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1. GIRIS

Diabetes Mellitus, pankreasin insdlin salgisinin tam ya da
kismi yetersizligi ya da insulin etkisinin yetersizligi ile olusan, kendini
hiperglisemi ile belli eden, karbonhidrat, lipid ve protein metabolizma

bozuklugu ile de karakterize bir endokrin ve metabolizma hastaligidir.

insiilin, pankreas B hiicrelerinden salinan, gelisme-blyiime
icin gerekli enerji depolarinin  surdurdlebilirligi ve plazma glukoz
seviyelerinin regulasyonu olmak Uzere tiOm metabolik homeostazi
yakindan ilgilendiren oldukga 6nemli fonksiyonlara sahip anabolik bir
hormondur. insilinin baglica periferal hedefleri karaciger, kas, ve yag
dokusudur. Ancak son yillarda yapilan c¢alismalarda beyinde insilin
reseptorlerinin  kesfi ile, insdlinin beyin fizyolojisinde &6nemli bir rol
oynadidi, serebral insilin sinyalinde ve glukoz homeostazinda meydana
gelen bozukluklarin beyin patolojisine katkida bulundugu belirtilmigtir.
instlin  periferdeki etkisini, glukoz alinimini insilin-sensitive glukoz
tagiyicisi GLUT-4 araciligiyla saglayarak, kan glukoz seviyelerinin
dismesine neden olarak goésterir ve glukozun disUk seviyeleri § hicreleri
tarafindan insulin-insensitive GLUT-2 araciliiyla tanimlanarak insulin
sekresyonu azaltilir. Periferal dokularin aksine, Merkezi Sinir Sistemi
(MSS)’ nde glukoz transportunun ¢ogunlugu insilinden bagimsiz olsa da,
néronlarda transport insllin-duyarl  GLUT-4 ve GLUT-8 le
gerceklesmektedir. Glukozun hafizayr gulclendirici etkisinin  oldugu,
insulin’in biligsel ve sinaptik gelisime katkisinin bulundugu, yapilan insan

ve hayvan davranig ¢alismalarinda belirtiimistir.

inslin, reseptér aracih  doygunluk duyarli transport
mekanizmasi ile kan-beyin bariyerini agarak santral sinir sistemine girer.

insdilin’ in beyinde pleiotropik aktivite gésterdigi belirtilmistir, insllin beyin



glukoz metabolizmasindaki regulatér etkisine ek olarak, néromodulatér ve
néroendokrin bir molekul gibi davranmakta, néronal gelisim ve sagkalimda
onemli bir rol almaktadir. insilin’ in, MSS de sinirsel gelisim ve
sinaptogenez Uzerinde bir blylime hormonu gibi rol oynadidi belirtilmistir.
insdilin, regtilatér peptid ve nérotransmitterlerle etkilesimi sayesinde yemek

yeme, hafiza ve 6grenme davranislar ile iligkili strecleri aktive edebilir.

instlin periferde oldugu gibi, beyinde de etkilerini, reseptorii
araciligiyla, insdlin  reseptér substrat/fosfotidilinozitol-3-kinaz  yolu
(IRS/PIBK) ve mitojen aktive protein kinaz (MAPK) yolu aracilhigiyla
gosterir. PI3K sinyal yolaginin aktivasyonu, beyinde ve periferde insilin
sinyal aktariminin énemli biyokimyasal basamagidir. insilin, in vitro
ndéronal apoptozisi protein kinaz B aktivasyonu araciligi ile inhibe ederken,
in vivo tau fosforilasyonu ve amiloid B (AB) protein metabolizmasinin
regllasyonunda da etki gbstermektedir. Diabetes Mellitus ile
nérodejeneratif hastaliklar arasindaki Kklinik iliski son yillarda giderek artan
calismalarla belirlenmektedir. Alzheimer ve Parkinson’da, beyinde instlin
reseptér ekspresyonunun azaldigi  goésterilmisti.  Noérodejeneratif
hastaliklarin  gelisiminde 6nemli etkiye sahip ve insllin sinyal
mekanizmasinin hedefi olan cesitli molekdller tanimlanmistir. Glikojen
sentaz kinaz-3 (GSK-3) bu molekdillerden biri olup, tau proteininin
fosforilasyonuyla iligkili oldugu belirtilmistir. Transjenik hayvan modelleri ve
hiicre kiltirl ortaminda yapilan ¢alhsmalarla, GSK-3p’nin aktif formunun
overekspresyonunun tau hiperfosforilasyonuna neden olabilecegi
gOsterilmistir. Yapilan calismalarla, in vivo nérofibril-yumak patolojisinde
instlin ve IGF-1’in direkt etkilerinin yanisira, AR Gzerindeki etkileri
araciligiyla tau fosforilasyonu Uzerinde indirekt etkilerinin de olabilecegi
belirtiimektedir.



Calismamizda stz enjeksiyonu ile olusturulan diyabetin,
beyin dokusunda tau hiperfosforilasyonu Uzerine etkisi ve de fosfo-tau
olusumunun insdlin sinyal yolag! ile etkilesimi incelenerek, Diabetes

Mellitus ve Alzheimer arasindaki olasi iligkinin arastiriimasi amaclanmigtir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Diabetes Mellitus

2.1.1. Diabetes Mellitusun Tanimi ve Siniflandiriimasi

Diabetes Mellitus, pankreasin insdlin salgisinin tam ya da
kismi yetersizligi ya da insulin etkisinin yetersizligi ile olusan, kendini
hiperglisemi ile belli eden, karbonhidrat, lipid ve protein metabolizma

bozukludu ile de karakterize bir endokrin ve metabolizma hastaligidir' 2.

Diyabet primer ve sekonder olarak ikiye ayrilir. Primer
diyabet, Tip | (IDDM) ya da insuline bagiml, Tip Il ya da insiline bagimh
olmayan Diabetes Mellitus (NIDDM) olarak siniflandiriimaktadir. Sekonder
diyabet ise hormonal dengesizlikten ve cerrahi sonrasinda kullanilan
ilaclar tarafindan pankreasin harabiyetine bagl gelisebilmektedir®.

Diinya Saglik Orgitiiniin (WHO) Siniflamasina Gére:*®
1. Insiiline bagimli Diabetes Mellitus (IDDM)
2. instiline bagimh olmayan Diabetes Mellitus (NIDDM)
Obezler
Obez olmayanlar
3. Malndtrisyonla iligkili Diabetes Mellitus (MRDM)
4. Sendrom ve bazi kosullara bagl olan Diabetes Mellitus
Hormonal kaynakli hastaliklar,
Pankreatik hastaliklar,
Genetik bozukluklar,
Kimyasal ya da ilaglara bagh durumlar
insiilin veya reseptorlerinin anomalisi
5. Glukoz toleransi bozuklugu (IGT)
Obezler



Obez olmayanlar
Sendrom ve sartlara bagli olanlar
6. Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM)

2.1.1.1. insiiline Bagimli Diabetes Mellitus (IDDM, Tip | DM)

Tip | diyabet (instline badimh diyabet), endojen insulin
salgilama kapasitesinin blylk bir kisminin ya da tamaminin ortadan
kalkmasidir. Hucresel kaynakli otoimmin yikim sonucu pankreatik
hicrelerinin harabiyetine bagli olarak, kan-glukoz konsantrasyonunun
yUkselmesi ile karakterizedir. B hucrelerindeki harabiyete bagl olarak
glukoz aliminin ardindan, pankreastan insdlin salgilanamaz ve Tip |
diyabetiklerde insiilin eksikliginin tipik bulgulari gérilir®®. Diyabetin bu tipi
genellikle ¢ocukluk ya da adolesan caginda goérular. Polidipsi, polidri,
ketoasidoz, kilo kaybi gibi semptomlar gésterir. Organizmada karbonhidrat
kaybindan ortaya c¢ikan kalori agigini kapatmak icin yag ve protein
yikiminin  artmasi, glikoziriye bagh kalori kaybi, dehidratasyon,
zayiflamanin baglica sebebidir. Tip | diyabetiklerde olusan insilin
yetersizligi, metabolik hastaliklarin ¢ogunun temelini olusturur. Sadece
instlin  eksikligi degil ayni zamanda glukagonun ve pankreatik
polipeptidlerin konsantrasyonlarinin yiiksekligi de Tip | diyabeti gdsterir®.

Diyabetiklerde, insllin eksikligine bagli olarak glukozun
kullanimi  azalir. Hucrede glukoz yetersizligi, amino asitlerden

glikoneogenezi uyarir. Yag asidi oksidasyonu ve ketogenez artar®.

Beta (B) hdcrelerinin harabiyetinden (0¢ mekanizmanin
sorumlu oldugu dasdnultr; Bunlar gevresel etkiler, genetik duyarlihk ve

otoimmunitedir.



Tip | diyabetin komplikasyonlari arasinda katarakt, néropati,
nefropati ve anjiopati vardir. Bunlarin gelismesi ve ilerlemesi tamamen

hipergliseminin kontrol derecesine baglidir®®.

Tedavi edilmemis Diabetes Mellitusta, hiperglisemi ve
ketoasidoz gorulur. Hiperglisemi, glukozun hepatik yapiminin artmasiyla
beraber, periferik kullaniminin azalmasi nedeniyle meydana gelmektedir.
Ketozis ise, adipoz dokudan yag asidi saliniminin artisina bagh olarak
karacigerde 3-Hidroksibdtirat ve asetoasetat sentezinin uyariimasi sonucu
olusmaktadir. Ancak, karacigere gelen yag asitlerinin hepsi oksidasyon ya
da keton cismi sentezinde kullaniimaz, bir kismi triagilgliserole donasar ve
VLDL olarak paketlenerek kana verilir. Silomikronlar yemek sonrasi, diyet
lipitlerinden barsak mukoza htcrelerinde sentezlenir. Diyabetiklerde, yag
dokusunda, lipoprotein lipaz tarafindan, lipoprotein yikiminin disik olmasi
nedeniyle, plazma silomikron ve VLDL dizeyleri yUkselir ve sonucta
hipertrigliseridemi olusur. Bu metabolik degisiklikler, instlin yetersizligi ve
glukagonun kismen yiikselmesi nedeniyle olusmaktadir’. insiilin tedavisine
bagl olarak serbest yag asit degerleri diser, lipoprotein lipaz degerleri
yUkselir ve hipertrigliseridemi hizla kontrol altina alinir ve LDL degerleri
duser, HDL degerleri de normal ya da diyabeti bulunmayan kontroller ile
karsilastirildiginda, normal degerlere ulagir'®.

2.1.1.2. insiiline Bagimli Olmayan Diabetes Mellitus (NIDDM, Tip Il DM)

Tip Il diyabet, insilin sekresyonundaki yetersizlik ya da bazi
vakalarda glukoz ylklemesine kargi goreceli bir yetmezlik ve buna eklenen
periferik dokularin insiiline yanit vermedeki yetmezligi (insilin rezistansi)

ile iligkilidir. NIDDM'de pankreasin B hiicrelerinin bir kismi fonksiyonlarini



korurlar ve glukoz homeostazini korumak igin yeterli olmayan duzeylerde
insiilin  salgilarlar®.  IDDM'nin  aksine, insiilin yetersizliginin siddetli
olmadigini ve NIDDM'nin patogenezinde temel roll insdlin rezistansinin

olusturdugunu belirtmek gerekir > '

Tip Il diyabet, kesinlikle diyabetin en yaygin tipidir ve
yashlarda daha sik goérdlir. Hastaligin bu tlrinde endojen insulin
salgilama kapasitesi korunmustur. Susama, polilri ve kilo kaybi bulunabilir
ancak ¢ok nadiren bu bulgular siddetlidir. Kadinlarda ise, vulva puriritis en

sik bulunan semptomlaridir®.

Tip Il DM'nin, bazi bireylerde normal insdlin duyarliigina
sahip olduklari halde monogenik B hiicre (MODY: maturity onset diabetes
of the young/Gengclerin erigkin tipi diyabeti) fonksiyon defektine bagli
olarak gelisebildigi goérilebilmektedir. Bu alt gruplar MODY 1-5 olarak
adlandiriimaktadir. MODY-1" de hepatik nlkleer faktér- 4a, MODY-2'de
glukokinaz, MODY- 3’de hepatik nikleer faktér-1a, MODY- 4’de insulin
promotor faktér 1, MODY- 5'de ise hepatosit nikleer faktér- 18 genlerinde

hatalar gézlenmektedir'2.

Kisacasi, NIDDM, hedef organ yanitinda azalma, bozulmus
instlin sekresyonu ile karakterli, karmasik ve multifaktoriyel bir hastalk
olarak tanimlanabilir. insilin rezistansi, B hiicreleri Gzerinde, slrekli
yUuksek insdlin ihtiyacini karsilama stresi ve giderek yetmezlige neden
olabilecek bir hiperinstlinizm olugturabilir. Olasilikla NIDDM’li hastalarda,
pankreatik B hicreleri, genetik olarak bu tip streslere duyarlidir. Bdylece,
instlin rezistansi, zamanla, yetersiz ya da bozulmus insulin sekresyon

yanitina yol agabilecek olaylar zincirini baglatabilir''.



2.2. Insiilin

insdilin iki zincirde toplam 51 aminoasidi olan 5600 dalton
agirhginda bir polipeptid hormondur. Kisa olan A zinciri 21, uzun olan B
zinciri 30 aminoasit icermektedir. Zincirler arasinda iki disulfit bagi vardir,
bu bdlge major ‘loop’ olarak adlandinlirken; zincir igi distlfit bagr minér
‘loop’ olarak adlandiriimaktadir' (Sekil 1).

5 A zinciri
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- - B zinciri

Sekil 1. insiilinin Yapisi .

2.2.1. insiilin Biyosentezi ve Salinimi

instilin,  pankreasin  Langerhans  adaciklarinda, B
hiucrelerinde insdlin prekirsorl olan preproinsulin olarak
sentezlenmektedir. Preproinsilin, 109 aminoasit rezidull bir polipeptidtir,
ribozomlarda olugtuktan sonra endoplazmik retikuluma gecgerek 23
aminoasitli hidrofobik pre-bdlgesini kaybeder. Bdylece 86 aminoasitli
proinsiline doénlslr. Golgi kompleksi icindeki mikrovezikilllere giren
proinsiilin, proteazlarin etkisiyle, C peptid segmentini kaybeder'.



Proinsdlinin insdline déndsdmuinde tripsin, karboksipeptidaz ve cesitli
proteazlar rol oynamaktadir'®.

Pankreasin [ hcrelerinden insdlin  salinimi, depo
veziklllerinin  hicre membranina tasinmasi, membranin yapisma
noktasindan delinmesi ve sonunda vezikdlin digart atiimasiyla
gerceklesir. B hicresi stimilasyonu ile insllin saliveriimesi arasindaki
baglantiyr Ca*? saglar. Bu yolda cAMP’nin ve fosfoinozitit hidrolizi sonucu
hiicrede olusan inozitol trifosfatin (IPs) da katkisi vardir. Ca*? hiicre icinde
kalmodulin ve ona bagli bir protein kinaz araciligi ile, insdlin vezikullerinin
hicrenin icinden membranin i¢ yldzine taginmalarini ve emiyositoza
ugramak Uzere veziklller igindeki insulinin salinimini saglar. cAMP ve IP3
mitokondriler ve endoplazmik retikulumdan Ca* saliveriimesine neden

olur'” 18,

insiilin salimmi besinler, gastrointestinal hormonlar, diger
hormonlar ve sinirsel uyarilar ile stimile edilmektedir. Glukoz, insanda,

insdlinin hem biyosentezini hem de salinimini uyaran tek besin 6gesidir'®.

B  hicrelerinden insilin  salinimi intraseliler K+
konsantrasyonu ile kontrol edilir. K* konsantrasyonunun kontroli de K-
ATP kanallan ile saglanir. Bu por sistemi, voltaj bagimhdir, hicre

membraninin depolarizasyonunu takiben agilir. insiilin salgilanmasi K+

transport mekanizmasindaki dengeye baglidir®.



2.2.2. insiilin Reseptérii

insiilin etkisini hiicre yiizeyinde yer alan spesifik reseptériine
baglanarak gosterir. Reseptdr, birbirine disdlfit baglan ile bagh iki
ekstraselUler o altinitesi ve iki transmembran { altnitesi igeren
heterotetramer yapida bir glikoproteindir. Her o alt birimi ~130 kDa
agirhginda olup ligand baglanma bélgesi icerirken, B alt birimi ise ~95-97
kDa agirhginda ve tirozin kinaz aktivitesi gdstermektedir’’. B alt
birimlerinin, a alt birimlerine bagh kugulk bir hiicre disi kisim, yaklasik 20
aminoasitlik bir transmembran kisim ve tirozin kinaz aktivitesine sahip
blyik bir hicre ici kisim olmak (izere (¢ bolgesi vardir. insilin
molekilinin reseptdre baglanarak aktive etmesi tirozin kinaz etkinligini

arttirir, tirozin kinaz etkinligi ise sinyal iletimi icin gereklidir” 8.

insiilin ve inslilin benzeri bilyiime faktor(i (IGF-1) reseptorleri
%50’den daha fazla aminoasit sekans homolojisi ve %84 oraninda da
tirozin kinaz boélge homolojisi gdsterirler. Insilin ve IGF-1 vyar
reseptérlerinin  (bir o ve bir B alt Unitesi) heterodimerizasyonu ile
instlin/IGF-1 hibrid reseptérleri olusur. Hibrid reseptérlerin biyolojik rold
hala tam olarak acik olmamakla birlikte, fonsiyonel calismalar IGF-1'e
instline kiyasla daha ylksek afinite gosterdiklerini dolayisiyla IGF-1
reseptdrleri gibi davrandiklarini diisiindiirmektedir?’.

insiilin reseptor ve IGF-1 reseptdr aktivasyonu ortak sinyal
kaskadini indiklemesine ragmen, aktivasyonun biyolojik etkileri farkhdir.
insdilin, glcli bir metabolik hormon etkisi gésterirken, IGF-1 biyime-
uyarici bir sinyal olusturmaktadir® (Sekil 2).
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Sekil 2. insiilin ve IGF1 sinyal yolagi #

2.2.3 Periferde ve Merkezi Sinir Sisteminde insiilin-Glukoz iliskisi

insdilin’in, birgcok doku ve organ Ulzerinde cok cesitli etkileri
olmasina ragmen, plazma seviyelerini belirleyen tek hire tipi, pankreatik 8
hiicreleri'dir®®. insiilin, gelisme-bliylime igin gerekli enerji depolarinin
surdurdlebilirligi ve plazma glukoz seviyelerinin regilasyonu olmak Uzere
tim metabolik homeostazi yakindan ilgilendiren oldukga dnemli iki temel
fonksiyona sahiptir. Bu fonksiyonlarin gerceklesebilmesinde Merkezi Sinir
Sistemi (MSS) anahtar bir rol oynamaktadir®*.

insiilin periferdeki etkisini, glukoz alinimini insdlin-duyarli

glukoz tasiyicisi GLUT-4 aracilidiyla saglayarak, kan glukoz seviyelerinin
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dismesine neden olarak gdsterir ve glukozun distk seviyeleri B hiicreleri
tarafindan insilin-duyarsiz GLUT-2 araciligiyla tanimlanarak instlin
sekresyonu azaltir®®. Insilin yag ve kas dokusunda, GLUT 4 (n
intraselller boélgeden plazma membranina translokasyonunu uyararak,

glukoz alinimini arttirmaktadir.

instilin ayni zamanda hiicre biliyimesi ve farklilasmasi
Uzerine uyarici etkiler géstermektedir. Yag, kas ve karaciger dokusunda,
lipogenezi, glikojen ve protein sentezini uyararak; lipoliz, glikojenoliz ve
protein  yikimini inhibe  ederek  substratlarin  depolanmasini
desteklemektedir. Insllin, karacigerde glukoz alimmini  stimile
etmemesine ragmen, glikojenoliz ve glukoneogenezi bloke ederken,
glikojen sentezini stimlle eder ve bu sekilde aglik kan glukoz dizeylerini
reglile eder % (Sekil3)?°.

Artan insiilin Reseptorii Aktif
Glukoz .
Alinim o
Cd
o
» Grb2/mS0OS
"
TE10 Tirozin fosforilasyonu
GLUT4 &
hilcre membran \R‘ _
(kas) . . Ras-GTP-aktif
(>~ PDK1/mTORC2 PI3-kinaz l
T ], . PIP3«—2—piP2

R Raf-aktif
- ﬂktjve PKB

. l
inhibe GSK3 \ MEK-aktif
J FOXO

b
| TSC2inaktif ERK 1/2-aktif
PEPCHKIG6Paz inaktif mTORC1-aktif 1
l ) l Artan Hiicre
Azalan Hepatik Artan Protein Buyiimesi
Glukoneogenez Sentezi

Sekil 3. insiilin sinyal yolaginin glukoz alinimi (kas,adipoz doku), glukoneogenez
(karaciger), protein sentezi ve hiicre biiyiimesi lizerine diizenleyici etkisi *°.
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Periferal dokularin aksine, Merkezi Sinir Sistemi (MSS)’ nde
glukoz transportunun codunlugu insilinden bagimsiz olsa da® 2,
néronlarda transport insllin-duyarh  GLUT-4 ve GLUT-8 le
gerceklesmektedir?’. Serebellum, hipotalamus ve hipokampiis insiilin-
duyarh GLUT-4 icermektedir, GLUT-8 ise intraseliler lokasyon
gOstermektedir, glukoz internalizasyonundan ziyade endoplazmik
retikulumda protein glikozilasyonuna katilmaktadir®®. instlin-duyarsiz
GLUT-1, glukozun kan beyin bariyerinden transportunu diflizyon
araciligiyla yapmaktadir, enerjiye gereksinim yoktur, transport doygunluga
gbre devam etmektedir®. Insilin-duyarsiz glukoz tasiyicilari GLUT-1
(astrositlerde), GLUT-3 (néronlarda) ve GLUT-5 (mikrogliada), MSS
tarafindan glukoz aliniminin biylik bir kismini gerceklestirmektedir®.
Pankreas tarafindan kullanilan glukoz tasiyicisi insilin-duyarsiz GLUT-2,
hipotalamusta bazi hiicrelerde gdzlenmistir®®. insilin’in bilissel ve sinaptik
gelisim Gzerine etkilerinin bir kisminin, insdlin duyarl glukoz tasiyicilari
aracili olabilecegi distiniimektedir?®.

insan ve hayvan davranis calismalarinda glukozun hafizayi
gUclendirici etkisinin oIduguzg, insdlin’in  biligsel ve sinaptik gelisime
katkisini y-aminobutirik asit (GABA), glutamat reseptoérleri ve alfa-amino-3-
hidroksi-5-metilizoksazol-4-propionikasit (AMPA) reseptoOrleri aracihgiyla

gerceklestirdigi tanimlanmistir®.
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Sekil 4. insiilin reseptérlerinin beyin dokusunda yogunluklarina gére dagihmi 2

2.2.4 Beyin Dokusunda insiilin Fonksiyon ve Sinyali

2.2.4.1 Beyin Dokusunda insiilin Reseptorii

Oldukga uzun yillar boyunca, beyin dokusu instlin-duyarsiz
27, 31

bir organ olarak tanimlanmigtir . llk defa 1960 larin sonunda kdpek
serebrospinal  sivisinda (CSF) immunoreaktif insdlin  varhidinin
belirlenmesi, dolasimdaki insdlinin kan-beyin bariyerini gecebildigine dair
bir kanit olarak kabul edilmistir®>. 1970 lerin sonunda ratlarda yapilan

calismada, beyinde insilin reseptdrlerinin kesfi ile®

, insulinin  beyin
fizyolojisinde énemli bir rol oynadigi, serebral insulin sinyalinde ve glukoz
homeostazinda meydana gelen bozukluklarin beyin patolojisi Gzerinde
etkisinin  olabilecegi belirtilmistir’’. insilin reseptdrleri (IR) beyin
dokusunda 0Ozellikle olfaktdér bulb, hipotalamus, serebral korteks,
serebellum ve hipokampuUste yiksek konsantrasyonda olmak Uzere c¢esitli
bélgelerde bulunmaktadir®™ 3 (Sekil4). Ayrica insiilin reseptérleri
néronlarda yilksek, gliada ise diisilk konsantrasyonlarda bulunmaktadir®*.

Yetiskin memeli beyninde, ndéronlarda yidksek konsantrasyonda néron-
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spesifik tip ve glial hiicrelerde distk yogunlukta periferal tip olmak tzere
iki tip IR gbzlenmistir®®. Néronal insiilin reseptériiniin molekiiler yapisi ve
bircok biyokimyasal 06zelligi bakimindan periferal dokularda bulunan
reseptoriinden farksiz oldugu belirtilmistir®. Ancak, néronal insilin
reseptérinin  a ve [ altlnitelerinin  molekiler agirhd1 periferal
dokulardakine oranla daha azdir®’. Néronal insilin reseptdrii, periferal
dokulardaki insulin reseptérinun aksine yuksek insulin

konsantrasyonlarina maruz kaldiginda down-regiilasyona ugramaz>®.

2.2.4.2 Serebral insiilin Kaynagi

Yetigkin beyninde insdlin blylk oranda perifer kaynakhdir,
pankreatik B hlcrelerde sentezlendikten sonra CSF araciligiyla beyin

dokusuna tasinmaktadir®®42,

insllin, reseptér aracih  doygunluk duyarli transport
mekanizmasi ile kan-beyin bariyerini asarak santral sinir sistemine girer**
3. 3942 nsillin kan-beyin bariyerini, yaklasik 0.5-0.6 pl/g-dak oraninda,
cesitli calismalarda belirtildigi sekilde ise sinirlar biraz daha genisletilecek
olursa 0.2-1.7 pl /g-dak oraninda gecmektedir*®. insiilin transportu beyin
dokusunun farkh bdlgelerinde farkli hizda gergeklesmektedir. Olfaktér
bulb, transportun en hizli oldugu bdlgedir, diger beyin bdlgelerine gbére
transport 2-6 kat daha hizli gerceklesmektedir. Olfaktér bulb ayni
zamanda  insdlin proteininin44 ve reseptorlerinin - en  ylksek
konsantrasyonda bulundugu bdlgedir* *6. Yapilan calismalarla, inslinin
kan-beyin bariyerini gegisinin c¢esitli durumlardan etkilendigi gdsterilmigtir;
uzun sdreli aclik, obezite, yaslilik, deksametazon tedavisi gibi faktorler
instlinin  MSS’ye transportunu azaltirken, Diabetes Mellitus’'un bazi
modellerinde ve neonatal dénemde artmaktadir®®. Buna karsin, hem

olgunlasmamis hem de olgun memeli néronal hicrelerinde preproinsilin |
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ve Il mRNA varliginin ve instlin sentezinin belirlenmesi*” % 4°

ile insdlinin
kiicik bir kisminin beyinde, de novo sentezlenebildigi®® onaylanmistir.
Lacroix ve ark.nin c¢alismasinda memelilerde ekstrahepatik insdlin
kaynaginin sadece olfakiér mukozadaki kic¢lUk bir hicre grubu oldugu
belirtimistir’. Ek olarak, insilin mRNA’ si hipokampiisiin piramidal
hicrelerinde, medial prefrontal kortekste, enthorinal kortekste, perirhinal
kortekste, talamusta, olfaktor bulb’in grandl hiicrelerinde ve hipotalamusta

52, 53

ylksek oranda bulunmustur . Buna karsin, glial hdcrelerde instlin

mRNA’ sinin varligina ya da sentezine dair bir kanit bulunamamistir®®.

YUkselen periferal insulin seviyeleri, akut olarak beyin ve
serebrospinal sivi insulin seviyelerini yllseltir, buna kargin uzayan periferal
hiperinsilinemi  kan-beyin  bariyeri insilin  reseptdrlerinin  down-

reglilasyonunu uyararak beyin dokusuna insiilin transportunu azaltir®* °°,

2.2.4.3 Beyinde insilin Aktivitesi

insiilinin beyinde pleiotropik aktivite gésterdigi belirtiimistir>®,
instlin beyin glukoz metabolizmasindaki regulatér etkisine ek olarak,
néromodulatdér ve ndroendokrin bir molekdl gibi davranmakta, néronal
gelisim ve sagkalimda énemli bir rol almaktadir’®® °’. insilinin, MSS de
sinirsel gelisim ve sinaptogenez Uzerinde bir blyime hormonu gibi rol

oynadigi belirtilmistir®®.

Gevresel faktdrler, metabolik ve hormonal sinyallere cevaben
besin alimi ve enerji tUketiminin regllasyonu ve enerji dengesinin kontroll
hipotalamusta gercgeklesir. Insiilin, regiilatdr peptid ve nérotransmitterlerle
etkilesimi sayesinde yemek yeme, hafiza ve 6grenme davraniglar ile
iligkili sUregleri aktive edebilir. Beyinde insdlinin etkin aktivitesini

gbsterebilmesi igin enerji, glukoz ve lipid homeostazinin strddrdlebilirligine
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ihtiyac duydugu kabul edilmektedir®*. Beyinde insilin, yeme davranisinin
kontrolU ile ilgili olarak enerji ve glukoz homeostazinin korunmasi igin
oreksijenik ve anoreksijenik ndéromoduilatérlerle etkilesim halindedir.
Hipotalamusta insdlinin etkilesim icinde oldugu katabolik faktorler;
serotonin, 5-hidroksitriptamin (5-HT), leptin, melanokortinler iken; anabolik
néropeptidler ise noéropeptid Y, agouti related protein (AgRP) ve
melatonin’dir®. Insdilin, ayrica kognitif fonksiyonlar Gizerinde etkileri oldugu
bilinen asetilkolin ve norepinefrin’in MSS seviyelerinin regilasyonunda da

etki gdsterir®® .

Serebral insdlin reseptérinin akut stimdlasyonu, insilinin
intraserebroventrikiler enjeksiyonu ile de artabilir. Bu durum, serebral
kortekste glikolitik enzimler hekzokinaz ve fosfofruktokinazin doz bagimli
stimilasyonunu aktive eder®', ayni zamanda insilinin beyin piriivat
dehidrogenaz® ve kolin asetiltransferaz®® enzimleri izerinde de stimilatér
etkisi vardir. Bu bulgular, beyinde hem glikolitik akisin hem de pirtvat
oksidasyonunun insdlin tarafindan, non-néronal dokulardaki hormonal

etkisine paralel bir sekilde, stimiile edildigini géstermektedir®.

Ayrica insulin, glutamat ve GABA reseptorleri gibi stimUlator
ve inhibitdr reseptdr aktivitelerinin modulasyonunda ve uzun dénem
hafizanin korunmasinda gerekli gen ekspresyonlarinin dizenlenmesinde

rol alan sinyal yolaklarini tetiklenmesinde rol oynamaktadlrso.
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2.2.5 insiilin Sinyal Yolagi

insiilin periferde oldugu gibi, beyinde de etkilerini, reseptérii
araciligiyla, insdlin  reseptér substrat/fosfotidilinozitol-3-kinaz  yolu
(IRS/PI3K) ve mitojen aktive protein kinaz (MAPK) yolu aracihgiyla
gosterir®® 54 % Beyin dokusunda, instilin ve IGF1 sinyalinin iligkili oldugu
belirtilmistir27. Merkezi sinir sisteminde, insilin ve IGF1 sinyali, bilissel
fonksiyonun regiilasyonu ve siirdirilmesinde énemli bir rol almaktadir®®.
instilin ve IGF1 reseptéril tetramerik yapida olup, 2a ve 2B alt
(initelerinden olusmaktadir®”. Insilin o alt birimine baglanarak, B alt
biriminin transfosforilasyonuna ve konformasyonel degisikligine neden
olarak sinyal kaskadinin baslamasini uyarir®’. Aktive IR'nin intraseliiler
substratlarinda biri olan IRS, insilin reseptérinin fosforile rezidlsline
baglanarak, hucre igin metabolik ya da mitojenik etkilerine bagli olarak
PI3K ya da Ras yolagini aktive eder®.

PIBK yolaginda, regulatér p85 altbirimi ve katalitik p110
alttnitesi, fosfotidilinozitol-4,5-difosfat (PIP2) fosforilleyerek
fosfotidilinozitol-3,4,5-trifosfatin (PIP3) olusumunu saglar. PIP3, fosfoinozit
bagiml protein kinaz 1’in (PDK1) fosforilasyonunu uyararak serin/threonin
kinaz Akt (Protein Kinaz B) ve Protein Kinaz C’yi iceren kaskattaki diger
enzimleri aktive eder®* . Akt aktivasyonu glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3)
ve 6-fosfofrukto-2-kinaz gibi metabolik enzimleri ve ayrica GLUT-4’0in
intraselller kompartimandan plazma membranina translokasyonunu
uyararak glukoz metabolizmasi izerine etki eder®® % °_ Aktive Akt, 6Snemli
bir proapoptotik protein olan Bcl-2 ailesi Gyesi BAD'I fosforilleyerek
inhibisyonuna neden olur’'. Ayrica aktive Akt, apoptoziste (Bcl-2 ailesi
dyesi Bim araciligiyla) ve hicre biylimesinin inhibisyonunda rol alan
sinyal molekdillerinden forkhead box (FoxO) proteinlerinin fosforilasyonunu

da tetikler’?. Hiicre bilylimesi ve metabolizmasi {zerine insilin sinyali
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aracihgi ile etki eden “mammalian target of rapamisin” (mTOR) yolagl da
PI3K-Akt aktivasyonu ile regile edilmektedir®® (Sekil 5).

@ ;
... Insiilin
L YL X

Gen Ekspresyonu Translasyon

Sekil 5. Beyin Dokusunda insiilin Reseptor Sinyali ™.

PI3K, insilin ve IGF1’in mitojenik ve metabolik aktivitesinde
oldukga 6nemli bir role sahiptir®. Aktive PI3K/Akt sinyal yolagi glikojen
sentaz kinaz 3 (GSK-3)'in a ve B sitozolik formlarini serin 21 ve 9
rezidiisinden fosforilleyerek inhibe eder®” *. GSK-3, glikojen
metabolizmasi, gen transkripsiyonu, apoptozis ve mikrotlbil stabilitesi gibi
cesitli hicresel olaylarda yer almaktadir. GSK-3 aktivitesi, instlin ve Wnt
sinyal yolaklari tarafindan kontrol edilir’*. GSK3-a' nin AmiloidB (AB)
peptid olusumunun regiilasyonuna katkisinin oldugu’™ ve diger taraftan
GSK3-p’nin tau fosforilasyonunda rol oynadigi diisiiniilmektedir’®. Yapilan
néronal hlcre Kkaltir cahsmasinda GSK3-f'nin tau fosforilasyonunu
arttirdigi ve tau’nun mikrotiibil affinitesini azalttigi belirlenmistir’” (Sekil 6).
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Whnt sinyali, GSK3-f’nin reglle ettigi B-katenin araciligiyla ise, MSS’de
sinaptik plastisiteye aracilik etmektedir®.

IR | o altbirimi
Hiicre Membrani
B altbirimi
Glukoz Metabolizmasi / * \ Glukoz Metabolizmasi
ATP Olusumu ATP Olusumu
PI3K
| Protein Kinaz B/Akt |
r— <__GK-3a |
|
ERIGA;pHB intraseliller | APPs+AB
Protein katlanmasi APPs+Af | salinmi Tau fosforilasyonunun kontrolii /
Protein dedig-tokugu olugumu ! Hiperfosforilasyonun inhibisyonu
. Stimilasyon/Aktivasyon :;LZ:::;:;::HWSEIME[

© inhibisyon/Rediiksiyon

Sekil 6. Normal kosullar altinda insiilin/insiilin reseptériiniin tau protein ve Ap
peptid metabolizmasi Gizerindeki etkileri *°.

Belirtildigi gibi hem instlin mRNA si1 hem de IR, 6grenme ve
hafiza icin 6nemli bir bélge olan hipokampuUste ylksek oranda eksprese
edilmektedir, ki bu durum insudlinin bilissel fonksiyonda rolt olabilecegini
desteklemektedir®®. insilinin bu etkisinin tam mekanizmasi acik
olmamakla birlikte, insulin tarafindan uyarilan PI3K ve MAPK sinyal
yolaklarinin  6grenme ve hafizada kritik katkilarinin  olabilecegi
diistinilmektedir®'.

Son yillarda yapilan calismalarda, IR sinyalinin sinaptik

fonksiyon ve dendritik morfoloji icin dnemli oldugu belirtilmistir. insilinin
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néronal sagkalim Uzerindeki etkisini GABA sinyal yolagini aktive ederek
gerceklestirdigi disiiniilmektedir®.

2.2.5.1 insilin ve Serebral Amiloidozis

Beyin dokusunda Amiloid-B (AB) birikiminin ndronal
fonksiyon bozuklugu, nérodejenerasyon ve demansa yol acan olaylar
zincirini baglattigi ileri strlilmektedir’®. AB peptidin &ncill proteini olan
Amiloid Prekirsér Proteini (APP) hiicre disi blyutk bir N terminal domain,
hucre zarini gegerek sitoplazmaya uzanan transmembran domain ve kisa
sitoplazmik C terminal domainden olusan integral tip 1 membran
glikoproteindir’®. APP’nin normal fonksiyonlari tam olarak anlagilamamistir
fakat elde edilen kanitlar ile APP’nin hlcre baglantilarinda, néronlarin
canhliginin, akson ve dendritlerin uzamasinin didzenlemesinde dnemli
rolleri oldugu ileri sirtlmektedir. APP’nin hicre digindan sinyalleri alarak
hiicre icine ileten hicre ylzey reseptéri olarak fonksiyon gérdigine dair
gorusler olmakla birlikte APP’nin ligandlari ve sinyal yolagindaki
etkilesimleri tam olarak belirlenememistir®®. Nérotoksik APP-AB oligomerik
fibrillerinin  veya c¢6zlinemeyen agrege fibrillerin (plak) birikimiyle
sonuglanan APP’nin disregulasyonu Alzheimer’in patolojik
karakteristiklerinden biridir. APP, B ve y sekretazlarin ardisik olarak
proteolitik yikimi ile AR peptidini olusturmaktadir®'. Patofizyolojik olarak
APP gen ekspresyonunun artisi degisen proteolizi ile birliktedir ve 40 veya
42 aminoasit uzunlugunda AR peptid agregatlarinin birikimi ile sonuglanir.
Presenilin1 (PS1), Presenilin2 (PS2) ve APP genlerinde mutasyon veya
Apoliprotein-E €4 (ApoE-¢4) allelindeki kaltimsal bir hasar, beyin
dokusunda AB peptid sentezi ve birikiminin artisindan sorumludur®® (Sekil
7).
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insiilin ve IGF-1'in AB metabolizmasinda etkilerinin oldugu
bilinmektedir®® 8. insilin, direkt olarak intraselller AB peptid
sekresyonunu arttirir ve ndéronal intraselller etkilesimi stimile ederek
intraseliiler AB peptid seviyelerini azaltir®. intraseliiler AB (1-40) ve AB (1-
42) seviyeleri, MAPK sinyali tarafindan uyarilan, golgiden plazma
membranina APP/AB transportunu hizlandirilarak, azaltilir®, Dolayisiyla,
beyin dokusunda dusUk insulin seviyeleri, AB’nin intraselller ortamdan
ekstraseliller ortama saliniminin azalmasi lzerine etki edebilir®*. Buna ek
olarak, insdlinin ekstraselller AB seviyelerini, ekstraselller ortama APP
sekresyonunu arttirarak ve degredasyonunu insulin-degrade enzim (IDE)

31, 34, 82

araciligiyla inhibe ederek, arttirdigi belirtilmigtir iiging bir sekilde
¢bzlnebilir AB’'nin insilin reseptérine baglanarak beyin insdlin sinyal

iletiminin bozulmasina neden olabilecegi belirtilmistir®.

Carro ve arkan yaptigr cahsmada, IGF-1'in de A
metabolizmasinin dizenlenmesinde &6nemli bir rol oynadigi, rat ve
farelerde serebral AB seviyeleri ile serum IGF-1 seviyelerinin korele oldugu

belirtilmistir®.

Albumin ve transtretinin A nin beyinden transportuna
katkida bulundugu, timor nekrozis faktdr o’'nin (TNF-a) ise AB’nin
yikiminda IGF-1 U(zerine bloke edici bir etkisinin oldugu belirtilmigtir.
intrakarotid TNF-a eklenmesi, IGF-1 indikli alblimin ve transtretinin
koroid pleksusa gecisini engellemektedir. Bu etki, CSF’'de cbézlinebilir
AB’nin  birikmesini indikleyen IGF-1’in inhibisyonu ile paralellik
gOstermektedir. instilin-IGF1 sinyali serebral amiloidozisin
dizenlenmesinde, TNF- a nin etkilerine zit gbérev alarak énemli bir rol

Ustlenmektedir®’.
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Diabetes Mellitus Tip Il Diyabet
Obezite Beyin Insiilin Eksikligi
Periferal insiilin Rezistansi i insiili MSS Metaholik Disfonksiyon
BS"".' -ylin MSS Oksidatif Hasar
ezistansi

APP
Ekspresyonu

1 Tau Patoloji

1 Gsk3p
ApolipoproteinE ¢4
Prasenilin — /
Mutasyonu

Plaklar
/ Oligomerler

=

ADDLs

Sekil 7. Beyin insiilin rezistansi ve APP-AB agregasyonu %,

2.2.5.1.1 IDE (insiilin Degrade Enzim)

IDE farkli dokularda farkli sekilde eksprese edilen 110 kDa
molekil agirhginda bir sitozolik metalloendoproteazdir’®.  Karaciger,
bdbrek ve kas dokusunda oldugu gibi beyin dokusunda da®® yiiksek
oranda eksprese edilerek, AR’nin beyin dokusundan uzaklastiriimasinda

dnemli bir rol oynamaktadir®”%°

. IDE, farkli grup substrati degrade edebilir.
insiilin, transforming growth faktér a, atrial natritiretik peptid ve insiilin
benzeri buyime faktord I, yiksek affinite (km~0.1uM) gbsteren substratlar
iken; glukagon, epidermal growth faktor, instlin benzeri biyime faktoérd |
ve AP analoglar disik affinite (kn>2 pM) gdstermektedir®” %. IDE’nin
instlin ve AR’ ya degrade edici kapasitesi, intraselller metabolik duruma
gbre degisiklik gdsterebilir. Normal insan beyninde, nétral pH'da®” IDE

temel ¢bzinebilir AB peptid degrade edici enzimdir, fakat en yiksek AR
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peptid degrade edici aktivitesini pH 4 ile 5 arasinda gésterir®®. Rat kortikal
hucrelerinde, IDE’'nin, AB (1-40) ve AB (1-42)’'nin norotoksik etkilerini
ortadan kaldirabilecegi gésterilmistir”. Asiri insiilinin, AB (1-40) ve AB (1-

42)’'nin  degradasyonunu neredeyse

tamamiyla

inhibe edebilecegi

belirtilmistir®®. IDE’'nin yiksek insilin konsantrasyonlarinda, insiiline

ApB’dan ¢ok daha yuUksek affinite gbsterdigi, dolayisi ile hiperinsilineminin

AB atilim mekanizmasini engelledigi belirtiimektedir®.

Tau Protein
[ =}
[ -

insiilin Eksikligi ==
1 GBK-3p
T P38 MAFK
T JNK

+ PP2A

-
=0

l, ROS

Hiperfosforile Tau

e

R
&

insoluble Fibriler

Tau Agregatlan
Nérofibriler Yumaklar e ——
Sinaptik iletisimsizlik

insiilin Rezistansi

T

% Tau Ubikitinilasyonu

Oksidatif stres
Néroinflamasyon
Mitokodrial Disfonksiyon
Hiicre Oliimii

Sekil 8. Tau patolojisinde insiilin rezistansi ve eksikliginin roli .
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2.2.5.2 insilin ve Tau Fosforilasyonu

Tau, mikrotibul-iligkili protein ailesine ait, mikrotibdl
olusumu ve stabilizasyonundan sorumlu bir proteindir®™. Fizyolojik sartlar
altinda N-terminal domain ve mikrotibudl baglayici domaine bdlinar; N-
terminal domain nérofilamentler, spektrin, aktin gibi diger sitoskeletal
proteinlerle etkilesim halinde iken, mikrotibul baglayici domain aksonal
transportunun regulasyonu ile tibulin polimerizasyonu ve stabilizasyonunu

saglamaktadir'™*.

Tau proteini igin fosforilasyon, ubikitinilasyon, glikozilasyon,
nitrasyon, glikasyon, oksidasyon ve deaminasyon gibi pekgok post-
translasyonel modifikasyon tanimlanmaktadir. Tau proteininin serin,
tirozin ve threonin bolgelerinden fosforilasyonu ve defosforilasyonu, gesitli
protein kinaz ve protein fosfatazlar tarafindan regile edilir’®. Tau
fosforilasyonundan sorumlu protein kinazlar arasinda; ATP-bagimli PK®*3®
ve PK®™40% " protein kinaz-1-glikojen sentaz kinaz-3B ¢ bulunmaktadir, ve
timd  insdlin  bagimh gdrev yapmaktadir®®. Tau proteininin asiri
fosforilasyonu  “taupathies” olarak isimlendirilen  ndérodejeneratif
hastaliklarla baglantiidir. Asiri fosforile tau’nun mikrotbdlle baglantisi
zayifladigi icin mikrotbdl stabilizasyonu dagiimaktadir. Noéronlarda,
hiperfosforile tau’ nun tersiyer yapisinin bozuldugu, anormal filament
yapisina burindagu “Paired Helical Filament” (PHF) ve bunlarin
olusturdugu “neurofibrillary tangle” nérofibriler yumak (NFT) yapilarinin
Alzheimer hastaliginin temel karakteristik 6zelligi oldugu bilinmektedir® %.
Fibriler tau’nun intranéronal birikimi, néronal sitoskeletal agin ve aksonal
transportun  bozulmasina yol acarak sinaptik iletisimsizlige ve

nérodejenerasyonun ilerlemesine neden olur®.
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instilin  ve IGFnin tau gen ekspresyonunu® ve
fosforilasyonunu in vivo® ve in vitro’® olarak regiile ettigi belirtilmistir (Sekil
8). Alzheimer'da beyin insiilin ve IGF rezistansi, PI3K-Akt sinyalinin® ve
Whnt/B-katenin sinyalinin azalmasi, GSK3-B aktivasyonunun artmasi ile
sonuglanir®®. Ek olarak, tau hiperfosforilasyonu, siklin-bagiml kinaz 5 (cdk-

5) ve c-Abl kinazlarin artmis aktivasyonu'®

99, 101

ve protein fosfataz 1 ve 2A’nin
inhibisyonu ile iligkilidir. Hong et al.’un ¢alismasinda glikojen sentaz
kinaz 3 (GSK-3)'in insan néron hicre kaltlrlerinde mikrotdbdl iligkili
protein tau’nun fosforilasyonunda rol alabilecedi gdsterilmistir’”. Hem
néron kultdrleri hem de transjenik farelerde yapilan ¢alismalarda aktif form
GSK3-B'nin  overekspresyonunun tau fosforilasyonunu  arttirdig
gdzlenmistir'®. Bunlara ek olarak, instlin ve iliskili hormonu IGF-1, GSK3-
B aktivitesini inhibe ederek tau fosforilasyonunu azaltmaktadir’’. IRS-2
(insUlin reseptor substrat) knockout farelerde yapilan bir ¢galismada insalin
veya IGF-1 sinyalindeki bozulmanin beyinde tau fosforilasyonunu arttirdigi
belirlenmistir®®. Bu calismalarla, in vivo nérofibril-yumak patolojisinde
instlin ve IGF-1 in direkt etkilerinin yanisira, AB Uzerindeki etkileri
araciligiyla tau fosforilasyonu Uzerinde indirekt etkilerinin de olabilecegi
belirtimektedir"’. Insdlinin, tau regllasyonu (zerinde cift yénll etki
gOsterdigine dair bulgular da bulunmaktadir. Kisa sdreli insulin
tedavisinden (1 dak) sonra, tau protein fosforilasyonu ve GSK3-f aktivitesi

103

artmaktadir ™. Oysaki uzun sdireli insilin maruziyeti GSK3-B aktivitesinin

down-regiilasyonunu tetiklemektedir’”.

Bu Dbilgiler, APP metabolizmasinin, intraseliler APP
sekresyonu ve amiloid-f peptid olusumunun, APP nin ve ABnin
ekstraselller bogluga saliniminin ve de tau fosforilasyonunun dengesinin,
ATP ve asetilkolin aktivasyonunun dahil oldugu insdlin/insulin reseptér
sinyal iletiminin kontrol( altinda oldugunu desteklemektedir®®. (Sekil 6)
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2.3 Diabetes Mellitus Ve Beyin Dokusu

2.3.1 Diabetes Mellitus ve Bilissel Fonksiyon Bozukluklari

Diyabetli ve bilissel fonksiyon bozukluguna sahip ilk hasta
1922 yilinda gérilmistir'® ve o tarihten itibaren diyabette bilissel
disfonksiyonlarin  énemini anlamak igin ¢ok sayida c¢alisma dizayn
edilmistir'®. Son yillarda yapilan calismalarla, bilissel disfonksiyon
bozukluklari ve demans Diabetes Mellitus’'un komplikasyonlari arasinda
gosteriimektedir'®. Yapilan cok sayida calisma obezite ve/veya insilin
homeostazindaki degisikliklerin sadece vaskuller demans degil Alzheimer
icin de risk faktorlerinin artigi ile iligkili oldugunu belirtmektedir'®. Ayrica
Tip | ve Tip Il Diabetes Mellitus, gesitli noérofizyolojik fonksiyonlarin
azalisinda énemli risk faktérleridir'®. Diyabetli hastalarda yapilan post-
mortem beyin ¢alismalarinda, demansa beyin dokusunda mikrovaskdler
lezyonlarin ve Alzheimer karakteristigi olan amiloid plaklarin eglik ettigi

ortaya cikmistir'®®.

Tip | diyabetli hastalarda en ¢ok gb6zlenen bilissel
bozukluklar; bilgi igleme hizinin, psikomotor yetkinliginin, dikkatin ve
mental fleksibilitenin azalmasi yéninde iken, Tip Il diyabetik hastalarda
hafiza ile ilgili sorunlarin arttigi, psikomotor hizda ve frontal lob
fonksiyonlarda azalma seklinde gdzlenmektedir'®. Diyabetin kontrol altina
alinmasi ve diyabetik komplikasyonlarin azaltiimasiyla biligssel fonksiyon

bozukluklarinin geriledigi gérilmektedir'®.

Diabetes Mellitus’da g6zlenen serebral lezyonlar ve bilissel
disfonksiyonlarin patofizyolojisinde hiperglisemi, vaskuler hastaliklar,
hipoglisemi ve insllin rezistansinin etkili bir rol oynayabilecedi
diistinlilmektedir'®. Diyabetin beyin yaslanma siirecinde serebral atrofiyi
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97 insilin ve glukoz

hizlandirarak etkili olabilecegi belirtiimektedir
homeostazindaki  degisikliklerin, beyin insilin ve reseptérinun
fonksiyonlarini  etkileyebilecegi ve diyabetin bu gekilde B-amiloid
oligomerizasyonu ve tau hiperfosforilasyonuna katkisinin olabilecegi

dustniimektedir®’.

Hiperglisemi indiikli
"Mikrovaskiiler Hasar"

Serebrovaskiiler Hasar
"Makrovaskiiler Hasar"

insiilin Rezistansi ‘

Diabetes Mellitus'da
Kognitif Fonksiyon Bozukluklarn

A -

. . Hipoglisemi
C-peptid Eksikligi

Apoz4 Allel Eksikligi

Sekil 9. Diabetes Mellitus’da kognitif fonksiyon patofizyolojisine katkisi oldugu
diisiiniilen olasi mekanizmalar '%.

2.3.2 Diabetes Mellitus’ta Bilissel Disfonksiyon Patofizyolojisi

2.3.2.1 Hipergliseminin Roli

Glukoz, beyin dokusu igin temel enerji kaynagidir, ancak
kronik hiperglisemi beyin igin istenmeyen bir durumdur'®. Hiperglisemi,
periferal organlarda etkilerini, poliol pathway aktivasyonu, gelismis
glikasyon son Jdrunleri (AGEs), protein kinaz C’nin diagilgliserol
105, 107

aktivasyonu ve heksozamin yolaginin artmis glukoz santi ile
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gosterirken beyinde de ayni mekanizmalar gecerli olabilir, diyabetik
hastalarda belirlenen bilissel fonksiyon degisikliklerine bu sekilde katki

105

yapabilir ™.

Beyin yaslanma surecinden sorumlu olan
hiperglisemi/hiperinstlinemi’nin toksik etkilerine 1) AGE birikimi, 2) artan
oksidatif strese eslik eden reaktif oksijen tdrlerinin (ROS) artigi 3)
mikrovaskuler patoloji olarak siniflandirilan 3 mekanizmanin aracilik ettigi

dustintlmektedir'®1%,

Diyabette beyin yaslanmasinin arttigi, yapilan deneysel
hayvan modeli calismalari tarafindan da desteklenmistir'®. Streptozotosin
enjekte edilmis ratlarda (glukoz konsantrasyonlari 27,4+0,3 mmol/litre,
kontrol grubunda ise 5,9+0,1 mmol/litre) kranial sinirlerde, siyatik sinirde,
serebral korteks ve retinada artmis poliol yolagi aktivasyonu sonucu
artmis sorbitol miktarlar élctiimistir'®. Bu yolagin diyabetik insanlarda

nérobilissel disfonksiyona katkisi net olarak bilinmemektedir'®.

AGE ve reseptoric RAGE’ lerin diyabetin serebral
komplikasyonlarinin gelisimine katkisi ¢ok agik olmamakla beraber,
diyabetik farelerde (32% HbA1c, kontrol grubunda 12%) biligsel hasarla
birlikte néronlar ve glial hicrelerde RAGE ekspresyonunun arttigi

19 |nsanlarda yapilan postmortem doku calismalarinda ise

g6zlenmigtir
Diyabet+Alzheimer  grubunda  N-karboksimetillizin  (AGE  tirevi)
konsantrasyonlarinin sadece Alzheimer grubuna oranla daha ylUksek

oldugu bulunmustur'*°.

Hiperglisemi ayni zamanda, reaktif oksijen tirlerini (ROS)
arttirarak son organ hasarinin olusmasina neden olur'®. Streptozotosin
induklt diyabetik ratlarda (kan glukoz seviyeleri 20,72+2,25, kontrol
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grubunda ise 6,04+0,64 mmol/litre) RAGE, galektin-3 (proaterojenik
molekdl) ve poliol yolagdi aktivasyonlarinin beyin dokusunda artmis oldugu;
glikolitik bir enzim olan gliseraldehit-3-P  dehidrogenaz aktivitesinin

azaldigi ve sliperoksit seviyelerinin yiikseldigi belirtiimistir' .

Diyabetik hayvanlarin beyin dokularinda gb6zlenen diger

biyokimyasal degisiklikler ise, azalan asetilkolin seviyeleri''

, serotonin
turn-overi, dopamin aktivitesi ve artan norepinefrin seviyeleridir''®. Bu
degisikliklerin de bilissel fonksiyon bozukluklarina katkisinin olabilecegi'®

ve tUmandn insdlin tedavisi ile geri donasturalebilir oldugu belirtiimektedir.

2.3.2.2 Hipogliseminin Roli

Hipogliseminin bilissel disfonksiyonlar Gzerindeki etkisi hala
tartismal bir konu olsa da klinisyenler tarafindan yasa bagimli bir etkisi
oldugu belirtiimektedir. Hipogliseminin biligssel fonsiyonlar Gzerine etkisi,
genc yasta gbzlenirken, yaslanmaya bagli olarak bu etkinin azaldigi

belirtilmistir'®

. Yapilan bazi hipotezler, hipogliseminin ndéronal hasar
uzerindeki etkisinin N-metil D aspartat (NMDA) reseptorlerinin asiri
aktivasyonu sonucu meydana geldigini 6ne sirmektedir''. NMDA
reseptdr antagonistlerinin varliginin, néronal nekrozu 6nledigini ve bu
sekilde hipogliseminin indUkledigi beyin hasarinin potansiyel terapisi

olabilecegini desteklemektedir''°.

2.3.2.3 insiilin Rezistansinin Rolii

instilin, enerji homeostazi ve besin alimi Gzerindeki
modulatér etkilerinin yani sira, énemli bir nérotrofik faktér olarak da rol
almaktadir®® 3 9. 116. 117 " Bir taraftan hiperinsilineminin Alzheimer igin bir

risk faktéri oldugu belirtilirken, diger taraftan instlinin dnemli bir nérotrofik
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faktdr olmasi, insdlin rezistansinin beyin dokusu (zerindeki paradoksal
etkilerini  aciga  cikarmaktadir'®.  Insdlin’in,  beyinde  iimli
konsantrasyonlarda  norotrofik  etki  gOsterirken,  ¢cok  ylksek
konsantrasyonlarda AB atiliminin azalmasi ile iligkili olabilecegi

belirtiimektedir®.

instlin  rezistansinin,  biligsel fonksiyonlar  Gizerindeki
mekanizmas! ¢ok acgik olmamakla birlikte nérotransmisyon ve hafiza

1% Insiilinin serebral glukoz

tzerine etkilerinin oldugu dusuntlmektedir
metabolizmasi Uzerindeki tartismali etkilerine ragmen, tip 2 diyabet
olusumuna katkisi olan insilin rezistansinin, Alzheimer’in patogenezinde

de rol oynayabilecegi distiniiimektedir'®.

instlin rezistansi ve Tip 2 Diabetes Mellitus kognitif
disfonksiyonlarin olusumuna yukarida anlatilan diger mekanizmalara ek
olarak 3 indirekt mekanizma ile katkida bulunur. 1: Tip 2 diyabetik
hastalarda kognitif disfonksiyonlar inflamatuvar markerlarla koreledir, ve
artan inflamasyon Alzheimer'in veya makrovaskuiler hastaliklarin
gelisimine katki saglayabilir’®. Tip 2 diyabetik hastalarda, C-reaktif
proteini, a-1-antikimotripsin, IL-6 ve interselller adezyon molekuld-1

118

yuksek degerlerde goérulmektedir =. Bu bulgular, insllin rezistansi ve

Alzheimer hastaliginin artan inflamasyon nedeni ile ortak bir patofizyolojiyi

105

paylastigini desteklemektedir ™. 2: Hipotalamik-hipofiz adrenal aksisin

"9 ve hayvan'® calismalarinda

bozulmasi. Tip 2 diyabetik insan
hipotalamik-hipofiz adrenal aksisin artan serum kortizol seviyeleri ile
birlikte up-regule oldugu belirtilmigtir.  Hiperkortizoleminin  biligsel
disfonksiyonlara yol agtigi bilinmektedir'®. 3: Senil plaklarin olusumunu
uyarmak. Ekstraselller senil plaklarin ana bileseni olan B-Amiloid ve
intraseltler ndrofibriler yumaklarin ana bileseni olan tau proteini

Alzheimer’in patolojik belirtecidir'?' '?2_ insiilin ve ins(ilin rezistansi ile APP
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ve Amiloid-B peptid metabolizmasi arasindaki iligkide IDE’nin rolinin de
olabilecegi belirtiimistir®>.

inslilin reseptér sinyalinin hafiza ve 6grenmede olasi
etkilerinin molekller mekanizmalari Sekil 10’da &zetlenmistir. insilin
reseptér aktivasyonu hafiza olusumuna 1) Glutamaterjik ve GABAerjik
transmisyon modilasyonu araciliiyla, 2) Shc-MAPK yolaginin
aktivasyonunun uzun dbénem hafiza igin gerekli gen ekspresyon
regllasyonu Uzerine etkisi araciligiyla, 3) G-protein iliskili reseptér ve PLC
interaksiyonunun PKC'yi aktive ederek kisa dénem hafiza Uzerine etkisi
aracihgiyla, 4) PI3K sinyal yolaginin NO olusumunu tetiklemesi araciligiyla
katki yaptigi diistiniilmektedir®.

Glutamaterjik B
presinaptik ug GA_EAEFJ”‘
presinaptik ug

_______

'-*-Caz
Grb2/SO5 +—— PI3K ————=F = = = =|— & —

‘IO

4 | Arglnln
PPz W ‘L
¥
1P3 Ras PDK eNOS _.. GABA
/ J * i reseptdr
\ 2+ Raf __NO
PKC Ca * Akup\r‘(: Smap’uk etki
MEK Néronal
' sajkalim /
MAPK \‘
~ Gen - HAFIZA
Transkripsiyonu f

Sekil 10. Haflza iligkili néronal aktivasyonun insiilin/insiilin aracili regiilasyonunun
olasi 6zeti*®
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2.4 Diabetes Mellitus ve Alzheimer Arasindaki Olasi iligki

Tip | ve Tip Il Diabetes Mellitus, etiyoloji ve patogenez
bakimindan farklilik gésterse de, kronik hiperglisemi ve bozulmus insdlin
aktivitesinin yarattigi ayni sonuclari paylasir. Diabetes Mellitus, vaskdiler,
renal rahatsizliklar, periferal néropati ve retinopati gibi ¢esitli patofizyolojik

bozukluklarla iligkilidir'3.

Yapilan calismalar Diabetes Mellitus ve Alzheimer
arasindaki olasi iligkiye dikkat cekmektedir. Alzheimer hastalarinda
yapilan calismada kontrol grubuna gére serebrospinal sivi insdlin

seviyelerinin ve insiilin aracili glukoz kullaniminin azaldigi gézlenmistir'?*

25 jlk epidemiyolojik arastirma olan Rotterdam calismasinda, Tip |
diyabetli hastalarda anlamh 6élcide ylUksek demans prevalansi oldugu
belirtilmistir'#®. Diyabet/insiilin rezistansi ile hipokampal ve amigdalar atrofi
arasindaki iliskinin manyetik rezonans géruntilemesi ile incelendigi in vivo
calismada; diyabetli bireylerde hipokampal ve amigdalar atrofi derecesinin
kontrol grubuna gére daha ylUksek oldugu ve insullin rezistans siddeti ile

korele oldugu gdzlenmistir'?’.

Tip Il diyabet ve Alzheimer, yas-bagimh sirecleri igermesi,
kolestrol seviyelerinin artmasi, metabolik bozukluklarin ortaya cikisi, B-
amiloid agregasyonu, ikincil mesajci sistem anormallikleri (GSK3 asin
aktivasyonu gibi), oksidatif stres artisi ve inflamasyon cevap artigi gibi

ortak karakteristikleri paylasmaktadir'?®.

Alzheimer'in en belirgin ki
patolojik karakteristigi, tau hiperfosforilasyonu ile olusan intraselller
norofibriler yumaklar ve temel olarak p-amiloid agregatlarinin olugturdugu
ekstraseller senil plaklardir'?®. Her iki patolojik belirtecin Tip Il diyabette

129, 130

de go6ruldagi belirtilmigtir . Tip 2 Diabetes Mellitus, pankreas

adaciklarinda B hdcrelerinin kaybi ve adacik amiloid birikimi ile karakterize
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néropati ile iligkili dejeneratif bir hastalik olarak tanimlanirken, Alzheimer
da, bu duruma benzer sekilde buylk oranda ndéronal hlcre kaybinin
gorildigl  nérodejeneratif bir hastalik olarak tanimlanmaktadir’'.
Pankreas adacik amiloid proteini (IAPP) ve amiloid APP %90 oraninda
yapisal benzerlik gdstermektedir’'. Hiicre kaybi, amiloid plak birikimi ve
dejeneratif degisikliklerle iligkileri bakimindan da Tip 2 DM ve Alzheimer

ortak 6zellikler g6stermektedir.

Pre-diyabet ve erken dénem Tip 2 diyabet hastalarinda
yapilan calismalarda, yliksek serum instlin seviyelerinin biligsel fonksiyon
bozukluklariyla iligkili olabilece@i belirtilmistir'®*. Artan AR seviyeleri ile
artan serum insillin seviyeleri arasindaki iliskiye dikkat cekilmektedir'®.
Alzheimer ile Tip 2 diyabet arasindaki temel fizyolojik baglantinin periferal
ve serebral insdlin  sinyal  anormalliklerinden  kaynaklandigi
belirtimektedir®®.  Alzheimerda bilissel disfonksiyonlardan, insiilin
sinyalindeki hasarin kismen sorumlu oldugu giderek artan bir sekilde kabul

€. 128 gSon yillarda yapilan calismalarla, Alzheimer,

gérmektedir™”
MSS’deki insllin reseptér duyarlihdinin bozulmasindan kaynaklanan
MSS’de insdlin rezistansinin gelisimine bagl olarak medyana gelen tau ve
AB metabolizmasindaki degisiklikleri icerdiginden, Diabetes Mellitus’un

beyin spesifik formu (Tip Ill DM) olarak tanimlanmaktadir'®*.
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Tablo 1 .Beyin insiilin rezistansinin Alzheimer olusumu lzerine etkileri &,

HASAR

ETKISI

ALZHEIMER UZERINDEKI
ROLU

GLUT-4 fonksiyonu

Azalan glukoz alinim ve
kullanimi

Eneriji eksikligi; néronal hiicre
iskeletinin bozulmasi, sinaptik
iletisimsizlik

insilin reseptér fonksiyonu

Azalan IRS/PI3K-Akt sinyali

Azalan oligodendroglial ve
néronal sagkalim, néronal
plastisite, miyelin kararlhgi

Artan GSK3p ve fosfataz
aktivitesi

Artan tau fosforilasyonu,
oksidatif stres,
néroinflamasyon, proapoptotik
sinyal; Azalan Wnt sinyali

Azalan insilin duyarl gen
ekspresyonu

Azalan kolin asetiltransferaz
ekspresyonu, GAPDH
ekspresyonu

insilin reseptér fonksiyonu
veya hiperinsilinemi

Endotelyal hiicre hasari

Mikrovaskuler hasar ve
serebral hipoperflizyon

Mitokondrial fonksiyon

Artan oksidatif stres, ROS,
RNS

DNA hasari, lipid
peroksidasyon, Artan APP
ekspresyonu, AR 42 birikimi

insilin-IGF yetersizligi

Trofik faktér eksikligi

insiilin-IGF bagimh néronlar
ve glial hiicrelerin 6lUmu veya
bozulmus fonksiyonu

Hiperglisemi

AGE birikimi

AB 42 atihminin bozulmasi

35




intraserebroventrikiiler (icv) stz enjeksiyonunun beyin glukoz
metabolizmasi, insulin reseptdr fonksiyonu ve boyutsal 6grenme ve hafiza
(izerinde hasara yol actigi belirtimektedir'®> '*°. icv stz rat beyinlerinde
meydana gelen histopatolojik, biyokimyasal ve molekller nérodejeneratif
anormalliklerin Alzheimer’da gérulen degisiklikler ile 6rtistaga belirtilmistir.
Bu ratlarin beyin dokusunda artan APP ve asetilkolinesteraz
ekspresyonu'®®, artan GSK3-B aktivasyonu, tau fosforilasyonu, APP-AR
seviyeleri ve azalan kolinasetiltransferaz ekspresyonu'® % Alzheimer'da
da gorilen benzer degisikliklerdir. icv stz ratlarda meydana gelen
nérodejeneratif anormallikler ve ndérokognitif hasarlar, azalan instlin,
insdlin reseptor, IGF-I reseptér ve IRS-I gen ekspresyonlari ile iligkilidir. Bu
kompleks etkiler beyin instlin/IGF sinyal mekanizmasinin bozulmasina yol

3 Bu bilgilere dayanarak icv-stz hayvan modellerinde

acmaktadir
Alzheimer’in karakteristik 6zelliklerinin gézlendigi ve insilin eksikligi ile
rezistansi arasindaki neden-sonug iligkisinin kanitlandigi ve Alzheimer tipi

ndrodejenerasyonun (Tip Il Diyabet) gériildigi belirtiimektedir' ' 1%,
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3. GEREG VE YONTEM

Amacimiza uygun olarak streptozotosin (stz) ile diyabet
olusturulmus ve sonrasinda insulin tedavisi uygulanan deney gruplarinin
beyin hipokampis doku Orneklerinde PI3K sinyal yolagi proteinlerinin
ifadelenme dlzeyleri western blot yontemi ile, serum érneklerinden gerekli

analizler ise ELISA ydntemi ile saptanmistir.

Bu calisma Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya
Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirilmigtir.

3.1 Kullanilan Gerecler

3.1.1 Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismamizda Gazi Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma
Merkezi (GUDAM) tarafindan saglanan 250-300 gram agirliginda, toplam

18 adet erkek Wistar rat kullaniimistir.

Galismamizda deney hayvanlarina uygulanan yéntemin etik
kurallara uygunlugu “Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul
Baskanligl” tarafindan B.30.2.GUN.0.05.06.00/9-452 sayili karar ile

onaylanmistir.

Ratlarda diyabet olusturmak amaciyla streptozotosin
(65mg/kg) 0,1 M sitrat tamponunda (pH=4,5) c¢dzllerek intraperitoneal
olarak uygulanmistir. STZ uygulanmasi sonucunda enjeksiyonu izleyen 3.
ginde kan glukoz konsantrasyonlari tespit edilerek (Glukometre, Ames
glukoz oksidaz enzimatik metodu), kan glukozu 300 mg/dl ve Gzerindeki
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ratlar diyabetik olarak kabul edilmistir. Deney gruplari her grupta 6 rat
olmak Uzere, 3 grup seklinde planlanmistir.

Deney gruplarinin tanimlari;

1- Kontrol (K) Grubu (n=6): Ratlar standart sartlarda 12
hafta boyunca izlendi.

2- Diyabet (DM) Grubu (n=6): intraperitonal tek doz
streptozotosin (55mg/kg) enjekte edilerek ratlarda diyabet olusturuldu ve
12 hafta boyunca izlendi.

3- Diyabet + Insdlin (DM+i) Grubu (n=6): Ratlara
intraperitoneal tek doz streptozotosin (55mg/kg) enjekte edilerek diyabet
olusturuldu ve 12 hafta boyunca kan glukoz seviyeleri takip edilerek insulin

(2-8 U/kg/glin,sc) tedavisi uygulandi.

12 haftalik deney protokolinin sonunda ratlara 12 saat aghk
sonrasi periton igine Ketamin HCI uygulamasi ile anestezi saglandi.
Kalpten enjektdrle kan alinarak serum kismi ayrildi, =80 °C’de muhafaza
edildi. Ratlarin beyin dokularn ¢ikarilarak hipokampus bdlgeleri alindi, sivi
nitrojende hizla dondurulup —80 °C’de saklandi.

3.1.2 Kullanilan Cihazlar

Hassa terazi (Shimadzu)
Otomatik pipetler (Socorex)
Ceker ocak

Distile su cihazi

Homojenizatér (Schitt Homgen)
Vorteks (IKA)

Benmari

pH metre (JENWAY)
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ELISA okuyucu ve yikayici (BIOKIT)

Buzdolabi ve derin dondurucu (+4°C,-20 °C, -80°C)
Kiguk poliakrilamid jel sistemi (Hoefer)

Gulc kaynagi (Hoefer)

Western Blot transfer cihazi (BIO-RAD)

Sogutmali santrifij (Hermle)

Yatay calkalayici

3.1.3 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Akrilamid

Bisakrilamid

Amonyum persulfat (APS)
Sodyum dodesil sulfat (SDS)
Tris baz

Tetrametilendiamin (TEMED)
Bromfenol mavisi

Tris-HCI

Gliserol

Merkaptoetanol

Glisin

Metanol

Etil alkol

Asetik asit

Coomasie parlak mavisi
Ponceau kirmizisi

Yagsiz sit tozu

BSA (Bovine Serum Albumin)
Sodyum klorar (NaCl)
Tween 20
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Sodyum hidroksit (NaOH)
Hidroklorik asit (HCI)

RIPA tamponu

PMSF (Fenilmetilstlfonil florid)
Proteinaz inhibitér kokteyl

3.1.4 Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

3.1.4.1 Doku Homojenizasyonunda Kullanilan Tampon

20 mM Tris-HCL (pH=7,5)

150 mM NaCl, 1 mM Na,EDTA

%1 NP-40

%1 Sodyum deoksikolat

2,5 mM Sodyum pirofosfat

1 mM B-gliserofosfat

1 mM NazVOy, iceren RIPA (radioimmunoprecipitation assay) lizis tamponu
kullanildi. RIPA tamponu igerisine kullaniimadan hemen énce 1 mM PMSF
1:50 (Fenilmetilstlfonil florid) ve proteaz inhibitdr kokteyli 1:100 oraninda

eklendi.

3.1.4.2 SDS-Poliakrilamid Jel Hazirlanmasinda Kullanilan Cdzeltiler

Akrilamid/Bisakrilamid Stok Cézeltisi (100 ml, %30)

29 gr akrilamid ve 1 gr bisakrilamid, distile su ile 100 ml'ye
tamamlanarak ¢6zdurildi ve +4°C’de koyu renkli cam sise icerisinde
muhafaza edildi.
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Amonyum Perslilfat Stok Cézeltisi (10 ml, %10)

1 gr amonyum persulfat (APS), distile su ile 10 mlye
tamamlanarak ¢6zdurlldi ve her gun taze hazirlanarak karanlik ortamda
muhafaza edildi.

Sodyum Dodesil Siilfat Stok Cézeltisi (100 ml, %10)
10 gr sodyum dodesil silfat (SDS) distile su ile 100 ml'ye

tamamlanarak ¢6zdurildi ve oda i1sisinda muhafaza edildi.

Tris-HCL Stok Cdézeltisi (100 ml, 1,5 M)

18,165 gr Tris baz distile su ile 90 ml'ye tamamlanarak
¢O6zduruldi. Codzelti, hidroklorik asit kullanilarak pH 8.8’e ayarlandi ve
distile su ile 100 mlI'ye tamamlandi, oda i1sisinda muhafaza edildi.

Tris-HCL Stok Cézeltisi (100 ml, 1 M)
12,11 gr Tris baz distile su ile 90 ml'ye tamamlanarak
¢O6zduruldi. Codzelti, hidroklorik asit kullanilarak pH 6.8’e ayarlandi ve

distile su ile 100 ml’'ye tamamlandi, oda isisinda muhafaza edildi.

Tablo 2. %5’lik Paketleyici Jel icin Kullanilan Reaktifler ve Miktarlari

PAKETLEYICi JEL 5 ml 6 ml 8 ml
dH20 3.4 mi 4.1 ml 5.5 mi
%30 Akrilamid Karigimi 0.83 ml 1.0 ml 1.3 ml
1 M Tris-HCL, pH:6.8 0.63 ml 0.75 ml 1.0 ml
%10 SDS 0.05 ml 0.06 ml 0.08 ml
%10 APS 0.05 ml 0.06 ml 0.08 ml
TEMED 0.005 ml 0.006 ml 0.008 ml
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Tablo 3. %12’lik Ayirici Jel icin Kullanilan Reaktifler ve Miktarlar

AYIRICI JEL 10 ml 15 mi 20 ml

dH20 3.3ml 5.0 ml 6.6 ml

%30 Akrilamid Karisimi 4.0 ml 6.0 ml 8.0 ml

1.5 M Tris-HCL, pH:8.8 2.5 mil 3.8 ml 5.0 mi

%10 SDS 0.1ml 0.15ml 0.2 ml

%10 APS 0.1 ml 0.15 ml 0.2ml
TEMED 0.004 ml 0.006 ml 0.008 ml

3.1.4.3 Western Blot isleminde Kullanilan Cozeltiler

Yikleme Tamponu
4X Laemmli Numune Tamponu (LSB)

Tris-HCL, pH=6,8 0,25M
Gliserol % 30
SDS % 8
Bromfenol mavisi % 0,2 olacak sekilde hazirlanir. Numuneler

eklenmeden hemen 6nce %10 oraninda olacak sekilde merkaptoetanol

eklenir.

Jel Elektroforez Tamponu (1000 ml)
25 mM Tris baz, 250 mM glisin ve % 0,1 SDS olacak sekilde
distile su ile 1000 ml'ye tamamlanarak c¢6zdurlldi. Tampon +4°C’de

muhafaza edildi.

Jelden Membrana Proteinleri Transfer Tamponu (1000 ml)
25mM Tris baz, 192mM glisin ve %20 metanol olacak
sekilde distile su ile 1000 ml ‘ye tamamlanarak ¢6zdurtlmesi ile hazirlandi.
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Jel Boyama Cézeltisi (100 ml)
25 ml etanol, 10 ml asetik asit ve 0,115gr Coomasie parlak
mavisi distile su ile 100 ml'ye tamamlanarak hazirlandi. Goézelti oda

Isisinda muhafaza edildi.

TBS (Tris-tuz) Cozeltisi (500 ml)
10 mM Tris-HCI ve 50 mM sodyum Kklorir olacak sekilde

distile su ile 500 ml’'ye tamamlanarak hazirlandi.

TBS-T (Tris-tuz-tween 20) Cézeltisi (100 ml)
TBS-T, 100 ml TBS ¢b6zeltisine 100 pl tween-20 eklenerek
hazirlandi. Her Western blot isleminde yeni ¢dzelti hazirlandi.

Bloklama Soltisyonu (50 ml)
2,5 gr yagsiz sit tozunun, 50 ml TBS-T c¢ozeltisi iginde

¢bzduralmesi ile hazirlandi.

Primer Antikor Cézeltileri (10 ml)
%5 BSA (Bovine serum albumin) iceren 10 ml TBS-T
cOzeltisi primer antikor ¢6zme sollUsyonu olarak hazirlandi. Primer antikor

sulandirma oranlari 1:1000 olarak kullanildi.

Sekonder Antikor Cézeltileri (20ml)
%5 yagsiz sit tozu iceren 20 ml TBS-T ¢Ozeltisi sekonder
antikor ¢6zme sollsyonu olarak hazirlandi. Sekonder antikor sulandirma

oranlari 1:2000 olarak kullanild.
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3.2 Uygulanan Yontemler

3.2.1 Kan Glukoz Tayini

Kan glukoz konsantrasyonu, glukoz oksidaz enzimatik assay
ybntemi ile tespit edildi (Ames Glucometer-Miles Laboratories Inc. Elkhart,
USA). Sonugclar, mg/dL olarak belirlendi.

3.2.2 insiilin Konsantrasyonlarinin Tayini

Serum insulin seviyelerinin tayini Millipore ELISA Kkiti ile
gerceklestirildi. Sonuglar ng/mL olarak belirlendi.

3.2.3 Amiloid B 1-42 Konsantrasyonlarinin Tayini

Serum Amiloid B 1-42 konsantrasyonlarinin tayini, CUSABIO
ELISA kiti ile yapildi. Sonuglar pg/mL olarak belirlendi.

3.2.4 Patolojik inceleme

Hipokampls doku o&rnekleri %10’ luk ndétral formalin
solisyonunda tespit edildi. Dokular 3-4 mm kalinhginda kigulttlerek bir
gece ¢cesme suyunda yikandi. Doku takip cihazinda alkol, ksilol ve parafin
serilerinden gecirilerek parafinde bloklandi. Bloklardan 4-5 mikron
kalinliginda kesitler alinarak Hematoxilen-Eosin (HE) ile boyandi.
Hazirlanan preperatlar isik mikroskobunda incelendi.
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3.2.5 Doku Homojenizasyonu

Hipokampts doku 6rnekleri PMSF, proteaz inhibitér kokteyl
ve fosfataz inhibitdér kokteyl iceren RIPA tamponu ile 1/10 oraninda buz
icinde teflon uglu homojenizatdr ile homojenize edildi. Doku homojenatlari
+4 °C, 20.000 g'de 20 dakika santrifiij edildi. Santriflij sonrasi elde edilen

stpernatanlar, western blot protein tayininde kullanildi.

3.2.6 Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini icin BCA protein miktar tayin Kkiti
kullanildr.

1. BCA ¢alisma solusyonu reagent A:B = 50:1 oraninda,
Ornek sayisina bagl olarak hazirlandi.

2. 96 kuyucuklu plaga her bir érnek iki tekrarli olacak sekilde
5 uL eklendi.

3. Hazirlanan BCA c¢alisma solusyonu ¢ok kanalli pipetle her
kuyucuga 95 uL eklendi.

4. Plak 37°C etiivde 30 dk inklibe edildi.

5. Proteinlerin 562 nm’da absorbans degerleri okundu.

6. Absorbans degerleri okunan érneklerin protein miktarlari,

standart grafik Gzerinden belirlendi.

3.2.7 Western Blot ile Protein Tayini

IR, fosfo-IR (B altinitesi), Akt, fosfo-Akt (Ser473), GSK3-B,
fosfo-GSK3-B (ser9), GSK3-a, fosfo-GSK3-a (Ser21), fosfo-TAU (Thr231),
fosfo-TAU (Ser262) ve B-Aktin genlerinin protein ekspresyonlari Western

45



blot ydntemiyle belirlenmistir. Western blot, bir hicre 6zitinde ya da
protein sollsyonunda, spesifik bir proteinin saptanmasinda kullanilan
yari-6lcllebilir yontemdir.

1. Protein Orneklerinin Hazirlanmasi: Protein miktar tayini
yapilan protein érnekleri ependorf tlplere esit protein konsantrasyonunda
konup, esit miktarda olmasi i¢in de 4X LSB tamponuyla tamamlandi.
Ylikleme tamponu eklendikten sonra 95°C ‘de 5 dk bekletilerek jele
yuklenmeye hazir hale getirildi.

2. SDS Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi ve YUrUttlmesi: Jel,
sentetik bir madde olan akrilamid ile akrilamid tdrevi olan N-N’-metilen
bisakrilamidin polimerlesmesiyle hazirlandi ve o6rnekler bu jel Gzerinde
yurGtalda. Proteinler, dikey elektroforezde yiUklerine gére degdil molekuler
agirhiklarina gére ayrilmaktadir. Bu nedenle kuglk molekller agirliktaki
proteinler daha yUksek ylUzdeli jel hazirlanarak, bayik molekuler agirliktaki
proteinler ise daha dusuk yuzdeli jel hazirlanarak tayin edildi. Elektroforez
tamponu eklenerek proteinlerin yirimesi saglandi. Elektroforez 100V,
250mA’de yaklasik 2,5 saat yapildi.

3. Jelin Membrana Aktarilmasi: Dikey elektroforez iglemiyle
proteinler ayrildiktan sonra jeldeki proteinler nitroseliloz membrana
aktarildi. Bunun igin 1slak emdirim uygulandi. Aktarim 250mA, 100V ‘da
yaklasik 90 dk yapildi.

4. Membran, aranan proteine 6zgu birincil ve ikincil antikorda
inklbe edilerek, antijen-antikor baglantisinin gerceklesmesi saglandi.
Transfer sonrasi membran Ponceu ile boyandiktan ve bloklama
solisyonuyla muamele edildikten sonra BSA’da hazirlanan primer
antikorda bir gece +4°C ‘de inkUbasyona birakildi. Birincil antikordan
alinan membran enzim konjuge ikincil antikorla 2 saat boyunca inkibe
edildi.
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5. Antikorla inkiibasyon sonrasi membran Lumiglo ¢dzeltisi
ile muamele edildi ve gbérintlileme sisteminde protein ekspresyonu

gb6zlendi.

3.2.8 istatistiksel Analiz Yontemleri

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS 15.0 istatistik
paket programi ile yapildi. Degerlendirmede Kruskal-Wallis varyans
analizi ve Mann Whitney-U testi kullanildi. istatistiksel olarak p<0.05
anlamli kabul edildi. Western blot protein bant yogunluklari Image J 14.4

(NIH) programi kullanilarak hesaplandi.
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4. BULGULAR

Kontrol, Diabetes Mellitus (DM), Diabetes Mellitus+insilin
(DM+i) gruplarina ait viicut agirliklari (gr), kan glukoz seviyeleri (mg/dL),
serum insdlin  konsantrasyonlari (ng/mL), serum Amiloid B 1-42
konsantrasyonlari (pg/mL) olculerek gerekli degerlendirmeler yapilmis
olup, istatistiksel sonuglari (ortalamazstandart hata) Tablo 4 ve 5 de

sunulmustur.

DM grubunda vicut agirliklarinin Kontrol’e gére istatistiksel
olarak anlaml bir sekilde azaldigi, kan glukozu seviyelerinin anlamh bir
sekilde arttigr gézlenmigtir (p<0.05) (Tablo 4).

Tablo 4. Ratlarin viicut agirligi ve kan glukoz degerleri

Viicut Agirligi (gr) Kan glukozu (mg/dL)
Kontrol 310.91%17.47 153.002.00
DM 239.68+51.54" 369.40+61.09"
DM+i 306.18+25.814 195.00+29.85*4

* : Kontrole gore p<0.05; *: DM’ye gore p<0.05
DM grubunda serum insulin konsantrasyonlarinin Kontrol'e

g6re anlaml sekilde azaldidi, serum Amiloid B 1-42 konsantrasyonlarinin

ise anlamli sekilde arttidi belirlenmistir (p<0.05) (Tablo 5).
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Tablo 5. Ratlarin serum insiilin ve Amiloid B1-42 konsantrasyonlar

Serum Insiilin (ng/mL) Serum Ap1-42 (pg/mL)
Kontrol 1,99+0,28 6,30+2,05
DM 1,46+0,17" 9,73+1,85"
DM+ 3,972,414 5,2042,434

* : Kontrole gore p<0.05; * : DM’ye gore p<0.05
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Rat beyin hipokampUs bdlgesinde, pIR protein duzeyleri 12
haftalik diyabet suresinin sonunda, DM grubunda kontrol grubuna gére
0,64 kat azalmistir ancak bu azalis istatistiksel olarak anlamli degildir
(Grafik 3).

4.1.2 Akt/p-Akt Protein Dizeyleri
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Grafik 4. Hipokampiis dokusunda AKT ve pAKT protein ifadelenme diizeyleri
*: Kontrole gore p<0.05 **: DM’ye gére p<0.05

Rat beyin hipokampls bdlgesinde 12 haftalik diyabet

suresinin sonunda, p-AKT protein dizeyleri, DM grubunda kontrol grubuna

52



gbre 0,89 kat azalmistir ancak bu azalis istatistiksel olarak anlamli degildir

(Grafik 4).

4.1.3 GSK3a/p-GSK3a Protein Dlzeyleri
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Grafik 5. Hipokampiis dokusunda GSK3a ve pGSK3a protein ifadelenme diizeyleri

* . Kontrole gore p<0.05 **: DM’ye gore p<0.05

12 haftalik diyabet

sUresinin sonunda, p-GSK3a protein dizeyleri, DM grubunda kontrol

Rat beyin hipokampls bdlgesinde

grubuna gbére 0,85 kat azalmistir ancak bu azalis istatistiksel olarak

anlaml degildir (Grafik 5).
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.1.4 GSK3B/p-GSK3 Protein Diizeyleri
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anlaml degildir (Grafik 6).
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4.1.5 p-TAU Protein DUzeyleri
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Grafik 7. Hipokampiis dokusunda pTAU protein ifadelenme diizeyleri
* : Kontrole gore p<0.05 **: DM’ye gore p<0.05

Rat beyin hipokampus bélgesinde 12 haftalik diyabet
suresinin sonunda, p-TAU (Thr231) protein dizeyleri, DM grubunda
kontrol grubuna goére 3,36 kat anlamli artig, insllin tedavisi uygulanan
DM+i grubunda ise 2,54 kat anlamli artis gdstermistir. P-TAU (Ser262)
protein diizeyleri ise DM grubunda bir degisiklik gdstermemistir (Grafik 7).
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5. TARTISMA

Beyin dokusunda instlin reseptérlerinin kesfi ile, insdlinin
beyin fizyolojisinde énemli bir rol oynadigi, serebral insilin sinyalinde ve
glukoz homeostazinda meydana gelen bozukluklarin beyin patolojisine
katkida bulundugu belirtilmistir®’. Bulgular, néronal IR sinyalinin enetii
homeostazi ve néronal hastaliklarin gelisimi arasindaki iligkide direkt bir
rol oynadigini gdstermektedir®. Alzheimer ve Parkinson hastalarinda
yapilan calismalarda, beyinde IR ekspresyonunun azaldidi, bu durumun
nérodejenerasyonun nedeni ya da sonucu olabilecegi, dolayisiyla
Diabetes Mellitus ve nérodejeneratif hastaliklar arasinda bir iliskinin s6z

konusu olabilecegi belirtilmistir'3’ 138,

Calismamizda Wistar ratlarda 55 mg/kg i.p stz enjeksiyonu
ile deneysel diyabet modeli olusturulmustur, 12 haftalik deney suresi
sonunda ratlarin beyin doku hipokampls bdlgelerinde instlin/PI3K sinyal
yolagi protein ekspresyonlart ve Alzheimer'in  énemli patolojik
belirteclerinden  biri  olan tau hiperfosforilasyonu incelenmistir.
Sonuglarimiza gére IR (insilin reseptérd), Akt, GSK3-a (glikojen sentaz
kinaz 3-a) ve GSK3-f (glikojen sentaz kinaz 3-B) protein fosforilasyonunda
azalma, bozulan insdlin sinyal iletimini desteklemektedir. Bozulan sinyal
iletimi sonucunda tau (Thr-231) epitopunda fosforilasyon artigi, diyabetin
beyin  dokusunda  Alzheimer  benzeri  etkileri  olusturdugunu
dislndirmektedir. insiilin tedavisi uygulanan ratlarda, insilinin tau (Thr-
231) hiperfosforilasyonuna kismi bir etkisinin oldugu, dizeylerin kontrol

grubu seviyesine ulagsamadidi gdzlenmistir.

Jolivalt ve ark.lari™ swiss webster farelerde olusturduklar

stz indUklG 9 haftalik tip 1 diyabette (kan glukoz seviyeleri > 600 mg/dl) ve
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db/db farelerde spontan olusan 8 haftalik tip 2 diyabette (kan glukoz
seviyeleri ~350 mg/dl) beyin dokusunda (serebellum kismi c¢ikariimis)
instlin sinyal yolagindaki deg@isimleri inceleyerek, Tip 1 diyabet modelinde
g6zlenen IR, Akt, GSK8 fosforilasyonunda anlamli azalmayi, IDE
ekspresyonunda anlamli azalmayr ve 0gdrenme kapasitesindeki
bozulmalar tau fosforilasyonu ve AR protein seviyelerindeki artis ile
iligkilendirmiglerdir. Ancak bu degisiklikler tip 2 diyabet modelinde
g6zlenmemistir. Dolayisiyla GSK3 aktivitesindeki degisikligin ve bunun
sonuglarinin, diyabetin slresi ile iligkili olabilecedi, insulin-eksik
hiperglisemik tip 1 diyabetik farelerde, insulin-rezistans hiperglisemik tip 2
diyabetiklere kiyasla daha erken gelisebilecedi belirtilmistir'®. Bizim
bulgularimiz, yikselen kan glukoz ve azalan plazma insdlin diizeylerinin
g6zlendigi DM grubu Wistar ratlarda IR, Akt, GSK3-a ve GSKS3- protein
fosforilasyonunda azalma oldugunu, ancak bu durumun istatistiksel olarak
anlamli olmadigini gdstermektedir. Li ve ark.'*® BB/Wor ve BBZDR/Wor
diyabetik ratlarda yaptiklari calismada Alzheimer benzeri degisiklerin
olustugunu gbézlemlemislerdir. BB/Wor ratlarda yaklasik 73.glnden
itibaren tip 1 diyabet, BBZDR/Wor ratlarda ise yaklasik 76. giinden itibaren
tip 2 diyabet gelismektedir. 8 aylik diyabetin sonunda BB/Wor ratlar
(plazma glukoz seviyeleri 24,9 mmol/dl, plazma insulin seviyeleri 51
pmol/L) ve BBZDR/Wor ratlar (plazma glukoz seviyeleri 23,9 mmol/dl,
plazma insulin seviyeleri 568 pmol/L) feda edilerek beyin frontal korteks
dokularinda, APP, B-sekretaz, B-amiloid protein ekspresyonlarinin her iki
diyabetik rat grubunda da kontrole gbre artis gbsterdidi, tip 2 diyabetik
BBZDR/Wor ratlarda bu artisin tip 1 diyabetik BB/Wor ratlara gére daha

anlamli oldugu belirtilmistir'*°

. Calismamizda bu bulgularla uyumlu sekilde
12 hafta boyunca takip edilen diyabetik Wistar ratlarda plazma AB 1-42
peptid seviyelerinin kontrol grubuna gdére anlaml bir artis goésterdigi,
instlin tedavisinin AB 1-42 peptid seviyelerini anlamli bir sekilde azalttig
g6zlenmistir. Beyin frontal korteks bdlgesinde, IR [ altlnitesi tip 1

diyabetik BB/Wor ratlarda anlamli olarak azalmigken, tip 2 diyabetik
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BBZDR/Wor ratlarda degisiklik gdérilmemistir, fosforile Akt ve GSK3-$
ekspresyonlari her iki diyabet modelinde kontrole gdre azalmistir'.
Calismamizda ise beyin hipokampus bdélgesinde incelemis oldugumuz IR
B alt Unitesi, GSK3-a ve GSK3-B fosforilasyonlarinin diyabet grubunda
kontrole gére azaldigi gérilmektedir, ve bu sonucglara dayanarak beyin
dokusunun farkli bdlgelerinde diyabetin benzer sonuglara yol agtig
disunidlmektedir. Tip 2 diyabetik BBZDR/Wor ratlarda ise insilin sinyal
aktivitesi bozulmus olmasina ragmen IR ekspreyonunda bir degigiklik
gorilmemistir'®®. Bu durum, perifer dokularda oldugu gibi MSS’nin de
instlin rezistansi gelistirerek insdlin  sinyalinin bozulmasina neden
olabilecegine isaret etmektedir. Calismamizda, insilin tedavisinin DM+i
grubu ratlarda beyin dokusu hipokampls bdlgesinde IR ve pIR protein
seviyeleri tGzerine etkisinin olmasina ragmen, insilin yolag proteinlerinden
Akt ve GSK3-a aktivasyonu Uzerine etki etmedigi gbzlenmigtir.
Bulgularimiz dogrultusunda plazma instlin dizeylerinin beyin dokusu IR
ekspresyonu Uzerinde gosterdigi etki, beyin dokusunun insdlin-duyarh bir
organ oldugunu desteklemektedir.

Yaklasik son on yildir instlinin beyinde hayati bir rolt oldugu,
cesitli serebral fonksiyonlara katkida bulundugu kabul edilmektedir. insilin
reseptorlerinin insan ve rodent beyin dokusunda, insdlin tarafindan
stimilasyonu ile fosfolipaz C, MAPK, PI3K gibi gesitli sinyal yolaklari

39 In vivo, insilin, intraseliler ve plazma glukoz

aktive olmaktadir
seviyelerini Akt ve GSK3'lUin de dahil oldugu multi-enzim sinyal kaskadi ile
kontrol eder. Kaskatta Akt pozitif reglatér olarak gorev alir, insilin sinyali
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tarafindan Thr®® ve Ser*”® fosforilasyonu ile aktive edilir. GSK3 aktivitesi

ise, Akt tarafindan o izoformunun Ser?’, B izoformunun ise Ser®

fosforilasyonu ile inhibe edilir'*’

. Galismamizda 12 haftalik diyabetik beyin
hipokamplis dokusunda Akt Ser*’® fosforilasyonunda 0,89 kat, GSK3-a
Ser?! fosforilasyonunda 0,85 kat, GSK3-B Ser® fosforilasyonunda ise 0,57

kat azalma oldugu gdézlenmesine karsin bu azalma istatistiksel olarak
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anlamli degildir. insilin tedavisi uygulanan DM+I grubunda, insilinin Akt
ve GSK3-a fosforilasyonu Uzerine etkisi olmadigi gdézlenirken GSKS3-
fosforilasyonunu kismi olarak arttirdigi gériimektedir. Zhongsen Qu ve
ark.nin yaptiklari galismada ise 4 aylik Sprague Dawley ratlarda 55 mg/kg
i.p stz enjeksiyonu ile olusturduklar diyabette 30 gUnlik deney
protokollintn sonunda beyin hipokampls dokusunda, Akt enzim aktivitesi
ve Akt Ser*” fosforilasyonunun stz grubunda kontrole gére anlamli olarak
azalmis oldudu, stz grubunda kontrole gére GSK3 enzim aktivitesinin 1,5
kat arttigi, GSK3 Ser® fosforilasyonunun ise azaldigi gézlenmistir'*'. GSK3
aktivitesinin regulasyonunun bozulmasi cesitli nérodejeneratif hastaliklarla
iliskilendirilmistir. Néronlarda GSK3 aktivite regiilasyonunun énemi Hong-
Lee’nin insan ndéronal NT2N hicrelerinde yaptiklari calisma ile
belirlenmistir. GSK3'Gn tau fosforilasyonunu tetiklemesi ile tau’ nun
mikrotlbudl ilgisinin azalmasi arasindaki iligki ve IGF-1 stimilasyonunun
tau fosforilasyonunu azaltigr gdsteriimistir’’. Schubert etal un
calismasinda néron-spesifik instlin reseptér knockout farelerde azalan Akt
ve GSK3-B fosforilasyonuna, artan tau fosforilasyonunun eslik ettigi
gbsterilmistir®. Bizim bulgularimiz 12 hafta takip edilen stz ile indilklenen
diyabetik rat beyni hipokampls dokusunda, insilin sinyal yolagindaki
bozulmanin  artan tau  fosforilasyonuna neden  olabilecegini

desteklemektedir.

icv stz enjeksiyonu ile beyin dokusunda lokal insilin
eksikliginin, insdlin ve insulin reseptér mMRNA downregilasyonunu
tetikledigi ve ayni zamanda GSK3 aktivitesi ile AR birikimini arttirdig

' ve Salkovic-Petrisic'in'* galismalarinda  belirtilmistir.

Lester-Col
GSKBlin APP (Amiloid prekirsér protein, B-Amiloid  6nclll)
mekanizmasini artiran etkilerine ek olarak, soluble ve insoluble AB’nin
diyabetik-APP  transjenik  farelerde  birikmesi, IDE  tarafindan
degradasyonunun azalmasi ile iligkili olabilir. IDE (insilin degrade enzim)

upregulasyonu, insilin aracil Akt aktivasyonu ile gergeklesir. Dolayisiyla
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instlin  eksikligi ve PI3K aracili azalmis insdlin sinyali, AR
degradasyonunun azalmasina bagli olarak AR protein seviyelerinin
artisina katkida bulunur'®. Bizim bulgularimiz da azalan plazma insiilin
seviyelerinin artan AB 1-42 seviyeleri ile iligkili oldugunu desteklemektedir.
Galismamizda insllin tedavisinin plazma AB 1-42 dlzeyleri Uzerinde
iyilestirici etkisinin oldugu gdzlenmistir. Craft ve ark.nin'** calismasinda
APP plazma seviyeleri, insllin rezistansi ve Alzheimer varhiginda -
hiperinsilinemik, 6glisemik durumda - dismuistir. Bu durum insdlin
rezistansinin, APP degredasyonunun azalmasina neden olabilirligi ile
aciklanabilir. Gasparini ve ark.nin® yaptigi calismada ise, inslin, B-
Amiloid salinimini uyararak ve IDE araciligiyla degredasyonunu inhibe
ederek, intraselller B-Amiloid seviyelerini azaltirken, ekstraselller -
Amiloid seviyelerini arttirmaktadir. Bu sonug, hafiza kaybina karg! instlinin

koruyucu etkisi oldugu ile celismektedir.

Hiperfosforile tau, Alzheimer hastaligi ile iligkili anormal
filament yapilarinin olusturdugu nérofibriler lezyonlarin en &nemli
bilesenidir. Hiperfosforilasyon, tau’nun mikrotibdllere olan ilgisini
azaltmaktadir, ve bu durumun taupati patogenezinde olduk¢ca énemli bir
rolindn oldugu disinutlmektedir. NIRKO farelerde (néron spesifik IR gen
knockout fareler) Akt ve GSK3-B’ nin fosforilasyonunun azalmasi, tau
hiperfosforilasyonunu tetiklemektedir®®. Ek olarak, IRS-2 yoksun farelerde
yaslanma siresince tau hiperfosforilasyonunun arttigi gézlenmistir®”. Bu
bulgular, IR ve IGF-1 sinyal vyolaklarinin, tau fosforilasyonunun
regilasyonunda temel rolli oynadigini disiindiirmektedir**. Daha 6nce
yapilmis olan in vitro ve in vivo galismalar, insilin ve IGF-1'in glclu bir
sekilde Aktyi aktive ederek, anti-apoptotik Bcl-2 nin fosforilasyonunu
uyararak néronal sagkalimi destekledigi yénindedir. Diger taraftan NIRKO
fareler ve IRS-2 yoksun farelerde IR ve/veya IGF-1 reseptér (IGF-1R)
sinyal sisteminin tau hiperfosforilasyonuna yol agmasina ragmen néronal

sagkalimda, ©6nemli olmadidi gosterilmisti. Bu sinyal yolaklarinin
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néropatolojik durumlarda, néronal sagkalima nasil katki sagladiklari tam
olarak aciklanamamigtir. IR ve IGF-1R aracili sinyaller, ayrica APP
salinimini da regule etmektedir. Diyet indUkIi obezitenin neden oldugu
instlin  rezistansi, Tg2576 farelerde (APP-K670N/M671L double
mutasyonuna sahip, Alzheimer modeli iyi gelistirilmis hayvanlardir, 2.ayin
baslarinda B-amiloid seviyeleri artmaya baglar ve ekstraselller plak formu
8-12. ayda gorulir, ¢ok az néronal kayba sahiptirler) B-amiloid
seviyelerinin artmasina ve yas badimh hafiza bozukluklarina yol
acmaktadir'®. Carro ve ark.nin calismasinda Tg2576 farelerde
amiloidozisin gelisimi Gzerinde IGF1’in  koruyucu etkisinin oldugu
gOsterilmistir®. Azalmis insilin ve/veya IGF-1 seviyelerinin beyin dokusu
AR birikimini arttirabildigi ve bdylece, tau patolojisine indirekt bir katkisinin
olabilece§i belirtiimektedir?®. Calismamizda azalmis plazma insilin
seviyeleri ile artmis plazma AR dlzeyleri arasindaki iliski gdsterilmis olup,
plazma AB seviyelerinin  6zellikle tanida bir belirte¢ olarak
kullanilabilirliginin oldukga 6énemli olabilecegdi disunilmektedir.

Calismamizda Tau fosforilasyonunun, diyabet grubunda Thr-
231 rezidisinde 3,36 kat anlamli bir artig gbsterdigi belirlenmistir. Jolivalt
ve ark.in'® calismasinda hAPP transjenik fareler (AR 1-42 seviyeleri
yuksek) ve 90 mg/kg stz enjeksiyonu ile diyabet olusturulan fareler 12
haftalik deney sdresinin sonunda feda edilerek beyin dokular (serebellum
kismi ¢ikariimig) kullaniimigtir. Fosforile tau (Thr 231) protein dlzeyleri, stz
diyabet grubunda bizim bulgularimizin aksine anlamh bir artis
gostermezken  (p=0,054), APP-stz  grubundaki artis  anlamh
bulunmustur'®3. Li ve ark.nin bulgularina gére tau fosforilasyonu (Ser396)
tip 2 diyabetik BBZDR/Wor ratlarda anlamli artis gosterirken, tip 1

140 Qu ve ark.nin

diyabetik BB/Wor ratlarda artis anlamli degildir
calismasinda ise tau’nun Ser396 ve Ser404 epitoplarinda fosforilasyon
artis1 oldugu, insilin tedavisinin tau fosforilasyonu Uzerinde bir etkisinin

olmadigi, tau fosforilasyonunun regtlasyonu Uzerinde GSK3’lin etkisine ek
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olarak, 6nemli bir protein fosfataz olan PP-2A’nin etkisinin 6nemi

belirtimektedir'*'.

Sonuglarimizda diyabet grubunda azalan GSKS3-B
fosforilasyonuna artan tau (Thr231) fosforilasyonu eglik etmektedir, insulin
tedavi grubunda ise GSK3-B ve tau (Thr231) fosforilasyonunun kismi
olarak dulzeldigi go6zlenmistir, bu sonucglar tau fosforilasyonunun
regulasyonu Uzerinde GSK3-B'nin etkisini agikca gdstermektedir. Kim ve

ark.nin'®

yaptigi calismada db/db fareler (tip 2 diyabetin en iyi karakterize
edildigi genetik model) ve stz indUkli tip 1 diyabetik farelerde tau
proteininin farkl rezidilerde (Thr231, Ser396, Ser199/202) fosforilasyonu
beyin korteks ve hipokampus dokularinda incelenmistir. Tip 1 diyabetik
ratlara stz enjeksiyonu iki farkll sekilde uygulanmigtir. Dlslk doz
grubunda, stz birbirini takip eden 5 gin boyunca 50 mg/kg seklinde
uygulanmistir. Ylksek doz grubunda ise 150 mg/kg tek doz seklinde
enjekte edilmistir. Tip 1 diyabetik farelerde 12 haftalik diyabetin sonunda
Thr231 ve Ser199/202 rezidilerinde yUksek doz stz grubunda
fosforilasyon artisi  gdzlenirken, Ser396 rezidisinde anlamli fark
gorulmemistir. DUslk doz stz grubunda, artan glukoz seviyeleri ve pre-
diyabetik duruma ragmen tau fosforilasyonunda bir artis gérilmemigtir. Tip
2 diyabetik db/db farelerde tau fosforilasyon artisinin yas bagiml etkisi

146 Meske ve ark.'" néronal hiicre kiltiirinde GSK3-B aracili

gosterilmistir
tau fosforilasyonunun reguilasyonunda sadece PI3K sinyalinin degil,
mTOR sinyalinin de katkisi oldugunu belirtmiglerdir. Meske ve ark.
instlin/PI3K  sinyal yolagindaki bozunmanin GSK3-f bagimli tau
hiperfosforilasyonunu direkt olarak tetiklemedigini, GSK3- ve PP-2A
arasindaki dengenin etkili oldugunu ve tau Ser262 fosforilasyonunun
GSK3-B tarafindan degil, PP-2A tarafindan regile edildigini

147

vurgulamaktadir*’. GSK3 ve PP-2A arasindaki denge tau fosforilasyon ve

defosforilasyonunu kontrol ederek tau agregatlarinin  olusumunun

énlenmesinde &nemli bir rol oynamaktadirlar'®'.

Bizim bulgularimiz,
bozulan IR/PI3K sinyalinin GSK3-B aracili tau hiperfosforilasyonunu direkt

olarak etkiledigini gdstermektedir.
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Clodfelder-Miller ve ark.'®

intraperitonal stz enjeksiyonu
uyguladiklari C57BL/6 farelerde, stz indUklU insilin eksikliginin serebral
korteks ve hipokampilste tau fosforilasyonunun incelenen tim
epitoplarinda (Thr181, Ser199, Ser202, Thr212, Thr 231, Ser262 ve
Ser396/404) arttigini belirtmislerdir. Tau’nun c¢esitli rezidlUlerinden artan
fosforilasyonu, kinaz aktivasyonu ve fosfataz inhibisyonu ile regile
edilmektedir. Stz uygulamasinin, fosforilasyon (zerinde roli oldugu bilinen
kinazlardan, GSK3-B, p38, JNK fosforilasyonununu arttirdigi, cdk5 katalitik
alt Unitesi p35 ve ERK1/2 fosforilasyonu Uzerinde ise etkisinin olmadigi
belirtilmigtir. Tau fosforilasyonu Gzerinde rol alan en iyi tanimlanan protein
fosfataz PP-2A aktivitesinin stz uygulamasi ile serebral kortekste %44,
hipokampliste %55 oraninda azaldigi belirtiimistir. Tau fosforilasyonunun
geri donusumlu olabilirligi akut instlin tedavisi (i.p insulin tedavisi (51U/kg)
ile denenmistir. Insiilin tedavisinin stz indlkl( tau hiperfosforilasyonunu
sadece Thr231 ve Ser396/404 epitoplarinda 15 dakika i¢inde azalttigi,
diger epitoplarda ise bir degisiklige yol agmadigi gdzlenmigtir.
Calismamizda ise diyabet grubu hipokampls dokusunda tau Thr-231
epitopunda artan fosforilasyonun, insulin tedavisi ile géreceli bir azalma
sagladigi goérilmekte iken, tau Ser-262 epitopunda diyabet grubunda
degisiklik gbstermeyen fosforilasyonun insdlin tedavisi ile azaldigi
gOrilmektedir.  Bulgularimiz stz indOklO insilin - eksikliginin ~ tau
fosforilasyonu tzerindeki rolinin etkili oldugunu distndirmektedir. Planel

ve ark.nin'®

C57BL/6NJcl farelerde yaptiklari ¢calismada 200 mg/kg stz
enjeksiyonu ile olusturduklari diyabet modelinde tau
hiperfosforilasyonunun zamana bagli degisimini inceleyerek, Tau Ser202,
Thr205, Ser396, Ser404 epitoplarinin fosforilasyonunda 10, 20, 30.
gunlerde 1hmh bir artig goéralirken, 40. ginden sonra siddetli bir artis
gorulmektedir. Dolayisiyla tau fosforilasyonunun stz enjeksiyonuna
cevabinin bifazik oldugu belirtiimistir. Planel et al.un daha ©&nceki
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calismasinda glukoz metabolizmasindaki degisikliklerin hipotermiyi
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indukleyerek tau fosforilasyonunu tetikledigi gdsterilmigtir.  Planel ve
ark.nin baska bir calismasinda'' hipoterminin tau fosforilasyonu izerinde
oldukga gUglu bir diizenleyici etkisinin oldugu, viicut 1sisinda 1°C dlslsin
tau AT8 epitop fosforilasyonunda %100 bir artisa neden oldugu
gosterilerek belirtilmigtir. Farkli hayvan tdrleri ile yapilan in vivo ve in vitro
calismalarda tau hiperfosforilasyonunun farkli rezidilerde meydana
gelebilecedi, hiperfosforilasyon Uzerine stz enjeksiyon metodu, yas,
hipotermi ve temel tau fosfataz olarak bilinen PP-2A aktivitesinin oldukga

6nemli etkilerinin oldugu gorilmektedir.

Gesitli  Kklinikk calhgmalar, diyabette hiperinstlineminin
noérodejeneratif bozukluklarda rol oynayabilecegini belirtmektedir. Yapilan
Rotterdam calismasinda tip 2 diyabetik hastalarda Alzheimer demans

152 Hala molekiiler

riskinin neredeyse 2 kat arttidi rapor edilmigtir
mekanizmalarin tam olarak acik olmamasiyla birlikte diyabet ve Alzheimer
arasindaki ortak baglantinin serebral instlin reseptdr sinyali olabilecegi
disundlmektedir. Daha 6nceki calismalarda insilinin tau fosforilasyonu
Uzerine zit etkilerinin hiicre tipine gore degistigi belirtilmistir. Insilin
tedavisinin  tau fosforilasyonunu, insan SH-SY5Y néroblastoma
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hicrelerinde ™ ve rat kortikal néron primer kaltarlerinde arttirdigi >, insan

néronal kiltiriinde (NT2 hiicreleri) ise azalttigi”” belirlenmistir.

CNS insdlininin biligsel aktivite ile iligkili etkileri in vivo ve in
vitro calismalarla belirtilmistir. Periferal insdlinin artisi, insulin rezistansi ve
metabolik sendromun diger belirtileri AD igin risk faktdri olusturmaktadir.
Beyinde insllin, insdlin reseptéri ve C peptid konsantrasyonlarinin AD
hastalarinda ve yaslilikta azaldigi gdzlenmistir. Doz-bagimli intranasal
insulin tedavisinin, AD hastalarinda, saglikli géntllilerde ve hafiza sorunu
olan yetigkinlerde, s6zel hafizay! ve plazma AR peptid seviyelerini regule
edebildigi gdzlenmistir®®. Burns et al.un calismasinda erken evre

64



Alzheimer hastalarinda ytksek plazma insulin seviyelerinin, azalmis total
beyin ve hipokampal atrofi ile iliskisi oldugu, ancak plazma glukoz
diizeylerinin korele olmadigi belirtilmistir*®. Diyabetin beyin dokusunda
meydana getirdigi etkilere benzer sekilde Alzheimer hastalarinda CSF
Orneklerinde, tau fosforilasyonunun Ser181, Thr231 ve Ser396/404
rezidilerinde arttigi  belirtilmistir’™*.  Cesitli calismalarda, diyabetik
hastalarda artan Alzheimer riski rapor edilmigtir. Tip 1 ve tip 2 diyabet,
ylukselen kan glukoz seviyeleri ve bozulan biligsel fonksiyonlarla iligkili
hiperglisemi ile karakterizedir. Tip 2 diyabette olugan hiperinstlinemi ve
instlin rezistansinin neden oldugu obezite, dislipidemi, hipertansiyon ve
inflamasyon gibi metabolik risk faktorlerinin ortaya ¢gikmasi, tip 1 diyabetin
temel nedeninin ise pankreatik B hiicre harabiyetinden kaynaklanan insulin
eksikligi olmasi, ileri yaslarda tip 2 diyabetiklerde tip 1 diyabetiklere oranla
daha sik ve farkli dizeyde gorilen 6grenme ve hafiza bozukluklarinin

nedeni olarak gdsterilebilir'*°.

Bulgularimiz, hipergliseminin ve plazma insilin eksikliginin
eslik ettigi diyabetik rat beyin dokusu hipokampls bdlgesinde bozulan
instlin sinyal yolagi ve tau fosforilasyonunun ve de insulinin serebral
regulasyondaki etkin roli dolayisiyla Diabetes Mellitus’'un Alzheimer
gelisiminde risk faktéri olabilecegini desteklemektedir. Bu sirecteki
moleklUler mekanizmalarin aydinlatiimasinin  beyinde olugabilecek
nérodejeneratif hasara karsi tani ve tedavi yontemlerinin gelistiriimesinde

6nemli bilgiler verecegdi disunilmektedir.
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6. SONUC

Diabetes Mellitus ve Alzheimer, insllin sinyal yolaginin
bozulmasi, kolesterol seviyelerinin artmasi ve metabolik bozukluklarin
insidans artisi gibi ortak karakteristikleri paylagmaktadir. Alzheimer’in en
belirgin iki patolojik karakteristigi, ekstraselller amiloid B plaklarinin (AB)
olusumu ve tau proteinin hiperfosforilasyonudur. insilinin, Alzheimer'in
olusumunda etkili olan tau fosforilasyonu ve B-amiloid metabolizmasi gibi
moleklUler ve hlcresel mekanizmalarda direkt etkili olabilecegi

disunulmektedir.

Calismamizda wistar ratlarda stz indiksiyonu ile deneysel
diyabet modeli olusturulmustur, 12 haftalik deney siresi sonunda ratlarin
beyin doku hipokampls bélgelerinde insilin/PI3K sinyal yolagi protein
ekspresyonlar ve Alzheimer’in énemli patolojik belirteglerinden biri olan
tau hiperfosforilasyonu incelenmistir. Sonuglarimiza gére IR, Akt, GSK3-a
ve GSK3-B protein fosforilasyonunda azalma, bozulan insilin sinyal
iletimini desteklemektedir. Bozulan sinyal iletimi sonucunda tau (Thr-231)
epitopunda fosfrilasyon artigl, diyabetin beyin dokusunda Alzheimer
benzeri etkileri olusturdugunu distndirmektedir. insilin  tedavisi
uygulanan ratlarda, insulinin tau (Thr-231) hiperfosforilasyonuna kismi bir
etkisinin oldugu, duzeylerin kontrol grubu seviyesine ulasamadigi

g6zlenmisgtir.

Diabetes Mellitus ile ndrodejeneratif hastaliklar arasindaki
Klinik iligki yapilan ¢alismalarla belirlenmigtir. Alzheimer ve Parkinson’da,
beyinde insllin reseptdér ekspresyonunun azaldigi  gOsterilmistir.
Noérodejeneratif hastaliklarin gelisiminde 6nemli etkiye sahip ve insilin
sinyal mekanizmasinin hedefi olan g¢esitli moleklller tanimlanmistir. GSK-
3 bu molekdillerden biri olup, tau proteininin fosforilasyonuyla iligkili oldugu
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belirtilmigtir. Transjenik hayvan modelleri ve hicre kaltdrd ortaminda
yapilan ¢aligmalarla, GSK3-B’nin aktif formunun overekspresyonunun tau
hiperfosforilasyonuna neden oldugu gdsterilmigtir. Buna ek olarak, instlin
ve ilgili hormon IGF-1'in, GSK3-B aktivitesini inhibe ederek tau
fosforilasyonunu azalttigi belirtilmistir.

Galismamizda artan plazma AB 1-42 seviyeleri, hipokampts
tau fosforilasyonu, azalan insulin/PI3K sinyal yolag: protein fosforilasyonu
bulgulari Diabetes Mellitus’'un Alzheimer gelisiminde risk faktorl

olabilecegdini distndirmektedir.
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7. OZET

Diabetes Mellitus’un Beyin insiilin-PI3K Sinyal Yolagi ve Tau
Hiperfosforilasyonu Uzerine Etkileri

Diabetes Mellitus, pankreasin insllin salgisinin tam ya da
kismi yetersizligi ya da insulin etkisinin yetersizligi ile olusan, kendini
hiperglisemi ile belli eden, karbonhidrat, lipid ve protein metabolizma
bozuklugu ile de karakterize bir endokrin ve metabolizma hastaligidir.
Beyinde insulin reseptdrlerinin kegfi ile, instlinin beyin fizyolojisinde dnemli
bir rol oynadigi, serebral insulin sinyalinde ve glukoz homeostazinda
meydana gelen bozukluklarin beyin patolojisine katkida bulundugu
belirtiimektedir. Calismamizda streptozotosin enjeksiyonu ile olusturulan
diyabetin, beyin dokusunda Alzheimer’in énemli patolojik belirteclerinden
olan tau hiperfosforilasyonu Uzerine etkisi ve de fosfo-tau olusumunun
instlin sinyal yolagdi ile etkilesimi incelenerek, Diabetes Mellitus ve

Alzheimer arasindaki olasi iligkinin arastiriimasi amaglanmistir.

Calismamizda, streptozotosin ile diyabet olusturulan ratlarin
beyin hipokampis dokularinda IRS/PI3K sinyal yolagi tyeleri IR, PKB/Akt,
GSK-3 ve tau genlerinin protein ekspresyonlari Western blot ydntemi ile
incelenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda Wistar ratlar, 3 gruba ayrilarak 12
hafta boyunca takip edilmistir: Grup [; kontrol, Grup II; diyabet (DM), Grup
1I; diyabet + insiilin (DM+i). Kan glukoz seviyeleri glukoz oksidaz metodu
ile, plazma insidlin ve Amiloid B 1-42 seviyeleri ELISA ybntemi ile
Olchimustar.

Plazma Amiloid B 1-42 seviyelerinin ve hipokampts Tau
(Thr231) protein ekspresyonunun DM grubunda kontrole gére anlamli bir
artis gosterdigi gdzlenmistir.
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Sonuglarimiz dogrultusunda artmis tau fosforilasyonu ve
insdlin sinyal yolaginda meydana gelen degisiklikler, Diabetes Mellitus'un

Alzheimer geligsiminde risk faktoérl olabilecegini digtindirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Diabetes Mellitus, insiilin, Tau Hiperfosforilasyonu,

Alzheimer
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8. SUMMARY

The Effects of Diabetes Mellitus on Brain Insulin-PI3K Signaling
Pathway and Tau Hyperphosphorylation

Diabetes Mellitus is a chronic hyperglycemic metabolic
disease leading to disorders of carbohydrate, lipid and protein metabolism
due to relative or definite deficiency of insulin function and/or insulin
hormon secretion. Following the demonstration of insulin receptors in the
brain, insulin appears to play a role in brain physiology, and disturbances
of cerebral insulin signalling and glucose homeostasis are implicated in
brain pathology. In our study we aimed to investigate the possible effects
of Diabetes on the accumulation of the main pathologic hallmarks of
Alzheimer Disease, tau hyperphosphorylation, and the relationship with

insulin signaling pathways molecules in rat brain tissue.

Wistar rats were assigned randomly into three goups, Group
[; control, Group Il; diabetes (DM), Group llI; diabetes+insulin (DM+l).
Serum insulin and Amyloid B 1-42 (AB) levels were measured by ELISA.
Using Western blot there were shown alterations of the insulin receptor
(IR) signaling cascade at the level of PKB/Akt, GSK-3 and tau protein in

the hippocampus, 12 weeks after i.p injection of stz in rats.

Plasma AB levels were significantly increased in diabetes
compared to control. And also, diabetes induced an increase of tau

phosphorylation at the Thr 231 site.

Our results pointed out an increased AB levels and tau
hyperphosphorylation, suggested that the defects of insulin signal
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transduction in brain that Diabetes Mellitus have an increase risk to
develop Alzheimer Disease.

Key Words: Diabetes Mellitus, Insulin, Tau Hyperphosphorylation,
Alzheimer Disease
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