifiyla apoptozda dnemli bir rol oynamaktadir.
Stres altinda, TXNIP niikleustan mitokondriye geger ve TRX2'ye baglanarak ASK1'i
serbest birakir, bunun sonucunda kaspaz-3 aktivasyonu tetiklenmektedir. Sonugta,
TXNIP asir1 ekspresyonu sitokrom-c¢ salinimini indiikleyerek hiicre 6liimiine neden
olmaktadir (102). Bu yol diyabet kaynakli organ hasarinda rol oynamaktadir. Calisma
sonuglarimiz, verapamil tedavisinin hipokampusta Bax ve Kaspaz-3 gen ifadesi
diizeylerini 6nemli Olclide dusiiriitken Bcl-2 gen ifadesi diizeyini artirdigini
gostermektedir. Ayrica protein diizeyinde yaptigimiz analizler sonucunda kaspaz-3
diizeylerinin de tedavi gruplarinda anlamli bir sekilde azaldigin1 saptandi. Bu veriler,
TXNIP inhibisyonunun bilinen anti-apoptotik etkisiyle uyusmaktadir. Takagi ve
arkadaslarinin transgenik fare modeliyle yaptiklar1 calismada, tiyoredoksinin asiri
ekspresyonunun iskemik ndronal apoptozu biiylik Olclide azalttigi ve tersine, TXNIP
artiginin pro-apoptotik oldugu gosterilmistir (93). Dolayisiyla ¢alisma sonuglarimiz,
TXNIP'1 inhibe ederek noronal sagkalimin korundugunu gostermektedir. Bax ve aktif
kaspaz-3'teki azalma bunun kanit1 olarak sunulabilir. Ozetle, bulgularimiz TXNIP'in
diyabet modelinde hipokampusta giiclii bir sekilde apoptozu indiikledigini ve

inhibisyonunun apoptotik 6liim siire¢lerini engelledigini isaret etmektedir.

Biligsel fonksiyon bozuklugu, diyabetin bilinen bir komplikasyonudur. Kronik
hiperglisemi, ER stres, inflamatuar ve metabolik hasar yoluyla 6grenme ve bellek
performansinda diisiise yol agmaktadir (65, 139). Diyabetik sican modellerinde uzamsal
ogrenme hipokampal patoloji ile iliskili olarak, STZ enjeksiyonundan 6-11 hafta kadar
erken bir zamanda bozulmaktadir. Zhang ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada, 6 haftalik
hipergliseminin su labirenti performansmi énemli 6l¢lide kotiilestirdigini ve hipokampal
CHOP ve apoptozu artirdigini1 bildirmislerdir (43). Biessels ve arkadaslari benzer
sekilde, yliksek derecede diyabetli siganlarmn (STZ'den 11 hafta sonra) bozulmus
uzamsal 6grenme ve uzun siireli potansiyasyona (LTP) sahip oldugunu, orta derecede
hiperglisemik si¢anlarin ise olmadigin1 gostermislerdir (37). Bu ¢aligmalar, zayif glikoz
kontroliinlin ve bunun sonucunda olusan hiicresel stresin bellek performansinda
gerilemeye neden oldugunu gostermektedir. Caligmamizda, diyabet indiiksiyonunu
takiben (0. hafta) morris su labirenti performanslari gruplar arasi farklilik gostermedi ve
istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ saptanamadi. Deneylerin devaminda 12 haftaya
kadar tedavi edilmeyen diyabetik kontrol gruplarinda biligsel performansta gerileme

yani platforma kacis siirelerinin uzamis oldugunu gosterdi.
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Buna karsin verapamil ile tedavi edilen sicanlarin 6grenme performanslarinda istatiksel
olarak anlamli iyilesmeler saptandi. Kontrol altina alinmayan diyabet modellerinde,
bilissel fonksiyonlarda bozulmalara neden olurken (141), diyabetin gelisiminin
molekiiler yolaklarin1 hedefleyen tedaviler (gastrodin inhibitdrii gibi) biligsel
fonksiyonlar1 korumaktadir (87) (43, 65). Bu da c¢alisma sonuglarimizin literatiirle
uyumlu oldugunu gostermektedir. Rom ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, hiperglisemi
kaynakli noroinflamasyonun kan-beyin bariyerinin gecirgenliginin artmasma neden
olarak ndrotoksik maddelerin beyne girmesine neden oldugunu ve diyabetik farelerin
biligsel fonksiyonlarinda gerileme oldugunu bildirmislerdir (44). Dolayisiyla,
calismamizda elde edilen 6grenme verileri TXNIP inhibisyonunun, ER stresini,
inflamasyonu ve apoptozu azaltarak hipokampal islevi, uzamsal bellek ve sinaptik

plastisite i¢in koruyucu oldugunu gostermektedir.

Iyi bilinen bir L tipi kalsiyum kanal blokeri olan Verapamil, TXNIP inhibitorii olarak
tanimlanmistir. Borowiec ve arkadaslari, verapamilin pankreas  hiicrelerinde TXNIP
ekspresyonunu benzersiz bir sekilde engelledigini ve hiicre sag kalimini destekledigini
gostermistir (112). Benzer sekilde Xu ve arkadaslari, verapamilin diyabetli farelerde
yalnizca ¢oklu diisiik doz STZ kaynakli diyabeti 6nlemekle kalmayip, ayn1 zamanda
beta hiicre apoptozunu azaltarak beta hiicre kiitlesini artirdigini ve buna bagl olarak
insiilin seviyelerini yiikselttigi belirlenmistir (128). Calismamiz, STZ ile indiikklenmis
deneysel diyabette verapamil aracilt TXNIP inhibisyonunu néroproteksiyona baglayan
ilk ¢alismadir. Bu sonuglar ER stres, inflamasyon ve apoptoz belirteclerindeki genis
azalma, verapamilin (veya benzer TXNIP blokerlerinin) noral plastisiteyi korumak igin
diyabette ¢k tedavi olarak yeniden kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Verapamil
FDA onaylidir ve onlarca yildir antihipertansif olarak giivenli bir sekilde
kullanilmaktadir ve tip-1 diyabette yapilan klinik deneyler verapamilin eklenmesinin
muhtemelen TXNIP baskilanmasi yoluyla endojen insiilin salgilanmasini korudugunu
gostermektedir (129). Calisma sonucunda ortaya ¢ikan verilerimiz, verapamilin
etkilerini merkezi sinir sistemine kadar genisleterek diyabetik bilissel gerilemeyi
yavaslatmak i¢in kombine terapi olasiligini ortaya koymaktadir. Bu ¢alismanin pozitif
sonuglarma ragmen bazi smirlamalar1 da bulunmaktadir. Ilk olarak, sicanlarda deneysel

bir tedavi olarak verapamilin tiim diyabetli hastalarda uygulanabilirligi sinirhidir.
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Yiiksek doz kalsiyum kanal blokaj1 hipotansiyona neden olabilir veya kalp yetmezligini
siddetlendirebilir bu nedenle pediatrik diyabet hastalar1 veya kalp disfonksiyonu olanlar
icin uygun olmayabilir (130). TXNIP geninin silindigi fareler diyabetten korunur ancak
hepatoselliiler karsinom igin artan bir egilim gostermektedir (142) Ancak, TXNIP'i
farmakolojik olarak diizenlemek daha giivenli goriinmektedir. Bu sebeple, diisiik dozlu
miidahaleler ve aralikli kullanim1 onkojenik riski azaltabilir (130) Ikinci bir siirlama,
sonu¢larimizin  Oncelikle molekiiler ve davranigsal olmasidir; yapisal ve islevsel
faydalarmi dogrulamak i¢cin daha uzun vadeli caligmalara ihtiyag vardir. Bu tez

calismasinin sonucunda;

e TXNIP'in diyabette hipokampus hasarinin temel modiilatorii oldugu ve TXNIP
inhibisyonunun noéronlar1 koruyucu bir rol istlendigine dair kanitlar
sunmaktadir.

e Verapamil ile TXNIP molekiiliiniin baskilanmasmin ER stresini azalttig1
(GRP78, IREla, ATF6), inflamasyonu azalttigi (NF-kB, NLRP3, IL-1p, IL-18)
ve apoptozu smirladigi (Bax, Kaspaz-3) ve bdoylece diyabetik sicanlarda biligsel
islevi korudugu saptandi.

e Baglangicta tiim gruplarin bilissel performansinin benzer olmasi, elde edilen

sonuglarin tedaviye 6zgii oldugunu giiglendirmektedir

Bulgularimiz bir araya getirildiginde, TXNIP molekiiliinii tedavi hedefi aday1 olarak
konumlandirmakla birlikte verapamil ve ilgili ajanlar diyabette biligsel fonksiyonu
korumak i¢in gelecekteki kombinasyon terapilerinin olasi bir parcasi oldugunu
gostermektedir. Ancak, olasi yan etkiler g6z Oniine alindiginda dikkatli klinik
degerlendirmeye ihtiya¢ vardir. Gelecekteki ¢alismalar, optimum dozaji arastirmali,
uzun vadeli giivenligi dogrulamali ve biligsel fonksiyon bozuklugu diger modellerinde
TXNIP inhibisyonunu arastrmalidir. Sonu¢ olarak calismamizdan elde edilen bu
veriler, verapamilin TXNIP aracili hiicresel stres yollarin1 modiile ederek diyabetik

ndropatide terapdtik bir rol listlenme potansiyeli tasimaktadir.
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