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ÖZET 

DENEYSEL DĠYABETTE TXNIP ĠNHĠBĠTÖRÜNÜN BĠLĠġSEL 

PERFORMANS ÜZERĠNDEKĠ ETKĠSĠNĠN ARAġTIRILMASI 

Mutlu Can ASLANPAY 

Doktora Tezi, Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı 

Tez danıĢmanı: Prof. Dr. Sibel OĞUZKAN BALCI  

Ġkinci Tez danıĢmanı: Prof. Dr. Can DEMĠREL 

Temmuz 2025, 94 Sayfa 

 

Amaç: Diyabet, metabolik ve inflamatuar stresin neden olduğu biliĢsel gerileme ve 

nöronal hasarla iliĢkilidir. TXNIP, tiyoredoksinle etkileĢerek, oksidatif stresi artıran ve 

NLRP3 inflamasyonunu tetikleyen strese duyarlı bir moleküldür. TXNIP’in aĢırı 

ekspresyonu biliĢsel fonksiyon bozuklukları ile bağlantılıdır. Bu çalıĢmada, deneysel 

diyabette verapamil tedavisi ile TXNIP inhibisyonu sonucunda hipokampusta ER stresi, 

inflamasyon ve apoptoz mekanizmalarındaki değiĢimler ve bunların biliĢsel performans 

üzerindeki etkisinin araĢtırılması amaçlandı. Yöntem: AraĢtırmada, Her grupta 10 adet 

olmak üzere 60 adet Wistar albino sıçan kullanıldı. Rastgele seçilen çalıĢma grupları; 

Kontrol, Kontrol+Gavaj, Kontrol+Verapamil, Diyabet, Diyabet+Gavaj ve 

Diyabet+Verapamil olarak düzenlendi. Diyabet modeli, tek doz 40 mg/kg 

intraperitoneal streptozotosin uygulaması ile yapıldı ve hayvanlara 12 hafta verapamil 

(oral gavaj ile 10 mg/kg/gün) verildi. BiliĢsel performans, Morris su labirenti 

kullanılarak 0. ve 12. haftada değerlendirildi. Sıçanlardan elde edilen hipokampus 

dokularında ER stresi, inflamasyon ve apoptoz iliĢkili genler ile TXNIP gen ve protein 

düzeyinde analiz edildi. Veriler Prism10.5.0 kullanılarak analiz edildi. Bulgular: 

Öğrenme deneyinin sonunda diyabetik sıçanlarda biliĢsel performansta kontrol grubuna 

kıyasla gerileme olduğu saptandı (p<0,0001). Diyabetik kontrol grubunda verapamil ile 

tedavi edilen gruba kıyasla hipokampusta gen ve protein düzeyinde TXNIP 

ekspresyonunda artıĢ ve buna bağlı olarak yükselmiĢ ER stresi, inflamasyon ve 

apoptozu indükleyen parametrelerde artıĢ olduğu saptandı (p<0,0001). TartıĢma ve 

Sonuç: Verapamil tedavisi diyabetik sıçanlarda hiperglisemi düzeylerini azaltarak 

biliĢsel performansı iyileĢtirmiĢtir. BaĢlangıçta tüm grupların biliĢsel performansının 

benzer olması, sonuçların tedaviye özgü olduğunu göstermektedir. Tedavi gruplarında 

TXNIP gen ifadesinin baskılanmıĢ olduğu durumda, inflamatuar yanıt, ER stres ve 

apoptoz ile iliĢkili genlerin ifade düzeylerinde azalmalar saptanmıĢtır. Protein analiz 

sonuçları bu bulguları desteklemiĢtir. Sonuç olarak verapamil TXNIP aracılı hücresel 

stres yollarını modüle ederek diyabette biliĢsel fonksiyon bozukluklarının tedavisinde 

terapötik bir ajan olma potansiyeli taĢımaktadır. 

Anahtar Sözcükler: Diyabet, TXNIP, Verapamil, BiliĢsel fonksiyon bozukluğu 
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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   
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1. GĠRĠġ 

Diabetes mellitus (DM), yalnızca periferik komplikasyonlara (retinopati, nefropati, 

nöropati) neden olmakla kalmayıp aynı zamanda merkezi sinir sistemini de olumsuz 

etkileyen önemli bir halk sağlığı sorunudur. Epidemiyolojik ve deneysel çalıĢmalar, 

kronik hipergliseminin biliĢsel iĢlevi, özellikle de uzamsal hafızayı bozduğunu 

göstermektedir. Hipokampus, hafıza oluĢumu için kritik öneme sahiptir ve diyabetik 

modellerde sıklıkla hipokampus dokusunda sinaptik fonksiyonların bozulması ve nöron 

kaybı görülmektedir. Streptozotosin (STZ) ile indüklenmiĢ diyabetik sıçanlarda 

hipokampüs dejenerasyonu ve apoptozis artıĢına bağlı olarak öğrenme ve bellek 

iĢlevlerinde gerileme olduğu ortaya konmuĢtur (1). Benzer Ģekilde, Morris su labirenti 

ile yapılan biliĢsel fonksiyon testleri; diyabetli kemirgenlerin kontrollere kıyasla biliĢsel 

performanslarının düĢtüğünü ve bunun da uzamsal bellek bozukluğu ile iliĢkili 

olduğunu göstermektedir. BiliĢsel fonksiyonlardaki gerileme, oksidatif stresi, ileri 

glikasyon son ürünlerini ve nöroinflamasyonu yönlendiren kronik hiperglisemi ile 

iliĢkilidir (1, 2).  

Diyabette metabolik stres ile nöroinflamasyon arasındaki temel bağlantı, tiyoredoksinle 

etkileĢimli protein (TXNIP) ile kurulmaktadır. TXNIP, indirgenmiĢ tiyoredoksini 

bağlayan ve antioksidan iĢlevini inhibe eden, böylece reaktif oksijen türlerinin (ROS) 

birikimini teĢvik eden glikoz ve stresle indüklenebilir bir proteindir (3). Yüksek glikoz 

ve endoplazmik retikulum (ER) stresi varlığında TXNIP ekspresyonunda artıĢ meydana 

gelir bu da inflamatuar süreçleri yönlendirir.  Özellikle TXNIP, NOD benzeri reseptör 

pirin alanı içeren-3 (NLRP3) inflamazomuna doğrudan bağlanır ve onu aktive ederek 

pro-inflamatuar sitokinlerin üretimini ve piroptotik hücre ölümünü tetiklemektedir. 

Ayrıca TXNIP aracılı oksidatif stres ve inflamasyon nöronal apoptoz ve sinaptik 

disfonksiyonun geliĢimine katkıda bulunmaktadır. TXNIP, yüksek glikoz koĢulları 

altında hipokampal ER stresi ve apoptoz aracılı metabolik ve biliĢsel fonksiyon 

bozukluklarına neden olmaktadır (3, 4). 
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Birçok çalıĢma, TXNIP’i diyabetle iliĢkili sinir hasarının merkezi bir aracısı olarak 

vurgulamaktadır. Diyabette artmıĢ TNXIP ekspresyonu doku hasarına bağlı olarak 

geliĢen diyabet komplikasyonları ile iliĢkilendirilmiĢtir. Diyabetik hayvan modelinde 

TXNIP veya onunla iliĢkili yolaklarının baskılanması ile biliĢsel iĢlev bozukluğunun 

iyileĢtirildiği gösterilmiĢtir. Yapılan bir çalıĢmada, TXNIP'i baskılayan antioksidan 

bileĢikler ve NLRP3 inhibitörlerinin hipokampal ER stresini ve nöroinflamasyonu 

azalttığı ve daha iyi hafıza performansına yol açtığı gösterilmiĢtir (4, 5)  Bu bulgular, 

diyabet kaynaklı TXNIP ekspresyonundaki artıĢın, nöral hasarlarda itici bir faktör 

olduğunu ve diyabete bağlı biliĢsel fonksiyon bozukluğunda TXNIP'in tedavi hedefi 

olabileceğini iĢaret etmektedir (6).  

Ġyi bilinen bir L tipi kalsiyum kanal blokeri olan Verapamil, TXNIP ekspresyonunun bir 

inhibitörü olarak tanımlanmıĢtır. Verapamil'in diyabetik dokularda TXNIP seviyelerini 

azaltarak hücreleri yüksek glikoz toksisitesinden koruduğu gösterilmiĢtir. Diyabet ve 

metabolik stres modellerinde verapamil tedavisinin, TXNIP ekspresyonunu azaltarak 

pankreas β-hücresi iĢlevini koruduğu ve kan glikozu seviyesini düĢürdüğü saptanmıĢtır 

(7) Verapamil tedavisinin periferik nöronlarda TXNIP aracılı apoptozu önleyerek 

diyabetik nöropatiyi de gerilettiği gösterilmiĢtir (8). BaĢka bir çalıĢmada beyin hasarı 

durumunda verapamil tedavisinin, beyindeki TXNIP ekspresyonunu ve NLRP3 

inflamazom aktivasyonunu azalttığı ve bunun sonucunda biliĢsel ve motor 

fonksiyonlarda iyileĢme olduğu bulunmuĢtur (9).  
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ÇalıĢmamız, diyabet modelinde verapamil ile TXNIP inhibisyonunun biliĢsel 

performans üzerindeki etkisini araĢtırmak üzere tasarlanmıĢtır. YetiĢkin erkek 

sıçanlarda tek doz intraperitoneal streptozotosin (40 mg/kg) ile tip-1 diyabet oluĢturduk. 

Diyabetik ve diyabetik olmayan (kontrol) sıçanlar daha sonra 12 hafta boyunca 

verapamil (gavaj ile 10 mg/kg/gün) veya taĢıyıcı ile tedavi edildi. Bunun sonucunda altı 

deney grubu oluĢtu: kontrol, kontrol+gavaj, kontrol+verapamil, diyabet, diyabet+gavaj 

ve diyabet+verapamil. Tedavi periyodunun sonunda biliĢsel iĢlev, sıçanlarda uzamsal 

öğrenme ve hafızanın standart bir testi olan Morris su labirenti kullanılarak 

değerlendirildi. Öğrenme deneylerinden sonra TXNIP seviyelerinin ve ER stresi, 

inflamasyon ve apoptoz belirteçleri hipokampus dokusunda “real time PCR” ve 

“Western blot” yöntemleri kullanılarak gen ve protein düzeylerinde analiz edildi. 

Verapamil ile tedavi edilen diyabetik sıçanların tedavi edilmeyen diyabetik sıçanlara 

kıyasla daha düĢük hipokampal TXNIP ekspresyonu, azalmıĢ nöroinflamasyon, ER 

stresi ve nöral hücre kayıplarının geliĢmiĢ öğrenme/hafıza ile iliĢkili olacağını 

varsaydık. Özetle, bu çalıĢma kronik TXNIP inhibisyonunun diyabetle iliĢkili biliĢsel 

gerileme üzerindeki etkisini, hipokampal ER stresi, nöroinflamasyon ve nöronal 

sağkalım üzerine odaklanarak incelemektedir. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1 Diyabet Tanımı ve Etiyolojisi 

Modern dünyada sık görülen hastalıklardan biri, genetik ve çevresel değiĢiklikler de 

dahil olmak üzere çeĢitli faktörlerden kaynaklanan DM’dir (10). Diyabet, insülin 

salgılanması ve/veya aksiyonundaki kusurlardan kaynaklanan kronik hiperglisemi ile 

karakterize bir metabolik hastalık grubu olarak tanımlanmaktadır (11). Bu kronik 

metabolik hastalık, modern dünyadaki değiĢen yaĢam tarzı ile önümüzdeki yıllarda 

artan bir eğilime sahip gibi görünmektedir. Sürekli hiperglisemi, mikrovasküler hastalık 

(diyabetik retinopati, nefropati ve nöropati gibi) ve aterosklerotik makrovasküler 

hastalık (kardiyovasküler, serebrovasküler ve diğer periferik vasküler hastalıklar) dahil 

olmak üzere panvasküler hastalık riskini artırarak çeĢitli organ hasarlarına neden 

olabilir (12). 

Diyabetin hem epidemiyolojik hem de etiyolojik açıdan farklılık gösteren tip 1 ve tip 2 

diyabet olarak iki yaygın formu bulunmaktadır. Tip 1 diyabette (T1DM), pankreastaki β 

hücrelerinin otoimmün T hücresi aracılı yıkımı insülin eksikliğine neden olur. Genom 

çapında çalıĢmalar HLA genlerinin T1DM'nin genetik riskinin %50'sine kadarını 

oluĢturduğunu doğrulamıĢtır (özellikle HLA sınıf II lokusları), bu da spesifik oto-

antijen peptitlerinin seçici sunumunun T1DM'nin patogenezinde rol oynadığını 

göstermektedir (13, 14). Ayrıca meta-analizler, INS-VNTR (değiĢken sayıda tandem 

tekrarı), PTPN22, CTLA4 ve IL2RA içindeki HLA dıĢı yüksek riskli polimorfizmleri, 

kendine karĢı merkezi ve periferik bağıĢıklık toleransında azalma ve bağıĢıklık 

sisteminin T1DM'nin geliĢimine katılımını vurgulayan artmıĢ T hücresi aktivasyonu ve 

proliferasyonu ile iliĢkilendirmiĢtir (15). Metabolik strese ek olarak, pankreasa 'sızan' 

viral enfeksiyonlar veya bağırsaktaki inflamatuar ajanlar proinflamatuar bir ortam 

yaratabilir. β hücreler, spesifik reseptörleri ve adezyon moleküllerini eksprese ettikleri 

için viral enfeksiyona maruz kalırlar. Ġnsülin içeren granüllerde bulunan β hücrelerine 

özgü bir coxsackievirus ve adenovirüs reseptörünün (CAR) varlığı, coxsackievirus B4 

tarafından enteroviral enfeksiyonu adacık otoimmünitesi ile iliĢkilendiren çalıĢmalarla 

gösterildiği gibi insülin sekresyonu sırasında β hücreleri viral enfeksiyona karĢı 

savunmasız bırakabilir.  Viral enfeksiyonlar T1DM'li hastaların küçük bir azınlığında 
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risk faktörü oluĢturabilir. T1DM’nin geliĢiminde coxsackievirus’ün yanı sıra rotavirüs 

ve sitomegalovirüs de rol oynamaktadır (16, 17).   
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Benzer Ģekilde, bağırsak mikrobiyotasındaki değiĢiklikler ve artmıĢ Bacteroidetes / 

Firmicutes oranının neden olduğu gastrointestinal sistemin disbiyozu, serokonversiyon 

ve T1DM'nin baĢlangıcı ile iliĢkilendirilmektedir (18). Sonuç olarak T1DM’da bu süreç 

genetik olarak duyarlı bireylerde (örn. HLA risk alelleri) sıklıkla çevresel saldırılar 

(viral enfeksiyon, diyet, bağırsak disbiyozu) tarafından tetiklenir ve epigenetik faktörler 

tarafından düzenlenir(19, 20).  

Tip 2 diyabette (T2DM) yağ dokusu, kas ve karaciğerdeki insülin direncine ve/veya 

pankreas β hücrelerinden bozulmuĢ insülin sekresyonuna bağlı olarak artmıĢ kan 

glukozu seviyeleri ile karakterize karmaĢık heterojen bir metabolik durum grubudur 

(21).  Periferik insülin direnci geliĢtiğinde β hücreleri hedef dokularda insülin aracılı 

sinyallemede artan talebi karĢılamak için insülin sekresyonunu artırarak yanıt verir (22). 

Bu düzenleyici mekanizma, insanlarda insülin duyarlılığı ve insülin sekresyonu 

arasındaki hiperbolik iliĢkiyi açıklamaktadır. Ayrıca, INS, PDX1, GLP1R ve 

PPARGC1A gibi T2DM aday genlerinde artan DNA metilasyonu, söz konusu genlerin 

ekspresyonunun azalması ve insülin sekresyonunun tükenmesi ile iliĢkilendirilmiĢtir 

(23). Ayrıca, diyabetli bireylerden alınan pankreas dokusunda epigenetik düzensizliğin 

önemli bir rolünün olduğu yapılan çalıĢmalarla desteklemektedir (24). Bununla birlikte, 

insülin direncinin süresi ve büyüklüğü, β hücrelerinde artan metabolik gereksinimler, 

bireylerin genetik ve epigenetik olarak yatkınlığı β hücrelerinin glukoz duyarlılığında 

keskin bir düĢüĢe yol açmaktadır. Bu düĢüĢ zamanla, β hücrelerinin glikoz 

homeostazında bozulmalara neden olarak T2DM'nin geliĢmesiyle sonuçlanır (25, 26). 

Sonuç olarak, bireyler normal glukoz toleransından bozulmuĢ glukoz toleransına ve 

daha sonra azalmıĢ β hücreli kütlesi ile kronik T2DM'ye ilerler. Diyabetin tüm 

formlarında, devam eden hiperglisemi ve dislipidemi, hastalık sürecini Ģiddetlendiren 

hücresel stresin kendi kendini sürdüren döngülerini oluĢturmaktadır (27).  

Diyabetin küresel olarak popülasyonları etkileyen ciddi kronik bir hastalık olduğu artık 

bilinmektedir. Uluslararası Diyabet Salgını AraĢtırması'na göre, 2021 yılında dünya 

genelinde her 10 kiĢiden 1'i (toplam 534 milyon) diyabetliyken bu rakamın 2045 yılına 

kadar yaklaĢık 780 milyona çıkması beklenmektedir (28).   
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Özellikle, diyabet sadece kendi baĢına tehlikeli olmakla kalmaz, aynı zamanda bir dizi 

komplikasyonla da güçlü bir Ģekilde iliĢkilidir. Çok sayıda çalıĢma, diyabetle iliĢkili 

komplikasyonların nörodejeneratif hastalıklar, kardiyovasküler hastalıklar, nefropati, 

retinopati, alt ekstremite lezyonları ve diyabetin bir sonucu olarak çok çeĢitli biliĢsel 

iĢlev bozuklukların da ortaya çıkarabileceğini göstermiĢtir (29) 

2.2 Diyabet ve BiliĢsel Performans ĠliĢkisi 

Beyin glikoz seviyeleri, yükselen kan Ģekeri seviyeleri ile doğrusal bir Ģekilde yükselir. 

Yapılan çalıĢmalar, plazma glukozlarını 4-30 mM aralığında stabilize ettikten sonra 

serebral ve vasküler kompartmanlardaki glukoz seviyeleri arasında doğrusal bir iliĢki 

olduğunu ve beyin glukoz seviyelerinin plazma seviyelerinin % 20-30'u olduğunu 

göstermiĢtir (30). Plazma-beyin glukoz oranının, normoglisemi veya hiperglisemi 

altındaki Wistar sıçanlarında aynı eğilimi izlediği gösterilmiĢtir. Normoglisemik sıçan 

plazma glikoz seviyesi 8 mM iken beynindeki beyin glikozu 2,1 mM, hiperglisemik 

sıçan plazma glikoz seviyesi 22 mM iken kronik diyabetli gruplarda beyin glikoz 

seviyesinin 7,5 mM seviyelerine yükseldiği saptanmıĢtır (31-33). Hiperglisemik 

hastalar üzerinde yapılan diğer çalıĢmalar da benzer sonuçlar göstermiĢtir. Bu bulgular, 

periferik kandaki hipergliseminin doğrudan diyabette önemli bir özellik olan beyin 

hiperglisemisine yol açabileceğini güçlü bir Ģekilde göstermektedir (33). 

Hiperglisemi biliĢsel gerileme ile bağlantılıdır ve uzun ve kısa vadede biliĢsel iĢlevi 

etkileyebilmektedir (34). Hipergliseminin, biliĢsel fonksiyon bozuklukları, dikkat ve 

depresyon ile iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir. Kan glukozundaki akut değiĢimler biliĢsel 

performans üzerinde olumsuz bir etkiye sahiptir. Ġnsülin, merkezi sinir sistemini etkiler 

ve potansiyel olarak bir dizi biliĢsel iĢlevi modüle edebilir. Ġnsülin reseptörleri beyinde, 

özellikle hipokampusta fazladır ve insülin, reseptör aracılı aktif bir taĢıma süreci 

yoluyla kan-beyin bariyerini geçer (35). Kan glikozundaki akut değiĢimler biliĢsel 

performans üzerinde olumsuz bir etkiye sahiptir ve glisemik kontrol iyileĢtirmesi 

biliĢsel iĢlevi düzenlemek için avantajlıdır. Ġnsülin uygulamasının uzamsal hafıza 

iĢleyiĢlerinde iyileĢmelere yol açtığını ve STZ ile indüklenmiĢ diyabetle iliĢkili biliĢsel 

performans üzerine olumlu etkileri bulunmaktadır (36, 37) Kronik hiperglisemi 

mikrovasküler yapısal değiĢikliklerine neden olmaz ancak bölgesel serebral kan akıĢı 

veya nöronal membran boyunca ozmotik kaymalarla iliĢkilendirilmektedir (36).   
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Buna karĢın kronik hiperglisemi, ileri glikozilasyon son ürünlerinin (AGE'ler) üretimi, 

yaĢlılık plaklarının ve nörofibriler yumakların oluĢumu serebral mikrovasküler hastalık 

yoluyla biliĢsel iĢlevi etkileyebilmektedir. Beyaz madde hacmindeki azalma, azalmıĢ 

biliĢsel iĢleve ve bilgi iĢlemedeki azalmaya da bağlanmaktadır (38, 39). 

Hipergliseminin biliĢsel bozukluk üzerindeki olumsuz etkisi, T1DM'nin STZ 

enjeksiyonu ile indüklendiği bir zebra balığı çalıĢmasında doğrulanmıĢtır (40). Kronik 

hipergliseminin hafif biliĢsel bozukluktan demansa kadar çeĢitli eksiklikler, diyabetli 

kiĢilerde genel popülasyona göre daha sık görülmektedir (38). Yapılan bir çalıĢmada, 

yaĢlı diyabet hastalarının %30-40’ta biliĢsel iĢlevlerinde bozulma saptanmıĢ ve kronik 

hipergliseminin Ģiddetinin bu bozulmanın büyüklüğüyle bir korelasyon gösterdiği 

belirtilmiĢtir. Benzer Ģekilde, epidemiyolojik çalıĢmalar diyabetin demans riskini 

(özellikle vasküler demans) yaklaĢık iki katına çıkardığını bildirmektedir (38) Dikkat, 

hafıza, yürütücü iĢlev, görsel-uzamsal yetenekler ve dil dahil olmak üzere bir veya daha 

fazla biliĢsel alanda düĢüĢ olarak tanımlanan biliĢsel bozukluk, hem tip 1 hem de tip 2 

diyabetin yaygın bir komplikasyonu olarak ortaya çıkmıĢtır. Bu bozukluk, belirli 

biliĢsel alanlardaki ince eksikliklerden vasküler demans veya Alzheimer hastalığı gibi 

daha Ģiddetli formlara kadar değiĢebilir (41). Diyabetle iliĢkili biliĢsel disfonksiyonun 

patofizyolojisi, kronik hiperglisemi, insülin disregülasyonu, vasküler patolojiler ve 

potansiyel olarak diğer mekanizmaların doğrudan etkilerini içeren çok yönlü ve 

komplekstir (42). Postmortem ve hayvan çalıĢmaları diyabette hipokampal sinaptik 

kaybı ve nöronal hasarı ortaya koymaktadır. Buna ek olarak, diyabetli denekler ve 

kemirgen modellerde, biliĢsel kayıpla tutarlı olarak hipokampüste sinaptik proteinlerin 

azalmıĢ ekspresyonunu göstermektedir (38, 43). Ġnsan çalıĢmaları ve deneysel veriler 

birlikte kronik diyabetin, nöronal hasarı ve kaybı hızlandırdığını bunun sonucunda biliĢi 

bozduğunu göstermektedir.  Bu kronik metabolik hastalık ve buna bağlı ortaya çıkan 

hastalıkların tedavisinde moleküler yolakların rolünü anlamak, ilerleyen zamanlarda 

yeni terapötik stratejilerin geliĢtirilmesine katkıda bulunabilir.   

2.3 Diyabet Kaynaklı BiliĢsel ĠĢlev Bozukluğunun Moleküler Mekanizmaları 

Diyabet kaynaklı biliĢsel fonksiyon bozukluklarının temelinde yatan çeĢitli hücresel 

stres mekanizmaları bulunmaktadır. Moleküler yolaklardan biri olan reaktif oksijen 

türleri (ROS) üretimi yolunda oksidatif strese neden olarak nöronal hasara ve biliĢsel 

eksikliklere neden olabilmektedir.   
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Serebral kan akıĢını ve kan-beyin bariyeri (KBB) bütünlüğünü bozarak endotel 

disfonksiyonuna, serebral perfüzyonun azalmasına ve KBB geçirgenliğinin artmasına 

neden olarak nörotoksik maddelerin beyne girmesine neden olur (44). Ġnsülin, beyinde 

kritik bir nöromodülatör olarak iĢlev görür ve nöronal sağkalımı, sinaptik plastisiteyi ve 

biliĢsel süreçleri düzenler (45-47). Diyabette, insülin direnci ve düzensizlikleri beyin 

insülin sinyalini bozarak nöronal iĢlevi ve biliĢi bozar (48). Bu, glikoz alımının 

azalmasına, oksidatif stresin artmasına ve sinaptik plastisitenin bozulmasına yol açar 

(49). Kronik hiperglisemi, ER stres, oksidatif stres, inflamasyon ve AGE birikimi 

yoluyla insülin direncini Ģiddetlendirmektedir (50, 51). Hem tip 1 hem de 2 diyabette 

insülin düzensizliği nörotransmitter sistemlerini, nöronal enerji metabolizmasını ve 

nörojenezi etkilemektedir (52, 53). 

DM, diyabetik nefropati, retinopati ve nöropati gibi mortaliteyi artıran ve hastaların 

yaĢam kalitesini düĢüren hem mikrovasküler hem de makrovasküler komplikasyonlara 

neden olur. Diyabete bağlı biliĢsel fonksiyonlarda meydana kusurlar; metabolik stres, 

nörovasküler hasar ve inflamasyon dahil olmak üzere moleküler yolakların 

kesiĢmesinden kaynaklanmaktadır. ER stresi, nöroinflamasyon ve apoptoz olmak üzere 

üç birbiriyle iliĢkili sürecin diyabette nöronal kaybı ve sinaptik iĢlev bozukluğunu 

yönlendiren patojenik bir ağ olduğu bilinmektedir. Diyabete bağlı biliĢsel fonksiyon 

bozukluğunda nöronal yaralanma ve ölümün altında yatan moleküler mekanizmaları 

anlamak, potansiyel terapötik hedefleri belirlemek ve etkili tedaviler geliĢtirmek için 

çok önemlidir (4). 

2.3.1 Endoplazmik Retikulum stresi 

Endoplazmik Retikulum, protein salgı yolakları tüm ökaryotik hücre proteinlerinin üçte 

birinin sentezinden, translasyon sonrası modifikasyonlarından ve kompleksler halinde 

birleĢtirilmesinden ve hücre içindeki kesin hedeflere iletilmesinden veya hücre dıĢı 

boĢluğa salınmasından sorumludur. Proteinler, sitozolden ER’ye katlanmamıĢ bir 

durumda salgı yoluna girerler ve burada uygun üç boyutlu konformasyonlarını elde 

etmek için Ģaperon destekli katlanmaya uğrarlar. DNA replikasyonu, transkripsiyonu ve 

translasyonunun aksine, protein katlanması hataya oldukça açık bir süreçtir. Bu nedenle, 

sağlıklı bir proteomun sürdürülmesi, bazıları verimli protein katlanmasını ve 

transportunu teĢvik etmek için ER düzeyinde çalıĢan karmaĢık kalite kontrol 

mekanizmalarına bağlıdır (54).  
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ER homeostazı, hücredeki bir Ca
2+

 rezervuarı, protein katlanması ve montajı için bir 

fabrika, lipit ve sterol biyosentezi için bir alan, sinyalizasyon ve organeller arası iletiĢim 

için bir platform olarak hücredeki çoklu iĢlevlerini etkileyen fizyolojik talepler ve 

patolojik maruziyetlerle sürekli karĢı karĢıya kalır.  Protein sekresyonundaki aĢırı artıĢ 

veya bozulmuĢ ER protein katlanması, ER lümeninde katlanmamıĢ, yanlıĢ katlanmıĢ 

proteinlerin birikmesine neden olabilir ve bu durum 'ER stresi' olarak adlandırılır. 

Protein katlanma doğruluğunu sağlamak ve ER fonksiyonlarını sürdürmek için 

ökaryotik hücrelerin katlanmamıĢ protein tepkisi (UPR), katlanmamıĢ veya yanlıĢ 

katlanmıĢ proteinlerin yükünü hafifletmek ve protein homeostazını eski haline getirmek 

için ilgili genlerin transkripsiyonunu, mRNA translasyonunu ve protein 

modifikasyonlarını yeniden programlayan tüm sinyal yolakları ile iliĢkilidir.(55) 

 

ġekil 2.1 ER'den baĢlatılan baĢlıca UPR yolları. (18)  
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UPR, protein üretiminin optimum oranını korumak için adaptif mekanizmaların 

uygulanmasını düzenler ve hücre dıĢı yanıtlar, hormonlar, büyüme faktörleri ve hücre 

yüzeyi reseptörlerine bağlanan küçük ligandlar; değiĢen besin seviyeleri, enerji durumu 

ve redoks dengesi gibi hücre içi homeostatik değiĢiklikler; hücresel büyüme ve 

farklılaĢmadaki değiĢiklikler ve ER protein katlama kapasitesindeki bozulma gibi çeĢitli 

uyaranlara hızla tepki verir. UPR'nin aktivasyonu salgılama yolunun hemen her yönünü 

etkiler, protein sentezi ve ER'ye taĢınma hızını, protein katlanmasını, olgunlaĢmasını ve 

kalite kontrolünü, protein trafiğini ve otofaji ve ER ile iliĢkili protein bozunma (ERAD) 

yolları aracılığıyla yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin ortadan kaldırılmasını değiĢtirir. 

Diyabetli beyinlerde UPR sensörlerinin ekspresyonu artmaktadır. Kronik hiperglisemi, 

ileri glikasyon son ürünleri ve diyabette düzensiz insülin sinyali, nöronlarda ve glialarda 

protein katlanmasını bozarak üç kanonik UPR sensörünü (PERK, IRE1α, ATF6) aktive 

eder.  

PERK üzerinden UPR sinyalide, ER stresine karĢı ani bir adaptif reaksiyon ökaryotik 

translasyon baĢlatma faktörü 2 alt birim-α'yi (eIF2α) fosforile eden ve protein sentezinin 

geçici olarak zayıflamasına yol açan bir kinaz olan PERK tarafından baĢlatılır (ġekil 

2.1a) (56). Bu tersinir kovalent modifikasyon, yeni sentezlenen proteinlerin ER'ye 

akıĢını önleyerek proteinin yanlıĢ katlanma yükünü sınırlar. EĢzamanlı olarak, fosforile 

eIF2α, 5' çevrilmemiĢ bölgelerinde bir veya daha fazla upstream açık okuma çerçevesini 

(uORF) barındıran spesifik bir mRNA setinin translasyonunu baĢlatır (57). Bunlardan 

biri, redoks homeostazı, amino asit metabolizması, protein sentezi, apoptoz ve otofajide 

yer alan genlerin ekspresyonunu aktive eden stresle indüklenebilir bir transkripsiyon 

faktörü olan ATF4'ü kodlar. ATF4, protein fosfataz 1 (PP1) düzenleyici alt birimi 

GADD34’ün ekspresyonunu arttırarak protein sentezini eski haline getirmek için 

eIF2α'yı defosforile ederek bir geri besleme döngüsüne katılır (ġekil 2.1b) (58). ER 

stresi sırasında GADD34, eIF2α’ı fosforile etmek için PP1 ile bir kompleks oluĢturur. 

GADD34'e benzer Ģekilde, bir PP1 kofaktörü olarak görev yapan eIF2α 

fosforilasyonunun (CReP) yapısal baskılayıcısının ekspresyonu, fosforile eIF2α için 

PP1 özgüllüğü sağlar. GADD34 ve CReP, ER stresi çözüldüğü için protein sentezinin 

kurtarılması için gereklidir (58). 
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Ġnositol-requiring enzyme 1α (IRE1α) üzerinden UPR sinyalide, ER stresi altında RNaz 

aktivitesini ortaya çıkarmak için oligomerleĢir ve otofosforile olur. IRE1α, 

metazoanlarda transkripsiyon faktörü X-box bağlayıcı protein 1'i (XBP1) kodlayan 

mRNA'dan küçük bir 26 nükleotid intronu çıkarır ve böylece translasyonel açık okuma 

çerçevesini kaydırır (59). Bu iĢleme olayı, ER protein translokasyonu, katlanması ve 

salgılanmasının yanı sıra yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin bozunmasında rol oynayan 

genlerin ifadesini arttıran aktif bir XBP1 transkripsiyon faktörünün ekspresyonu ile 

sonuçlanır (ġekil 2.1a). DüzenlenmiĢ IRE1'e bağlı bozunma (RIDD) olarak bilinen bir 

süreçte, IRE1α ayrıca küçük bir mRNA setini veya öncü mikroRNA'ları (miRNA'lar) 

parçalayarak bozulmalarına yol açabilir (60). RIDD, mRNA bolluğunu ve dolayısıyla 

ER'deki protein katlama yükünü azaltmak için bir yol olarak hizmet edebilir. RIDD'nin 

ER protein katlanma homeostazı üzerindeki kantitatif etkisi henüz belirlenmemiĢ olsa 

da seçilen mRNA'ları hücre tipine ve uyarana bağlı bir Ģekilde parçalayarak çoklu 

hücresel süreçleri düzenlediği bulunmuĢtur (61). Hem XBP1 hem de RIDD tarafından 

düzenlenen mRNA'lar ve öncü miRNA'lar için, bir kök-döngü yapısı içinde ortak bir 

konsensüs CUGCAG dizi motifi, IRE1α bölünme bölgesinin önemli bir özelliğidir. 

Ayrıca, IRE1α'nın sinyal tanıma parçacık RNA'sı, ribozomal RNA'lar ve transfer 

RNA’ları dahil olmak üzere translasyonel ve translokasyonel mekanizmaların 

bileĢenleri ile kompleksler oluĢturur (62). Bununla birlikte, IRE1α küçük RNA 

komplekslerinin biyolojik öneme sahip olup olmadığı daha fazla araĢtırılmaya devam 

etmektedir. Ek olarak, IRE1α ayrıca makro otofaji ve MAPK yolu dahil olmak üzere 

diğer stres yanıt yolakları ile etkileĢim kurabilecek adaptör proteinler ile iliĢkilidir (54). 

ATF6 üzerinden UPR sinyalinde ER stresinde, tam uzunlukta ATF6, ER'den Golgi 

aygıtına geçer, burada bölge-1 proteaz (S1P) ve bölge-2 proteaz (S2P) tarafından 

bölünür ve 'ATF6p50' olarak adlandırılan ve gen ekspresyonunu indüklemek için 

çekirdeğe yer değiĢtiren temel bir lösin fermuar (bZIP) transkripsiyon faktörü içeren bir 

parçayı serbest bırakır (ġekil 2.1a). ATF6 ve XBP1'ler, ER Ģaperonlarını kodlayan 

genlerin ve ER proteini translokasyonunu, katlanmasını, olgunlaĢmasını ve 

salgılanmasını, ayrıca yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin degradasyonunu düzenleyen 

enzimlerin transkripsiyonunu düzenlemek için paralel olarak hareket eder. Genel olarak, 

UPR, ER katlama kapasitesini dinamik bir Ģekilde ayarlayarak ER proteostazını 

koruyan ve ER stresi altında hücre fonksiyonunu sürdüren sinyal yollarının bir 

kombinasyonunu temsil etmektedir (54, 63).  
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Günümüzde, diyabetik hipokampüslerde ER stresinin belirteçlerini iyi bir Ģekilde 

belgelenmiĢtir. Diyabetli kemirgenler hipokampal nöronlarda BiP/GRP78 ve PERK 

fosforilasyonunun ekspresyonları artmaktadır. Özellikle, devam eden ER stresi 

tarafından indüklenen bir transkripsiyon faktörü olan C/EBP Homoloji Proteini 

(CHOP), diyabetli beyinlerde daha yüksektir. Yapılan bir çalıĢmada, streptozotosin 

(STZ) diyabetli sıçanların kontrollerden daha fazla CHOP pozitif hipokampal nörona ve 

TUNEL pozitif hücrelere sahip olduğunu saptamıĢlardır. Bu durum CHOP kaynaklı ER 

stresinin diyabette nöronal apoptozu indüklediğini düĢündürmektedir (64). Bu ER stresi 

aracılı apoptoz, Morris su labirentinde kullanılarak yapılan deneylerde bozulmuĢ 

öğrenme ile iliĢkilidir ve UPR aktivasyonu ile biliĢsel gerileme arasında doğrudan bir 

bağlantı olduğunu göstermektedir (43). Benzer Ģekilde yapılan bir in vitro çalıĢmada, 

hiperglisemi ile aktive edilen ER stresinin nöronal hasarı teĢvik ettiğini ortaya 

koymuĢtur. Böylece, diyabetik hipokampüste aĢırı veya uzun süreli UPR sinyallemesi, 

biliĢsel fonksiyon bozukluklarının altında yatan nöron kaybına neden olan pro-apoptotik 

yolları tetikleyebilmektedir. Ayrıca diyabetik hipokampal ER stresinin, inflamatuar 

sinyallemeyi aktive ettiği bilinmektedir (65). Bununla uyumlu olarak baĢka bir çalıĢma 

çözülmemiĢ ER stresinin diyabetik nöronlarda aĢırı otofajiye ve nihayetinde apoptoza 

yol açtığı bir "ER stres-otofaji" ekseni iĢaret etmektedir (66). Özetle, beyindeki 

hiperglisemi ile iliĢkili ER stresi, biliĢselliği kritik Ģekilde bozan aĢağı akıĢ kaskadlarını 

(apoptozis, inflamasyon) baĢlatır (43, 65). 

2.3.2  Ġnflamasyon   

Kronik düĢük dereceli inflamasyon diyabetin bir özelliğidir ve diyabetik beyindeki 

nöroinflamasyon artık iyi belgelenmiĢtir. T2DM'de hem periferik hem de merkezi 

inflamasyon mediyatörleri yükselir. Sistemik olarak, meta-analizler pro-inflamatuar 

belirteçlerin (IL-6, TNF-α, CRP) biliĢsel bozukluğu olan diyabetlilerde önemli ölçüde 

daha yüksek olduğunu ve biliĢsel test puanlarıyla negatif korelasyon gösterdiğini ortaya 

koymaktadır (67). Beyinde lokal olarak, diyabetik kemirgen modellerinde mikroglial ve 

astrosit aktivasyonu tespit edilmiĢtir. Diyabetik sıçanların hipokampüsünde, TNF-α ve 

IL-1β gibi proinflamatuar sitokinler, oksidatif stres belirteçleriyle birlikte belirgin 

Ģekilde yükselmektedir (65). Diyabette NLRP3 inflamazom yolu (ġekil 2.2), 

nöroinflamasyonun önemli bir düğümüdür.   
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NLRP3 inflamatuarı, hücresel stres sinyallerine yanıt veren ve bir sensör (NLRP3), bir 

adaptör protein (ASC) ve bir efektör (kaspaz-1) oluĢturan bir sitoplazmik bağıĢıklık 

faktörüdür. ASC proteini, bir amino-terminal pirin alanının (PYD) yanı sıra bir kaspaz 

toplama alanına (CARD) sahiptir. Buna karĢılık, NLRP3, merkezi bir NACHT alanı, bir 

karboksi-terminal lösin açısından zengin tekrar (LRR) alanı ve PYD’den oluĢan üçlü bir 

proteindir (68). NLRP3 ve pro-IL-1β ekspresyonu NF-κB yoluyla inflamatuar uyaranlar 

tarafından indüklenir.  

NLRP3'ün transkripsiyonel indüksiyonunu kontrol eden nükleer faktör-kB'nin (NF-κB), 

NLRP3 inflamatuarının aktivasyonunda ilk sinyali sağladığı bilinmektedir (69-71). 

Tioredoksin etkileĢimli/inhibe edici protein (TXNIP), deubikitinasyon ve oksitlenmiĢ 

mitokondriyal DNA'nın, NLRP3 ile doğrudan bağlanarak ve oligomerizasyonunu 

modüle ederek ikinci sinyali sağladığı öne sürülmüĢtür (69, 72).  Yüksek glikoz aracılı 

ROS üretimi, NLRP3 hazırlamayı ve aktivasyonun ikincil adımını açıklayan NF-κB 

fosforilasyonunu ve TXNIP ekspresyonunu arttırabilir(73-75). NF-κB'nin, NLRP3 

inflamazomunun aktivasyonunu kolaylaĢtıran NLRP3’ün pro-kaspaz-18 ve pro-IL-1β 

ekspresyonunu arttırdığı gösterilmiĢtir (76-78). TXNIP'nin, NLRP3 inflamatuarının 

ekspresyonunu hazırlayarak veya NLRP3'ün yapısını doğrudan modüle ederek ROS ve 

NLRP3 inflamatuarı arasında bir baĢka önemli bağlantı olduğu bildirilmiĢtir (79) 

NLRP3 inflamatuarları tipik olarak PAMP (mikrobiyal toksinler, viral RNA ve 

bakterilerin yüzey bileĢenleri gibi) ve DAMP (ATP, ürik asit kristalleri, beta-amiloid 

peptitler ve alüminyum adjuvanlar dahil) tarafından aktive edilir (80, 81). NLRP3, 

oligomerize NLRP3 ile kendi kendine oligomerizasyona uğramak için uyaranlar üzerine 

homotipik NACHT yapısal alanı ile etkileĢime girer ve PYD-PYD etkileĢimleri yoluyla 

çekilen bağlı ASC'nin, ASC lekeleri (makromoleküler odak noktaları) halinde 

toplanmasına neden olur (82-84). Daha sonra, bir araya getirilen ASC, NLRP3 

inflamatuarı olarak adlandırılan NLRP3-ASC-kaspaz-1 protein kompleksini oluĢturmak 

için homotipik CARD-CARD etkileĢimleri yoluyla kaspaz-1'i aktifleĢtirir (85). Aktif 

NLRP3 inflamatuarı, kendi kendine bölünmeyi tetikler ve pro-kaspaz-1'i aktive ederek 

pro-inflamatuar sitokinler IL-1β / 18'in salınmasına neden olur. Kaspaz-1 ayrıca 

gasdermin D'yi (GSDMD) N-terminal GSDMD'ye (N-GSDMD) ayırır, bu da hücre 

zarında gözeneklerin oluĢumuna neden olur ve piroptozu tetikler ve enflamatuar yanıtı 

daha da teĢvik etmek için enflamatuar faktörler IL-1β / 18'i serbest bırakır (86).  
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ġekil 2.2 Hiperglisemiye bağlı NLRP3 inflamatuar aktivasyonu (79) 

Diyabette, mikroglialar pro-inflamatuar (M1 benzeri) bir fenotipe doğru kayar, IL-6, 

TNF-α ve diğer sitokinleri salgılamaktadır. Bu sitokinler nöronal plastisiteyi bozarak 

eksitotoksisiteye neden olabilmektedir. Klinik olarak, hafif biliĢsel bozukluk veya 

demanslı diyabetli hastalarda daha yüksek serum TNF-α/IL-6 seviyeleri olma eğilimi 

bulunmaktadır ve hafif hiperglisemi bile merkezi sinir sisteminde (MSS) inflamasyonu 

artırabilmektedir (65, 67). NLRP3 inflamazom yolu diyabette nöroinflamasyonun 

önemli bir düğümüdür. Yüksek glikoz ve ER stresi her ikisi de NLRP3'ü aktive 

etmektedir. Diyabetik fare modelleriyle yapılan çalıĢmada nöronlardaki NLRP3 

inflamazom kompleksi ve kaspaz-1 aktivasyonu belirgindir. Bu durum kronik 

inflamasyon ve sinaptik hasara yol açmaktadır (65). Özellikle, NLRP3 ve tiyoredoksin 

etkileĢimli proteini (TXNIP) bloke etmek inflamasyonu ve biliĢsel eksiklikleri tersine 

çevirebilmektedir.  Diyabetik kemirgenlerde, NLRP3'ü inhibe eden bileĢikler ve sitokin 

ekspresyonunu azaltarak uzamsal hafızayı iyileĢtirmektedir (5, 87).   
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Diyabetik beyinde NLRP3 inflamatuarının aktivasyonunun birçok faktör tarafından 

tetiklenebileceğini bilinmektedir. Bunlar arasında aĢırı glikoz, serbest yağ asitleri ve 

oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon ve ER stresi gibi çeĢitli hücresel olaylar 

bulunur. Spesifik olarak, ROS ve mitokondriyal DNA (mtDNA), potasyum (K
+
) salgısı 

ve TXNIP gibi bu hücresel olayların ürünlerinin tümü, NLRP3 inflamatuarının 

aktivasyonuna aracılık etmede çok önemli bir rol oynar. Ek olarak, son çalıĢmalar, diğer 

diyabetik komplikasyonlarda lizozomal hasarın neden olduğu histon B'nin de NLRP3 

inflamatuarını aktive etmektedir (29). 

Özetle diyabet hem sistemik hem de beyin immün hücrelerinde artan inflamasyon 

harekete geçirir. TXNIP/NLRP3 ve diğer yolakların tetiklediği inflamasyon, nörotoksik 

bir ortam yaratır; hipokampüste yükselmiĢ IL-1β ve TNF-α, oksidatif stres ve azalmıĢ 

nörotrofik destek, hafıza kaybına ve biliĢsel iĢlev bozukluklarına katkıda bulunur. 

2.3.3 Tiyoredoksin EtkileĢmli Protein (TXNIP) 

Prokaryotlardan memelilere kadar yüksek oranda korunmuĢ bir protein olan 

Tiyoredoksin (TRX), baĢlangıçta Escherichia coli'de DNA sentezi için temel enzim 

olan ribonükleotid redüktaz için bir hidrojen donörü olarak tanımlandı (88). Daha sonra, 

hücresel disülfit oksidoredüktaz kompleksinin bir parçası olarak tanınan TRX, TRX-R 

tarafından NADPH'nin harcanmasıyla yenilendiği ve hücresel redoks homeostazının 

sürdürülmesinde kritik bir rol üstlendiği biliniyordu. Yani, oksitlenmiĢ tioredoksin (Trx-

S2), TRX-R aktivitesi tarafından katalizlenen bir reaksiyon yoluyla NADPH tarafından 

indirgenir. ĠndirgenmiĢ Trx-(SH)2 daha sonra, hedef proteinlerdeki disülfiti doğrudan 

indirgeyebilir (89, 90). Ġki farklı gen tarafından kodlanan sitozolik (TRX1) ve 

mitokondriyal (TRX2) izoformların çok küçük farklılar bulunmaktadır. TRX1 ve 

TRX2, sıçan beyninde yaygın olarak eksprese edilirken, TXR1 özellikle yüksek 

metabolik aktivite ve oksidatif yük bölgelerinde (örneğin, substantia nigra ve 

subtalamik çekirdek) ekspresyon seviyeleri yüksektir (91). 

Genellikle ana TRX izoformu olarak bilinen TRX1, yalnızca mitokondriye özgü olan 

TRX2'nin aksine sitozol, plazma zarı ve çekirdeğin yanı sıra hücre dıĢı boĢlukta 

lokalizedir. Redoks düzenleme iĢlevi nedeniyle, TRX sistemi ve özellikle TRX1'in 

ampirik olarak muazzam koruyucu etkiler sağladığı gösterilmiĢtir (92).   
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TRX aĢırı ekspresyonu olan fareler, daha uzun ömür ile oksidatif strese karĢı daha 

dirençlidir, bu durum hücresel sağkalımdaki rolünü açıklamaktadır. Özellikle, TRX'nin 

aĢırı ifadesinin veya damar içi uygulanmasının, iskemik inme hasarına karĢı 

nöroproteksiyon sağladığı ve yaĢam süresini uzattığı rapor edilmiĢtir (93-95). 

Mitokondriyal izoform olarak TRX2 ayrıca sitokrom-c salınımını doğrudan bloke 

edebilir ve hücreleri ROS kaynaklı apoptozdan koruyabilir. ROS temizleme 

sistemindeki birincil rolünün yanı sıra TRX, çeĢitli transkripsiyon faktörlerinin DNA 

bağlanma bölgelerindeki sistin kısımlarını azaltmaktadır (90). Hücre içi 

indirgeme/oksidasyon dengesinin korunmasında çok önemlidir. Tioredoksin ile 

etkileĢime giren protein, Trx1, Trx2'ye doğrudan bağlanarak tioredoksin aktivitesini 

inhibe ederek oksidatif stresi indükler ve böylece disülfid değiĢimi yoluyla 

tioredoksinin indirgeyici aktivitesini inhibe etmektedir. 

Ġnsan tiyoredoksin etkileĢimli proteini 391 amino asitten oluĢmaktadır. TXNIP, 

kromozom 1q21.1 bölgesi üzerinden kodlanan, tüm periferik dokularda ve endotelde 

ekprese edilen 46 kDa'lık bir proteindir (96, 97). BaĢlangıçta sitoplazmik bir protein 

olduğu düĢünülen TXNIP'in, Saxena ve arkadaĢları tarafından yapılan çalıĢmada normal 

koĢullarda temel olarak çekirdekte lokalize olduğu ve oksidatif stresten sonra 

mitokondriye yer değiĢtirdiği keĢfedilmiĢtir (98, 99). TXNIP esas olarak TRX 

aktivitesini inhibe ederek iĢlev görür. Sitoplazmada bulunan TRX1 ve çekirdekte 

bulunan TRX2, pankreas β-hücrelerinde tanımlanmıĢtır. TXNIP’in aĢırı üretilmesi, 

TRX’in indirgeme aktivitesini düĢür ve Trx’in aktif merkezindeki iki sistein kalıntısına 

bağlanarak hücreleri oksidatif stres ve apoptoza karĢı daha duyarlı hale getirir (100). 

Stres koĢulları altında TXNIP Ģekil 2.3’te gösterildiği gibi nükleustan mitokondriye 

geçer ve TRX2'ye bağlanarak ASK1'i serbest bırakır, bunun sonucunda kaspaz-3 

aktivasyonu tetiklenmektedir. Sonuçta, TXNIP aĢırı ekspresyonu sitokrom-c salınımını 

indükleyerek hücre ölümüne neden olmaktadır. Oksidatif stres, reaktif oksijen türlerinin 

aĢırı üretimi sonucu protein modifikasyonu ve lipid peroksidasyonuna yol açarak 

hücresel iĢlev bozukluğuna neden olur ve birçok insan hastalığında rol oynadığı 

düĢünülmektedir. Bu tiyoredoksin sistemi, hücre içi indirgenme/yükseltgenme 

dengesinin korunmasında kritik önem taĢmaktadır. Tiyoredoksin-etkileĢimli protein ise 

Trx1 ve Trx2'ye doğrudan bağlanarak tiyoredoksin aktivitesini inhibe eder ve böylece 

onların disülfit değiĢimi yoluyla gerçekleĢen indirgeme aktivitesini engelleyerek 

oksidatif strese neden olmaktadır (101).  
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ġekil 2.3 TXNIP’in stres koĢulları altına çekirdekten mitokondriye yer değiĢtirmesi ve 

apoptozis (102).  

TXNIP, iskelet kasları, adipositler, karaciğer, merkezi sinir sistemi, kardiyomiyositler, 

endotel olmak üzere tüm periferik dokularda eksprese edilir. TXNIP ekspresyonundaki 

dramatik ve/veya kronik değiĢiklikler çeĢitli hastalıkların geliĢimine zemin 

hazırlamaktadır (Ģekil 2.4). Tiyoredoksin sistemi, karbonhidrat metabolizmasında, 

insülin üretimi ve duyarlılığında, kan basıncı düzenlenmesinde, aterogenezde, 

inflamasyonda, makrofajların kemotaktik aktivitesinde ve trigliserid-HDL oranının 

yükselmesinde önemli rol oynamaktadır (103). TXNIP, β hücrelerinin fonksiyonu 

üzerindeki etki, hepatik glukoz üretimi, adipogenez, enerji harcamasının azalması, 

periferik dokularda insülin duyarlılığının azaltılması dahil olmak üzere pleiotropik 

etkiler yoluyla glikoz ve lipid metabolizması ile iliĢkilidir (104, 105).   
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Akut lenfositik lösemi, akciğer karsinomu, meme kanseri, kolorektal kanser, 

hepatosellüler ve mide kanseri, non-Hodgkin lenfoma, pankreas kanseri, miyelom gibi 

malign tümörlerde, agresif tümör davranıĢı ile iliĢkili olarak artmıĢ bir tiyoredoksin 

seviyesi bildirilmiĢtir. Bu nedenle, Trx sistemi kanser, otoimmün ve kronik inflamatuar 

hastalıkların önlenmesi ve tedavisi için de hedeflenmektedir (103).  

 

ġekil 2.4 TXNIP'in çeĢitli hastalıkların geliĢimindeki rolü. (106). 

TXNIP, NLRP3 inflamazomu (Ģekil 2.5) aracılığıyla inflamatuar sinyalizasyonu aktive 

ederek hücresel metabolizmada temel bir rol oynamaktadır (106). NLRP3 inflamazom 

aktivasyonu, oksidatif stres koĢullarında çekirdeğe geçiĢ yapan NF-κB’nin 

uyarılmasıyla baĢlatılır. Pro-IL-1β ve pro-IL-18 dahil proinflamatuar sitokinlerin yanı 

sıra NLRP3'ün transkripsiyonel indüksiyonunu kontrol eden NF-κB'nin, NLRP3 

inflamazom aktivasyonunun ilk adımını sağladığı gösterilmiĢtir. NLRP3 inflamazom 

aktivasyonunun ikinci adımı, TXNIP ile NLRP3 arasındaki doğrudan etkileĢimin 

redoks iliĢkili bir Ģekilde baĢlatılmasıdır. Proinflamatuar yol aktivasyonu ve ROS 

birikimi, TXNIP'in NLRP3'ün PYD aracılığıyla NLRP3 ve ASC ile etkileĢimini 

indükler, ardından ASC'nin CARD domaini pro-kaspaz 1 ile etkileĢime girer (107). Ek 

olarak, bu stres koĢulları, TXNIP'in TRX2'den ayrılmasını teĢvik ederek TXNIP'in 

mitokondride NLRP3 ile doğrudan bağlanmasını mümkün kılmaktadır (72, 108). Bu 

etkileĢimler, NLRP3 inflamazomunun oluĢumuna yol açar ve pro-kaspaz 1'in 

kesilmesini indükleyerek aktif kaspaz 1 üretimini sağlar. Kaspaz 1, pro-IL-18 ve pro-

IL-1β'yi olgun formlarına (IL-18 ve IL-1β) katalizler ve sitozole salgılanmalarını 

sağlayarak inflamatuar yanıtı kolaylaĢtırır.   
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Aktif kaspaz 1, GSDMD’nin N-terminal ve C-terminal domainleri arasındaki bağlayıcı 

bölgeden keser. N-terminal parçası, plazma zarına taĢınır ve 10-20 nm çapında zar 

porları oluĢturmak üzere oligomerleĢir (109). Bu zar porları, inflamatuar sitokinler IL-

1β/IL-18'in salınımını, zar yırtılmasını ve hücre ĢiĢmesini destekleyerek sonunda 

piroptozise (programlı inflamatuar hücre ölümü) yol açmaktadır (110). 

ÇeĢitli çalıĢmalar, ER stresi tarafından (Ģekil 2.5) TXNIP'in indüklenmesinin NLRP3 

inflamazomunun aktivasyonunu teĢvik ettiğini bildirmektedir (110). Bunları bölüm 

2.3.1’de gösterildiği gibi UPR’nin üç transmembran proteinin (ATF6, IRE1α ve PERK) 

uyarılmasıyla baĢlatılır. ER stresi tarafından bu üç sinyal ileticisinin uyarılması, tipik 

olarak CHOP ve TXNIP'in aktivitesini düzenler. CHOP/TXNIP sinyal yolunun 

indüklenmesi, NLRP3 inflamazomunu ve nihayetinde kaspaz 1'i aktive ederek IL-1β ve 

IL-18'in olgunlaĢmasını ve salınımını tetikler (63). Dolayısıyla, CHOP/TXNIP sinyal 

yolu; NLRP3 inflamazom aktivasyonunun ve apoptoz/piroptoz yolunun merkezi bir 

düzenleyicisidir ve oksidatif stres ile inflamasyon gibi çok çeĢitli zararlı uyaranlar 

arasında bağlantı kuran kilit bir aracı olarak iĢlev görebilmektedir (102). 

 

ġekil 2.5 TXNIP sinyallemesinin yukarı akıĢ medyatörleri (106).  
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TXNIP'in ekspresyonu UV radyasyonu, γ radyasyonu, yüksek sıcaklık, hipoksi, H2O2ve 

hiperglisemi ile indüklenir. Yüksek glikoz seviyeleri tarafından üretilen pankreas β 

hücrelerinde TXNIP ekspresyonu, β hücrelerinin glukotoksisitenin neden olduğu 

apoptozu için kritik öneme sahiptir (111). TXNIP, referans seviyeler içindeyken 

hücrelere zarar vermez ancak seviyesi arttığında istenmeyen birçok metabolik etki 

vardır. TXNIP ayrıca akut enerji stresine nasıl yanıt verileceğine karar vermede 

hücreler için önemli bir düzenleyici nokta olarak hizmet eder. Tiyoredoksin sisteminin 

modülasyonunun metabolik sendrom, insülin direnci ve tip 2 diyabetin yönetiminde 

olduğu kadar hipertansiyon ve ateroskleroz tedavisinde de yeni bir hedef olarak kabul 

edilebileceği bildirilmiĢtir (112). TXNIP, GLUT-1'in (glikoz taĢıyıcı-1) ekspresyonunu 

ve lokalizasyonunu etkileyerek periferik glikoz alımını düzenler (Ģekil 2.5). TXNIP, 

GLUT-1'e bağlanarak içselleĢmesini indükleyerek doğrudan ve dolaylı olarak GLUT-1 

mRNA seviyesini azaltarak glikoz alımını baskılar. TXNIP, enerji stresi altında AMPK 

tarafından fosforile edilir. TXNIP'in fosforilasyonu, GLUT1'den ayrılmasına yol açar. 

Böylece, GLUT1'in endositoze edilmesini, GLUT-1 ekspresyonunun önemli ölçüde 

artmasını ve sonuç olarak glikoz akıĢında akut bir artıĢa izin vermesini önler (113, 114). 

Protein kinaz B (AKT) tarafından aynı TXNIP bölgesi üzerindeki fosforilasyon, glikoz 

akıĢında eĢdeğer bir artıĢa neden olur. AKT'nin aktivasyonu, kas ve yağ dokularında 

enerji depolanması için ve ayrıca kanser gibi hızlı bölünen hücrelerde enerji tüketimi 

için glikoz alımını arttırır. TXNIP, protein kinaz B'nin doğrudan bir substratıdır ve 

büyüme faktörü tarafından stimülasyondan sonra AKT'ye bağlı akut glikoz akıĢına 

aracılık etmekten sorumludur. TXNIP ayrıca GLUT-4'ün bazal endositozu için bir 

adaptördür ve yokluğu kas ve yağ dokularında hızlı glikoz alımına izin verir, bu da açlık 

sırasında hipoglisemiye neden olmaktadır. TXNIP, GLUT1 ve GLUT4 yoluyla glikoz 

akıĢını modüle etmek için sinyal regülasyonu ve yanıtının önemli bir düğümü olarak 

kabul edilmektedir (115). 

Diyabet ve kronik komplikasyonlarının ortaya çıkması, geliĢmesi diyabetik hastalarda 

oksidatif stres reaksiyonu ve oksijen serbest radikal üretiminin artması ile yakından 

iliĢkilidir. TXNIP, AMPK yolağı yoluyla glomerüler mezanjiyal hücrelerde oksidatif 

stres yanıtını kolaylaĢtırır ve diyabetik nefropatiye yol açmaktadır. Bu nedenle TXNIP, 

diyabetik nefropati tedavisi için de terapötik bir hedef olarak tanımlanmaktadır (101).  
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Diyabet ve glukoz intoleransı olan hastalarda TXNIP'in aĢırı ekspresyonu bilinmektedir 

(104). TXNIP inhibisyonunun β hücreli sağkalımı ve iĢlevi arttırdığı iddia edilmektedir 

(116). TXNIP eksikliği insülin direncini ve tip 2 diyabeti önlediğini yapılan 

çalıĢmalarla desteklemektedir (117). TXNIP eksikliği olan farelerde artmıĢ β hücre 

kütlesi ile iliĢkilendirilmektedir (111).  

Uzun süreli hipoksi sırasında, mTORC1 sinyal yolunun inhibisyonunun bir sonucu 

olarak TXNIP ekspresyonu artmaktadır(118). TXNIP aĢırı ekspresyonu, hipoksi ile 

indüklenebilir faktör 1a (HIF1A) aktivitesini azaltmaktadır. TXNIP ve nitrik oksit (NO) 

sinyali arasında çoklu etkileĢimler bulunmaktadır. TXNIP'in yalnızca NO üretimini ve 

biyolojik etkilerini baskıladığı değil, aynı zamanda NO'nun da TXNIP mRNA ifadesini 

engellediği gösterilmiĢtir. (119, 120). Bu değiĢikliklere, aort endotelyumunda reaktif 

oksijen türlerinin ve vasküler hücre adezyon molekülü-1'in (VCAM-1) artmıĢ 

ekspresyonu ile eĢ zamanlı olarak azalmıĢ vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) 

eĢlik etmektedir. Ek olarak, hiperglisemi veya karbonhidrat yanıt elemanı bağlayıcı 

proteinin (ChREBP) aĢırı ekspresyonu ile indüklenen primer insan aort endotel 

hücrelerinde TXNIP aĢırı ekspresyonu, erken apoptozu ve bozulmuĢ NO 

biyoaktivitesini teĢvik etmektedir. TXNIP ekspresyon seviyeleri ile endotel 

disfonksiyonu arasındaki korelasyon, TXNIP'in diyabetik hastalarda vasküler 

komplikasyonlar için bir biyobelirteç olduğunu düĢündürmektedir (121). 

Çok sayıda yeni çalıĢma, Alzheimer hastalığı (AD) ve inme [70] dahil olmak üzere 

nörodejeneratif ve serebrovasküler hastalıklarda TXNIP ekspresyonunun arttığına iĢaret 

etmektedir (6, 122). Bildirildiğine göre, TXNIP molekülü, biliĢsel gerilemenin ilk 

ortaya çıktığı dönemde 5xFAD farelerinin hipokampusunda aĢırı ifade edilir (122). Bu 

durum, glial fibriller asidik proteinin (GFAP) hipokampustaki artmıĢ ekspresyonu ile 

iliĢkilidir. D-galaktoz ile indüklenmiĢ Alzheimer hastalığı sıçan modelinde de TXNIP 

ekspresyonunun artıĢı ve TRX ekspresyonunun azalıĢı gösterilmiĢtir. Bu çalıĢmada, 

bitkisel bir fenilpropanoid glikozit olan salidrozid ile tedavi, TRX, TXNIP ve NF-kB 

proteinlerinin ekspresyonlarını düzenleyerek biliĢsel iĢlevleri üzerine pozitif etkilerinin 

olduğu bildirilmiĢtir (123). Diyabetten etkilenen beyin dokusunda da TXNIP seviyeleri 

artmaktadır ve bu durum nöronal hasar belirteçleriyle sıkı bir Ģekilde iliĢkilidir. 

Diyabetik sıçan modeliyle yapılan bir çalıĢmada hipokampal TXNIP mRNA ve 
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proteininde belirgin artıĢlar ve TXNIP ubikitinasyonunda azalma gösterdiği 

bildirilmiĢtir (4).   
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Diyabetik modellerle yapılan çalıĢmalarda, TXNIP sinyallemesinin azaltılması 

biliĢselliği sürekli olarak iyileĢtirdiği iĢaret edilmektedir(5)Bu bağlamda, diyabette ER 

stres/TXNIP/NLRP3 yolakları muhtemelen hipokampüste de benzer Ģekilde 

iĢlemektedir. Diyabetik metabolik streste TXNIP, nöroinflamasyona mekanik bir köprü 

sağlıyor gibi görünmektedir. 

1.1.4. Nöral Hücre Kaybı ve BiliĢsel Gerileme 

Nöronların apoptotik ölümü, metabolik stresi ve biliĢsel kaybı birbirine bağlayan son 

ortak yoldur. Diyabetik beyinde, mitokondriyal hem de ER stres aracılı apoptotik yollar 

aktive olur. Hayvan çalıĢmaları, öğrenme ve hafıza eksiklikleriyle aynı zamana denk 

gelen diyabetik hipokampüslerde sürekli olarak artan nöronal apoptozis olduğunu 

göstermektedir. Tip-1 diyabet modeliyle yapılan bir çalıĢmada sıçanların diyabetin 8. 

ayında biliĢsel eksiklikler geliĢtirdiğini ve buna DNA parçalanması, TUNEL pozitif 

hücreler, artmıĢ Bax/Bcl-2 oranı ve hipokampüs nöronlarında yükselmiĢ kaspaz-3 

aktivitesinin eĢlik ettiğini bildirilmiĢtir (124). Bu bulgular, kronik diyabette 

mitokondriyal apoptotik kaskadın devreye girdiğini göstermektedir. Benzer Ģekilde, 

Zhang ve arkadaĢları (yukarıda), diyabetik hipokampüste CHOP yukarı regülasyonunun 

nöronal apoptoza yol açtığını yapılan analizlerle doğrulamıĢlardır (43). Her durumda, 

apoptoz nöron kaybı (azalmıĢ nöron yoğunluğu) ve uzamsal bellek görevlerinde daha 

kötü performans ile iliĢkilendirilmiĢtir. Bu ölüm yollarının kesintiye uğraması sonuçları 

iyileĢtirir. Diyabetik kemirgenlerde, ER stresini veya inflamatuar sinyali bloke eden 

ajanlar nöronal apoptozu azaltarak biliĢi korumaktadır (65). Daha geniĢ olarak, anti-

inflamatuar tedaviler veya antioksidanlar verilen diyabetik hayvanlar daha az TUNEL 

pozitif nöron ve daha iyi biliĢsel puanlar göstermektedir. Klinik olarak, beyin 

görüntüleme çalıĢmaları nöronal kaybı desteklemektedir (125). Hipokampüs öğrenme 

ve hafıza için merkezi bir öneme sahiptir. Nöronların ve sinaptik bağlantıların kaybının 

diyabette görülen biliĢsel iĢlev bozukluklarıyla bağlantılıdır.  

ER stresinin, TXNIP aracılı inflamasyonun ve diğer hakaretlerin kümülatif etkileri 

apoptozda birleĢir. Nöronal hücre kayıpları beyin atrofisine ve biliĢsel iĢlev 

bozukluğuna neden olmaktadır. Sonuç olarak, diyabette kronik metabolik stres 

(hiperglisemi, dislipidemi, insülin eksikliği/direnci), nöronal ER stresini tetikler 

TXNIP'in ekspresyonunu arttırır ve doğuĢtan gelen bağıĢıklığı aktifleĢtirir.   
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Bu kaskad, birlikte hipokampus gibi hassas beyin bölgelerinde mitokondriyal ve ER ile 

iliĢkili apoptozu tetikleyen ROS ve proinflamatuar sitokinleri yükseltir. Apoptozun 

neden olduğu nöral hücre kaybı, diyabetlilerde biliĢsel bozulma ve demansın daha 

yüksek görülme sıklığını açıklamaktadır (38, 65, 124, 125). Bu bağlamda hayvanlar ve 

hücre modelleri üzerinde yapılan çalıĢmalar, ER stresi TXNIP/NLRP3 sinyallemesi 

veya inflamatuar sitokinleri hedeflemenin nöronları koruyabileceğini ve biliĢselliği 

iyileĢtirebileceğini göstermektedir (4, 65). 

2.4 Diyabet Tedavisinde TXNIP’in Farmakolojik Düzenlenmesi 

T1D ve T2D'li bireylerden insan pankeras langerhans adacıklarında bulunan yüksek 

TXNIP ekspresyonunun beta hücre sağkalımı ve adacık fonksiyonu üzerindeki zararlı 

etkileri, adacık TXNIP ekspresyonunu terapötik olarak inhibe etmeye çekici bir hedef 

haline gelmiĢtir. Birinci sınıf kalsiyum kanal blokerleri (KKB), kardiyomiyositlerde ve 

ayrıca pankreatik β hücrelerinde bulunan L tipi kalsiyum kanallarını inhibe etmektedir. 

KKB'lerin β hücrelerinde TXNIP ekspresyonunu azalttığı ve sağkalımlarını arttırdığı 

kanıtlanmıĢtır [32]. Dihidropiridin olmayan L-tipi kalsiyum kanal blokeri ve 

onaylanmıĢ antihipertansif ilaç olan verapamilin TXNIP ekspresyonunu inhibe ettiği 

bilinmektedir (13). Verapamil birinci sınıf L tipi kalsiyum kanal blokeridir ve hücresel 

kalsiyum akıĢını azaltır, bu da vazodilatasyona, kan basıncının düĢmesine ve kalp kası 

kasılmasının azalmasına ve atriyoventriküler iletimin yavaĢlamasına neden olur [33] 

Ġlginç bir Ģekilde, STZ ve obezite kaynaklı diyabetik fareler kullanılarak T1DM ve 

T2DM fare modellerinde verapamil ile tedavi TXNIP delesyonunun anti-diyabetik 

etkilerine yakın bir sonuç vermiĢtir (13). Ayrıca, verapamil diyabetin baĢlamasından 

sonra verapamil, STZ'nin neden olduğu beta hücre yıkımı nedeniyle fareleri diyabetten 

kurtarmayı baĢardı (13).  
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2.4.1 Verapamil 

Verapamil, otuz yılı aĢkın bir süredir antihipertansif bir bileĢik olarak kullanılan ve 

ABD Gıda ve Ġlaç Dairesi (FDA) ve Avrupa Ġlaç Ajansı (EMA) tarafından onaylanan L 

tipi bir kalsiyum kanal blokeridir. Verapamil, kardiyomiyositlerde TXNIP 

ekspresyonunu azaltmaktadır (126). Farelerde verapamil uygulaması, Ģiddetli diyabette 

bile kardiyak  

TXNIP ekspresyonu azaltarak aktif kaspaz-3'ü ekpresyonun azalmasına neden 

olmaktadır ve bu sebeple TXNIP seviyelerinin azalması, apoptozun azalması ile 

iliĢkilendirilmektedir (127). Ayrıca, kardiyomiyosit spesifik TXNIP geninin nakavt 

edilmesi, kalpte kaspaz-3 seviyesini azaltarak, hücre sağkalımını önemli ölçüde 

arttırmaktadır ve hipertansiyona bağlı kardiyak hipertrofisini azaltmaktadır (112, 126)  

Verapamil'in pankreatik β-hücreleri üzerindeki moleküler etki mekanizması, Shalev'in 

çalıĢmasında açıklanmıĢtır. Bu çalıĢmaya göre; KKB'lerinin fare modelinde ve 

insanlarda TXNIP ekspresyonunu azalttığı ve β-hücre apoptozunu önlediği 

gösterilmiĢtir. Verapamil ve diğer KKB'ler, TXNIP ekspresyonunu inhibe ederek 

iĢlevsel β-hücre kütlesini korur, streptozotosin kaynaklı diyabeti önler ve obeziteye 

bağlı diyabette glukoz homeostazisini iyileĢtirir. Bu koruyucu etki, verapamil tedavisi 

gören hayvanların pankreasından izole edilen langerhans adacıklarında TXNIP 

düzeylerinde %80'lik bir azalma ile iliĢkilendirilmiĢtir (128). Diyabetik fare 

modellerinde, verapamilin oral yoldan verilmesi, fonksiyonel beta hücre kütlesini 

artırmaktadır ve buna bağı olarak diyabeti önleme ve hatta tersine çevirebilme 

potansiyeline sahiptir (129). 

Verapamil'in, hücre içi kalsiyum seviyesini düĢürerek, kalsinörin sinyalizasyonunu 

inhibe ederek, ChREBP’Ġ azaltarak çekirdeğe giriĢini ve TXNIP promotöründeki E-box 

tekrarına  zamana bağlı olarak bağlanmasını engelleyerek etki gösterdiği ve bu yolla 

TXNIP transkripsiyonunu inhibe ettiği gösterilmiĢtir (112). Glikoza yanıt olarak 

ChREBP, defosforile olur, sitozolden çekirdeğe geçer ve E-box tekrarına bağlanır 

(130). Verapamil, ChREBP mRNA ekspresyonunu ve toplam ChREBP protein 

seviyelerini değiĢtirmeden bırakırken, nükleer ChREBP belirgin Ģekilde azaltmaktadır 

(112). 
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Diğer kalsiyum kanal blokerlerinin β hücreli TXNIP ekspresyonu üzerindeki etkisi 

incelendiğinde verapamilin TXNIP inhibisyonu yeteneğinin en yakın grup olan 

ditilazemden %50 daha fazla olduğu yapılan çalıĢmalarda gösterilmiĢtir. Buna ek olarak 

diyabetik açlık kan Ģekeri üzerine etkileri üzerine pozitif etkileri de bilinmektedir. 

Yapılan bir baĢka çalıĢmada, normal kan glukoz seviyelerine sahip olan kiĢilerde 

verapamil kullananlar ve kullanmayanlar arasında serum glukoz düzeyinde istatistiksel 

olarak anlamlı bir fark bulunamadığı belirtilmektedir. Bu karĢın verapamil kullanıcıları 

ve kullanmayanlar arasında serum glukozundaki farklılık, insülin tedavisi alanlar için 

anlamlı olarak farklılık göstermektedir (128). Ayrıca, yüksek yağlı diyetle beslenen 

prediyabetik farelerde kullanılan verapamilin TXNIP’in artmıĢ ekspresyonunu inhibe 

ederek nöropatiyi üzerine olumlu etkileri bulunmaktadır. Bu bulgu, TXNIP'in 

dislipidemili prediyabetik hastalarda da nöropati tedavisi için potansiyel bir hedef 

olabileceğini düĢündürmektedir (8)  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu tez çalıĢmasında yer alan tüm hayvan deneyleri Gaziantep Üniversitesi Deney 

Hayvanları AraĢtırma Merkezi (GAÜNDAM) laboratuvarlarında yapılmıĢtır. 

ÇalıĢmanın moleküler genetik analizleri ise Gaziantep Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi 

Biyoloji Ana Bilim Dalı araĢtırma laboratuvarlarında gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Bu çalıĢmada gerçekleĢtirilen tüm iĢlemler, Gaziantep Üniversitesi Hayvan Deneyleri 

Yerel Etik Kurulu’nun (HADYEK) Protokol No: 289, Karar No: 2022/58 etik kurul 

kararıyla uygun bulunmuĢtur (Ek 1). 

3.1 Gereç  

3.1.1 ÇalıĢmada kullanılan deney hayvanları 

Bu çalıĢmanın hayvan deneyleri kısmında 60 adet yetiĢkin, çalıĢma baĢlangıcında 180-

220 gr ağırlığında olan, erkek Wistar albino sıçan GAÜNDAM’dan temin edilmiĢtir. 

3.1.2 ÇalıĢmada kullanılan kimyasallar ve çözeltiler 

Hayvanların beslenme ve bakımlarında;  

 

 Standart sıçan yemi (Akın Yem, Türkiye)  

Hayvanların tedavi protokolünde 

 Verapamil, Hydrochloride (Sigma-Aldrich, ABD) 

Hayvanların genel anestezisinde;  

  Ksilazin (Bioveta, Çekya)  

  Ketamin (Richter Pharma AG, Avusturya)  

Dokuların saklanmasında; 

 RNA stabilizasyon solüsyonu (Thermo Scientific, ABD)  

RNA izolasyonunda;  

 Ribo
Ex

TM Total RNA izolasyon solüsyonu (GeneAll Biotechnology Seoul, 

South Korea) 

 Kloform (Sigma-Aldrich, ABD)  
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 Etanol (Sigma-Aldrich, ABD) 

cDNA eldesinde; 

  cDNA kit (Solis Biodyne, Estonya) 

Real-Time PCR aĢamasında; 

 HOT FIREPol
®
 EvaGreen

®
 qPCR Mix Plus qPCR kiti (Solis Biodyne, Estonya) 

Protein izolasyonu ve miktar tayininde;  

 10x RIPA buffer (Elbisecince, ABD) 

 BCA Protein Colorimetric Assay Kit (Elabscience, ABD) 

Western Blot; 

 Glisin (Merck, ABD) 

 Tris base (Sigma-Aldrich, ABD) 

 Sodyum dodesil sülfat (SDS) (Merck, ABD) 

 NaCl (Sigma-Aldrich, ABD) 

 HCL (Merck, ABD) 

 Tween20 (Sigma-Aldrich, ABD) 

 Yağsız süt tozu (Cell Signaling Technology, ABD)  

 Color-coded Prestained protein marker (Cell Signaling Technology, ABD) 

 2x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, ABD) 

 PVDF membran (Thermo Scientific, ABD) 

 Metanol (Sigma-Aldrich, ABD) 

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

 TEMED (Thermo Scientific, ABD) 

 Amonyum persülfat (Sigma-Aldrich, ABD) 

 Akrilamid (Sigma-Aldrich, ABD) 

 Bis-akrilamid (Sigma-Aldrich, ABD) 

 SignalFire™ ECL kemilüminesans kiti (Cell Signaling Technology, ABD) 

 Primer ve sekonder antikorlar (Affinity biosciences, Ġngiltere)  
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3.1.3 ÇalıĢmada kullanılan Cihazlar 

Hayvanların ağırlık ve kan glikoz ölçümlerinde; 

 Hassas Terazi (Hanna, Ġtalya) 

 Kan Ģekeri ölçüm cihazı (IME-DC, Almanya) 

Öğrenme deneylerinde; 

 Termal kamera (Axis Communications, Ġsveç) 

Dokuların saklanmasında; 

 -80 
o
C dondurucu (Hettich, Almanya) 

RNA ve protein izolasyonlarında; 

 Tissue Lyser LT homojenizatör (Qiagen, Almanya) 

 Mikrosantrifüj (Eppendorf, Almanya) 

 Soğutmalı mikrosantrifüj (Eppendorf, Almanya) 

RNA ve proteinlerin miktar tayininde; 

 Nanodrop spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD) 

 Multiskan GO spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD) 

cDNA eldesinde; 

 Thermal Cycler (Veriti™ Dx 96‐Well ABD) 

Real-Time PCR aĢamasında; 

 qRT-PCR Rotor-Gene Q (Qiagen, Almanya)  

Western Blot aĢamasında; 

 Thermal Cycler cihazı (SensoQuest, Almanya) 

 Mini PROTEAN® Tetra Cell elektroforez tankı (Bio-Rad, ABD) 

 Elektroforez güç kaynağı (Bio-Rad, ABD)  
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Proteinlerin membrana transferinde; 

 Mini PROTEAN® Tetra Cell elektroforez tankı (Bio-Rad, ABD) 

 Elektroforez güç kaynağı (Bio-Rad, ABD) 

Membranın bloklanmasında; 

 Orbital çalkalayıcı (ISOLAB, Almanya) 

 Antikorlar ile iĢaretlemelerde; 

 Orbital çalkalayıcı (Stuart, Ġngiltere) 

 Buzdolabı (Arçelik, Türkiye) 

Görüntüleme aĢamasında; 

 Kemilüminesans görüntüleme cihazı (Vilber Lourmat, Fransa)  
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3.2 Yöntem 

3.2.1 Hayvan deneyleri 

3.2.1.1 Deney hayvanlarının gruplandırılması 

ÇalıĢma grupları TXNIP parametresi arasında büyük bir etki büyüklüğü (f=0,6) 

oluĢacağı beklentisinin istatistiksel olarak anlamlı bulunması için her grupta gerekli 

minimum sayı 8 olarak belirlenmiĢtir (α=0,05;1-β=0,80)(131). ÇalıĢma boyunca 

oluĢabilecek kayıplar gözönüne alındığında her bir gruptaki denek sayısının %25 

oranında artılmasına karar verilmiĢ olup son olarak her bir grupta 10 denek olmasına 

karar verilmiĢtir. Güç analizi Gpower 3.9.1 yazılımında yapılmıĢtır. 

1.  Kontrol grubu (K); deney süresince bu gruptaki sıçanlara hiçbir kimyasal ve 

ilaç uygulaması yapılmadı. 

2. Kontrol+Gavaj grubu (KG); deney süresince bu gruptaki sıçanlara anti 

diyabetik ilaçların verilmesinde çözücü olarak kullanılan distile su verildi. 

3. Kontrol+verapamil grubu (KV); bu gruptaki sıçanlara deney süresince 

günlük, her gün aynı saatte distilesuda çözünmüĢ 10 mg/kg dozunda verapamil 

gavaj yoluyla verildi (131). 

4. Diyabet grubu (DV); bu grup sıçanlara 40 mg/kg dozunda intraperitonal olarak 

STZ uygulanarak diyabet modeli oluĢturuldu (132). Diyabet modeli 

oluĢturulduktan sonra deney süresi boyunca hiçbir kimyasal ve ilaç uygulaması 

yapılmadı. 

5. Diyabet+Gavaj grubu (DG); bu grup sıçanlara 40 mg/kg dozunda 

intraperitonal olarak STZ uygulanarak diyabet modeli oluĢturuldu (132). Gavaj 

grubu, bu grup sıçanlara anti diyabetik ilaçların verilmesinde çözücü olarak 

kullanılan distile su verildi. 

6. Diyabet+verapamil grubu (DV); bu grup sıçanlara deney süresince günlük, her 

gün aynı saatte distile suda çözünmüĢ 10 mg/kg dozunda verapamil gavaj 

yoluyla verildi (131). 

3.2.1.2 Hayvanların beslenme ve bakımı 

Tüm hayvan grupları çalıĢmanın baĢlangıcından sonuna kadar standart sıçan yemi ile 

beslendi.  
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 Deney gruplarındaki tüm hayvanların haftalık ağırlık takipleri yapıldı. Tüm 

hayvanların haftalık olarak kuyruk venlerinden alınan bir damla kan ile Ģeker ölçüm 

cihazı ve stripleri kullanılarak kan glikoz düzeyleri ölçüldü. 22± 3 °C, % 45 ± 10 nem 

ve 12 saatlik aydınlık karanlık döngü kontrollü bir odada tutularak sınırsız içme suyu ve 

standart sıçan yemi ile beslendi. ÇalıĢmada kullanılacak hayvanlar Gaziantep 

Üniversitesi Deney Hayvanları AraĢtırma Merkezinden (GAÜNDAM) temin edildi ve 

bütün beslenme ve bakım iĢlemleri bu merkezde gerçekleĢtirildi 

3.2.1.3  STZ enjeksiyonu ile diyabetin indüklenmesi 

Deneye baĢlamadan önce her bir sıçan tartılacak ve kan glikoz seviyesi bir glukometre 

yardımıyla kuyruk veniden ölçülerek kaydedildi. Deneysel diyabetik sıçan modeli için 

STZ kullanılandı (132). Enjeksiyondan önce STZ ph 4.5 daki 0,1 M sitrat tamponunda 

çözünmüĢ olarak 40mg/kg dozunda, sıçanlara bir 0,1 ml’lik enjektör yardımıyla 

intraperitonal olarak enjekte edildi (133). 72 saat sonra ve çalıĢma süresinin sonunda 

hayvanların kuyruk kanından kan glikoz seviyeleri ölçüldü ve 200 ml/dl üzeri kan 

glukoz düzeyine sahip olan hayvanlar diyabet olarak kabul edildi. 

3.2.1.4  Hayvan ağırlıkları tartımı ve kan Ģekeri ölçümü 

Sıçanların ağırlıkları STZ ile diyabet indüklendikten sonra ilk gün ve sonrasında 12 

hafta boyunca günlük tartıldı, kan Ģekerleri haftalık ölçüldü ve kaydedildi. 

3.2.1.5 Verapamil uygulaması 

Yetkili firmadan etken madde toz halinde temin edilen ilaç, uygun miktarda distile suda 

karıĢtırıcı yardımıyla çözdürülüp uygulanacak deney grubuna 10 mg/kg dozunda gavaj 

yoluyla verildi (134, 135). 

3.2.1.6 Öğrenme deneyleri 

Bütün gruplardaki hayvanlara, 0. Hafta ve tüm hayvan deneylerinin tamamlandığı 12. 

haftanın sonunda Morris su tankı kullanılarak (gizli platform) yer öğrenme protokolü ile 

uzamsal bellek testi uygulandı. Öğrenme denemelerine baĢlamadan önce stresi en aza 

indirgemek adına her hayvana 3 gün boyunca günde bir kere 1 dakika yüzme alıĢtırması 

yapıldı. Ġlk 5 gün öğrenme denemeleri, 6. gün ise belleği test eden probe denemeler 

gerçekleĢtirildi.   
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Öğrenme denemeleri günde 4 farklı noktadan uygulandı. Morris su tankı, öğrenme 

denemelerinin uygulandığı günlerde 25± 3 °C su ile dolduruldu. Morris tankı rastgele 

dört kadrana bölündükten sonra platform, kadranlardan herhangi birine bunlardan 

birinin merkezine su seviyesinin 1-2 cm altında kalacak biçimde yerleĢtirildi. Tankın 

içerisindeki suya, içerisindeki platformun yerinin tespit edilememesi amacıyla toksik 

olmayan gıda boyası karıĢtırıldı. Tankın çevresine, hayvanların platformun yerini 

öğrenmesine yardımcı olacak farklı renk ve Ģekillerde ipuçları asıldı. BeĢ gün sürecek 

öğrenme günleri boyunca platformun sürekli aynı kadran ve aynı mesafede kalması 

sağlandı. Öğrenme denemelerinde hayvanın bırakılacağı noktalar Kuzey (K), Doğu (D), 

Güneydoğu (GD), Kuzeybatı (KB) olmak üzere belirlendi.  

Tablo 3.1 Öğrenme deneyinde sıçanların suya atıĢ noktaları (65) 

Gün Birinci atıĢ noktası Ġkinci atıĢ noktası Üçüncü atıĢ noktası Dördüncü atıĢ noktası 

1. Gün KUZEY DOĞU GÜNEYDOĞU KUZEYBATI 

2. Gün GÜNEYDOĞU KUZEY KUZEYBATI DOĞU 

3. Gün KUZEYBATI GÜNEYDOĞU DOĞU KUZEY 

4. Gün DOĞU KUZEYBATI KUZEY GÜNEYDOĞU 

5. Gün KUZEY GÜNEYDOĞU DOĞU KUZEYBATI 

6. Gün (Probe) KUZEYDOĞU 

Hayvanlar sırasıyla seçilen suya bırakılma noktasından suya bırakılarak gizli platformu 

bulması için 120 saniye sürede platformun üzerine çıkmaları beklendi. Ġlk gün 

atıĢlarında 120 saniye içerisinde platformu bulamayan hayvan, bu sürenin sonunda 

platformun yerini öğrenebilmesi için platformun üzerine konarak 30 saniye süreyle 

bekletildi. Her öğrenme denemesi gününde, ilk deneme için hayvanın ilk suya bırakılıĢ 

noktası tablo 3.1’de gösterildiği gibi bir önceki günden farklı olacak biçimde seçildi. 

Devam eden denemelerde, platformu bulan ve üzerine çıkan hayvanın baĢarılı olduğu 

kabul edildi ve 5. günün sonunda öğrenme denemeleri sonlandırıldı. Öğrenme 

denemelerinin tamamlanmasının ardından, altıncı gün belleği test etmek amacıyla probe 

denemesine geçildi.   
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Probe denemelerine geçilmeden önce platform su tankından çıkartıldı. Hayvanlar daha 

önce hiç bırakılmadığı bir noktadan suya bırakıldı ve her hayvana 60 saniye süre verildi 

ve sürenin tamamlanmasının adından hayvanlar su içerisinden alınıp kurulanarak 

kafeslerine konuldu (65). Öğrenme denemelerinin tamamı Morris su tankının üzerinde 

konumlandırılmıĢ olan, tavana asılı termal bir kamera ve Etho Vision XT sürüm 11.5 

video takip sistemiyle kaydedilip öğrenme-bellek verileri analizler için depolandı. 

3.2.1.7 Hayvan deneylerinin sonlandırılması 

Hayvan deneyleri 12. haftanın sonunda son probe denemelerini takiben anestezi altında 

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

gösterildiği gibi sakrifikasyonları gerçekleĢtirildi ve hipokampus dokuları izole edildi. 

 

ġekil 3.1 Deney hayvanları sakrifikasyonu ve hipokampus dokusunun izolasyonu 

Elde edilen hipokampus doku örnekleri daha sonra yapılacak moleküler analizler 

amacıyla Tıbbi Biyoloji AD.’nda bulunan -80
o
C dondurucularda saklandı. 

3.2.2 Moleküler genetik analizler 

3.2.2.1 Total RNA (mRNA) eldesi 

Taze dokudan total RNA izole etmek için Ribo
Ex

TM Total RNA izolasyon solüsyonu 

(GeneAll Biotechnology Seoul, South Korea) kullanıldı.  Ġlgili solüsyonun çalıĢma 

protokolü Ģu Ģekilde gerçekleĢtirildi: 

1. Taze dokular yeterli miktarda lam üzerinde kesilerek uygun tüplere alındı. 

2. Elde edilen parçaların üzerine 1 ml RiboExTM ve metal boncuk eklenip, doku 

parçalayıcı kullanılarak 15‐30 dk boyunca parçalandı.  
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3. 5 dk oda sıcaklığında inkübe edildikten sonra +4 
o
C’de 12000 g’de 10 dakika 

santrifüjlendi. 

4. Santrifüj sonrası sıvı faz yeni tüpe alındı.  

5. Üzerine 0,2 ml kloroform eklenerek 15 saniye vortekslendi ve 2 dakika oda 

sıcaklığında inkübasyona bırakıldı. 

6. Ġnkübasyon sonrası +4
o
C’de 12000 g’de 10 dakika santrifüjlendi ve üstteki sıvı 

faz toplama tüpüne alındı. 

7. Toplama tüpündeki RNA’yı çöktürmek için 0,5 ml izopropil alkol eklendi ve 3-

5 dk nazikçe karıĢtırıldıktan sonra 10 dakika oda sıcaklığında inkübasyona 

bırakıldı. 

8. Ġnkübasyon süresi tamamlandıktan sonra +4 
o
C’de 12000 g’de 10 dakika 

santrifüj iĢlemi gerçekleĢtirildi. 

9. Santrifüj sonrası sıvı faz uzaklaĢtırıldı. 

10. Toplama tüpündeki artık ürünleri uzaklaĢtırmak için 1 ml %75’lik etanol eklendi 

ve +4 
o
C’de 7500 g’de 5 dakika santrifüjlenerek yıkama iĢlemi gerçekleĢtirildi. 

11. Sıvı faz uzaklaĢtırılarak 5-10 dakika oda sıcaklığında tüpteki peletin kuruması 

beklendi. 

12. RNA’ların çözünmesi için toplama tüpüne 30–50 μl ribonükleaz içermeyen su 

eklenip 56 
o
C’de 10-15 dakika inkübe edildi. 

3.2.2.2 Total RNA’nın miktar ve kalite tayini 

Ġzolasyon iĢlemi tamamlanmıĢ total RNA numunelerinin konsantrasyonlarını ve 

kalitesini belirleyebilmek amacıyla NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (Thermo 

Scientific, Waltham, ABD) cihazı kullanılarak gerçekleĢtirildi. Total RNA’dan cDNA 

elde etmek için reaksiyondaki tüm örnekleri aynı konsantrasyon ve hacimlere 

ayarlayabilmek adına RNA konsantrasyonları 200 ng/μl olarak ayarlandı. 

3.2.2.3 mRNA’dan cDNA eldesi 

Gen amplifikasyon çalĢması için cDNA sentezinde Solis Biodyne cDNA kit (Tartu, 

Estonya, Catalog number 06‐35‐00050) kullanıladı kullanıldı. Ġlgili kitin çalıĢma 

protokolü Ģu Ģekilde gerçekleĢtirildi:  
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1.  Reaktifleri oda sıcaklığında çözdürüldü ve her bir reaktif hafifçe vorteksleyerek 

ardından kısa süre santrifüjlendi. 

2. Kit prosedürüne göre RNA ve diğer tepkime bileĢenleri Tablo 3.1. de 

gösterildiği gibi eklenerek hacminin geri kalan kısmı ise nükleaz içermeyen su 

ile 20 µl’ye tamamlandı. 

Tablo 3.2 cDNA tepkime bileĢenleri ve hacimleri. 

BileĢen 
Hacim 

Oligo (dt) primerleri/Random 

primerler/Gen spesifik 

primerler 

1 µl 

dNTP KarıĢımı 
0,5 µl 

10x DTT’li RT reaksiyon tamponu 
2 µl 

Ters Transkriptaz 
1 µl 

Ribonükleaz Ġnhibitörü 
0,5 µl 

Kalıp RNA 
0,5 µl 

Ribonükleaz içermeyen su 
14,5 µl 

Toplam 
20 µl 

3. Tablo 3.2’deki karıĢım, cDNA sentezi için Veriti™ Dx 96‐Well Thermal 

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

tablo 3.3’de belirtilen tepkime koĢullarında gerçekleĢtirildi. 

Tablo 3.3 Ters transkripsiyon tepkime koĢulları 

Sıcaklık Zaman 

25
o
C 10 dakika 

50
 o
C 5 dakika 

85 
o
C 5 dakika 

4. Hazır olan cDNA’lar daha sonra kullanılmak üzere -20
o
C’de saklandı.  
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3.2.2.4 Primer seçimi 

Ġlgili gen bölgesi primerlerinin seçimi yapılırken literatür taraması yapıldı. Seçilen 

genler tablo 3.4 de gösterildiği gibidir;  

Tablo 3.4 qRT-PCR’da kullanılan primer assayleri 

Primer 

Assay 

Forward Reverse 

Beta aktin GCAGAAGGAGATTACTGCCCT GCTGATCCACATCTGCTGGAA 

GRP78 TCGACTTGGGGACCACCTAT GCCCTGATCGTTGGCTATGA 

IRE-1α TCATCTGGCCTCTTCTCTCGGA TTGAGTGAGTGGTTGGAGGC 

ATF6 GGACCAGGTGGTGTCAGAG GACAGCTCTGCGCTTIGGG 

NF-κ.B GAGATTGTGCCAAGAGIGAC CTTGTCTTCCATGGTGGATG 

NLRP3 GTGGAGATCCTAGGTTTCTCTG CAGGATCTCATTCTCTTGGATC 

IL‐1β TGCTGTCTGACCCATGTGAG GTCGTTGCTTGTCTCTCCTTG 

IL-18 CGCAGTAATACGGAGCATAAATGAC GGTAGACATCCTTCCATCCTTCACC 

Bax CGGCGAATTGGAGATGAACTGG CTAGCAAAGTAGAAGAGGGCAACC 

Bcl-2 TGTGGATGACTGACTACCTGAACC CAGCCAGGAGAAATCAAACAGAGG 

Kaspaz-3 GTGGAACTGACGATGATATGGC CGCAAAGTGACTGGATGAACC 

TXNIP GCTCAATCATGGTGATGTTCAAG CTTCACACACTTCCACTGTCAC 

3.2.2.5 qRT-PCR 

Total mRNA’dan sentezlenen cDNA’lar kullanılarak: 

 ER stres iliĢkili gen bölgelerinin; GRP78, IRE-1α ve ATF 6 

 TXNIP geninin  

 Ġnflamasyonla iliĢkili gen bölgelerinin; NLRP3, NF-κ.B, IL-1β, IL-18 

 Apoptoz ile iliĢkili gen bölgelerinin; Bax, Bcl-2, Kaspaz-3 

Gen ifade düzeylerini belirlemek amacıyla Gerçek Zamanlı Kantitatif PCR (qRT-PCR) 

metodu kullanıldı. 
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1. qRT-PCR için gerekli tepkime bileĢenleri Solis Biodyne HOT 

FIREPol
®
 EvaGreen

®
 qPCR Mix Plus qPCR mastermix kiti kullanılarak elde 

edildi. 

2. Tepkime bileĢenlerinin her bir örnek için hacimleri buz bloğu üzerinde tablo 

3.5’te belirletilen hacimlere göre hazırlandı. 

3. Master mix karıĢımı 0,1 µl’lik real time tüplerinin her birine 8 µl olacak Ģekilde 

eklendi. 

4. Son olarak da hazırlanan mixin üzerine cDNA örneklerinden 2 µl eklenerek 20 

µl’ye tamamlandı. 

Tablo 3.5 qRT-PCR reaksiyon hacimleri ve bileĢenleri 

BileĢenler Hacim 

HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix 

Plus (5x) 

4 µl 

Forward Primer 0,5 µl 

Reverse Primer 0,5 µl 

Nükleaz içermeyen H2O 13 µl 

Tamplate DNA 2 µl 

Total 20 µl 

5. PCR Tüpleri, qRTPCR Rotor-Gene Q (Qiagen) cihazına yüklendi ve tablo 

3.6’teki tepkime koĢullarına göre ayarlandı reaksiyon baĢlatıldı. 

Tablo 3.6 Önerilen qRT-PCR döngü protokolü 

Döngü 

Basamakları 

Sıcaklık Zaman Döngü 

Initial aktivasyon 95
o
C 12 dk 1 

Denatürasyon 95
o
C 15 s  

40 Annealing 60-65
o
C 20 s 

Extension 

 

72
o
C 20 s 
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Reaksiyon tamamlandıktan sonra elde edilen Ct değerleri kullanılarak, gen ekspresyon 

seviyeleri 2
-ΔΔCT

 metodu kullanılarak hesaplanmıĢ ve daha sonra istatistiksel analizleri 

yapılmıĢtır. 

3.2.3 Western blotting 

3.2.3.1 Doku homojenizasyonu ve protein izolasyonu 

1. Bütün deney gruplarındaki hayvanlardan çıkarılan ve ayrı ayrı mikrosantrifüj 

tüplerine alınarak -80
o
C'de saklanan hipokampus dokularından, uygun 

miktarlarda (30-40 mg) lam üzerinde kesilerek temiz tüplere alındı. 

2. Her tüpe birer adet 5 mm çelik boncuk (Qiagen, Hilden, Almanya. Cat. No. 

69989) eklendi. 

3. Protein lizatları için her örnek baĢına, RIPA (Elabscience, Texsas, ABD. Cat. 

No. 8553) Lizis Tamponu1 mL RIPA Lizisine 10 μL PMSF ve 10 μL Na3VO4 

olacak Ģekilde eklendi. 

4. Tüpler Qiagen Tissue Lyser LT (Qiagen, Hilden, Almanya. Cat. No. 69980) 

cihazına yerleĢtirildi, ardından 50 osc ve 5 dakika boyunca homojenizasyonu 

gerçekleĢtirildi. 

5. Homojenizasyondan sonra 30 dakika boyunca buz üzerinde çalkalandı ve lizize 

edildi.  

6. DNA zincirinin kırıldığından ve numunenin viskozitesinin azaldığından emin 

olmak için lizat yaklaĢık buz üstünde 50 kez pipetajlandı. 

7. Homojenize doku çözeltileri yeni tüplere alınarak, +4 °C'de 15 dakika boyunca 

12,000 x g'de santrifüj edildi. 

8. Santrifüj sonrası üst fazlar, temiz 1,5 ml’lik mikrosantrifüj tüplerine alınarak 

elde edilmiĢ protein lizatları daha sonra kalite ve miktar tayini yapılmak üzere 

Tıbbi Biyoloji AD.’nda bulunan -80 
o
C dondurucularda saklandı. 

3.2.3.2 Elde edilen proteinlerin miktar ve kalite tayini 

Ġzole edilen proteinlerin kalite ve konsantrasyonları, total proteinin kolorimetrik tespiti 

ve miktar tayini için bisinkoninik asite (BCA) dayalı bir yöntemi içeren BCA Protein 

Colorimetric Assay Kit (Elabscience, Texsas, ABD. Cat. No. E-BC-K318-M) 

kullanılarak gerçekleĢtirildi.  
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1. Stok reaksiyon çözeltisi hazırlanırken kit içerisindeki solüsyon A ve B 50:1 

oranında olacak Ģekilde karıĢtırıldı. 

2. Hazırlanan solüsyon 96 kuyucuklu plate’lerin her kuyucuğa 200 μl reaksiyon 

solüsyonu eklendi. 

3. Kalibrasyon grafiği oluĢturmak amacıyla standart hazırlanırken seri dilüsyon 

yapılarak farklı konsantrasyonlarda BSA sulu çözeltisi 20 μl her kuyucuğa 

eklendi. 

4. Her örnek daha önce belirlenmiĢ olan sırasına göre kuyucuklara 20 μl eklenip 

plate 30 saniye boyunca nazikçe sallanarak karıĢtırıldı. 

5. Sonrasında 37
o
C’de 30 dakika inkübasyona bırakıldı. 

6. Ġnkübasyon süresi sonunda Multiskan Go (Thermo Fisher ABD Cat. No. 

51119200) cihazı kullanılarak 562 nm dalga boyunda absorban değerleri 

ölçüldü. 

3.2.3.3 Protein konsantrasyonlarının eĢitlenmesi ve protein denatürasyonu 

1. Absorbans değerleri ölçülmüĢ proteinlerin konsantrasyonlarını belirlemek üzere 

seri dilüsyon yapılmıĢ standartları kullanarak oluĢturulmuĢ kalibrasyon 

grafiğinde yararlanarak protein konsantrasyonları belirlendi.  

2. Her örneğin proteinin konsantrasyonu 20μg/10μl olacak Ģekilde ayarlandı 

3. Yükleme tamponu olarak 2x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, Kaliforniya, 

ABD. Cat. No. 1610737) kullanıldı. 

4. Proteinlerdeki disülfür bağlarını (S-S) kırarak proteinin üç boyutlu yapısını 

bozmak amacıyla 2x Laemmli Sample Buffer’a 1:20 oranında 2-beta 

mercaptoethanol eklendi. 

5. Yükleme tamponu ve protein 1:1 oranında karıĢtırılarak toplam hacim 20 μl’ye 

ayarlandı. 

6. Denatürasyon, 95 
o
C’ de 5 dk Labcycler thermal cycler cihazı (SensoQuest, 

Göttingen, Almanya) kullanılarak tamamlandı. 

3.2.3.4 SDS-PAGE hazırlanması ve jel elektroforezi 

Proteinlerin yüklenmesi ve yürütülmesi için, çalıĢmada protein ifade düzeylerinin 

saptanması hedeflenen proteinleri moleküler ağırlıklarına göre ayırmak için manuel 

olarak hazırlanmıĢ %10’luk SDS-PAGE jel kullanılmıĢtır.   
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1. Öncelikle tablo 3.7’da gösterildiği gibi jel karıĢımı hazırlandı ve camlarının 

arasına mikropipet kullanarak döküldü. Üzerine %99’luk etanol eklenip 30 

dakika jel polimerizasyonu için beklendi.  

Tablo 3.7 Yürütme jeli (%10) formülasyonu 

BileĢenler Hacim 

H2O 8.13 ml 

30% AA 6.7 ml 

4xResolving buffer 

(I,5 M Tris+%04 SDS) 

(pH8.8) 

5 ml 

10% APS 150 μl 

TEMED 20 μl 

Toplam 20 ml 

2. Yürütme Jelinin polimerizasyonu tamamlandıktan sonra etanol uzaklaĢtırıldı ve 

3.8’de belirtildiği gibi istifleme jeli, yürütme jelinin üzeine dikkatli bir Ģekilde 

döküldükten sonra 30 dakika polimerazyonu beklendi. 

3. SDS-Page jel elektroforezi için kullanılan Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-

Rad, Kaliforniya, ABD. Cat. No. 1658004) tankına jeller elektrodlu jel çerçevesi 

içerisine yerleĢtirildi. 

Tablo 3.8 Ġstifleme jeli (%4) formülasyonu 

BileĢenler Hacim 

H2O 3,7 ml 

30% AA 0,8 ml 

4x Stacking buffer 

(0,5 M Tris+%04 SDS) 

(pH8.8) 

1,5 ml 

10% APS 100 μl 

TEMED 12 μl 

Toplam 6 ml 
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4. Jel tankı, 10X Tris-Glycine SDS Running Buffer stok çözeltisinden distile su ile 

seyreltilerek elde edilen 1X konsantrasyonda çözelti dolduruldu.  

5. Taraklar çıkarıldıktan sonra ilk ve son kuyucuğa 20 μl Protein ladder (Cell 

Signaling Technology, Massachusetts, ABD. Cat. No. 74124) yüklendi.  

6. Diğer kuyucuklara ise 20 μl denatüre edilmiĢ proteinler yüklenerek tankın 

kapağı kapatıldı. Ġstifleme jelini geçip protein ladderlar açılıncaya kadar 

(yaklaĢık 30 dakika) 50V’da daha sonra 120V’da 90 dakika yürütüldü. 

3.2.3.5 Proteinlerin membrana transferi 

1. PVDF membranın (Thermo Scientific, Waltham, ABD. Cat. No. LC2005) 

yaklaĢık 1 dk metanolde çalkanıp yüzey aktivasyonu yapıldı. 

2. Yüzey aktivasyonu tamamlanan membran, ardından 1X Transfer Buffer ile 

yıkandı.  

3. Sandviç oluĢturulacak olan tüm süngerler ve filtre kağıtları 1X Transfer Buffer 

ile ıslatılarak muamele edildi.  

4. Membran ve jel aralarında hava kabarcığı kalmayacak Ģekilde birbirlerinin 

üstüne koyulduktan sonra her iki tarafa sırasıyla filtre kâğıdı ve süngerler 

koyulup transfer kaseti kapatılarak sandviç modeli oluĢturuldu. 

5. Hazırlanan kaset, Mini PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad, Kaliforniya, ABD. Cat. 

No. 1658004) tankına yerleĢtirilerek, üzeri 1X Transfer Buffer ile dolduruldu.  

6. 23 V ve 4°C’degece boyunca ıslak transfer yöntemi ile proteinlerin membrana 

transferi gerçekleĢtirildi. 

3.2.3.6 Membranın bloklanması 

Membran bloklaması için %5’lik yağsız süt tozu içeren bloklama buffer kullanıldı. 

Bloklama tamponu için 1 litre 1X Tris Buffered Saline (TBS) sulu çözeltisine, 1 ml 

TWEEN® 20 (Merck, Hessen, ABD. Cat. No. P1379) eklenerek 1X TBST solüsyonu 

hazırlandı. Elde edilen 1X TBST stok solüsyonundan, 100 ml’ye 5 gram yağsız süt tozu 

(Cell Signaling Technology, Massachusetts, ABD. Cat. No. 9999) eklenerek bloklama 

tamponu hazır hale getirildi. 

Transfer iĢleminin tamamlanmasının ardından membran, içeren bloklama tamponu 

içerisinde oda sıcaklığında 1 buçuk saat boyunca orbital çalkalayıcı (ISOLAB, Bavyera, 

Almanya) üzerinde bloklandı.  
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3.2.3.7 Primer antikor ile iĢaretleme 

Bloklama iĢleminden sonra analizleri gerçekleĢtirilecek olan TXNIP (DF706), GRP78 

(AF5366), IL‐1β (DF6251), Kaspaz-3 (AF6311) protein ifadesinin analizi için tavĢan 

birincil antikoru 1:1000 oranında (Affinity biosciences, Wembley, Ġngiltere) kontrol 

için tavĢan birincil antikor beta Aktin (Texas, ABD.  Cat.  No.  E-AB-40338) bloklama 

tamponu içerisinde ayrı ayrı 1:3000 oranında hazırlandı.  Membranlar, hazırlanan 

primer antikor çözeltilerine alınarak gece boyunca 4°C’de orbital çalkalayıcı (ISOLAB, 

Bavyera, Almanya) üzerinde çalkalanarak inkübe edildi. Ġnkübasyon sonrası 

membranlar, antikor çözeltilerinden uzaklaĢtırılıp, bloklama tamponu ile 3 defa, 5’er 

dakika süreyle yıkandı. 

3.2.3.8 Sekonder antikor ile iĢaretleme 

Primer antikorlarla iĢaretleme ve yıkama iĢlemlerinin tamamlanmasının ardından, 

sekonderantikor Anti-tavĢan IgG, HRP-linked (CUSABIO, CSB‐PA564648, Wuhan, 

China Cat. No. 7074) bloklama tamponu içerisinde 1:2000 oranında hazırlandı. 

Membranlar, hazırlanan sekonder antikor çözeltileriyle oda sıcaklığında 1 saat inkübe 

edildi. Ġnkübasyon sonrası membranlar, antikor çözeltilerinden uzaklaĢtırılıp bloking 

solüsyonuyla ile 3 defa, 10’ar dakika süreyle yıkandı. 

3.2.3.9 Görüntüleme ve analiz 

Protein bantları, SignalFire™ ECL Reagent (Cell Signaling Technology, 

Massachusetts, ABD. Cat. No. 6883) kemilüminesans kiti kullanılarak görüntülendi. Kit 

içerisindeki SignalFire™ ECL Reagent A ve SignalFire™ ECL Reagent B solüyonları 

1:1 oranında karıĢtırılıp 3 dakikalık inkübasyonun sonunda membran üzerine dağıtıldı. 

Membran, oda sıcaklığında ve karanlıkta 3 dakika inkübe edildi. Ardından, Fusion FX 

kemilüminesans görüntüleme cihazı ile (Vilber Lourmat, Collégien, Fransa) görüntüler 

kaydedildi. 

Kaydedilen protein bant görüntülerinin, ImageJ sürüm 1.54f programı ile dansitometrik 

ölçümleri gerçekleĢtirilerek, beta aktin protein seviyeleri ile normalizasyonu sağlandı.  
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3.2.4 Ġstatistiksel analiz 

Yapılan tüm deneysel verilerin istatistiksel analizlerinde Graphpad Prism 8.0.2 (San 

Diego, CA, USA) programı kullanıldı. one-way ANOVA ve post-hoc testlerden Tukey 

çoklu karĢılaĢtırma testi kullanılarak yapıldı. D 

Hayvan deneylerinde ağırlık ve kan glukoz düzey verilerin analizleri yapılırken gruplar 

arasındaki farklar Two-way ANOVA ve post-hoc testlerden Tukey çoklu karĢılaĢtırma 

testi kullanılarak yapıldı. Öğrenme deneylerinin analizleri ise farklar One-way ANOVA 

ve post-hoc testlerden Tukey çoklu karĢılaĢtırma testi kullanılarak yapıldı. Veriler 

ortalama ± standart sapma (ort ± std) Ģeklinde özetlendi. Ġstatistiksel analizlerde p<0,05 

değeri anlamlı olarak kabul edildi. 

Gen ifade analizlerinde beta aktin geni house keeping olarak kullanılmıĢtır. Analiz 

yapılırken 2
-ΔΔCt 

değerleri One-way ANOVA ve post-hoc testlerden Tukey çoklu 

karĢılaĢtırma testi kullanılarak yapıldı.  

Protein ifade analizlerinin değerlendirilmesinde ise ImageJ sürüm 1.54f programı ile 

bant yoğunlukları analiz edilerek One-way ANOVA ve post-hoc testlerden Tukey çoklu 

karĢılaĢtırma testi ile yapıldı.   
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4. BULGULAR 

4.1 Hayvan Deneyleri 

4.1.1  STZ enjeksiyonu ile diyabetin indüklenmesi 

ÇalıĢmada rastgele gruplar oluĢturulduktan sonra diyabet olacak gruplara stz ile diyabet 

indüklendi. Enjeksiyonu takiben 72 saat sonunda kan glukoz değerleri ölçüldüğünde 

grupların kan glukoz düzeyleri Ģekil 4.1’deki gibidir. Buna göre kan glukoz seviyeleri 

kontrol gruplarına göre diyabetin indüklendiği gruplarda anlamlı bir Ģekilde 

(****p<0,0001) artmıĢtır.  Ancak, kontrol ve diyabetik grupların kendi içerisinde 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmamaktadır. 
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ġekil 4.1 Stz enjeksiyonundan 72 saat sonra grupların kan glukoz düzeyi ortalamaları  
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4.1.2  Hayvanların ağırlık değiĢimi ve kan glukoz düzeylerinin belirlenmesi 

Hayvanların baĢlangıçta grup ağırlık ortalamaları arası anlamlı bir fark bulunmazken 

Ģekil 4.2’de gösterildiği gibi 12. hafta sonunda kontrol gruplarının ağırlıkları, diyabetik 

gruplara göre anlamlı bir Ģekilde (****p<0,0001) artmıĢtır. Kontrol grupları 

ağırlıklarının kendi içerinde anlamlı bir fark olmamasına rağmen DV grubun ağırlık 

ortalaması, D ve DG gruplarına göre anlamlı bir artıĢ (****p<0,0001) göstermektedir. 
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ġekil 4.2 Zamana bağlı vücut ağırlığı değiĢim grafiği  
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ġekil 4.3’te gösterildiği gibi 12. hafta sonunda diyabetik gruplarının kan glukoz 

düzeyleri, kontrol gruplarına göre anlamlı bir Ģekilde (****p<0,0001) artmıĢtır. Kontrol 

gruplarının arasında kan glukoz düzeylerinde anlamlı bir fark olmamasına rağmen DV 

grubunun kan glukoz düzeyi, D ve DG gruplarına göre anlamlı bir azalıĢ 

(****p<0,0001) göstermektedir. 
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ġekil 4.3 Zamana bağlı kan glukoz düzeyi değiĢim grafiği  
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4.1.3 Öğrenme Deneyleri 

4.1.3.1  Ġlk öğrenme deneyi 

Tüm deney gruplarındaki hayvanların öğrenme ve bellek performansları Morris su tankı 

ile test edildi. Bellek performanslarının değerlendirilmesi amacıyla Ģekil 4.4’te 

gösterildiği gibi 0. haftada yapılan öğrenme deneyleri sonucunda platforma kaçıĢ 

sürelerinde 5 gün boyunca gruplar arası istatiksel olarak anlamlı bir fark 

saptanmamıĢtır. 
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ġekil 4.4 Ġlk öğrenme deneyi  
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Öğrenme deneylerini takiben yapılan probe denemede, platformun bulunduğu kadranda 

geçirilen süreler arasında Ģekil 4.5’te gösterildiği gibi istatiksel olarak anlamlı bir fark 

bulunamamıĢtır. 
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ġekil 4.5 Ġlk probe deneme  
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4.1.3.1.1 Ġlk probe deneme ısı haritası sonuçları 

Probe denemelerinde, sıçanların platform ararken izledikleri yollar termal kamera ve 

EthoVision programı kullanılarak ısı haritaları Ģekil 4.6-11’de gösterildiği gibi 

oluĢturulmuĢtur. Isı harita sonuçlarına, hedef kadranda yaydıkları ısı göre tüm gruplarda 

benzerlik göstermektedir. 

 

ġekil 4.6 K grubu ısı haritası 

 

ġekil 4.7 KG grubu ısı haritası  
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ġekil 4.8 KV grubu ısı haritası 

 

ġekil 4.9 D grubu ısı haritası  
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ġekil 4.10 DG grubu ısı haritası 

 

ġekil 4.11 DV grubu ısı haritası  



 

56 

 

4.1.3.2  Son öğrenme deneyi 

Tablo 4.1 Grupların son öğrenme deneyindeki ortalama platforma kaçıĢ süreleri 

Grup karĢılaĢtırması Gruplar arası fark (1.gün) Gruplar arası fark (5.gün) 

  K↔KG ns (p>0,9999) ns (p>0,9999) 

  K↔KV *** (p=0,0003) ns (p=0,6619) 

  K↔D **** (p<0,0001) **** (p<0,0001) 

  K↔DG **** (p<0,0001) **** (p<0,0001) 

  K↔DV ns (p=0,2133) * (p=0,0101) 

  KG↔KV *** (p=0,0003) ns (p=0,6932) 

  KG↔D **** (p<0,0001) **** (p<0,0001) 

  KG↔DG **** (p<0,0001) **** (p<0,0001) 

  KG↔DV ns (p=0,2278) ** (p=0,0086) 

  KV↔D **** (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) 

  D↔DV **** (p<0,0001) **** (p<0,0001) 

  DG↔DV **** (p<0,0001) **** (p<0,0001) 

Bellek performanslarının değerlendirilmesi amacıyla 12. haftanın sonunda yapılan 

öğrenme deneylerinde grupların birinci ve beĢinci gündeki ortalama platforma kaçıs 

süreleri istatistiksel olarak, Ģekil 4.12’de gösterildiği gibi değerlendirildi ve tablo 4.1’de 

belirtildiği gibi özetlendi.  
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ġekil 4.12 Son öğrenme deneyi. 

Öğrenme deneylerini takiben yapılan probe denemede, platformun bulunduğu kadranda 

geçirilen süreler arasındaki fark Ģekil 4.13te gösterildiği gibi son derece anlamlıdır 

(p<0,0001). 
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ġekil 4.13 Son probe deneme  
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Bellek performanslarının değerlendirilmesi için yapılan probe denemede grupların 12. 

haftanın sonunda ortalama kadranda geçirdikleri süreler istatistiksel olarak 

değerlendirildi ve tablo 4.2’de verildiği gibi özetlendi. 

Tablo 4.2 Grupların son probe denemesinde ortalama platforma kaçıĢ süreleri 

Grup karĢılaĢtırması Gruplar arası fark  

  K↔KG ns (p=0,9998) 

  K↔KV **** (p<0,0001) 

  K↔D **** (p<0,0001) 

  K↔DG **** (p<0,0001) 

  K↔DV **** (p<0,0001) 

  KG↔KV **** (p<0,0001) 

  KG↔D **** (p<0,0001) 

  KG↔DG **** (p<0,0001) 

  KG↔DV **** (p<0,0001) 

  KV↔D **** (p<0,0001) 

  KV↔DG **** (p<0,0001) 

  KV↔DV **** (p<0,0001) 

  D↔DG ns (p>0,9999) 

  D↔DV **** (p<0,0001) 

  DG↔DV **** (p<0,0001) 

 

4.1.3.2.1  Son probe ısı haritası sonuçları 

Probe denemelerinde, sıçanların platform ararken izledikleri yollar termal kamera ve 

EthoVision programı kullanılarak ısı haritaları Ģekil 4.14-19’da gösterildiği gibi 

oluĢturulmuĢtur.   
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Bu ısı haritaları grup içerisindeki tüm hayvanların Ģekil ısı haritalarının 

birleĢtirilmesinden elde edilmiĢtir. Isı harita sonuçlarına göre tedavi gruplarının (Ģekil 

4.16,4.19) hedef kadranda yaydıkları ısı, kontrol gruplarına (Ģekil 4.14,4.15,4.17,4.18) 

kıyasla fazladır. 

 

ġekil 4.14 K grubu ısı haritası 

 

ġekil 4.15 KG grubu ısı haritası 
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ġekil 4.16 KV grubu ısı haritası 

 

ġekil 4.17 D grubu ısı haritası  
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ġekil 4.18 DG grubu ısı haritası 

 

ġekil 4.19 DV grubu ısı haritası  
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4.2 Moleküler Genetik Analizler 

4.2.1 Gen Ġfadesi analizi sonuçlar 

Gen ifade düzeylerinin analizini yapmak için qRT-PCR yöntemi kullanılmıĢtır. Elde 

edilen verilerin analizi için (ct değerleri) 2 
-ΔΔCT 

metodu kullanıldı. Sonuçlar kontrol ve 

housekeeping gene (beta aktin) göre normalize edildi. 

4.2.1.1 ER stres ile iliĢkili genlerin ifadelerinin analizleri 

Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarına göre GRP78 geninin ifadesi Ģekil 4.20’de 

gösterildiği gibi son derece anlamlı bir Ģekilde (p<0,0001) artmıĢtır.  

Kontrol gruplarının kendi aralarında anlamlı bir fark olmamasına rağmen DV grubunda 

GRP78 geninin ifadesi D ve DG grubuna göre son derece anlamlı bir Ģekilde 

(p<0,0001) azalmıĢtır. 
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ġekil 4.20 GRP78 log2 kat değiĢim grafiği  
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Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarına göre ATF6 geninin ifadesi Ģekil 4.21’de 

gösterildiği gibi i son derece anlamlı bir Ģekilde (p<0,0001) artmıĢtır. 

Kontrol gruplarının kendi aralarında istatistiksel olarak anlamlı bir fark olmamasına 

rağmen DV grubunda ATF6 geninin ifadesi D ve DG grubuna göre son derece anlamlı 

bir Ģekilde (p<0,0001) azalmıĢtır. 
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ġekil 4.21 ATF6 log2 kat değiĢim grafiği  



 

64 

 

Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarına göre IRE1α geninin ifadesi Ģekil 4.22’de 

gösterildiği gibi son derece anlamlı bir Ģekilde (p<0,0001) artmıĢtır. 

Kontrol gruplarının kendi aralarında istatistiksel olarak anlamlı bir fark olmamasına 

rağmen DV grubunda IRE1α geninin ifadesi D ve DG grubuna son derece anlamlı bir 

Ģekilde (p<0,0001) azalmıĢtır. 

K KG KV D DG DV

0

1

2

3

4

L
o

g
2
 k

a
t 

d
e

ğ
iş

im
i

ns

✱✱✱✱

✱✱✱✱

✱✱✱✱

 

ġekil 4.22 IRE1α log2 kat değiĢim grafiği  
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4.2.1.2 Ġnflamasyon ile iliĢkili genlerin ifadelerinin analizleri 

Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarına göre NF-κB geninin ifadesi Ģekil 4.23’te 

gösterildiği gibi son derece anlamlı bir Ģekilde (p<0,0001) artmıĢtır. 

Kontrol gruplarının kendi aralarında istatistiksel olarak anlamlı bir fark olmamasına 

rağmen DV grubunda NF-κB geninin ifadesi D ve DG grubuna göre son derece anlamlı 

bir Ģekilde (p<0,0001) azalmıĢtır. 
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ġekil 4.23 NF-κB log2 kat değiĢim grafiği  
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Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarına göre NLRP3 geninin ifadesi Ģekil 4.24’te 

gösterildiği gibi son derece anlamlı bir Ģekilde (p<0,0001) artmıĢtır. 

KV grubunda NLRP3 geninin ifadesi K ve KG grubuna göre anlamlı bir Ģekilde 

(p<0,01) azalmıĢtır. 

DV grubunda NLRP3 geninin ifadesi ise D ve DG grubuna göre son derece anlamlı bir 

Ģekilde (p<0,0001) azalmıĢtır. 
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ġekil 4.24 NLRP3 log2 kat değiĢim grafiği  
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Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarına göre IL-1β geninin ifadesi Ģekil 4.25’te 

gösterildiği gibi son derece anlamlı bir Ģekilde (p<0,0001) artmıĢtır. 

KV grubunda IL-1β geninin ifadesi K ve KG grubuna göre son derece anlamlı bir 

Ģekilde (p<0,0001) azalmıĢtır. 

DV grubunda NLRP3 geninin ifadesi ise D ve DG grubuna göre son derece anlamlı bir 

Ģekilde (p<0,0001) azalmıĢtır. 
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ġekil 4.25 IL-1β log2 kat değiĢim grafiği  
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Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarına göre IL-18 geninin ifadesi Ģekil 4.26’da 

gösterildiği gibi son derece anlamlı bir Ģekilde (p<0,0001) artmıĢtır. 

KV grubunda IL-18 geninin ifadesi K ve KG grubuna göre son derece anlamlı bir 

Ģekilde (p<0,001) azalmıĢtır. 

DV grubunda IL-18 geninin ifadesi ise D ve DG grubuna göre son derece anlamlı bir 

Ģekilde (p<0,0001) azalmıĢtır. 

K KG KS D DG DV

0

1

2

3

L
o

g
2
 k

a
t 

d
e

ğ
iş

im
i

✱✱✱

✱✱✱✱

✱✱✱✱

✱✱✱✱

 

ġekil 4.26 IL-18 log2 kat değiĢim grafiği   
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4.2.1.3  TXNIP gen ifadesinin analizi 

Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarına göre TXNIP geninin ifadesi Ģekil 4.27’de 

gösterildiği gibi son derece anlamlı bir Ģekilde (p<0,0001) artmıĢtır. 

KV grubunda TXNIP geninin ifadesi K ve KG grubuna göre son derece anlamlı bir 

Ģekilde (p<0, 1) azalmıĢtır. 

DV grubunda TXNIP geninin ifadesi ise D ve DG grubuna göre son derece anlamlı bir 

Ģekilde (p<0,0001) azalmıĢtır. 
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ġekil 4.27 TXNIP log2 kat değiĢim grafiği  
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4.2.1.4  Apoptoz ile iliĢkili genlerin ifadelerinin analizi 

Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarına göre Bax geninin ifadesi Ģekil 4.28’de 

gösterildiği gibi son derece anlamlı bir Ģekilde (p<0,0001) artmıĢtır.  

KV grubunda Bax geninin ifadesi K ve KG grubuna son derece anlamlı bir Ģekilde 

(p<0,001) azalmıĢtır.  

DV grubunda Bax geninin ifadesi ise D ve DG grubuna göre son derece anlamlı bir 

Ģekilde (p<0,0001) azalmıĢtır. 

 

 

K KG KV D DG DV

0

1

2

3

4

L
o

g
2
 k

a
t 

d
e

ğ
iş

im
i

✱✱✱

✱✱✱✱

✱✱✱✱

✱✱✱✱

 

ġekil 4.28 Bax log2 kat değiĢim grafiği  
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Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarına göre Bcl-2 geninin ifadesi Ģekil 4.29’da 

gösterildiği gibi son derece anlamlı bir Ģekilde (p<0,0001) azalmıĢtır.  

KV grubunda Bcl-2geninin ifadesi K ve KG grubuna göre son derece anlamlı bir 

Ģekilde (p<0,001) artmıĢtır.  

DV grubunda Bcl-2geninin ifadesi ise D ve DG grubuna göre son derece anlamlı bir 

Ģekilde (p<0,0001) artmıĢtır. 
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ġekil 4.29 Bcl-2 log2 kat değiĢim grafiği  



 

72 

 

Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarına göre Kaspaz-3 geninin ifadesi Ģekil 4.30’da 

gösterildiği gibi son derece anlamlı bir Ģekilde (p<0,0001) artmıĢtır.  

KV grubunda Kaspaz-3 geninin ifadesi K ve KG grubuna göre son derece anlamlı bir 

Ģekilde (p<0,0001) azalmıĢtır.  

DV grubunda Kaspaz-3 geninin ifadesi ise D ve DG son derece anlamlı bir Ģekilde 

(p<0,0001) azalmıĢtır. 
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ġekil 4.30 Kaspaz-3 log2 kat değiĢim grafiği  
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4.2.2  Western Blot 

Western blot yöntemiyle beta aktin, TXNIP, GRP78, IL-1β ve Kaspaz-3 proteinlerinin 

bantları Ģekil 4.31’de görüldüğü elde edilmiĢtir ve dansitometrik analizleri Image J 

yazılımı kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

ġekil 4.31 Gruplara ait proteinlerin düzeylerinin western blot görüntüleri  
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Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarına göre GRP78’in protein seviyeleri Ģekil 4.32’de 

gösterildiği gibi son derece anlamlı bir Ģekilde (p<0,0001) artmıĢtır.  

KV grubunda GRP78’in protein seviyeleri K ve KG grubuna göre anlamlı bir Ģekilde 

(p<0,1) azalmıĢtır.  

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

anlamlı bir Ģekilde (p<0,0001) azalmıĢtır. 
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ġekil 4.32 Gruplara ait GRP78’in dansitometrik analizi.  
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Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarına göre TXNIP’in protein seviyeleri Ģekil 4.33’te 

gösterildiği gibi son derece anlamlı bir Ģekilde (p<0,0001) artmıĢtır.  

KV grubunda TXNIP’in protein seviyeleri K ve KG grubuna göre anlamlı bir Ģekilde 

(p<0,01) azalmıĢtır.  

DV grubunda TXNIP’in protein seviyeleri ise D ve DG grubuna son derece anlamlı bir 

Ģekilde (p<0,0001) azalmıĢtır. 
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ġekil 4.33 Gruplara ait TXNIP’in dansitometrik analizi. 

Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarına göre Kaspaz-3’ün protein seviyeleri Ģekil 

4.34’te gösterildiği gibi son derece anlamlı bir Ģekilde (p<0,0001) artmıĢtır.  

Kontrol gruplarının kendi aralarında istatistiksel olarak anlamlı bir fark olmamasına 

rağmen DV grubunda Kaspaz-3’ün protein seviyeleri D ve DG grubuna göre son derece 

anlamlı bir Ģekilde (p<0,0001) azalmıĢtır 
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ġekil 4.34 Gruplara ait Kaspaz-3’ün dansitometrik analizi.  
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Diyabetik gruplarda, kontrol gruplarına göre IL-1β’nın protein seviyeleri Ģekil 4.35’te 

gösterildiği gibi son derece anlamlı bir Ģekilde (p<0,0001) artmıĢtır.  

Kontrol gruplarının kendi aralarında istatistiksel olarak anlamlı bir fark olmamasına 

rağmen DV grubunda IL-1β’nın protein seviyeleri D ve DG grubuna son derece anlamlı 

bir Ģekilde (p<0,0001) azalmıĢtır 
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ġekil 4.35 Gruplara ait IL-1β’nın dansitometrik analizi.  



 

78 

 

5. TARTIġMA VE SONUÇ 

Bu çalıĢma, tiyoredoksin etkileĢimli proteinin farmakolojik inhibisyonunun deneysel 

diyabette biliĢsel fonksiyon bozukluğun temel patolojik özelliklerini iyileĢtirdiğini 

göstermektedir. Verapamil aracılı TXNIP baskılanması, diyabetik beyin dokusunda ER 

stresi (GRP78, IRE1α, ATF6), inflamasyon (NF-κB, NLRP3, IL-1β, IL-18) ve 

apoptozis (Bax, Kaspaz-3) belirteçlerini önemli ölçüde azaltmıĢtır. Bu moleküler 

değiĢikliklere, 12. haftada Morris su labirentinde geliĢmiĢ performans eĢlik etmiĢ olup, 

tedavi edilmemiĢ diyabetik kontrollere kıyasla uzamsal hafıza üzerine olumlu etkileri 

bulunmaktadır. Bu analizlerden her biri, TXNIP'in bilinen biyolojisi ve diyabetle iliĢkili 

nöronal hasardaki rolüyle tutarlılık göstermektedir. AĢağıda, bu bulguların her 

parametre için çıkarımları ilgili literatürlerle entegre ederek tartıĢıldı.  

TXNIP hücresel redoks ve stres yollarının ana düzenleyicisidir. Hiperglisemi koĢulları 

altında, TXNIP ekspresyonu güçlü bir Ģekilde indüklenmektedir. ArtmıĢ TXNIP 

ekspresyonunun, ER stresini ve apoptozu Ģiddetlendirdiği gösterilmiĢtir (3, 102) TXNIP 

seviyelerinin artıĢı tiyoredoksin inhibisyonuna yol açarak katlanmamıĢ protein tepkisi 

sinyallemesini teĢvik etmektedir. TXNIP’in aĢırı ekspresyonu, IRE1α yolunu 

aktifleĢtirerek ER stresi altında TXNIP mRNA'sını stabilize eder ve stres 

sinyallemesinin ileri beslemeli pozitif bir döngüsünü oluĢturmaktadır. Bunun aksine, 

TXNIP seviyelerinin azalması, ER stresi kaynaklı hücre ölümünü önlemektedir (3, 4). 

Diyabetik beyinlerde nöronal ER stres, biliĢsel eksikliklerin önemli bir aracıdır. Zhang 

ve ark. yaptığı çalıĢmada STZ ile indüklenmiĢ diyabetik sıçanlarda, hipokampal ER 

stresi sergilediğini ve bu sıçanların morris su labirentti testinde diyabet olmayan 

gruplara göre platforma kaçıĢ sürelerinde önemli gecikmeler (daha zayıf hafıza) 

olduğunu saptamıĢlardır (43). ÇalıĢmamızda, TXNIP'in farmakolojik olarak 

inhibisyonuyla hipokampal kanonik UPR belirteçleri (GRP78, IRE1α ve ATF6) 

ekspresyonlarının önemli ölçüde azaldığını saptadık. Bu sonuçlar, TXNIP 

inhibisyonunun ER stresini hafiflettiğini göstermektedir. ER stresinin hafiflemesiyle 

stres kaynaklı apoptoz döngüsünün zayıfladığı pro-apoptotik faktörlerde azalma ve anti-

apoptotik faktörlerin de artmıĢ olduğunu yaptığımız analizler sonucunda belirledik. Bu 

nedenle, TXNIP inhibisyonunun diyabetik nöronların ER stres yükünü hafiflettiği, 

literatürde diğer modellerde bildirilen TXNIP baskılamasının koruyucu etkisiyle 

tutarlılık göstermektedir (3, 102).  
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Giderek artan sayıda çalıĢma, TXNIP'i doğuĢtan gelen bağıĢıklık aktivasyonuyla 

iliĢkilendirmektedir. TXNIP, NLRP3 inflamazomunun tam aktivasyonu için kilit bir 

roldedir. Oksidatif stres veya hiperglisemi altında, TXNIP doğrudan NLRP3'e 

bağlanarak kaspaz-1 ve IL-1β olgunlaĢmasını tetikleyebilmektedir (136, 137). 

Diyabetik modellerde, bu TXNIP–NLRP3 ekseni kronik inflamasyonu 

yönlendirmektedir. Zhou ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada, yüksek glikozda 

tarafından indüklenen TXNIP'in, NLRP3 inflamazomunu aktifleĢtirerek IL-1β 

salınımının arttığını göstermiĢlerdir (72). Nöronlarda da benzer mekanizmalar 

görülmektedir. Li ve arkadaĢları, glutamat nörotoksisitesinin TXNIP inflamazom 

aktivasyonuna bağlı olduğunu yaptıkları çalıĢmada göstermiĢlerdir. ÇalıĢmaya göre, 

Fare hipokampal kültürlerinin veya SH-SY5Y hücrelerinin toksik dozlarda glutamata 

maruziyeti ROS, ER stres ve TXNIP ekspresyonlarını artırarak NLRP3 inflamazom 

aktivasyonuyla sonuçlanmıĢtır ve buna bağlı olarak hücre toksisitesine yol açtığını 

belirlemiĢlerdir (138). Ayrıca, diyabet ile iliĢkili demansta, nöroinflamasyon biliĢsel 

fonksiyonlardaki gerilemeyle iliĢkilendirilmektedir (139). ÇalıĢmamız literatürle tutarlı 

olarak, verapamil ile tedavi edilen diyabetik gruplarda NF-κB, NLRP3, IL-1β ve IL-

18'in gen ifadelerinin hipokampus dokusunda ekspresyonunun önemli ölçüde azaldığını 

ve ayrıca IL-1β’nın protein düzeyinde de azalmıĢ olduğunu saptadık. NF-κB, 

inflamatuar sitokinler için bir ana transkripsiyon faktörüdür ve ayrıca NLRP3 

transkripsiyonunu sürdürebilir, bu nedenle aĢağı regülasyonu inflamasyonun daha geniĢ 

bir Ģekilde bastırıldığını gösterir. NLRP3 ve IL-1β/IL-18 seviyelerindeki eĢ zamanlı 

azalıĢ, inflamazomun TXNIP inhibisyonu tarafından deaktive edildiğini 

düĢündürmektedir. Bu moleküler geliĢmeler yayınlanmıĢ raporlarla uyumluluk 

göstermektedir. Bu bağlamda yapılan baĢka bir çalıĢmada diyabetik ve yüksek glikozlu 

koĢullarda, TXNIP yukarı regülasyonu NLRP3 yoluyla IL-1β ve IL-18 üretimini 

artırarak vasküler ve sinirsel inflamasyonu indüklediği gösterilmiĢtir (139). Özetle 

bulgularımız, TXNIP'in verapamil ile inhibisyonu sonucunda, diyabetik biliĢsel 

fonksiyon bozukluğunun altında yatan sebeplerden biri olan artmıĢ glikoz kaynaklı 

nöroinflamatuar süreçleri kesintiye uğrattığını göstermektedir (130, 140)  
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TXNIP, özellikle mitokondriyal yol aracılığıyla apoptozda önemli bir rol oynamaktadır. 

Stres altında, TXNIP nükleustan mitokondriye geçer ve TRX2'ye bağlanarak ASK1'i 

serbest bırakır, bunun sonucunda kaspaz-3 aktivasyonu tetiklenmektedir. Sonuçta, 

TXNIP aĢırı ekspresyonu sitokrom-c salınımını indükleyerek hücre ölümüne neden 

olmaktadır (102). Bu yol diyabet kaynaklı organ hasarında rol oynamaktadır. ÇalıĢma 

sonuçlarımız, verapamil tedavisinin hipokampusta Bax ve Kaspaz-3 gen ifadesi 

düzeylerini önemli ölçüde düĢürürken Bcl-2 gen ifadesi düzeyini artırdığını 

göstermektedir. Ayrıca protein düzeyinde yaptığımız analizler sonucunda kaspaz-3 

düzeylerinin de tedavi gruplarında anlamlı bir Ģekilde azaldığını saptandı. Bu veriler, 

TXNIP inhibisyonunun bilinen anti-apoptotik etkisiyle uyuĢmaktadır. Takagi ve 

arkadaĢlarının transgenik fare modeliyle yaptıkları çalıĢmada, tiyoredoksinin aĢırı 

ekspresyonunun iskemik nöronal apoptozu büyük ölçüde azalttığı ve tersine, TXNIP 

artıĢının pro-apoptotik olduğu gösterilmiĢtir (93). Dolayısıyla çalıĢma sonuçlarımız, 

TXNIP'i inhibe ederek nöronal sağkalımın korunduğunu göstermektedir. Bax ve aktif 

kaspaz-3'teki azalma bunun kanıtı olarak sunulabilir. Özetle, bulgularımız TXNIP'in 

diyabet modelinde hipokampusta güçlü bir Ģekilde apoptozu indüklediğini ve 

inhibisyonunun apoptotik ölüm süreçlerini engellediğini iĢaret etmektedir. 

BiliĢsel fonksiyon bozukluğu, diyabetin bilinen bir komplikasyonudur. Kronik 

hiperglisemi, ER stres, inflamatuar ve metabolik hasar yoluyla öğrenme ve bellek 

performansında düĢüĢe yol açmaktadır (65, 139). Diyabetik sıçan modellerinde uzamsal 

öğrenme hipokampal patoloji ile iliĢkili olarak, STZ enjeksiyonundan 6-11 hafta kadar 

erken bir zamanda bozulmaktadır. Zhang ve arkadaĢları yaptıkları çalıĢmada, 6 haftalık 

hipergliseminin su labirenti performansını önemli ölçüde kötüleĢtirdiğini ve hipokampal 

CHOP ve apoptozu artırdığını bildirmiĢlerdir (43). Biessels ve arkadaĢları benzer 

Ģekilde, yüksek derecede diyabetli sıçanların (STZ'den 11 hafta sonra) bozulmuĢ 

uzamsal öğrenme ve uzun süreli potansiyasyona (LTP) sahip olduğunu, orta derecede 

hiperglisemik sıçanların ise olmadığını göstermiĢlerdir (37). Bu çalıĢmalar, zayıf glikoz 

kontrolünün ve bunun sonucunda oluĢan hücresel stresin bellek performansında 

gerilemeye neden olduğunu göstermektedir. ÇalıĢmamızda, diyabet indüksiyonunu 

takiben (0. hafta) morris su labirenti performansları gruplar arası farklılık göstermedi ve 

istatistiksel olarak anlamlı bir sonuç saptanamadı. Deneylerin devamında 12 haftaya 

kadar tedavi edilmeyen diyabetik kontrol gruplarında biliĢsel performansta gerileme 

yani platforma kaçıĢ sürelerinin uzamıĢ olduğunu gösterdi.   
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Buna karĢın verapamil ile tedavi edilen sıçanların öğrenme performanslarında istatiksel 

olarak anlamlı iyileĢmeler saptandı. Kontrol altına alınmayan diyabet modellerinde, 

biliĢsel fonksiyonlarda bozulmalara neden olurken (141), diyabetin geliĢiminin 

moleküler yolaklarını hedefleyen tedaviler (gastrodin inhibitörü gibi) biliĢsel 

fonksiyonları korumaktadır (87) (43, 65). Bu da çalıĢma sonuçlarımızın literatürle 

uyumlu olduğunu göstermektedir. Rom ve ark. yaptıkları çalıĢmada, hiperglisemi 

kaynaklı nöroinflamasyonun kan-beyin bariyerinin geçirgenliğinin artmasına neden 

olarak nörotoksik maddelerin beyne girmesine neden olduğunu ve diyabetik farelerin 

biliĢsel fonksiyonlarında gerileme olduğunu bildirmiĢlerdir (44). Dolayısıyla, 

çalıĢmamızda elde edilen öğrenme verileri TXNIP inhibisyonunun, ER stresini, 

inflamasyonu ve apoptozu azaltarak hipokampal iĢlevi, uzamsal bellek ve sinaptik 

plastisite için koruyucu olduğunu göstermektedir. 

Ġyi bilinen bir L tipi kalsiyum kanal blokeri olan Verapamil, TXNIP inhibitörü olarak 

tanımlanmıĢtır. Borowiec ve arkadaĢları, verapamilin pankreas β hücrelerinde TXNIP 

ekspresyonunu benzersiz bir Ģekilde engellediğini ve hücre sağ kalımını desteklediğini 

göstermiĢtir (112). Benzer Ģekilde Xu ve arkadaĢları, verapamilin diyabetli farelerde 

yalnızca çoklu düĢük doz STZ kaynaklı diyabeti önlemekle kalmayıp, aynı zamanda 

beta hücre apoptozunu azaltarak beta hücre kütlesini artırdığını ve buna bağlı olarak 

insülin seviyelerini yükselttiği belirlenmiĢtir (128). ÇalıĢmamız, STZ ile indüklenmiĢ 

deneysel diyabette verapamil aracılı TXNIP inhibisyonunu nöroproteksiyona bağlayan 

ilk çalıĢmadır. Bu sonuçlar ER stres, inflamasyon ve apoptoz belirteçlerindeki geniĢ 

azalma, verapamilin (veya benzer TXNIP blokerlerinin) nöral plastisiteyi korumak için 

diyabette ek tedavi olarak yeniden kullanılabileceğini düĢündürmektedir.  Verapamil 

FDA onaylıdır ve onlarca yıldır antihipertansif olarak güvenli bir Ģekilde 

kullanılmaktadır ve tip-1 diyabette yapılan klinik deneyler verapamilin eklenmesinin 

muhtemelen TXNIP baskılanması yoluyla endojen insülin salgılanmasını koruduğunu 

göstermektedir (129). ÇalıĢma sonucunda ortaya çıkan verilerimiz, verapamilin 

etkilerini merkezi sinir sistemine kadar geniĢleterek diyabetik biliĢsel gerilemeyi 

yavaĢlatmak için kombine terapi olasılığını ortaya koymaktadır. Bu çalıĢmanın pozitif 

sonuçlarına rağmen bazı sınırlamaları da bulunmaktadır. Ġlk olarak, sıçanlarda deneysel 

bir tedavi olarak verapamilin tüm diyabetli hastalarda uygulanabilirliği sınırlıdır.   
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Yüksek doz kalsiyum kanal blokajı hipotansiyona neden olabilir veya kalp yetmezliğini 

Ģiddetlendirebilir bu nedenle pediatrik diyabet hastaları veya kalp disfonksiyonu olanlar 

için uygun olmayabilir (130). TXNIP geninin silindiği fareler diyabetten korunur ancak 

hepatosellüler karsinom için artan bir eğilim göstermektedir (142) Ancak, TXNIP'i 

farmakolojik olarak düzenlemek daha güvenli görünmektedir. Bu sebeple, düĢük dozlu 

müdahaleler ve aralıklı kullanımı onkojenik riski azaltabilir (130) Ġkinci bir sınırlama, 

sonuçlarımızın öncelikle moleküler ve davranıĢsal olmasıdır; yapısal ve iĢlevsel 

faydalarını doğrulamak için daha uzun vadeli çalıĢmalara ihtiyaç vardır. Bu tez 

çalıĢmasının sonucunda; 

 TXNIP'in diyabette hipokampus hasarının temel modülatörü olduğu ve TXNIP 

inhibisyonunun nöronları koruyucu bir rol üstlendiğine dair kanıtlar 

sunmaktadır.  

 Verapamil ile TXNIP molekülünün baskılanmasının ER stresini azalttığı 

(GRP78, IRE1α, ATF6), inflamasyonu azalttığı (NF-κB, NLRP3, IL-1β, IL-18) 

ve apoptozu sınırladığı (Bax, Kaspaz-3) ve böylece diyabetik sıçanlarda biliĢsel 

iĢlevi koruduğu saptandı.  

 BaĢlangıçta tüm grupların biliĢsel performansının benzer olması, elde edilen 

sonuçların tedaviye özgü olduğunu güçlendirmektedir 

Bulgularımız bir araya getirildiğinde, TXNIP molekülünü tedavi hedefi adayı olarak 

konumlandırmakla birlikte verapamil ve ilgili ajanlar diyabette biliĢsel fonksiyonu 

korumak için gelecekteki kombinasyon terapilerinin olası bir parçası olduğunu 

göstermektedir. Ancak, olası yan etkiler göz önüne alındığında dikkatli klinik 

değerlendirmeye ihtiyaç vardır. Gelecekteki çalıĢmalar, optimum dozajı araĢtırmalı, 

uzun vadeli güvenliği doğrulamalı ve biliĢsel fonksiyon bozukluğu diğer modellerinde 

TXNIP inhibisyonunu araĢtırmalıdır. Sonuç olarak çalıĢmamızdan elde edilen bu 

veriler, verapamilin TXNIP aracılı hücresel stres yollarını modüle ederek diyabetik 

nöropatide terapötik bir rol üstlenme potansiyeli taĢımaktadır.  
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