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1. GİRİŞ 

Diyabetes mellitus insulinin üretilemediği ya da hücrelerin insulinden 

faydalanamadığı, kronik hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastalıktır. Akut 

ve kronik komplikasyonları nedeniyle hastanın yaşam kalitesini düşürmektedir. 

Diyabetin en önemli komplikasyonlarından biri merkezi sinir sisteminde meydana 

getirdiği bozukluklardır (9, 193). 

Hem nörodejenerasyon hem de diyabet mellitus kronik ve yaşa bağlı iki 

patolojidir. Ayrıca son on yıldır ortaya konulan sonuçlara göre nörodejenerasyonu 

tetikleyen birçok etmenin çeşitli metabolik hastalıklarla ilişkili olduğu gösterilmiştir.   

Bu nedenle tez çalışmamızda prevalansı en yüksek metabolik hastalıklardan biri olan 

diyabet mellitus’un nörodejenerasyona hangi yollarla katkıda bulunduğuna yeni bir 

bakış açısı getirilecektir.   

Beynin glukoz metabolizması ve glukozdan faydalanabilmesi normal nöronal 

fonksiyonların gerçekleşmesi için son derece önemlidir. Ayrıca diyabet nöronal 

hücrelerde insülin sinyalizasyonunun bozulmasına yol açarak birçok sinyal yolağını 

etkilemektedir. İnsülin, nöronlarda insülin reseptörü (IR)/insülin reseptör substratı 

(IRS) üzerinden primer olarak mitojen ile aktive edilen protein kinaz (MAPK) ve 

fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)/Akt sinyalizasyon yolaklarını (35) etkilemektedir.  

İnsülinin birçok metabolik ve antiapoptotik etkisi IRS proteinlerinin 

fosforilasyonunu gerektiren sinyalizasyon yolakları ile ortaya çıkmaktadır (43). Bu 

yolağın tip 1 diyabette olduğu gibi insulin eksikliğinin görüldüğü patolojik 

durumlarda sekteye uğraması apoptotik yolakların kontrol edilememesine sebep 

olabilir.  

Hücresel sağkalım sinyalleri oksiradikalleri suprese eder, kalsiyum 

homeostazisini stabilize eder ve mitokondrial fonksiyonların sağlıklı bir şekilde 

sürdürülebilmesini sağlar. Apoptozisi indükleyen sinyaller çeşitli trofik faktörlerin 

eksikliğinden kaynaklanabilir. İnsulin eksikliğinin de hücre içi insülin 

sinyalizasyonunu bozarak sağ kalım yolaklarını baskılaması ve apoptozisi teşvik 

etmesi olasıdır. Bu nedenle çalışmamızda hücresel sağkalım için öneme sahip 

PI3K/Akt yolağı üzerinde etkili insülin sinyalizasyonunun nöronal sağ kalım ve 

nöronal ölüm arasındaki çizgideki rolü belirlenecektir. 
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Apoptozis kaspazların aktivasyonu aracılığı ile meydana gelen, çok hücreli 

organizmalarda homeostazisi sağlayan programlı hücre ölümüdür (99). Apoptozis üst 

uyaranlara bağlı olarak intrensek veya ekstrensek yolaklar tarafından indüklenebilir.  

Apoptozis nöronlar içinde merkezi sinir sisteminin gelişimi esnasında nörogenesis 

açısından önemli bir süreçtir. Ancak zamanından erken gelişen bir apoptozis veya 

apoptozisin düzenlenmesinde meydana gelen bozukluklar nörodejenerasyonun 

patogenezinden sorumludur. Çünkü patolojik koşullarda hücre ölümü nöron 

kayıplarına sebep olur (194). Nöronal hücre ölümü Alzheimer, Parkinson, 

Huntington, Strok ve Amyotrofik Lateral Skleroz gibi hemen her nörolojik hastalığın 

temelinde yatmaktadır. Bu nedenle nöronal apoptozisi hem teşvik eden hem de 

önleyen mekanizmaların aydınlatılması nörodejeneratif hastalıkların da 

önlenmesinde yeni yaklaşımların oluşturulması açısından önemlidir. Bu 

hastalıklardan sorumlu spesifik genetik ve çevresel faktörlerin tanımlanması nöronal 

apoptozis ile ilişkili çeşitli yolaklar arasındaki ortak mekanizmaları destekleyecektir.  

Nöronlardaki apoptozis programı da temel olarak BCL-2 ailesi üyelerini ve 

kaspazları içermektedir (216). Proapoptotik olarak bilinen bu aile üyeleri (Bim-1, 

Bax, Bak) hücre ölüm sinyallerine yanıt verirler. Bu ölüm kaskadları hücresel 

sağkalım sinyalleri ile baskılanmaktadır.  Daha önce sıkça tetkik edilen moleküllerin 

dışında henüz diyabet ve nörodejenerasyon arasındaki köprüde rolleri ortaya 

konulmamış farklı genlerin ve proteinlerin incelenecek olması bu alanda yapılmış 

çalışmaların devamı niteliğinde olacaktır. Hedef moleküllerimizden XIAP (X-linked 

Inhibitor of Apoptosis Protein) apoptoz inhibitörleri arasında hem en güçlü hem de 

en iyi tanımlanmış anti-apoptotoik IAPs ailesi üyesidir. XIAP BIR3 domaini ile 

Kaspaz-9’a; BIR2 domaini ile Kaspaz-3 ve -7’ye bağlanır ve onları inhibe eder. Bu 

yolaktaki rolünü merak ettiğimiz diğer bir molekül ise XIAP’nin doğal inhibitörü 

olan Smac/DIABLO’dur. Smac/DIABLO apoptoza giden hücrelerde mitokondriden 

salınarak XIAP’nin BIR domainlerine bağlı kaspazları açığa çıkarır ve hücre 

ölümünü tetikler (151). 

Çalışmamızda insulin eksikliği yaratmak istediğimizden tip 1 diyabetli sıçan 

modeli oluşturulmuştur. Bu modeli oluşturmak üzere sıçanlara 45 mg kg
-1 

STZ 

intraperitoneal yoldan uygulanmıştır. STZ insulin üreten pankreatik β hücrelerini 

yıkarak hipoinsulinemi ve hiperglisemiye sebep olur (117). Sıçanlarda 6 haftalık 
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süreçte haftalık vücut ağırlığı takibi ve açlık kan şekeri takibi yapılmıştır. Bir gruba 

sadece STZ uygulanırken diğer gruba 6 haftalık sürecin son iki haftasında subkutan 

yoldan 5ukg
-1

gün
-1

 insulin uygulaması yapılarak insulinin serebellum ve beyin 

sapındaki iyileşitirici etkisi de incelenmiştir.  

Tez çalışmamızda daha önce beyinde ve nörodejenerasyonda rolleri bilinen 

ancak henüz insülin sinyalizasyonu ile ilişkilendirilmemiş apoptotik genler ortaya 

konulmaya çalışılacaktır.  Real-Time PCR gibi spesifik bir yöntemle elde ettiğimiz 

sonuçlarımız immunohistokimya çalışmaları ile desteklenmiştir.  Tez çalışmamızdan 

elde edilen veriler ile hem insülinin beyindeki bilinmeyen rolleri hem de 

nörodejenerasyona etkisi ortaya konulmaya çalışılmıştır. 

Çalışmamız sonucunda elde ettiğimiz bilgiler ışığında yaygın bir metabolik 

hastalık olan diyabetin; beyinde sadece korteks ve hipokampüs gibi popüler 

bölgelerde değil genel anlamda serebellum ve beyin sapı gibi nörodejeneratif 

süreçlerde ikinci plana atılan diğer beyin bölgelerindeki nöronlarda, haraplayıcı 

etkisi yorumlanmış olacaktır. Böylece metabolik hastalıklara bağlı 

nörodejenerasyonun altında yatan en temel mekanizma olan nöronal ölüm, her bir 

beyin bölgesindeki nöron için kaçınılmazdır. 
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2. GENEL BİLGİ 

2.1 Diyabetes Mellitus 

Diyabetes mellitus günümüz insanının yaşam şartlarından dolayı tüm dünyada 

hızla yayılan, yüksek mortalite ve morbidite riski taşıyan bir hastalıktır (10). 

Diyabetes mellitus, mutlak ya da bağıl insülin eksikliği ya da insülin direnci 

nedeniyle ortaya çıkan ve karbonhidrat, lipid ve protein metabolizması bozukluğu ile 

karakterize, endokrin ve metabolik bir hastalıktır. Diyabetes mellitus yaşam boyu 

sürekli izlem ve tedavi gerektiren, akut ve kronik komplikasyonları nedeniyle 

hastanın yaşam kalitesini düşüren bir hastalıktır. Hastalığın seyri sırasında 

hipoglisemi, ketoasidoz, hiperglisemik hiperosmolar nonketotik koma gibi akut ve 

nefropati, nöropati ateroskleroz gibi kronik komplikasyonlar gelişmekte ve dünyada 

her yıl binlerce kişi diyabet komplikasyonlarından ölmektedir (9, 193). 

Dünya’da 2000 yılında 151 milyon, Türkiye’de Türkiye Diyabet Epidemiyoli 

Çalışma Grubu’nun (TÜRDEP) yaptığı çalışma ile 2.6 milyon diyabetli olduğu rapor 

edilmiştir (167).  

Diyabetteki kronik hipergliseminin çeşitli organların uzun dönemde hasar 

görmesi, fonksiyon kaybı ve yetersizlik gelişmesiyle ilişkili olduğu bildirilmektedir 

(168). 

Amerikan  Diyabet   Derneğine   (ADA)   göre   diyabetes   mellitus (DM)’un   

en   basit   tanısı   açlık glisemisinin   venöz   plazmada   en   az   iki   ardışık   

ölçümde   126   mg/dl   veya   daha   yüksek   olması   ile konur (4) .   Yine günün 

herhangi bir saatinde açlık ve tokluk durumuna bakılmaksızın venöz plazma 

glisemisinin 200 mg/dl’in üzerinde olması ve polidipsi, poliüri, polifaji, zayıflama 

gibi diyabetik semptomlarının oluşu ile de tanı konulabilir (4). 

İlk  kez   1979  yılında  NDDG (54) daha  sonra  da  1985  yılında  WHO (214)  

tarafından  diyabetin   geniş bir   sınıflaması   yapılmıştır. WHO’nun yaptığı 

sınıflama kliniksel olup aynı zamanda diyabeti terminolojik olarak insüline bağımlı   

(IDDM veya Tip 1)   ve  insüline   bağımlı   olmayan  (NIDDM veya Tip 2) olarak da 

adlandırmıştır (54). 

Günümüzde Diyabet sınıflamasında bazı farklılıklar bulunmaktadır. İnsülin 

bağımlı diyabetes mellitus (IDDM) ve insülin bağımlı olmayan diyabetes mellitus    
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(NIDDM) terimlerinin kullanımı artık önerilmemektedir. Bu terimler Tip 1 DM’lu  

(IDDM) hastalarda mutlak insülin ihtiyacı olması, buna kaşılık Tip 2 DM’lularda 

(NIDDM ) buna gerek olmayışı esasına dayanılarak kullanılmakta idi. Ancak birçok 

DM’lu hastada glisemiyi kontrol altına almak için bir dönemden sonra insülin 

kullanmak gerektiğinden, insüline bağımlı olmayan kavramı sorun oluşturmaktadır 

(50). 

Daha sonra ADA tarafından 1998 yılında önerilen yeni sınıflama ise etyolojik 

olup keza insüline bağımlı ve insüline bağımlı olmayan diyabet yerine Tip1 ve Tip 2 

diyabet terminolojisini önermektedir (50). 

 

 

2.1.1. Diyabet Tipleri 

2.1.1.1 Tip 1 Diyabetes Mellitus 

Tip 1 diyabetin kesin sebebi bilinmemektedir. Bilim adamları, tip 1 diyabetli 

pek çok kişide bağışıklık sisteminin hatalı olarak, pankreas bezinde yer alan ve 

insülin hormonunu üreten adacıkların beta hücrelerine yöneldiğini ve onları harap 

ettiğini ortaya çıkarmışlardır. Sebebi ne olursa olsun, adacık hücreleri tahrip 

edilmeye başladığında, insülin yapımı giderek azalmaya başlar ve nihayetinde hiç 

insülin yapılamaz.  Normalde, insülin hormonu glukozun hücrelerin (Özellikle kas ve 

yağ dokusu hücreleri) içine girmesini, metabolize edilerek diğer dokulara enerji 

ulaştırılmasını sağlar. Yemek yenildiğinde pankreas yeteri kadar insülini kan 

dolaşımına verir böylece yenilen yemeğin sindirimi sonrasında kanda yükselen 

şekerin hücrelerin içine girmesini sağlar. Glukoz hücre içinde parçalanarak yakılır, 

bu şekilde bir yandan enerji sağlanırken diğer yandan kandaki şeker seviyesi düşer. 

Kan şekeri normal seviyeye doğru geriledikçe pankreastan kana verilen insülin 

miktarı da azalır (95). 

Tip 1 diyabette, pankreas adacık hücreleri tahrip oldukları için insülin 

yapılamaz ve bütün bu fizyolojik olaylar gerçekleşemez. Böylece glukoz, enerji 

olarak hücrelere ulaştırılacağı yerde, kanda birikmeye başlar ve kanda glukozun aşırı 

yükselmesi ile diyabet koması (diyabetik ketoasidoz) gibi yaşamı tehdit eden 

komplikasyonlar ortaya çıkar (95). 
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Özetlemek gerekirse, tip 1 diyabetin kesin sebebi bilinmemektedir. Fakat çoğu 

kez genetik yatkınlığı olan bir kişide immun reaksiyonu başlatan bir viral infeksiyon 

ya da çevresel bir tetikleyici söz konusudur. Vücudun lenfositleri hatalı olarak 

insülin üretiminden sorumlu pankreas beta hücrelerine yönelip bu hücreleri tahrip 

etmeye başlar (95). 

Tip 1 Diyabet Patogenezi 

Tip 1 diyabet pankreastaki insulin üreten β hücrelerinin adacık hücrelerine 

infiltre olan CD4+, CD8+ T hücreleri ve makrofajlar tarafından otoimmün yıkımı ile 

karakterizedir (70). Diğer organ spesifik otoimmun hastalıklar gibi tip 1 diyabetin de 

HLA (Human Leucocytes Antigen) ilişkisi bulunmaktadır. Kromozom 6 üzerindeki 

HLA lokusu Ailesel Tip 1 Diyabetle ilişkili ilk aday lokus olmuştur (45, 147). DR4 -

DQ8 ve DR3 –DQ2 olmak üzere iki haplotipin (veya HLA geninin) kombinasyonu 

tip 1 diyabetli çocukların %90’ında önem göstermektedir. DRI5-DQ6 haplotipi ise 

vakaların %1’inden daha azında görülmektedir (51). 

Aday gen çalışmaları kromozom 11 üzerindeki insulin geninin tip 1 diyabete 

duyarlılıkta ikinci önemli genetik faktör olduğunu tanımlamıştır. İnsulin geninin 

promoter bölgesindeki rastgele tekrarların kısa formları hastalıkla ilişkili iken uzun 

formları hastalıktan korunmayla alakalıdır (32, 80). 

Son on yılda yapılan genom çalışmalarında ise 15 lokusun tip 1 diyabetle 

ilişkili olduğu gösterilmiştir. Ayrıca bunların dışında 2 ayrı genin de T hücresi 

aktivasyonu ile ilişkili olduğu bulunmuştur (81). 

T hücresi aktivasyonunun negatif regülatörü olan Sitotoksik T Lenfosit 

Antijeni 4 (CTLA4) geninin alleli 2. Kromozomda bulunur ve tip1 diyabet için 

üçüncü risk faktörü olduğu gösterilmiştir. Bu lokus çözünebilen CTLA4 miktarını 

artırarak T hücresi sayısını artırır. T hücresi aktivasyonunu suprese eden Lenfoid 

Tirozin Fosfataz (LYP) enzimini kodlayan PTPN22 geninin varyantı ise dördüncü 

risk faktörüdür (8, 26, 182, 197) (Şekil 1). 

Ayrıca interselüler adezyon molekülü (ICAM-1)’nün de tip 1 diyabet riskinin 

artmasıyla ilişkili olduğu gösterilmiştir. ICAM-1’in erken otoimmun yanıtlarda ve 

enfeksiyonlarda mononüklear hücrelerin adacık içerisinde konuşlanmasını ve aktive 

olmalarını sağladığı düşünülmektedir (81). 
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Tip 1 diyabette β hücrelerinin yıkımı çok selektiftir. Bu hücreler langerhans 

adacıklarının endokrin kısmının %60-70’ini oluşturmaktadır. Bu kısım α hücreleri, δ 

hücreleri ve PP hücreleri ile çevrelenmiştir. 1980’lerin başında tip 1 diyabet 

patogenezindeki otoimmunite fikri β hücrelerindeki sadece tek bir otoantijene karşı 

olduğu üzerineydi. Ancak şimdi biliniyor ki B ve T hücreleri diyabet sürecindeki 

birçok otoantijeni tanımaktadır ve bu otoantijenlerin çoğu β-hücreleri tarafından 

üretilmektedir. Otoantijenlerin İntraselüler alanlarda, salgı granüllerinde ve sinaptik 

vezikül benzeri veziküllerde birikmesi otoimmun reaksiyonlar ve β-hücresi 

fonksiyonu arasındaki ilişkiyi açıklamaktadır (68). 

Diyabette en çok bulanan 3 major otoantijen Glutamik Asit Dekarboksilaz 

(GAD), Protein Tirozin Fosfataz Benzeri Molekül IA-2 ve insulindir. Hastaların 

%90’ında bu üç otoantijenden en az birinin bulunduğu gösterilmiştir. Glima38 ise 

hastaların %15-20’sinde bulunan ve hem adacık hücreleri hem de nöronlardan oluşan 

endokrin hücrelerinden eksprese edilen bir otoantijendir (68). 
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Şekil 1: Antijen Sunan Hücre Üzerindeki MHC Class II  Molekülü ile Antijenin (buradaki örnekte 

antijen olarak proinsülin verilmiştir) CD4 T Hücresine Sunulması. (Bu süreç T hücresi aktivasyonu ile 

sonuçlanmaktadır. Bu diyagramda tip 1 diyabetle ilişkili 4 temel gen gösterilmektedir. CTLA-4 ve 

PTPN22 geninden kodlanan LYP, T hücresi aktivasyonunun inhibitörleridir. LYP ile C terminal Src 

Kinaz (CSK)’ın oluşturduğu kompleks ise T hücresi antijen reseptörünün (TCR) antijenle bağlanması 

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

 

 

2.1.1.2   Tip 2 Diyabetes Mellitus (NIDDM) (T2DM) 

Toplumda en sık görülen diyabetes melllitus tipidir.   İnsuline bağımlı olmayan 

diyabetes mellitus (NIDDM) ya da tip 2 diyabet polidipsi, poliüri, polifaji, pruritus, 

ağırlık kaybı gibi klasik belirtiler ile ortaya çıksa da çoğu kez uzun sürebilen 

asemptomatik dönemi mevcuttur.  Genellikle 45 yaş üzerinde ilk yakınmalar başlar.   

Polidipsi, poliüri ve polifaji gibi yakınmalardan ziyade retinopati,  nefropati,  

nöropati ve aterosklerotik kalp hastalığı gibi kronik komplikasyonlarla ilgili 

yakınmalar hastayı hekime getirebilir (65).  
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Hiperglisemiye rağmen kan ve idrarda keton cisimleri azdır veya yoktur. 

İnsulin tedavisi çoğu kez gerekli değildir.   Ketoasidoz spontan olarak oluşmaz.   

Sadece aşırı hiperglisemi ve hiperozmolarite durumlarında nadiren ketoasidoz 

koması gelişebilir.   Diyabetik ketoasidoz koması,   şiddetli enfeksiyon veya 

mezenter arter embolisi gibi acil bir durum olmadıkça gelişmez.   Bu hastalarda daha 

sık görülebilen koma,   yeterli sıvı alınmamasına bağlı gelişen hiperglisemik 

hiperosmolar non-ketotik komadır (65).    

Diyabetik hipergliseminin patogenezinde üç önemli faktörün rol oynadığı 

bilinmektedir.   Bunlar beta hücre insulin salgısının bozulması, insulin direnci ve 

karaciğerde glukoz üretiminin artışıdır.   Hem insulin direnci hem de bozulmuş 

insulin sekresyonu tip 2 diyabetin patogenezinde genetik olarak kontrol edilen 

faktörler olup bunlardan hangisinin primer ağırlıkta rol oynadığı henüz açık değildir.   

Aile öyküsü hemen hepsinde olmasına karşın hastalık henüz tek bir genetik zemine 

oturtulamamıştır.  Yine de tip 2 diyabetin çoğu formları genetik yüklülük ile 

ilişkilidir (65). 

Tip 2 diyabet yaygın olarak obezite ile çok yakın ilişkilidir. Obezite insulin 

direncini artırarak hiperglisemiyi ağırlaştırmasına rağmen obezite olmadan da Tip 2 

diyabet gelişir.   Bu yüzden obez ve obez olmayan NIDMM ayırımı etiyolojik bir 

farklılık oluşturur (83). Buna göre obez Tip 2 diyabet’de insulin direnci daha önemli 

iken,  obez olmayan Tip 2 diyabet’de insulin sekresyon bozukluğu ön plana geçer 

(163). 

İnsülin direnci sendromu, diğer adı ile “Sendrom X”, Reaven et al. (163) 

tarafından yakın zamanda tanımlanmıştır.  Bu sendromdaki primer bozukluk, 

periferik insülin direncidir. Periferik insulin direnci kendini hiperinsulinizm ile 

gösterir çünkü ortam insulin konsantrasyonu çoktur ancak hücreler tarafından 

kullanılamamaktadır. Sendrom X’de hiperinsulinizm diğer bulgulardan önce ortaya 

çıkar.  Bunu obezite, aterosklerozis, hiperlipidemi ve hipertansiyon izler. 

Hiperinsülinizmin özellikle trunkal obezite ile ilişkisi vardır (65).   İleri sürülen 

hipotezde, hiperinsülinizmin bir büyüme faktörü gibi rol oynayıp arteriyal duvardaki 

proliferasyonu stimüle ederek makrovasküler hastalığı başlatabileceği,   sodyumun 

renal tübüler reabsorbsiyonunu hızlandırarak ve sempatik sinir sistemi aktivitesini 

arttırarak hipertansiyonun gelişmesine katkıda bulunabileceği ve son olarak 
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karaciğerden çok düşük dansiteli lipoproteinlerin sentezini hızlandırıp ortamdan 

uzaklaştırılmalarını yavaşlatabileceği varsayılmaktadır.   Arterioskleroz gelişmesi 

sonucunda koroner arter hastalığı ve serebrovasküler olaylar bu hastalarda sık olarak 

görülür. Ancak yukarıda sayılan durumların hepsi diyabetes mellituslu hastaların 

hepsinde sık olarak görülen komplikasyonlar nedeni ile sendrom X’in kesin 

yöntemlerle ayırıcı tanısının yapılabilmesi bu gün için mümkün değildir (65). 

Tip 2 Diyabet Patogenezi 

Heterojen bir hastalık olan insüline bağımlı olmayan diyabetin patogenezinden 

beta hücre fonksiyon bozukluğu, insülin direnci ve hepatik glukoz üretimi artışı gibi 

üç ana metabolik bozukluk sorumludur (178). 

Hepatik glukoz üretimi artışının primer defekt olduğunu gösteren bulgular 

azdır. İnsülin eksikliği ve/veya insülin direnci ise asıl nedeni oluşturur. Fakat 

NIDDM’un ortaya çıkışında insülin eksikliği ile seyreden beta hücre fonksiyon 

bozukluğundan veya insülin direncinden hangisinin primer olarak sorumlu olduğu 

güncel bir tartışma konusudur.   Bunun yanında beta hücre fonksiyon bozukluğu ve 

insülin direnci arasında karşılıklı bir etkileşimin olduğu ve her ikisinin de 

patogenezde birlikte rol aldığı da ileri sürülmektedir. 

NIDDM’taki primer patolojinin beta hücre fonksiyon bozukluğu veya insülin 

direnci olmasında yaşın, etnik farklılıkların,   obezitenin ve diyabetin 

hetorejenitesinin kısmen de olsa belirleyici olduğu ileri sürülmektedir (178). 

Bu tartışmalardan ayrı olarak son yıllarda NIDDM’in oluşmasında dördüncü 

bir görüş olarak primer defektin hiperinsülinemi olduğu ve insülin direncinin 

hiperinsülinemiye bağlı olarak oluştuğu hipotezi ortaya atılmıştır.   Bu hipoteze göre 

merkezi sinir sisteminde ventromedial hipotalamus, median eminence ve henüz 

tanımlanmayan bazı alanlardaki değişiklikler gıda alımını artırarak ve 21 sempatik 

sinir sistem aktivitesinin düzenlenmesinde rol alan neuropeptid Y ve/veya diğer 

nöroregulatör peptidlerin üretimini artırarak vagus sinirini uyarmakta ve bu da 

insülin salgısını uyarmaktadır. Ayrıca normal sağlıklı bireylerde yapılan çalışmalarda 

kronik fizyolojik öglisemik hiperinsülineminin insülin direncine neden olduğu 

gösterilmiştir.  Hiperinsülineminin nonoksidatif glukoz kullanımını veya glikojen 

sentezini bozarak tıpkı NIDDM’de olduğu gibi insülin direncine yol açabileceği ileri 

sürülmektedir (178). 
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Fakat tüm bunlara karşın NIDDM’in oluşmasında en önemli iki patogenetik 

faktör insülin eksikliği ve insülin direncidir (178). 

Pankreatik Beta Hücresi Fonksiyon Bozukluğu 

Normal glukoz toleransından bozulmuş glukoz toleransına ve hafif NIDDM’e 

geçildiğinde hiperinsülinemi oluşur.   Açlık glukoz düzeyi 80 mg/dl’den 140 mg/dl’e 

yükseldiğinde insülin düzeyi normal sağlıklı bireylere göre 2-2,5 kat artar. Açlık 

glukoz düzeyi 140 mg/dl’i geçtiğinde ise beta hücreleri insülin salgılanması daha 

fazla artamaz ve açlık hiperglisemisi arttıkça insülin salgılanması da kademeli olarak 

azalmaya başlar. İnsülin salgısının azalmaya başladığı bu sırada hepatik glukoz 

üretimi artmaya başlayarak açlık glisemisinin yükselmesine büyük katkıda bulunur.   

250-300 mg/dl arasındaki açlık glisemi düzeyinde ise insülin salgılanması ciddi 

olarak azalır. İnsülin salgısındaki bu değişime Starling eğrisi adı verilmektedir (178). 

İnsülin direnci ile birlikte olsun veya olmasın eğer mutlak bir insülin eksikliği 

varsa NIDDM kaçınılmazdır. 

İnsülin salgılanmasında bozukluğa yol açan etyolojik faktörler aşağıda sıralanmıştır 

(178):  

 İnsülin salgısında kantitatif bozukluklar  

 İnsülin salgısında kalitatif bozukluklar 

 Pulsatil insülin salgılanmasının bozulması 

 Proinsülin salgılanmasında anomaliler 

 Glukoz toksisitesi 

 Amilin (Adacık amiloid polipeptid) 

 İnkretinler (Glucagon likepeptid-1, GİP,Galanin ) 

 Lipotoksisite 

 İnsülin salgılanma bozukluğunda genetik nedenler 

 

 

2.2 Diyabetik Modellerde Streptozotosin (STZ) 

Streptozotosin (STZ) anti-neoplastik bir ajandır. STZ glukozamin-nitrozüre 

bileşenidir ve toprakta yaşayan, gram pozitif bir bakteri olan“Streptomyces 

achromogenes” den elde edilen pankreatik β hücresi karsinomalarının tedavisinde 

kullanılan kemoteropotik bir ajandır (117). 
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Anti-tumor ajan sınıfında yer alır ve kanser kemoterapisinde kullanılan diğer 

nitrozüreler ile benzerdir. STZ’nin Streptozosin, Izostazin ve Zanosar gibi 

eşdeğerleri bulunmaktadır ve steril toz halinde hazırlanmaktadır. 1 gram 

streptozotosinin içeriğinde aktif bileşen olarak kimyasal adı 2-Deoksi-2-

[[(metilnitrozoamino)-karbonil] amino]-D-glukopiranoz olan madde ve 200 gr sitrik 

asit bulunur. STZ kuru toz halde, soluk sarı ve steril halde temin edilir. Saf STZ 

alkalin pH’a sahiptir. Sitrik asitin varlığı sebebiyle distile su içerisinde çözüldüğünde 

pH 3.5 -4.5 arasında değişir. Işıktan uzak - 20˚C’de saklanmalıdır (2). 

Streptozotosin kalıcı diyabet indükleyen bir ajandır. Geniş spektrumlu 

antibakteriyal özelliğe sahiptir. Streptozotosin alışılmadık şekilde aminoglikozid 

içeren nitrozamin grubu bir bileşendir. 1959’da antibiyotik olarak tanımlanmıştır ve 

şimdilerde piyasada yaygın şekilde kullanılmaktadır. Nitrozamin grubuna sahip 

olması sebebiyle bu molekül nitrik oksit (NO) donorü gibi davranabilmektedir. NO 

vücudumuzdaki birçok patolojik ve fizyolojik süreçte önemli bir haberci molekül 

olarak rol oynamaktadır. STZ genellikle kemirgen modellerde  β hücrelerindeki O-

GlcNAcaz’ı inhibe ederek etki eder (128, 203). 

STZ β hücresine karşı sitotoksik, onkolitik ve onkogenik etkileri sebebiyle 4 

önemli biyolojik özelliğe sahiptir (164, 204). Bu madde antineoplastik antibiyotiktir 

ve malign insulinomalar gibi pankreatik ada hücresi tümörlerinin tedavisinde 

kullanılır (128,154). STZ son zamanlarda daha sık olarak β hücresine karşı sitotoksik 

olması özelliği ile diyabetik araştırma modellerinin oluşturulmasında 

kullanılmaktadır. Düşük afiniteli glukoz taşıyıcısı 2 (GLUT2) STZ’yi pankreatik   β 

hücresine alarak DNA alkilasyonuna sebep olur ve  β hücrelerinin geri dönüşümsüz 

bir şekilde nekroza uğramasına sebep olur (174). STZ’nin etkisiyle memeli ve 

bakteri hücrelerinde DNA sentezi inhibe edilir (25). Ayrıca in vivo modellerde 

pankreatik β hücrelerinde Nikotinamid Adenin Dinükleotid (NAD) deplesyonuna 

sebep olarak da diyabeti indüklediği gösterilmiştir (190). 

 

 

2.2.1 Streptozotosinin Yapısal Özellikleri 

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

olarak bilinir. α  ve β olmak üzere iki anomerik formda bulunur. Bu iki anomerik 
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form kromatografik yöntemlerle (HPLC, High Pressure Liquid Chromotography) 

birbirinden ayırt edilir (64). STZ’nin molekül ağırlığı 265 g/mol,  molekül formülü 

ise C8H15N3O7’dir. STZ’nin moleküler yapısı 2-deoksi-D-glukoza benzer. Bu 

maddedeki C2 bölgesi yerine N-metil-N-nitrozoüre grubunun gelmesi ile STZ oluşur. 

N-metil-N-nitrozoüre grubu STZ’ye sitotoksik özellik kazandırır. STZ bir ucuna 

metil grubu bağlanmış diğer ucuna ise glukoz molekülü bağlanmış bir glukozamin 

nitrozüre bileşenidir (57, 64) (Şekil 2). 

 

 

 

Şekil 2: STZ’nin Kimyasal Yapısı. a) STZ’^nin α ve β Anomerik Formları b) STZ’nin Yapısal 

Analoğu- N-asetil Glukozamin c) STZ’nin Sitotoksik Kısmı N-metil-N- Nitrozoüre 

 

 

2.2.2 STZ’nin Çözünürlüğü ve Stabilitesi 

STZ; su, keton ve düşük alkol çözeltilerinde yüksek çözünürlüğe, polar organik 

çözgenlerde ise düşük çözünürlüğe sahiptir (85). STZ’nin sıvı solusyonları çok hızlı 

bir şekilde α ve β anomerik formlarının denge halindeki bir karışımına dönüşür. 

STZ’nin maksimum stabilizasyonu pH:4-4.5’da sağlanır. Daha düşük ya da daha 
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yüksek pH’lar stabiliteyi azaltır. STZ kısa süreli stoklamalar için +4˚C, uzun süreli 

stoklar için (en fazla 2 yıl) -20˚C’de saklanmalıdır (85). 

STZ sitrat ya da asetat solusyonu içerisinde çözülmelidir ve solusyon 

hazırlandıktan hemen sonra 15-20 dk’yı geçirmeyecek şekilde hızlıca uygulanmalıdır 

(85). Solusyon karasız olduğundan uygulamadan hemen önce hazırlanmalıdır.  

STZ’nin β hücrelerine toksik etkisi doza bağlı olarak uygulamadan sonraki 72 

saat içinde ortaya çıkmaya başlar (102). 

 

 

2.2.3 STZ’nin Uygulama Şekli ve Dozajı   

Kemirgen modelleri diyabetteki immunolojik süreçleri ve metabolizma 

fonksiyonlarını çalışmak için yaygın bir şekilde kullanılmaktadırlar. Diyabet 

streptozotosinin çeşitli doz ve uygulama modelleri ile indüklenebilmektedir. STZ 

daha sıklıkla intraperitonel ve intravenöz uygulanmasına rağmen birçok çalışmada 

intramuskuler, intrakardiyak ve subkutan olarak da verilmektedir (131). 

İntraperitoneal uygulamalar kolay ve hızlıdır özellikle birden fazla yapılacak doz 

uygulamaları için daha kullanışlıdır. Buna rağmen intraperitonel enjeksiyon sırasında 

bağırsağa veya subdermal alana girme olasılığı yüksek olduğundan hem ölüm riskini 

artırır hem de maddenin diyabetojenik etkisinin azalmasına sebep olur. Diğer birçok 

çalışmaya göre de intravenöz STZ uygulaması hem STZ’nin daha kararlı kalmasını 

hem de diyabetin sürekli olmasını sağlar denilmektedir (131).  

STZ doza bağlı olarak diyabeti iki yolla tetikleyebilir. Yüksek dozlarda 

genellikle tek doz halinde uygulanır. Yüksek doz uygulamalarında STZ’nin 

sitotoksik nitrozüre bileşeni olmasından dolayı ve yüksek alkilan ajan özelliğiyle 

pankreatik β hücrelerini hedefler (60). Düşük dozlarda ise genellikle çoklu 

uygulamalar yapılır. Çoklu düşük doz uygulamalarında STZ immun ve inflamatuar 

reaksiyonlar meydana getirir. Bu immun reaksiyonlar glutamik asit dekarboksilaz 

otoantijenlerinin salınımı ile alakalıdır. Bu koşullar altında pankreatik β hücrelerinin 

yıkımı ve hiperglisemik durumun sağlanması pankreas adacıklarına lenfosit gibi 

inflamatuar hücrelerin sızması ile ilişkilidir (156). 

 



 
 

15 
 

Tek doz halinde 40 mg/kg’ın altındaki dozlar etkisiz kalırken 60 mg/kg’ın 

üzerindeki dozlar ise mortaliteyi artırmaktadır (105). Çalışmamızda bu nedenle 45 

mgkg
-1

 STZ’nin intraperitoneal yoldan uygulanması planlanmıştır. 

 

 

2.2.4 STZ’nin İn Vivo Toksisitesi 

STZ hidrofiliktir ve bu nedenle kan beyin bariyerinden geçemez. Ancak 

STZ’nin metabolitleri serebrospinal sıvıda bulunur (128). Hücre kültüründe STZ’nin 

yarı ömrünün yaklaşık 19 dk olduğu gösterilmiştir (100). STZ’nin yıkım ürünlerinin 

sıçanlarda diyabetojenik olmadığı gösterilmiştir (114). Çalışmalara göre enjekte 

edilen STZ’nin %77’si yıkılır ve 6 saat içerisinde uzaklaştırılır. Bu miktarın %30’u 

ilk bir saat içerisinde elimine edilir. Metabolitlerin büyük bir kısmı (%74) idrar ile 

atılır. Kalan %3’ü ise feçesle uzaklaştırılır. Geri kalan materyalin çoğu karaciğer ve 

böbrekte birikir. STZ karaciğerde segmentlere parçalanır ve plazmada degrade olur. 

Kesim ve yıkım ürünleri diyabete sebep olmazken biyolojik olarak aktiftirler ve 

hücre membranlarından geçebilirler (114). STZ’nin çok iyi bilinen yan etkileri ise 

hepatotoksisite ve nefrotoksisitedir (157, 171, 189). 

 

 

2.2.5 STZ Duyarlılığında Cinsiyet Farklılığı 

Kemirgenler STZ duyarlılığı açısından cinsiyet farklılıkları gösterir. Bu 

farklılık aynı dozu alan erkeklerde şiddetli hiperglisemi yaparken, dişilerde az bir 

yanıta ya da hiç yanıt olmamasına sebep olabilir. Dişi ve erkek sıçanlarda yapılan bir 

çalışmada Leiter et al. (116), STZ uygulamasından 25 gün sonra ortalama kan glukoz 

değerlerinin erkeklerde hem 200 mg/dL’den yüksek hem de dişilerdekine göre daha 

yüksek olduğu rapor edilmiştir. Dişi sıçanlardaki STZ’ye karşı duyarlılıktaki azalma 

östradiol’ün pankreatik β hücrelerini oksidatif stres kaynaklı apoptozdan 

koruyabileceğini düşündürmektedir. Bu bilgiler ışığında çalışmamızda erkek 

sıçanların seçilmesi uygun görülmüştür (113). 
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2.2.6 STZ’nin Diyabetojenik Etkisi 

2.2.6.1 STZ’nin β Hücrelerinin Membranından Seçici Taşınımı 

STZ insulin üreten pankreatik β hücrelerini yıkarak hipoinsulinemi ve 

hiperglisemiye sebep olur (117). STZ yapısal olarak glukoza çok benzerdir. Glukoz 

analoğu olarak da bilinen STZ yapısal benzerliği sayesinde bir glukoz taşıyıcısı olan 

GLUT2’ye bağlanabilir ve spesifik olarak pankreatik β hücrelerine girerek orada 

birikir. STZ’nin GLUT2 taşıyıcıları ile hücre içerisine alınması glukoz ile 

kompetitiftir.  

Lipofilik özellikteki nitrozüre grubunun diğer üyelerinin aksine STZ 

hidrofiliktir çünkü glukoz substitüsyon eki taşır. STZ’nin hidrofilik doğası hücre 

membranlarının çift katlı fosfolipid tabakasından difüzyon yeteneğini kısıtlar (64). 

Ancak STZ’deki bu deoksi-glukoz eki sayesinde glukozla yapısal bir analoji gösterir 

ve GLUT-2 glukoz taşıyıcısına selektif olarak bağlanarak içeri alınır. Hepatositler ve 

renal tübüler hücreler de pankreas gibi GLUT-2 eksprese ettiklerinden STZ bu 

organlar içerisinde de birikerek hasar meydana getirir (51). STZ diyabetojeniktir 

çünkü insulin salgılayan β hücrelerini seçici olarak nekroza uğratır ve yıkar. Böylece 

insulin salınımı engeller. Pankreas adacıklarındaki endokrin β hücreleri dışındaki α 

veδ hücreleri ile parankimdeki ekstra pankreatik hücreler STZ’den etkilenmeden 

kalırlar (64, 217). STZ’nin yüksek miktardaki uygulamaları sonrası böbrek, 

karaciğer, bağırsak ve pankreastan plazmaya geçen konsantrasyonu artarsa kardiyak 

ve adipoz doku hasarına sebep olur, oksidatif stresi, inflamasyonu ve endoteliyal 

disfonksiyonu artırır (199) (Şekil 3). 
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Şekil 3: STZ’nin Pankreatik β Hücrelerine Seçici Taşınımı a) STZ’nin ve Glukozun Seçici Taşıyıcılar 

ile Hücre İçine Alınmasını Gösteren Model b) STZ’nin Pankreatik β Hücrelerinde Glukoz Alımını ve 

İnsülin Salınımını İnhibe Etmesi (85) 

 

 

2.2.7 STZ Toksisitesinin Etki Mekanizması 

1. Hücresel bileşenlerin karbamolasyonu ve alkilasyonu 

2. Nitrik Oksit (NO) salınımı 

3. Serbest radikal üretimi ve oksidatif stres 

4. O-GlcNAcaz inhibisyonu 

 

 

2.2.7.1 Hücresel Bileşenlerin Karbamolasyonu ve Alkilasyonu 

STZ hücre içerisine girdiğinde izosiyanat molekülü ve metildiazohidroksid 

molekülü oluşturacak şekilde bozulur (207, 210). İzosiyanat intramoleküler 

karbamolasyon geçirir ve proteinler gibi diğer hücresel bileşenleri karbamile eder. 

Metildiazohidroksid ise yüksek reaktif karbominium iyonu (CH3+) oluşturur. 

Karbominium iyonu DNA zincirleri arasında çapraz bağlar oluşturarak STZ aracılı 

DNA alkilasyonunda en önemli rolü oynar. 
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Karbominium iyonları çok reaktiftir ve DNA nükleofilik merkezindeki nitrojen 

ve oksijen moleküllerinin eşlenmemiş elektron çiftleri ile reaksiyona girerler (63). 

Yapısal çalışmalara göre karbaminium kaynaklı DNA alkilasyonunun en baskın 

bölgesi guaninin O
6
 pozisyonundadır (64, 210). O

6
 noktasından metilasyon hidrojen 

bağıyla karıştırılır ve guaninin timinle yanlış bağ kurmasına sebep olur. Böylece 

nokta mutasyonu meydana gelir. Bazların dışında STZ aracılı DNA alkilasyonu 

fosfotriester oluşumu sebebiyle fosfat iskeleti hedef alarak DNA’da konformasyonel 

değişikliklere sebep olur. STZ aynı zamanda DNA’nın nitrojen halkası ve bazların 

ekzosiklik oksijen atomlarına da saldırarak 7-metilguanin ve 3-metiladenin oluşturur. 

Bu moleküller DNA’da kırıklara sebep olarak Poli-ADP-Riboz Polimeraz (PARP)’ı 

aktive eder ve böylelikle Nikotinamid Adenin Dinükleotid (NAD
+
)’ın deplesyonuna 

sebep olur (161). Aktifleşen PARP ADP-riboz grubunun diğer nuklear proteinlere 

kovalan bir şekilde bağlanmasına ve NAD
+
 deplesyonuna sebep olur (Şekil 4). 

STZ’nin hayvanlardaki diyabetojenik etkisi pankreatik hücrelerde NAD
+
’ın 

azalması aracılığıyla meydana gelmektedir. STZ aracılı alkilasyon sonucu oluşan 

DNA hasarı eksizyon tamir mekanizması ile tamir edilmeye çalışılır. Bu mekanizma 

ise NAD- bağımlı bir enzim olan PARP’a ihtiyaç duyar. STZ uygulaması ile oluşan 

DNA hasarı sonucu sürekli uyarılan DNA tamir mekanizması hücrelerdeki NAD
+
 ve 

ATP depolarını tüketir. Böylelikle beta hücrelerinin ölümü kaçınılmaz olur (161). 

 

 

Şekil 4: STZ Aracılı DNA Karbamolasyonu ve Alkilasyonu (85) 
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2.2.7.2 Nitrik Oksit (NO) Salınımı 

Diğer nitrozüreler gibi STZ’de NO donörüdür. STZ enjeksiyonundan 2 saat 

sonra sıçan pankreatik β hücrelerinden NO salınımı gözlenmiştir (205). NO 

oluşumunun Nitrik Oksit Sentaz (NOS)’a bağlı olmadığını göstermek için ise NOS 

inhibitörleri kullanılmış ancak bu inhibitörler STZ varlığında NO üretimini bloke 

edememiştir (110). Pankreatik β hücrelerinde radikal süpürücü enzimler az miktarda 

bulunduğundan bu durum onları serbest radikallere karşı daha duyarlı yapmaktadır. 

STZ metabolizması süresince NO radikalleri üretilir ve bu radikaller hücre içindeki 

molekülleri hedefleyerek hücreyi disfonksiyona ve ölüme götürür. NO radikalleri 

mitokondriyal aconitaz enzimini inaktive ederek substrat oksidasyonunu ve ATP 

üretimini bozar (72). 

İyonik kanallar ve mitokondriyal elektron taşıma zincirindeki kompleks 1 ve 2 

NO’nun diğer hedefleridir. NO aynı zamanda iki farklı yolla DNA hasarına da yo l 

açar. Bunlardan birincisi nükleik asitlerin nitrasyonu ve pürin ve pirimidinlerin 

deaminasyonu sonucu oluşan DNA hasarı ikincisi ise süperoksit radikalleri ile 

reaksiyona girerek oluşturduğu peroksinitritler aracılığıyla meydana getirdiği DNA 

hasarıdır (183). NO aynı zamanda DNA tamir ve replikasyon enzimlerini inaktive 

etmektedir. Bu nedenle NO ile indüklenen β hücre hasarı apoptozis ve nekrozis ile 

sonuıçlanmaktadır (72). 

 

 

2.2.7.3 Serbest Radikal Üretimi ve Oksidatif Stres 

Streptozotosin ile indüklenen diyabetik sıçan modelinin erken safhalarında 

reaktif oksijen ve nitrojen türevleri (ROS ve RNS) kaynaklı oksidatif stres meydana 

gelmektedir (145). Birçok çalışmaya göre STZ tabanlı diyabette oksidatif stres 

kaynaklı doku hasarına hiperglisemi sebep olmaktadır (146). STZ ile indüklenen 

diyabetik modellerde oksidatif stres glukozun otooksidasyonuna, protein 

glikasyonuna, glikasyon son ürünlerininfad (advanced glycation end product, AGE) 

oluşumuna ve serbest radikal üretimine sebep olan poliol yolağı aracılığıyla meydana 

gelir (9). 
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STZ ile indüklenen diyabet modelinde sıçanlarda plazma glukoz, total lipid, 

trigliserit, kolesterol, lipid peroksit, nitrik oksit, ürik asit miktarı artarken antioksidan 

seruloplazmin, total albumin ve tiyol miktarı azalmaktadır. Pankreas, karaciğer ve 

böbrek lizatlarında lipid peoksidasyon miktarı artarken, katalaz, glutatyon peroksidaz 

(GSSP) ve süperoksid dismutaz (SOD) miktarı azalmaktadır (7). 

 

 

2.2.7.4. O-GlcNAcaz inhibisyonu 

STZ O-GlcNAcaz (OGA)’ı inhibe ederek spesifik olarak adacık hücrelerini 

öldürür. OGA, β hücrelerinde kaliteli ve doğru protein üretiminin kontrolünde rol 

alan Beta-O- bağlı N-asetil glukozamin (O-GlcNAc) molekülünü yıkan bir glikozid 

hidrolazdır. OGA’nın STZ ile inhibisyonu hiper-O-GlcNAçilasyonuna sebep olur. 

Bu da zararlı proteinlerin birikimine sebep olarak stres yolağının tetiklenmesiyle ve 

apoptozisle sonuçlanır (109). 

 

Şekil 5: STZ Toksisitesinin Mekanizması (85) 

 

 

2.3. İnsulinin Hücresel Sinyal Transdüksiyon Yolağının Aracıları 

İnsulin reseptörü 2 ekstraselüler α alt ünitesi ve 2 transmembran β alt ünitesine 

sahip heterotetramerik bir proteindir. İnsulinin, insulin reseptörünün (IR) α alt 

ünitesine bağlanması reseptörün β alt ünitesindeki tirozin kinaz aktivitesini uyarır  
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(Şekil 6). Reseptörün otofosforilasyon ve hücre içi substratlarını fosforile etme 

yeteneği insulinin hücre içi yolaklardaki rolü için hayati önem taşımaktadır (104). 

Yapısal biyoloji çalışmaları 2α alt ünitesinin insulinin bağlanmasında rol oynadığını, 

2β alt ünitesindeki kinaz domainlerinin ise birbirine çok yakın bir pozisyonda 

bulunarak tirozin kalıntılarının otofosforilasyonuna izin verdiği görülmektedir. 

Tirozin kalıntılarının otofosforilasyonu reseptör aktivasyonunun ilk basamağıdır 

(122). Kinaz domaini otofosforilasyon sonrası konformasyonel değişikliğe uğrayarak 

kinaz aktivasyonunun temelini oluşturur ve diğer sinyal moleküllerine bağlanır (96). 

 

 

Şekil 6: İnsulin /İnsulin Reseptör Kompleksi a) IR Dimeri ve Yüzey Özellikleri b) 3D 

Rekonstruksiyon ile CR Domainindeki Cam-Benzeri Bölgenin Okla Gösterilmesi ve İnsulin Reseptör 

Aktivasyonundaki Yapısal Değişikliğin Gösterilmesi c) İnhibitör Safha d) İnsulinin Bağlı Olduğu 

Safha (155)  
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 Insulin reseptörünün iki izoformu bulunur. Bu izoformlar proreseptör 

transkriptinin 11. ekzonunun alternatif splicingi ile oluşur (134, 177) . A tipi IR’ de 

ekzon 11 yoktur, B tipi IR’de ise ekzon 11 vardır. Bu iki izoform birbirinden α 

zincirinin C terminalindeki 12 aminoasit ile ayrılır (61,198). İki izoform birbirinden 

insulin bağlama afinitesi açısından farklılık gösterir. 

 

 

2.3.1. IRS Proteinleri 

İnsulinin insulin reseptörünün α alt ünitesine bağlanması insulinin sadece etki 

bölgesinde yoğunlaşmasını sağlamaz aynı zamanda reseptörde konformasyonel 

değişikliğe sebep olur. Böylelikle tirozin kinaz aktivitesi ortaya çıkar ve sinyal 

kaskadı başlatılır. İnsulin reseptörü bir çok aracı erken molekülü fosforile eder. Bu 

moleküllerden en bilindik olanlar; IRS1-4,Shc, Gab1, Cbl, APS ve p60dok vb.dir. Bu 

moleküllerin her biri Src Homoloji 2 (SH2) domaini taşıyan diğer sinyal 

moleküllerinin iskele yapmasını yani reseptöre yanaşmasını sağlarlar (209). Bu 

olaylar arasında PI3K’ın aktivasyonu en çok bilinenlerden biridir (Şekil 7). 

 

Şekil 7: İnsulin Sinyal Transdüksiyon yolağı (31)  



 
 

23 
 

Bugüne kadar 4 farklı IRS (İnsulin Reseptör Substratı) proteini 

tanımlanmıştır. Bu IRS’ler birbirlerine yüksek homoloji gösterirler ve farklı 

dokularda dağılırlar (212). 

 

 

 2.4. Diyabetik Sıçanlarda İnsulin Sinyal Yolağında Meydana Gelen 

Bozukluklar 

STZ’nin insulin üreten pankreatik β hücrelerini yıkarak hipoinsulinemi ve 

hiperglisemiye sebep olduğuna (117) değinmiştik. Periferik olarak meydana gelen 

hipoinsulinemi tüm organ ve dokuların ihtiyacı olan insulin miktarını karşılamakta 

yetersiz kalmaktadır. İnsulin, glukoz kullanımını ve glikojen depolanmasını sağladığı 

gibi trofik bir faktör rolü üstlenerek hücre de hayati sinyal yolaklarının başlatılmasını 

sağlayan da bir faktördür (31). Tüm bunların ışığında diyabetik bireylerde ve 

sıçanlarda bozulan insulin sekresyonlarının insulin aracılı sinyal transdüksiyon 

yolaklarını da sekteye uğratacağını düşünmekteyiz. 

İnsulin glukoz metabolizmasının sürdürülmesinde, karbohidrat, lipit ve protein 

metabolizmasının düzenlenmesinde önemli bir rol oynar (166). İnsulin spesifik 

reseptörlerine bağlanarak farklı biyolojik etkiler meydana getirir (84, 208). İnsulin 

reseptör geni hedeflenerek bozulan reseptörsüz fareler doğumdan 1 hafta sonra 

şiddetli diyabet ve ketoasidoz sebebiyle öldüğü gözlenmiştir (1). 

İnsuline karşı hücresel yanıtın azalması ya da insulin sinyalizasyonundaki 

bozukluklar birçok patolojik durumla ilişkilidir. İnsulin reseptör genindeki 

mutasyonlar reseptörün sentezinde, yıkımında ve fonksiyonunda değişikliklere sebep 

olarak insulin direncine yol açar (192). Yapılan çalışmalara göre insulin reseptör 

sayısındaki azalma tip 2 diyabet kaynaklı dokulardaki hiperinsulinemiye yanıt olarak 

reseptör downregülasyonu olarak yorumlanmaktadır (153). Tip 2 diyabetli hastalarda 

insulinle uyarılan reseptör kinaz aktivitesinde, insulin reseptör substratının (IRS) ve 

Fosfoinositide 3 kinaz (PI3K) fosforilasyonunda daha da ciddi azalmalar görülmüştür 

(36). 
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2.5. Diyabet Sonucu İnsulin Sinyalizasyon Yolaklarınında Meydana Gelen 

Bozuklukların Beynin Nöronal Sağ Kalım ve Apoptozis Süreci Üzerine Etkisi 

2.5.1. Nöronlarda İnsulin Bağımlı Fosfoinositid 3-Kinaz (PI3K)/Akt 

Sinyalizasyon Yolakları ve Nöronal Sağ Kalım 

Diyabetes mellitus kronik hiperglisemi  ile   karakterize   kompleks  metabolik   

bir   hastalıktır. Beynin glukoz  metabolizması  ve  glukozdan  faydalanabilmesi  ise 

normal  nöronal   fonksiyonların gerçekleşmesi   için   son   derece  önemlidir.  

Ayrıca diyabet nöronal hücrelerde insülin sinyalizasyonunun bozulmasına yol açarak 

birçok sinyal  yolağını   etkilemektedir.   İnsülin, nöronlarda  insülin  reseptörü  (IR)  

/insülin  reseptör  substratı  (IRS)  üzerinden  primer  olarak mitojen ile aktive edilen 

protein kinaz (MAPK) ve fosfoinositid 3  -kinaz (PI3K)/Akt sinyalizasyon 

yolaklarını  (35)   etkilemektedir.   İnsülinin birçok metabolik ve antiapoptotik  etkisi   

IRS  proteinlerinin   fosforilasyonunu   gerektiren   sinyalizasyon   yolakları ile   

ortaya   çıkmaktadır.   İnsülin reseptörüne ait tirozin kinaz aktivitesi IRS proteinlerini 

fosforiller ve IRS proteinleri üzerindeki bu fosfotirozin yapıları PI3K  için  iyi  birer  

hedef haline gelirler.  Aktifleşen PI3K,  3’fosfoinositidler üretir.  3’fosfoinositidler,   

Fosfoinositid Bağımlı Kinaz 1 (PDK1)’i aktifleştirirler.  PDK’ların en iyi bilinen 

substratlarından biri Protein Kinaz B (PKB veya Akt)’dir. PKB’nin hedefleri 

arasında nöronal sağ kalıma, farklılaşmaya,  plastisiteye ve apoptozise aracılık  eden  

birçok  sinyal  molekülleri  bulunmaktadır.  Bunlar  arasında  FOXO,  GSK3-β,  

MAPK, mTOR yer almaktadır (43).  

 

 

2.5.2. Nöronlarda İnsulin Sinyal Yolağına Bağlı Bcl-2, BİM-1 Proteinleri aracılı 

Apoptozis Süreci 

Apoptozis dokuları şekillendiren ve çok hücreli organizmalarda homeostazisi 

sağlayan fizyolojik hücre ölümü sürecidir (99) . Apoptozis kaspazların aktivasyonu 

aracılığı ile meydana gelen programlı bir ölümdür.  Apoptozis üst uyaranlara  bağlı  

olarak  intrensek  veya ekstrensek  yolaklar  tarafından  indüklenebilir.  İntrinsik 

yolak mitokondri bağımlıdır ve BCL2 (B- cell lymphoma 2)  protein ailesi tarafından 

düzenlenmektedir. Pro-apoptotik tetiklenmelere yanıt olarak BAX (Bcl-2 associated 



 
 

25 
 

X protein)  ve BAK1 (Bcl-2 homologus antagonist/killer protein) kaspazları aktive 

ederek apoptozisi indükler. BH3-only proteinleri ise BCL2 proteinlerine bağlanarak 

onların yeteneklerini inhibe eder ve BAX ve BAK1’e bağlanarak onları aktive eder 

ve hücreyi ölüme götürür (123).  Bir BH3-only proteini olan BIM (Bcl-2 like Protein 

11),  BLC2 proteinini inhibe ederken BAX ve BAK1’i ise aktive etmektedir. Sağlıklı 

hücrelerde BIM, dinein hafif zincir 1 proteini tarafından mikrotübüllere kelepçelenir 

ve inaktif şekilde kalır. Ölüm uyarılarına yanıt olarak BIM fosforillenir ve dinein 

hafif zincirinden ayrılarak apoptozisi indükler  (123). 

Apoptozis nöronlar için de  merkezi  sinir  sisteminin  gelişimi  esnasında  

nörogenezis  açısından önemli  bir  süreçtir.  Ancak zamanından erken  gelişen  bir  

apoptozis  veya  apoptozisin düzenlenmesinde  meydana  gelen  bozukluklar  

nörodejenerasyonun  patogenezinden sorumludur. Çünkü patolojik koşullarda hücre 

ölümü nöron kayıplarına sebep olur (194). Nöronlardaki apoptozis programı da temel 

olarak Bcl-2 ailesi üyelerini  ve  kaspazları  içermektedir  (216).  Proapoptotik olarak 

bilinen bu aile üyeleri hücre ölüm sinyallerine yanıt verirler. Bu ölüm sinyalleri DNA 

hasarı, oksidatif stres ya da çeşitli trofik faktörlerin eksikliği gibi sebepler olabilir.  

İnsulin eksikliğinin de hücre içi insülin sinyalizasyonunu bozarak sağ kalım 

yolaklarını baskılaması ve apoptozisi teşvik etmesi olasıdır (123). STZ ile 

oluşturulan Tip 1 diyabet modelindeki periferik insülin eksikliğinin de beyin 

bölgelerindeki insulin sinyalizasyonunu sekteye uğratacağını düşünmekteyiz. 
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Şekil 8: İnsulin Sinyalizasyon Kaskadı (11) 

Yetişkin merkezi sinir sisteminde bulunan insülin pankreatik β hücrelerinden 

köken almaktadır ve beyne serebrospinal  sıvı   ile   taşınmaktadır (87). Bu  insulin  

kan  beyin  bariyerinden  taşıyıcı aracılı, doyurmalı, düzenlenebilir,   ısıya   duyarlı   

aktif   bir   süreç   ile   geçer   (67).  Bu geçiş süreci endoteliyal  hücreler  arasındaki  

sıkı  bağlantılar tarafından  oluşturulan  bir  bariyer   sistemi   tarafından   

sınırlandırılır   (176).   

 Bu nedenle periferal insülin  seviyesindeki  akut  bir  artışın  serebrospinal  

sıvıdaki insülin artışına sebep olması şaşırtıcı değildir (136). Beyinde insülin,   

insülin reseptörlerine (IR) hızlıca bağlanır (218).   Ve insulinin emrinde olan 

yolakları tetikler. Dolayısıyla diyabetik sıçanlarda STZ ile oluşturulan tip 1 diyabet 

modelinde meydana gelecek hipoinsulinemi nöronların insulin sinyal yolaklarını 

bozarak apoptozise sebep olabilir. Ancak insuline bağlı bu yolaklar arasında henüz 
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tam anlamıyla aydınlatılamamış diğer down stream moleküller bulunmaktadır. 

Örneğin Bcl-2 ve BİM-1 proteinleri ile ilişkili yolaklarda bulunan iki molekül’ün; 

kaspazları inhibe ettiği bilinen XIAP ve apoptozise sitokrom c gibi aracılık eden 

Smac/DİABLO; insulin sinyalizasyonundan ne derece etkilendiği henüz tüm 

yönleriyle aydınlatılamamıştır. Bu neden çalışmamızda XIAP ve Smac/DIABLO 

genlerinin ekspresyon düzeyleri ve insulin sinyal yolağının temel hatlarındaki 

PI3K/Akt molekülleri ile bunlara bağlı  proteinler BİM1 ve Bcl-2 arasındaki 

etkileşim ortaya konulacaktır.  

 

 

2.6. XIAP (X-Lınked Inhıbıtor of Apoptozis) Geninin mRNA Ekspresyonunun 

Apoptozis ve Nörodejenerasyondaki Rolü 

2.6.1. XIAP (X-Linked Inhibitor of Apoptosis) 

IAPs ( Inhibitor of Apoptosis Proteins) hücre ölümü regülatörleridir. Bu 

inhibitör proteinler kaspazlara bağlanarak ölüm reseptörleri ile başlatılan ya da 

intrensek olarak başlayan hücre ölümü yolağını bloke eder. Tüm IAPs Baculovirüs-

IAP- Repeat (BIR) domaini adı verilen 1 ile 3 arasında ortak yapı taşırlar. Bu 

domainler IAPs’in kaspazlara ve diğer proteinlere bağlanmasını sağlar. XIAP (X-

linked Inhibitor of Apoptosis Protein) ise apoptoz inhibitörleri arasında hem en güçlü 

hem de en iyi tanımlanmış anti-apoptotoik IAPs ailesi üyesidir. XIAP BIR3 domaini 

ile Kaspaz-9’a; BIR2 domaini ile Kaspaz-3 ve -7’ye bağlanır. XIAP’nin doğal 

inhibitörü Smac/DIABLO’dur. Smac/DIABLO apoptoza giden hücrelerde 

mitokondriden salınarak XIAP’nin BIR domainlerine bağlı kaspazları açığa çıkarır 

ve hücre ölümünü tetikler (151). 

 

 

2.6.2. IAP’lerin Yapı ve Fonksiyonları 

Memeli IAP ailesi apoptoz inhibitörleri olarak adlandırılan ve bir çoğu 

kaspazlara bağlanarak onları nötralize eden sekiz farklı proteinden oluşmaktadır. Her 

biri Baculovirus-IAP-repeat (BIR) domani taşırlar. Nöronal IAP (NAIP/BIRC1), 

Hücresel IAP 1 (cIAP1/BIRC2), Hücresel IAP 2 (cIAP2/BIRC3), X-kromozomuna 
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bağlı IAP( XIAP/BIRC4), Survivin/BIRC5, BIR- Containing Ubiquitin-Conjugating 

Enzyme (BRUCE/Apollon/BIRC6), melanoma IAP (ML-IAP/BIRC7) ve son olarak 

da IAP like Protein 2 (ILP-2/BIRC8) olmak üzere 8 üyesi vardır. Bunlar arasından 

XIAP, cIAP1/2, ILP-2 ve ML-IAP  IAP sınıf 1’e aittir çünkü her biri karakteristik bir 

C-terminal RING domainine sahiptirler. Bu domain E3-ubiquitin ligaz görevi yapar 

(151). 

IAP’ler apoptotoz dışında invazyon, migrasyon ve metastaz gibi tümorigenik 

oluşumlarda da önemli roller oynamaktadırlar. IAP ailesi içerisinde XIAP kaspazları 

direk olarak fiziksel etkileşimle inhibe eden tek üyedir (62). cIAP1 ve cIAP2 kaspaz-

3 ve -7’ye bağlanırlar ancak tam anlamıyla fiziksel etkileşimle inhibe etmezler bu 

proteinler kaspazları proteozomal degredasyona uğramaları için işaretlerler (42). 

XIAP proteinin N terminalinde 3 tane BIR domani (BIR1-3) taşır. BIR1 

domaini NFᴋB sinyalizasyonunu modüle eden proteinlerle etkileşirken BIR2-3 

kaspazlarla etkileşimde önemlidir (120). BIR2 kaspaz-3 ve -7’ile etkileşirken BIR3 

kaspaz-9 ile etkileşmektedir. XIAP’nin C terminal kısmı Ubiquitin bağlanması için 

UBA (Ubiquitin Associated) domaini ve E3-ubiquitin ligaz aktivitesi olan RING 

domaini taşır. E3-ubiquitin ligaz aktivitesi olan RING domaini XIAP tarafından 

ubiquitine edilen proteinlerin tanınmasında görev yapmaktadır. Bu RING domaini 

aynı zamanda XIAP’nin kendi stabilitesini kontrol etmesini sağladığı gibi buraya 

bağlanan kaspazların ve mitokondrial XIAP inhibitörü olan SMAC/DIABLO’nun 

proteozomal degredasyonunu da sağlar (124,188) (Şekil 9). 
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Şekil 9: IAP (Apoptoz İnhibitörleri) Ailesi ve Fonksiyonel Domainleri (151). 

 

 

2.6.3.  XIAP’nin Memeli Hücrelerindeki Hücre Ölümünün Düzenlenmesindeki 

Fonksiyonel Rolü 

Apoptozis hem membrandaki spesifik hücre ölüm reseptörleri ile (ekstrensek 

yolak) hemde mitokondrideki Bcl-2 ailesinin üyeleri ile hücre içinde kontrol edilen 

yolaklar (intrensek yolak) gibi çok sayıda sinyal ile başlatılabilen bir süreçtir (44). 

Her iki yolda hücre ölümünün tetikçileri olarak bilinen efektör kaspazlar gibi spesifik 

proteazlar üzerinde birleşir. Fas Ligandı (FasL) ve TRAIL, TNF ailesinin 

proapoptotik üyesidir. Bu moleküller; Fas/CD95 ve TRAIL-R1 (DR4) veya TRAIL-

R2 (DR5) reseptörlerine bağlanarak ekstrensek ölüm yolağını başlatırlar. 

Reseptörüne bağlanan bu moleküller DISC ölüm tetikleyici kompleksi (Death 

Inducing Sılencıng Complex)’nin oluşumunu indükler. DISC adaptör molekül FADD 

ve pro-kaspaz-8 içerir. Sonuç olarak pro-kaspaz-8’in otokatalitik kesimi ve 

sonrasında sinyal kaskadındaki diğer kaspazların da aktifleşmesi gerçekleşir. Bazı 

hücrelerde kaspaz-8 pro-apoptotik BID’in ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi üyesi MCL 

1L’nin kesimini gerçekleştirerek mitokondri ile de etkileşime geçer. Böylelikle 

ekstrensek yolağı intrensek yolağa bağlamış olur (169). 
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Kompleks apoptoz sürecinde mitokondri olayların tam merkezinde yer alan ve 

intrensek apoptotik sinyallerini bütünleştiren bir rol oynar. İntrensek yolak DNA 

hasarı, büyüme faktörü kıtlığı gibi sinyallerle tetiklenir. Ve mitokondri düzeyinde 

pro- ve anti-apoptotik BCL-2 ailesi üyeleri arasındaki denge ile regüle edilmektedir 

(BCL-2 reostatı). BCL-2 ailesi proteinleri primer olarak mitkondriyal dış membran 

permeabilitesini düzenleyerek apoptozisi kontrol eder (47,133). Pro-apoptotik BCL-2 

proteinleri olan BAX ve BAD aktivasyonu ile mitokondriyal dış zarda porlar 

oluşturulur. Por oluşumu sonucunda Sitokrom c ve diğer Smac/DIABLO ve Omi/Htr 

gibi mitokondrial proteinler mitokondrinin iç zar bölgesinden salınır. Apaf-1 ile 

birlikte sitokrom c içerisinde pro-kaspaz-9 bulunan apoptozom kompleksi 

oluştururlar. Böylelikle prokaspaz-9’un aktifleştirilmesi sağlanır. Kaspaz-3, -6 ve -7 

gibi infazcı kaspazlar ise hücresel proteinlerin çok büyük bir kısmını degrade ederler. 

Ayrıca kaspazla aktifleşen DNaz’ı da aktifleştirerek kromatin degredasyonuna sebep 

olurlar. Bu durum hücrenin apoptotik cisimciklere fragmente olmasına ve diğer 

hücreler tarafından geri dönüştürülmesine sebep olur (151). 

 

 

Şekil 10: Hücre Ölüm ve Sağ Kalım Yolaklarının XIAP ile Kontrolü (151). 
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XIAP ölüm sürecine son basamaklarda dahil olur. XIAP başlatıcı kaspaz -9’a 

ve infazcı kaspaz- 3 ve -7’ye BIR3 ve BIR2 domainleri ile bağlanarak sürece katılır. 

XIAP’nin BIR3 domaini Apaf-1/kaspaz-9 holo enzimi ile etkileşime geçer ve 

kaspaz-9’un küçük alt ünitesinin N terminalini ayırır. BIR3 ile etkileşen kaspaz-9’un 

N terminalindeki tetrapeptid yapısı mitokondriyal Smac/DIABLO’nun N terminali 

ile homoloji gösterir.  Bu nedenle kaspaz-9 ve Smac/DIABLOnun N terminalleri 

XIAP/BIR3 için yarışmaktadırlar (185). Smac/DIABLO homodimerler oluşturur ve 

bu homodimerlerin N- terminal uçları XIAP’nin hem BIR2 hem de BIR3 

domainlerine bağlanır. BIR2 ve BIR3 domainleri derin yapısal bir çukura sahiptirler. 

Bu çukurlar Smac/DIABLO molekülünün N terminalindeki alanin-valin-prolin 

aminoasitlerinin bağlanması içindir. Bu süreçler Smac/DIABLO serbest dolaşan aktif 

kaspaz-3,-7 ve -9’un miktarını artırır (121, 211) (Şekil 10). 

XIAP’nin kaspaz inhibisyonundaki diğer bir mekanizması ise RING 

domainindeki E3 ligaz aktivitesi ile ilişkilidir (172). 

cIAP1, cIAP2, ML-IAP ve ILP-2’ye benzer olarak XIAP’nin RING domaini 

hedef proteinlere farklı tiplerde ubiquitin zincirleri takma yeteneğindedir (48, 150). 

Protein ubiquitilasyonunun farklı fizyolojik sonuçları vardır. Bu sonuçlar substrata 

eklenen ubiquitin sayısına göre değişmektedir. 8 farklı ubiquitin polimeri 

oluşturulabilir. Her bir ubiquitin bağlantısı farklı bir 3D yapıya sebep olur ve yine 

her biri UBA (Ubiquitin Associated Domain) domaini ile tanındıklarında farklı 

fonksiyonlar meydana getirirler. Lys-48 dallı ubiquitin zincirleri proteinleri 

proteozomal degredasyon için işaretlerken Lys 63 ve Lys 11 lineer zincirleri sinyal 

transdüksiyonu, endositoz ve DNA tamirinde görev görür (56). cIAP1, cIAP2 ve 

ILP-2’ye benzer olarak XIAP UBA domaini içerir böylelikle sadece ubiquitin 

polimerlerini eklemez aynı zamanda yüksek polimerize ubiquitin zincirlerinin 

tanınmasını ve ubiquitin reseptörü gibi davranır (88). Bu da XIAP’lerin çok 

kompleks rollerinin olduğunu sadece basitce hücre ölümünü engelleyen ve kaspazları 

inhibe eden moleküller olmadığını göstermektedir. 
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2.7. Smac/DIABLO Geninin mRNA Ekspresyonunun Apoptozis ve 

Nörodejenerasyondaki Rolü 

Vergahen et al., etiketlenmiş XIAP ile immunoperisipitasyon yaparak 24kD 

boyutunde bir protein izole etmişlerdir. Bu protein düşük pI’a sahip IAp’ye bağlanan 

(Direct IAp Binding protein with Low pI /DIABLO) bir proteindir. Mitokondri 

kaynaklı apoptoz tetikleyicisi olan Sitokrom c’nin tanımlanmasını yapan ilk ekip 

(58) ise aynı proteini izole edip mitokondri kaynaklı ikinci kaspaz aktivatörü olarak 

tanımladıkları bu proteine Smac (Sekond Mitochondria-derived Activator of 

Caspase) adı vermiştir. Diğer proteinlerle sekans benzerliği göstermeyen kendi 

kendine birleşebilen, N terminalindeki sinyal dizisi sayesinde mitokondride lokalize 

olabilen bir proteindir (125) . 

Apoptozisin intrensek yolağı antineoplastik ajanlar, hipoksi, irridasyon, 

büyüme faktörü kıtlığı ve sıcaklık şoku gibi farklı uyarıcılar tarafından indüklenir. 

Bu uyarıcılar mitokondrial dış membran permeabilizasyonuna (MOMP) ve sitokrom-

c, Smac/DIABLO, Om/HtrA2 ve AIF gibi proteinlerin mitokondrinin içsel alanından 

salınımına neden olur (201). Bu salınım bir multiprotein kompleksi olan sitokrom-c, 

prokaspaz-9, dATP, ve Sitosolik Apoptozis İndükleyici Faktör-1 (Apaf-1) içeren 

apoptozoma olanak sağlar (220) . Apoptozom kaspaz-9’ u aktive eder kaspaz-9 ise 

efektör kaspaz-3, -6 ve -7’nin aktivasyonunu uyarır. Efektör kaspazlar hücresel 

spesifik substratlarını degrade ederek apoptozisin tipik morfolojisini oluştururlar 

(111).  

Olgun kaspasların aktivitesi apoptozis proteinlerinin inhibitörleri ile 

interaksiyona girerek negatif düzenlenirler (52, 112).  Bu protein ailesi X bağımlı 

apotozis inhibitörü (XIAP), hücresel IAP-1 (c-IAP1) hücresel IAP-2 (c-IAP2), testis 

spesifik IAP (Ts-IAP), survivin, livin ve BRUCE/Apollon’ dan oluşmaktadır (97).  

DIABLO (Direct Inhibitor of Apoptosis-Binding protein with LOw Pı) olarak 

da bilinen Smac proteini (Second mitochondria-derived activator of caspase) bir 

nüklear gen tarafından kodlanmaktadır. Proteinleri mitokondri hedefleyen sinyaller 

olarak hizmet veren NH2 uçlara sahiptir. Smac/DIABLO’nun aktifleşmesi bu 

sinyallerin kesilmesiyle meydana gelmektedir. Apoptotik uyarıcıların varlığında 

olgun Smac/DIABLO sitozole salınır (58). Sitozolde Smac/DIABLO,  IAP’ler ile 

etkileşime girerek IAP’lerden kaspazların salınmasına sebep olarak pro-apoptotik bir 
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etkiye aracılık eder (39). Yapısal veriler Smac/DIABLO’nun,  IAP’ler ile 

interaksiyona girebilmeleri için homodimerler oluşturmaları gerektirdiğini 

göstermektedir. Ala-Val-Pro-lle aminoasitlerinden oluşan spesifik bir NH2 uçlu 

motif IAP’ler ile interaksiyondan sorumludur (39, 215). Smac/DIABLO’nun BIR2 

ve BIR3 ile interaksiyona girerek sırasıyla kaspas-3 ve kaspas-9 salınımı sağladığı 

yapılan çalışmalarla ortaya konmuştur (185).  Kaspas-9 NH2 ucunda benzer 

tetrapeptit bir motife sahiptir. Bu nedenle her ikisi de XIAP’nin BIR3 domaini için 

rekabet ederler (215). Kaspas- 3, XIAP’nin BIR2 domaini ve Smac/DIABLO’nun 

NH2 ucu arasındaki interaksiyon aracılığı ile salınır (75) (Şekil 11) .  

 

 

Şekil 11: Smac/DIABLO ve Diğer Proteinlerin IAPs Ekspresyonu Üzerine Etkisi (129) 

 

 

2.8. Beynin Glukoz Metabolizması: Periferik Hipoglisemi ve Hiperglisemi 

Arasındaki Dengenin Nöronal Hasara Etkisi 

Beyin insan vücudunda enerji metabolizması en yüksek organdır. Yetişkin bir 

bireyde beyin total vücut kütlesinin sadece %2’sidir. Ancak kardiyak çıktının 

%15’ini alır, total vücut oksijen tüketiminin %20’sini ve total vücut glukozunun 

%25’ini kullanır (126). Fizyolojik koşullarda karbohidratlar beynin oksidatif 
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metabolizması için birincil enerji substratlarıdırlar (27). Keton cisimcikleri, glikojen 

ve aminoasitler gibi alternatif substratlar da kullanılsa da glukoz özellikle dominant 

kaynaktır. Alternatif substratların sınırlı havuz kaynakları ve kompartmantasyonları 

serebral enerji ihtiyacı için bunların yetersiz olmasına sebep olmaktadır (92). 

Serebral glukoz metabolizması iki temel süreci içerir: Glukoz transportu ve 

İntraselüler oksidatif metabolizma. Normal koşullarda fizyolojik glukoz transportu 

önemli derecede kan beyin bariyerinin yapısına katılan astrositlerin fonksiyonuna ve 

glukoz taşıyıcılara bağlıdır (135). Astrositler glukoz transportunun düzenlenmesinde 

ve beyin enerji metabolizmasının sağlanmasında önemli rol oynarlar. Glukozu 

kandan hazır bir şekilde endoteliyal hücreler üzerinden alırlar ve enerjik metabolik 

substratları kan ve nöronlar arasında iletirler (67) Astrositler ayrıca yüksek miktarda 

glikojen granülü içerirler ve daha yoğun sinaps içeren bölgelerde astrositlerde de 

daha yoğun granüller bulunur (160). Hipoglisemi durumunda nöronal metabolizmada 

kullanılmak üzere laktat elde etmek için glikojenin de kullanıldığı görülmüştür (159). 

Bu durumda astrositler hem normal glukoz metabolizmasında hem de hipoglisemik 

koşullarda görev almaktadır. Glukozun kandan nöronlara taşınmasında çeşitli 

tiplerde glukoz taşıyıcıları (GLUT) yer almaktadır (59). Bunlar arasında GLUT-1 ve 

-3’ün beyin glukoz transportunda ve Alzheimer Hastalığı (AD) patogenezisinde 

temel rol aldığı düşünülmektedir (59). 

İntraselüler oksidatif katabolizma sitoplazmada glikolizis ve pentoz fosfat 

yolağını mitokondride ise krebs döngüsü ve oksidatif metabolizma gibi karmaşık 

yolaklardan oluşmaktadır. Hem glukoz transportundaki anormallikler hem de 

intraselüler oksidatif katabolizmadaki bozulmalar serebral glukoz metabolizmasını 

etkiler ve nörodejenerasyondaki metabolik bozukluklara sebep olmaktadır. AD 

(Alzheimer Disease) hastalarında insülin direncine bağlı glukoz transportunda 

bozukluklar ve mitokondriyal disfonksiyona bağlı intraselüler metabolik değişiklikler 

gözlenmiştir. 

Beynin glukoz metabolizması ve glukozdan faydalanabilmesi normal nöronal 

fonksiyonların gerçekleşmesi için son derece önemlidir. Nöronlar glukozu 

sentezleyemezler ve depolayamazlar bu bağlamda kan beyin bariyerinden glukoz 

taşıyıcıları (GLUT) ile glukoz transportuna bağımlıdırlar (170). GLUT-1 ve -3 

beyinde ağırlıklı olarak bulunan GLUT izoformlarıdır. GLUT1 nöronlarda, 
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serebrovasküler endoteliyal hücreler, astrositler ve oligodendrositlerde bulunurken 

GLUT-3 spesifik olarak nöronlarda eksprese edilmektedir (202). Diyabete bağlı 

anormal glukoz metabolizması ve hafıza/sinaptik fonksiyon bozuklukları arasında bir 

ilişki vardır (219). Bu durum glukoz kaynaklarının, transportunun ve kullanımının 

bozulmasının bilişsel fonksiyonları etkilediği fikrini beslemektedir. Azalan serebral 

glukoz metabolizması ve insülin direnci prediyabetik ve T2DM’li bireylerde hafıza 

bozukluklarına eşlik etmektedir (13). 

Pozitron emisyon tomografisi (PET) çalışmalarına göre AD patolojisinde beyin 

glukoz metabolizması şiddetli bir şekilde bozulmaktadır. Bu da hipometabolik 

durumun bilişsel semptomlardan önce yer aldığını gösterir (142). Hipometabolizma 

durumu erken safhalarda posterior singulat ve paryeto-temporal bölge gibi hafıza ile 

ilişkili bölgelerde daha önce çıkar ancak hastalık ilerledikçe prefrontal kortekse 

yayılır (219). AD’nin erken safhalarında glukoz kullanımı %45 azalır ve serebral kan 

akımı %20 azalır. Ancak hastalığın daha geç safhalarında metabolik ve fizyolojik 

anomaliler ağırlaşır, serebral kan akımında %55-65 düşüşler gözlenir. (94). AD’li 

hastaların beyin dokularından ve fibroblastlarından elde edilen verilere göre serebral 

glukoz metabolizmasındaki azalma mitokondrial enerji ile ilişkili proteinlerin 

aktivitesinde azalma ve ekspresyonlarında değişim ile koreledir. Mitokondrial enerji 

ile ilişkili bu proteinler pürivat dehidrogenaz (PDH), izositratdehidrogenaz ve α-

ketoglutarat dehidrogenazdır Bu enzimlerin oksidatif modifikasyona oldukça duyarlı 

oldukları bilinmektedir ve pro-oksidanlara maruz kalmaları ile değişirler (196). 

Trikarboksilik asit döngüsü (TCA döngüsü)’nün enzimatik aktivitelerindeki tüm 

değişiklikler (özellikle de PDH kompleksindekiler) AD’nin derecesi ile ilişkilidir. Bu 

da mitokondrial değişikliklerin önemini göstermektedir. Değişen beyin glukoz 

metabolizmasının diğer bir patofizyolojik sonucu glukozdan ATP üretiminde 

sporadik AD’nin başlangıcında yaklaşık %50’lik bir düşüş olduğudur. Normal hücre 

fonksiyonunun sürdürülmesi için ATP-bağımlı süreçler düşünüldüğünde bu oldukça 

ürkütücü bir yüzdedir (139). AD’de glukoz dağılımının ve kullanımının bozulduğuna 

dair veriler hipokampal atrofiye uğramış yaşlı bireylerde ve AD transgenik farelerde 

GLUT-1 seviyesinin düştüğünü gösteren deneylerle de desteklenmektedir (93). AD 

beyinlerinde GLUT-1 ve -3 seviyelerindeki düşüşler tau proteininin 
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hiperfosforilasyonunda, O-GlcNAçilasyonunda (N-asetil glikozilasyonunda) ve 

Nörofibriller Yumak (NFY) yoğunluğunda azalma ile ilişkilidir (118). 

Glukozun medial septum, hipokampus, striatum ve amygdala gibi beyin 

bölgelerine mikroenjeksiyonu sonrası hafıza sürecinin hızlandığı görülmüştür (175). 

Bu bulgulara göre yaşlanan bir birey uzun süreli bilişsel görevler yaparken glukoz 

kıtlığına girme riskindedir. Tekrarlayan hipoglisemik vakalar yaşlı bireylerde demans 

riskini artırmaktadır (148). 

Glukoz metabolizmasının bozulması sonucu AGEs (advanced glycation end 

products, glikasyon son ürünü) oluşumu da AD patogenezisinde yer almaktadır. 

Hipergliseminin AGEs oluşumunu artırdığı bilinmektedir. AGEs glukoz ve fruktozun 

oto-oksidasyonu sonucu ortaya çıkan yaşlanan protein türevleridir (30). Normal 

yaşlanma sürecinde çeşitli dokularda AGEs oluşumu ve birikimi gözlenir ancak bu 

süreç diyabetes mellitus ile hızlandırılır (82). AGEs damar duvarlarında, 

lipoproteinlerde ve lipid bileşenlerde bulunurlar; makro ve mikroanjiopati ile 

amiloidogenezise sebep olurlar (78).  

AD şiddetli hipometabolik durumla alakalıdır. Bu hipometabolik durum ise 

insüline fazlaca duyarlı bölgelerde serebral glukoz ve enerji metabolizmasında 

azalma ile karakterizedir bu durum hastalığın patogenezisinde insülin direncinin 

merkezi bir rol oynadığını göstermektedir. Serebral glukoz metabolizmasındaki bu 

bozulma AGEs oluşumunu tetikler ve sonucunda Aβ birikimi, tau 

hiperfosforilasyonu ve oksidatif stres meydana gelir. Yani anormal sistemik glukoz 

ve insülin metabolizması serebral insülin transportunu ve fonksiyonunu bozmaktadır. 

Serebral glukoz alımı ve metabolizmasında eksiklik nöronların enerji krizine ve 

disfonksiyonuna sebep olur.  Diyabete bağlı AGEs oluşumu beynin oksidatif stresini 

artırır ve AD ilişkili nöropatolojik işaretlerin oluşumuna katkıda bulunur. 

Özet olarak serebral glukoz metabolizmasındaki bozukluk ister hipoglisemi 

ister hiperglisemi yönünde olsun diyabetes mellitus ve nörodejenerasyon arasındaki 

mekanistik bir bağlantı oluşturur.  
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2.9. Advanced Glikasyon Son Ürünleri (AGEs) 

Oksidatif stres ile kombine bir şekilde kronik hipergliseminin advanced 

glikasyon son ürünlerinin (AGEs) oluşumunu hızlandırdığı bilinmektedir. AGE’nin 

oluşumu glukoz gibi şekerlerin, protein, lipid ve nükleik asitlerdeki amino 

gruplarının indirgenmesi sırasında enzimatik olmayan bir reaksiyonla başlatılır (30). 

Hem AGE hem de oksidatif stres tek başına patolojik değişikliklere sebep olabildiği 

halde iki faktör sinerjistik  olarak hareket ederek protein hasarına sebep olabilir 

(143). AGE oluşumu ve birikimi normal yaşlanma sürecinde de varken diyabetli 

insanlarda bu süreç hızlanır ve diyabetik komplikasyonların ilerlemesine sebep olur 

(82) (Şekil 12). 

 

Şekil 12: Hiperglisemi ve Hipoinsulinemi Sebebiyle AGE Aracılı Nörodejenerasyon 

 

 

2.10. STZ ile İndüklenen Diyabetik Nörodejenerasyonda Mitokondrial 

Disfonksiyon ve Oksidatif Stres Aracılı Apoptozis 

Mitokondriler ökaryotik organizmalarda birçok hayati hücresel sürece ev 

sahipliği yapan ubikütöz ve dinamik organellerdir. Bu dinamik organeller enerji 
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metabolizmasının baş koordinatörüdürler ve TCA döngüsü ve oksidatif fosforilasyon 

ile hücresel ATP’nin %90’ından fazlasının üretimini yaparlar (18). Aynı zamanda 

mitokondriler reaktif oksijen türlerinin (ROS) temel kaynağıdır bu nedenle de 

oksidatif hasara çok hassastır. Nöronlar mitokondrial yapıdaki, yerleşimlerindeki ve 

fonksiyonlarındaki değişikliklere çok duyarlıdır çünkü nöronların çok sınırlı 

glikolitik kapasitesi vardır ve bu durum onları mitokondrial enerji kaynaklarına 

bağımlı kılmaktadır. Üstelik nöronlar metabolik olarak çok aktif hücreler 

olduklarından; sinaptik transmisyon, aksonal/dendritik transport, iyon kanalları ve 

iyon pompası aktivitesi gibi gerçekten çok fazla miktarda enerji gerektiren 

hücrelerdir (103, 136). Mitokondrinin nöronun sorunsuz bir şekilde fonksiyon 

görmesi için gereken bölünme, kaynaşma, motilite ve turnover gibi dinamik 

özelliklerindeki bozulmalar nöronlarda farklı defektler yaratarak nörodejenerasyonda 

yer almaktadır (40).  Ek olarak beyin yüksek çoklu-doymamış yağ asiti (PUFA) 

seviyeleri, yüksek oksijen tüketimi, yüksek geçiş metali içeriği ve zayıf antioksidan 

savunma sonucu oluşan oksidatif hasara karşı çok savunmasızdır (149). 

Nörodejenerasyon ve diyabette mitokondrinin ortak bir pozisyonda yer aldığına 

dair önemli veriler bulunmaktadır. Biriken verilere göre her iki patoloji de birbirine 

bağlı olan iki mitokondrial durum ile ilişkilidir: mitokondrial disfonksiyon ve 

oksidatif hasar. Mitokondrial elektron transport zincirindeki bozulma, özellikle de bu 

durum Sitokrom C Oksidaz (COX) aktivitesinde azalma ile karakterizedir, AD 

hastalarının platelet, lenfosit ve beyin dokularında bu azalma rapor edilmiştir (200). 

Hatta AD patolojisinden etkilenen nöronlarda oksidatif streste artış, mitokondri 

miktarında azalma, sitoplazmik mtDNA miktarında artış ve mitokondrial otofajide 

artış (lipofuskin içeren vakuollerde COX artışı ile belirlenir) gözlenmiştir (139). 

AD hastaları ile aynı yaştakı normal bireyler karşılaştırıldığında AD 

fibroblastlarında oksidatif stres ve apoptotik markerlar daha yüksek seviyede 

bulunmaktadır. De la Monte and Wands (49), 2005’te şiddetleri farklı seviyelerde 

olan AD hastalarında postmortem beyin dokularını incelemişler ve AD şiddetinin 

mitokondrial gen ekspresyonundaki bozukluklarla ilişkili olduğunu bulmuşlardır. Bu 

genler özellikle kompleks IV’in oluşumunda yer alan genler, p53’ün yüksek 

seviyeleri, NOS ve NADPH gibi oksidatif stresin moleküler göstergeleridir. 
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Mitokondrial malfonksiyon oksidatif stresi artırdığından AD’de nöronlarda lipid, 

protein ve nükleik asit oksidasyon seviyesi de artar (38, 187). 

AD’de mitokondriyal değişikliklerin sebebi hala açıklanamasa da 

mitokondriyal disfonksiyonun altında yatan çeşitli mekanizmalar öne sürülmüştür. İn 

vitro çalışmalar sonucu kültür hücrelerine Aβ uygulanmasının mitokondriyal 

süperoksid anyon (O
-
2

.
) üretimini artırdığı, ATP üretimini azalttığı, mitokondri içine 

Ca
+2

 alınmasını artırdığını buna bağlı olarak mitokondriyal permeabilite transisyon 

porunun (mPTP) açılmasını sağlayarak apoptozise sebep olduğu görülmüştür (91). 

Aβ aynı zamanda membran lipi peroksidasyonunun meydana gelmesini ve 4-

hidroksinonenal üretimini de indüklemektedir (29). Ek olarak Aβ membran 

sfingomyelin yapısının sfingomyelinazlar ile hidrolizini artırarak, seramid üretimi 

artırır (46), sonuç olarak Akt, BAD ve GSK-3β’nın fosforilasyonunu içeren 

mitokondri aracılı nöronal hücre ölümüne sebep olur (186). 

Aβ’nın direk olarak mitokondri üzerine etki ettiğini gösteren diğer bir nokta 

mitokondriyal bir protein olan Aβ-Bağlayan Alkol Dehidrogenaz (ABAD) ile 

etkileşimidir (127). ABAD ile Aβ etkileşimi mitokondriyal membran 

permeabilitesini artırarak ve mitokondriyal respirasyonda yer alan enzimlerin 

aktivitesini azaltarak mitokondriyal yetmezliğe sebep olur. Aβ peptidinin mitokondri 

içerisine bir dış membran translokaz ihraç mekanizması (TOM) ile import edildiği ve 

mitokondriyal kristaya yerleştiği bulunmuştur (90). Aβ türevlerinin mitokondri 

içerisine taşınması mitokondriyal disfonksiyona, oksidatif hasara ve nöronların 

yapısal ve fonksiyonel bozulmasına sebep olmaktadır (127). AD’de mitokondriyal 

disfonksiyon, mitokondriyal import kanallarında tam-boy ve karboksi terminali 

kesilmiş APP’nin birikmesi ile de bağdaştırılmıştır (53). Anandatheerthavarada et al. 

(5), 2003’de yaptığı çalışmaya göre mitokondrital kompartmanlarda transmembran 

olarak tutulmuş tam-boy APP birikimi mitokondri fonksiyonlarını ve enerji 

metabolizmasını bozmaktadır. 

Aβ sitokrom c oksidaz ve αketoglutarat dehidrogenaz gibi önemli 

mitokondriyal enzimleri de inhibe etmektedir (127). 

AD’de mitokondriyal disfonksiyonun bir sonucu olarak Ca
+2

 homeostazisinde 

anomaliler gösterilmiştir. AD hastalarının beyin dokuları Ca
+2

 konsantrasyonunda 

artış göstermişlerdir ve intraselüler Ca
+2

 seviyesi NFY içeren nöronlarda sağlıklı 
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bireylerdeki nöronlardakine göre daha yüksek seviyededir (144). Post mortem 

çalışmalara göre Ca
+2

 ile aktifleşen bir enzim olan transglutaminaz tau 

moleküllerinin çapraz bağlanmalarını indüklemektedir ve AD hastaların prefrontal 

korteksinde artmaktadır (101). İn vitro çalışmalara göre Ca
+2

 iyonoforları ile 

indüklenen hücre içi Ca
+2 

seviyesi artışı APP (Amiloid Prekürsör Protein) 

maturasyonunu ve proteolitik kesimini teşvik ederek amiloidojenik Aβ peptidi 

oluşumunu ve salınımını artırır (162). Aynı zamanda Presenilin (PS) mutasyonları da 

endoplazmik retikulumda Ca
+2

 tutulumunu bozarak sinaptik mitokondriyaların aşırı 

derecede Ca
+2

 ile yüklenmesine ve apoptozise sebep olur. Yabanıl tip PS1 

endoplazmik retikulumda Ca
+2

 sızıntı kanalı olarak görev yapar ve bu PS1’deki 

AD’ye sebep olan mutasyonlar PS1’in Ca
+2

’u regüle eden fonksiyonunu bozarlar 

(22). 

T1D ve T2D de mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres artışı ile 

ilişkilidir. Şu anda kabul edilene göre mitokondriyal DNA’daki kalıtsal defektler 

T1D’e benzeyen diyabetin insülin eksikliği ile ilişkili bir formuna sebep olmaktadır 

(181). Mitokondrinin T2D’de yer aldığı, insanlarda mitokondriyal mutasyonlar, 

hayvan modellerinde ise mitokondriyal genlerde pankreatik β hücresine spesifik 

delesyonlar ve oksidatif fosforilasyon kapasitesinin azalması ile gösterilmiştir (180). 

T2D hastalarının pankreatik β hücrelerinde anormal mitokondriyal morfoloji ve 

fonksiyon anomalileri gözlenmiştir (6). Diyabetin her iki tipinde de nöronlar 

mitokondriyal fonksiyonlardan etkilenmekte ve mitokondriyal oksidatif stres artarak 

nörodejenerasyona sebep olmaktadır. T1D ve T2D hayvan modellerinde ROS 

üretiminde, lipid peroksidasyonunda, protein nitrozilasyonunda artış; glutatyon ve 

askorbat seviyelerinde ise azalma gözlenmiştir (69). STZ diyabetik sıçanların (T1D 

modeli) beyninden izole edilen mitokondrilerde KoenzimQ9’in seviyelerinin düşük 

olduğu görülmüştür bu da diyabetik deney hayvanında antioksidan sisteminin 

bozulduğunun işaretidir (140). Diyabetik STZ’li sıçanların beyninden elde edilen 

mitokondrilerde respiratuar zincirin bozulduğu oksidatif ve nitrosatif stresin arttığı ve 

nöronal hasara sebep olduğu görülmüştür (130). Hiperglisemiye bağlı oksidatif ve 

nitrozatif stres solunum zincirinin III, IV ve V komplekslerinin aktivitesini ve ATP 

sentezini azaltarak mitokondrial disfonksiyona sebep olmaktadır (130). STZ ile 

indüklenen diyabetik 12 haftalık sıçanların beyninden elde eldilen mitokondrilerin 
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ATP içeriği düşük ve Ca
+2

 biriktirme eğilimleri yüksektir (137).Goto-Kaziaki (GK) 

(T2D modeli) sıçanlarının beyninden izole edilen mitokondrilerde solunum zinciri 

etkinliğinin yaşa bağlı azaldığı ve oksidatif fosforilasyon sistemi ile birbirinden 

ayrıldığı gözlenmiştir (138). Uzun süreli STZ diyabetik sıçanların dorsal kök 

gangliyonlarında yapısal mitokondriyal anomaliler gözlenmiştir (173). Bu çalışmaya 

göre kültüre edilmiş dorsal kök gangliyon nöronlarının yüksek glukoz seviyelerine 

maruz bırakılması mitokondrileri fragmentasyonuna ve fizyonuna sebep olmuştur. 

Bu çalışmaya göre mitokondriyal fizyon proteini DRP1’in up regülasyonunun 

başlangıç fazı protektif bir fizyon ile sonuçlanır ancak daha ileriki safhalardaki etkisi 

Bim ve Bax’ın aktivasyonu ile apoptozisin gerçekleşmesidir (115). Diyabetik 

farelerin dorsal kök gangliyonu nöronlarının non diyabetik farelerle 

karşılaştırıldıklarında çok fazla mitokondriyal biogenezis gösterdikleri bulunmuştur 

(63). Mitokondri sayısındaki hızlı artış mitokondriyal fizyon sonucu meydana 

gelmektedir. Yani hiperglisemi küçük, fragmente olmuş mitokondrilerin üretilmesine 

sebep olmaktadır(63). Buna göre in vitro deneyler kısa süreli hiperglisemiye maruz 

kalmak DRP1 protein seviyesini artırmaktadır. DRP1 ile indüklenen 

fragmentasyonun inhibe edilmesi nöroprotektif bir etkiye sahiptir ve hiperglisemik 

hasara karşı nöronların hassaslığını azaltmaktadır (63). 

T1D hastalarında bilişsel bozukluktan hem tekrarlayan hipoglisemi hem kronik 

hiperglisemi vakaları sorumludur. STZ ile indüklenen diyabetin ya da insülin ile 

indüklenen hipogliseminin hipokampal ve kortikal biyoenerjetik ve oksidatif duruma 

etkisi incelenmiştir (34). İnsülinle indüklenen hipoglisemi ve hipergliseminin ROS 

seviyesini artırdığını buna bağlı olarak da kortikal ve hipokampal mitokondrilerde 

antioksidan savunma sistemini azalttığını bulmuşlardır. İnsülin ile indüklenen 

hipogliseminin akut vakaları kortikal mitokondrilerdeki biyoenerjetik ve oksidatif 

durumun yıkıcı etkilerini artırarak STZ ile indüklenen diyabetin etkisini artırmaktadır 

(34).  Beyinde mitokondriyal fonksiyon transmitter sentezi ve yıkımı ile de yakından 

ilişkilidir. Mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres ve eksitatör nörotransmitter 

salınımı birbiri ile bağlantılıdır ve insülin terapisi gören T1D’li hastaların bilişsel 

bozukluğunun sebebi olabilir (34). Hem STZ ile indüklenmiş diyabetik hem de 

insülin ile indüklenmiş hipoglisemik kortikal sinaptozomlarda eksitatör aminoasit 

glutamatın Ca
+2

’dan bağımsız bir şekilde daha fazla salındığı gözlenmiştir. Eksitatör 
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sitoplazmik aminoasitlerin salgılanma kapasitesindeki artış sıçanlarda hipoglisemik 

ve hiperglisemik durumlarda nöronal hasara katkıda bulunmaktadır (34). 

Mitokondri enerji metabolizmasının baş koordinatörü ve ROS’un hem kaynağı 

hem de hedefi olduğundan mitokondriyal disfonksiyon diyabetes mellitus ve beynin 

AD-ilişkili anormal insülin ve glukoz metabolizmasının altındaki mekanizma 

olabilir. Defektif insülin sinyalizasyonu nöronları enerji yoksunu ve oksidize edici 

ajanlara karşı hassas hale getirir bu da mitokondride fonksiyonel ve yapısal 

değişikliklere sebep olur. Aβ ve hiperfosforile tau sinerjistik olarak mitokondriyal 

biyoenerjetiği bozar ve oksidatif stresin etkisini artırır bu da nörodejeneratif 

mekanizmaları hızlandırır. Merkezi insülin direnci, bozulmuş serebral glukoz 

metabolizması ve mitokondriyal yetmezlik AD patolojisindeki tehlikeli üçlüyü temsil 

etmektedir. 

 

 

2.11. Diyabetik Sıçanlarda Serebellum ve Beyin Sapı Bölgelerindeki Nöronal 

Harabiyetin Nörodejeneratif Hastalıklarla İlişkisi  

İnsülin reseptörlerinin merkezi sinir sistemi   boyunca   bazı   bölgelerde   daha   

yoğun   dağıldığı  görülmüştür.   Bu  bölgeler arasında   özellikle   hipotalamus,   

olfaktör   bulbus,   serebral   korteks, serebellum,   hipokampüs ve   striatum   

bulunmaktadır   (165). İnsülin ve  insülin  reseptörlerinin  beyindeki  bu  dağılım  

modeli  farklı  kaynaklardan  periferal   ya   da lokal)   gelen   insülinin   bu   bölgeler   

arasında   nöronal   sinyal   iletimine   katkı  sağladığı düşünülmektedir   (218).   

IR’leri   intraselüler   olarak   çoğunlukla   hücre gövdelerinde ve sinapslarda yüksek 

protein ekspresyonuyla lokalize olmaktadırlar ve glialarda daha   az yoğunluktadırlar   

Benzer   olarak   nöronlarda   ve   glialarda özellikle   hipokampus,   amigdala,  

parahipokampal   girus,   serebellum,   serebral  kortekste  IGF-1R’leri de 

bulunmuştur (76) (Şekil 13). 
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Şekil 13: Beyinde IR, IRS-1, IRS-2 ve IGF-R Proteinlerinin Bölgesel İfadelerinin Gösterilmesi 

(108) 

Kardiyak çıktının %15’ini alan beyin gibi fizyolojik ihtiyacı büyük olan bir 

organ periferik hipoinsulinemi ve hipergliseminden ve bu koşulların çıktılarından en 

çok etkilenecek organdır. Şekilde görüldüğü üzere beynin çok çeşitli bölgerinde 

insulin reseptörlerinin var olduğu gösterilmektedir. Bu da göstermektedir ki bu 

bölgelerde de insulin aracılı sinyal transdüksiyon yolakları bazı önemli 

mekanizmaların yürütülmesinde rol oynamaktadır. Şimdiye kadar yapılan çalışmalar 

İnsulin Reseptörlerinin daha yoğun bulunduğu ve AD ve PD gibi popüler 

nörodejeneratif hastalıkların patolojisinde anahtar rol oynadığı kanıtlanmış Korteks, 

Hipokampüs, Striatum gibi bölgeler üzerinde yürütülmekteydi. Biz ise çalışmamızda 

yine IR bakımından zengin ve son zamanlarda nörodejeneratif hastalıklarda daha 

etkin rollerinin olduğu açığıa çıkmaya başlayan serebellum ve beyin sapı gibi 

yapıların incelenmesini uygun görmekteyiz. 

 Eğer hipoinsulinemi sonucu bu bölgelerde insulin ve insulin reseptörü 

etkileşimi gerçekleşemiyorsa insulin aracılı sinyal yolakları başlatılamaz ve bilinen 

en önemli PI3K/Akt yolağı sekteye uğrayarak hücre sağ kalım moleküllerinin 

oluşumu engellenir. Ayrıca hiperglisemi sonucu nöronal çevrede meydana gelen 
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stres hücreleri apoptoza sürükleyebilir. Ve bu bölgelerde tetiklenen apoptozis bu 

bölgelerle ilişki nörodejeneratif olgulara katkıda bulunabilir. 

 

2.11.1. Beyin Sapı ve Nörodejeneratif Hastalıklarla İlişkisi 

Parkinson Hastalığı (PD) AD’den sonra en yaygın ikinci nörodejeneratif 

hastalıktır. 60 yaş üstü bireylerin %1’inde görülmektedir. PD 150 yıldır motor 

hareket hastalığı olarak bilinmektedir. PD’nin özelliği beyin sapına ait orta beyin 

kısmındaki pigmentli nöronların dejenerasyonudur. Substantia nigra (SN)’daki 

pigmentli nöronlar basal gangliyonlara dopamin sağlamaktadır. Bu nöronların %30-

70 kaybı klinikte  basal gangliyon devrelerindeki dopamin deplesyonuyla ilişkili 

bulunmuştur (41). Substantia nigra beyin sapında bulunmasına rağmen hastalığın 

ilerlemesi supratentorial bozukluklarla ilişkilidir. Braak et al. (28), 2003’de yaptıkları 

çalışmalardan sonra elde edilen verilere göre PD’de biriken lewy cisimciklerinin 

substantia nigradan önce başka beyin sapı çekirdeklerinde de biriktiği gösterilmiştir 

(28) . Bu nedenle motor dışı harabiyetler, spesifik olmayan semptomlar, otonomik 

disfonksiyon, depresyon ve uyku bozuklukları gibi semptomlar ile beyin sapında 

meydana gelen dejeneratif olgular arasında korelasyon aramak gerekmektedir (86). 

PD gibi AD’de progresiftir ve tedavi edilemeyen bir demans türüdür. Tüm 

demans vakalarının %50-70’inden sorumludur (1). PD’deki Lewy cisimcikleri gibi 

AD’de de NFY denilen hatalı protein birikimleri meydana gelmektedir ve bu 

birikimlerin anatomik lokalizasyonları önem arz etmektedir. Braak et al. (28)  

yaptıkları çalışmaya göre AD’de NFY birimkileri hastalığın safhalarına göre rastgele 

olmayan bir düzende anatomik bir dağılım göstermektedir. Braak et al. (28)’un 

hastalığı derecelendirme sistemine göre NFY’nin birikimi 6 safhaya ayrılmaktadır. 

NFY’ler Evre I’de transentorhinal bölgedeyken evre VI’da primer neokortikal 

alanlara yayılmaktadır. AD’de beyin sapında hatalı protein birikimleri olmadığından 

supratentorial bir hastalık olarak düşünülmektedir. Ancak AD’de beyin sapında 

çeşitli patolojik değişiklikler olduğunu gösteren birçok çalışma vardır. 

Nörodejeneratif olgularda Lokus coereleus, ve substantia nigrada hücre kayıpları 

gözlenmişti (20,79). 
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2.11.2. Serebellum ve Nörodejeneratif Hastalıklarla İlişkisi 

Multiple sistem atrofisi (MSA,  progresif supranükleer palsi (PSP), Serebellar 

ataksiler, PD ve motor nöron hastalıkları (MND) gibi subkortikal nörodejeneratif 

hastalıklardan ayrı olarak kognitif bozuklukların da serebellar dejenerasyonla ilişkili 

olduğu gösterilmiştir (12, 19, 98, 132, 158).  Ayrıca AD’de ve Lewy cisimciği ilişkili 

demans türlerinde, Frontotemporal lob demanslarında serebelar dejenerasyonun yer 

aldığı gösterilmiştir (33, 141, 206). AD’de serebellar dejenerasyon posterior 

serebellar lobların atrofisi ile karakterizedir. Ve bu atrofi kognitif bozukluklarla 

koreledir (195). Nörodejeneratif olgulardaki serebeller dejenerasyonun temel 

histopatolojik özellikleri arasında purkinje hücre populasyonunda azalma, moleküler 

ve granüler hücre tabakalarında atrofi ve korteks tabakasında amiloidozis ve gliozis 

yer almaktadır (21, 73). Bunun yanı sıra serebellumda senil plak ubiquitasyonunda 

artış, nörit dejenerasyonu, dendritik spine yoğunluğunda anormallikler (55), 

vestibuloserebellar ve visual yollardaki sinaptik yapılarda anormallikler görülmüştür 

(14, 15). 

Ek olarak diyabetes mellitus, obezite ve kronik alkolizim gibi sistemik 

hastalıklar serebellar dejenerasyonu etkilemektedir (37).  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1 Hayvanların Ön Muayeneden Geçirilip Grupların Oluşturulması 

Söz konusu çalışma için Celal Bayar Üniversitesi, Tıp Fakültesi Deney 

Hayvanları Yerel Etik Kurul’unun 17.03.2015 tarih ve 77/637/435-25 sayılı kararı 

çerçevesinde Etik Kurul Onay’ı alınmıştır. Deneylerde 250-350 g ağırlığında ve 

erkek Wistar cins sıçanlar kullanılmıştır. Sıçanlar Celal Bayar Üniversitesi 

DEHAM’inden elde edilmiş ve rastgele gruplandırılarak her bir kafeste 4 hayvan 

olacak şekilde kafeslenmişlerdir. Tüm hayvanlar 12 saat gece ve 12 saat gündüz 

döngüsü olacak şekilde deney gününe kadar bekletilmiştir ve handling uygulanmıştır. 

Hayvanlar ~24˚C’de sıcaklığın kontrol edildiği bir odada; suya ve gıdaya ad-libitum 

erişebilecekleri şekilde tutulmuşlardır. Sıçanların 6 haftalık deneysel süreç boyunca 

birebir takip edilmeleri için her biri kuyruklarından işaretlenerek kimliklendirilmiştir. 

Deneysel süreç öncesinde kilo ölçümleri yapılıp kaydedilmiştir. Tüm uygulamalar 

Celal Bayar Üniversitesi Deney Hayvanları Uygulama ve Araştırma Merkezi 

(DEHAM)’nde gerçekleştirilmiştir.  

Deney grupları şu şekilde dizayn edilmiştir: 

Kontrol (n=7): Kontrol (Sham grubu; İntraperitoneal (i.p) 0.1 M sodyum sitrat 

çözeltisi uygulanmıştır)  

STZ (n=7): Diyabetik (Tek doz i.p. 45 mgkg
-1

 Streptozotosin (STZ) uygulanmıştır) 

STZ+INS (n=7): İnsulin tedavisi alan ( Tek doz i.p. 45 mg kg
-1

 STZ + Subkutanöz 

5u kg
-1

 gün
-1

 glargine (uzun etkili) tip insulin uygulanmıştır). 

 

 

3.2  Streptozotosin ile İndüklenen Diyabetik Sıçan Modelinin Oluşturulması 

Kontrol grubundaki sıçanlara, bir gece öncesinden aç bırakılarak, sabah 

saatlerinde intraperitonel yoldan 0.2 ml 0.1 M sodyum sitrat çözeltisi (pH 4.0-4.5) 

uygulanmıştır. 

 



 
 

47 
 

Diyabet grubundaki hayvanların oluşturulması için STZ kullanılmıştır. STZ bir 

glukoz analoğudur. STZ pankreasın β hücrelerini içerisine GLUT-2 glukoz 

transporterları aracılığıyla girer ve insulin salgılayan β hücrelerini parçalayarak 

insulin salınımını engeller (174). Bu nedenle intraperitoneal veya intravenöz STZ 

enjeksiyonu Tip I Diyabet modeli oluşturmada en sık kullanılan yöntemdir. Sistemik 

dolaşımdaki STZ ile glukoz, pankreas hücrelerine GLUT-2’lerce alınmak üzere 

yarışacağından STZ uygulamasından önce sıçanlar 12-16 saat (gece boyu) aç 

bırakılmıştır (3) . Böylece STZ’nin etkisi artırılmıştır. STZ uygulaması öncesi açlık 

kan şekeri ölçümü yapılmıştır. STZ’nin α ve β olmak üzere iki anomerik formu 

bulunmaktadır. Bunlardan sadece α anomeri GLUT-2 ile β hücrelerine alınır . STZ 

ışığa ve sıcaklığa duyarlı olduğundan yarılanma ömrü solusyon hazırlandıktan sonra 

ortalama 19 dk’dır. Satın alınan STZ preperatının  >%75’i α anomeri formundadır. 

Ancak bu ordan ısı ve ışığa maruz kaldıkça β  anormer formuna dönüşmektedir 

(STZ, Sigma, St. Louis).  

STZ 0.1 M sodyum sitrat pH:4.0-4.5 çözeltisinde çözülerek 45 mgkg
-1

 olacak 

şekilde intraperitoneal yoldan uygulanmıştır (74, 191). STZ her bir sıçana 0.2 ml 

hacimde verilmiştir. STZ’nin yarılanma ömrü çok kısadır ve bu süre ışığa ve 

sıcaklığa çok duyarlı olduğundan işlem mümkün olduğunca hızlı ve karanlıkta 

yapılmaya çalışmıştır. Hazırlanan sodyum sitrat çözeltisinin taze ve soğuk olmasına 

dikkat edilmiştir. 

STZ uygulması akut olarak pankreatik β hücrelerini yıkacağından bir anda çok 

sayıda β hücresinin yıkımı periferik dolaşıma kontrolsüz bir insülin salınımına sebep 

olabilir ve buna bağlı ani hipoglisemik şok gelişen hayvanlarda hızlı kayıplar 

görülebilir. Bunun önlenmesi adına STZ uygulamasından 4 saat sonra sıçanların 

tercihine bırakılacak şekilde içmeye suyunun yanında %5’lik dekstroz solusyonu da 

verilmiştir (179). Ve aynı şekilde STZ’nin etkisini artırmak amacıyla uygulamadan 4 

saat sonra yeme ulaşım serbest bırakılmıştır (16). 

 STZ uygulamasından 72 saat sonra açlık kan şekerleri ölçülerek açlık kan 

şekeri değeri 250 mg/dL’nin üzerinde olanlar diyabetik olarak kabul edilip çalışmaya 

bu hayvanlarla devam edilmiştir (66).  

Sıçanlar 6 hafta boyunca takip edilerek hiperglisemik koşulu 6 hafta boyunca 

sürdürenler deney sonunda analize alınmıştır. 
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Resim 1: İntraperitoneal STZ enjeksiyonu 

 

 

3.3 Sıçanlara İnsulin Uygulaması  

İnsulin replasmanı tip 1 diyabetteki hipergliseminin kontrol altına alınması için 

tek etkili tedavi yoludur (152). Bu nedenle çalışmamızda STZ uygulaması ile 

oluşturulan insulin hormon eksikliğinin beyinde oluşturduğu 4 haftalık kronik etki 

üzerine 2 hafta boyunca uygulanan insulin tedavisinin iyileştirici etkisi 

araştırılacaktır. Ancak bu aşamada insulinin dozunun belirlenmesi oldukça 

önemlidir. Yapılan çalışmalara göre yoğun insulin uygulamaları insulin direncine yol 

açarken çok düşük insulin uygulamarı ise glisemik kontrolü sağlayamamaktadır 

(152). Yine bir çalışmada insulin sıçanlara günlük olarak 1.5, 3, 6, ve 9 U olacak 

şekilde 7 gün boyunca uygulanmış 6U/gün ve 9U /gün uygulanan sıçanlarda glisemik 

kontrol sağlanırken insulin direnci oluşmuş; 1.5-3U/gün uygulanan sıçanlarda ise 

insulin direnci gelişmemiş ancak glisemik kontrol sağlanamamıştır (152).  

Çalışmamızda nörodejeneratif olgular üzerine eğileceğimizden insulin 

direncinin inceleyeceğimiz nörodejeneratif olgulara etkisini ekarte etmek için insulin 

direncinin oluşmayacağını ön gördüğümüz 1.5-3U gün
-1

 aralığında olan 5Ukg
-1

gün
-1 

(yaklaşık 1.75-2U gün
-1

’ e tekabül etmektedir) dozu seçilmiştir. Ayrıca seçilen bu 

doz nörodejeneratif olgular üzerine insulinin etkisinin araştırıldığı diğer çalışmalarda 

kullanılmış olup iyileştirici etkisi gözlenmiştir (23, 24, 107). 

Yalnızca 3. gruptaki sıçanlara hipergliseminin ve hipoinsülineminin kronik 

etkisi meydana geldikten sonra 6 haftalık toplam deney süreci içerisinde son 2 

haftalık periyoda günlük insülin uygulaması yapılmıştır. İnsulin uygulamaları her 
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gün aynı saate (10:00) subkutan yoldan 5ukg
-1

gün
-1

 olacak şekilde verilmiştir (23, 

106, 107). 

Uygulanan insulin uzun süre etkili, Glargine cinsinden (Lantus SoloStar 

marka) olup gün boyu tek doz uygulama sayesinde bazal insülin seviyesinin 

korunmasına yardımcı olmaktadır (77). 

 

 

 

Resim 2: Subkutan İnsulin Enjeksiyonu 

 

3.4 Sıçanlarda Vücut Ağırlığı Takibi  

Tip I diyabetin en önemli bulgularından biri kilo kaybıdır. Bu nedenle 6 hafta 

boyunca açlık kan şekeri ölçümü öncesi sıçanlar tartılarak vücut ağırlığı 

değişiklikleri kaydedilmiştir. 

 

3.5 Haftalık Açlık Kan Şekeri Ölçümü ve Takibi 

Sıçanlar bir gece öncesinden 12 saat aç bırakılmıştır. Kan şekeri ölçümü 

kuyrukdan enjektör ile delme yöntemi ile bir damla kan alınarak Roche Accu-Check 

Performa Nano marka glukometre cihazı ve stripleri aracılığıyla ölçülmüştür (71). 
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Resim 3: Kuyruk Kanatma Yöntemi ile Açlık Kan Şekeri Ölçümü 

 

 

3.6 Genel Anestezi Altında İntrakardiyak Kan Alma ve Deneyin 

Sonlandırılması 

Deneyin sonlandırılacağı gün biyokimyasal analizlerde kullanmak üzere kalbin 

ponksiyonu ile intrakardiyak kan alımı yapılmıştır. İntraperitoneal sodyum 

pentobarbitone (40 mg kg
-1

) uygulması ile anestezi uygulanmıştır (17). Tırnakla 

kıstırma yoluyla ekstremitelerden geri çekilme refleksi kontrol edilerek hayvanların 

anesteziye girip girmediği belirlenmiştir. Genel anestezi altındaki sıçanlar sırt üstü 

yatırılarak tezgaha sabitlenmiştir. Abdomen bölgesinden açılarak kalp görünür hale 

getirilmiştir (Resim 4). Enjektör ile ventriküle girilerek vacutainer yardımıyla kan 

EDTA’lı tüplere alınmıştır (Resim 5). Bu yöntemle deney sonlandırılmış ve sıçanlar 

dekapite edilmiştir. Alınan kan örnekleri çalışmanın devamında yapılacak 

biyokimyasal ve genetik analizlerde kullanılmak üzere -80˚ C’de saklanmaktadır. 
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Resim 4: Terminal İntrakardiyak Kan Alımı İçin Abdomenin Açılması 
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    Resim 5: İntrakardiyak Kan Alımı 
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3.7 Serebellum ve Beyin Sapı Bölgelerinin Çıkarılması 

Buz üzerinde kafatası açılarak beyin çıkarılmış ve daha sonra ilgilenilen hedef 

bölgeler (serebellum ve beyin sapı) zarar verilmeden çıkartılmıştır (184). Her bir 

hayvana ait dissekte edilen dokuların sağ tarafları gen ekspresyonu çalışmasında 

kullanılmak üzere -80˚C’de depolanırken, sol tarafları immunohistokimya 

çalışmalarında kullanılmak üzere 50 ml’lik idrar kaplarında %10’luk formaldehit 

çözeltisinekonulmuştur (Resim 6, 7 ve 8).  

 

 

 

Resim 6: Kafa Derisinin Açılması 
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Resim7: Kafatasının Açılması ve Beynin çıkarılması a) Foramen Magnum’dan Girilerek Kafatasının 

Açılması b) Optik Kiazma ve Kranial Sinirler Kesilerek Beynin Kafatası Tabanından Ayrılması c) 

Beynin Bütün Halde Çıkarılması 

 

a 

a 

b 

 c 
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     Resim 8: Beyin Sapı ve Serebellumun Birbirinden Ayrılması 

 

 

 

3.8 Dokulardan Total RNA İzolasyonu 

Tüm doku örneklerinden 50 mg alınarak (pirinç büyüklüğünde) ezilerek ve 

homojenizatör kullanılarak parçalanıp 2ml ependorf tüplere aktarıldı ve aşağıdaki 

süreç izlendi: 

 Tüplere 1 ml tripure eklenir ve tüpler 45 saniye vortekslenir. Böylece tüpteki 

hücreler homojen bir görünüm alarak parçalanır ve tripure reagent etkisiyle de 

pembe bir renk görünümünü alır. 

 Vortekslenen tüpler buza alınır ve 2 dakika bekletilir. Vortekste o hızın ve 

sürenin etkisiyle ısınan tüpleri soğutmak için bu işleme başvurulur.  

 5 dakika oda ısısında bekletilir.  

  Tüplere 200 ul kloroform eklenir ve 5 dak beklenir. 

 Kloroform; homojen hale gelen dokuda faz oluşumunu sağlar. Böylece 

RNA, DNA ve protein elde edilir. 

 12.000 rpm’ de 4 C ‘ de 20 dakika santrifüj yapılır. 

   Santrifüj sonunda 3 faz oluşur. 

 1.FAZ (Sulu faz): RNA içerir. (Renksizdir.) 
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 2.FAZ: DNA içerir. (beyaz renklidir.) 

 3.FAZ (Organik faz): Protein içerir. (Şekil 14) 

 

 

 

Şekil 14: Trizol Yönteminde Santrifügasyon Sonrası Oluşan 3 Fazın Gösterilmesi 

 

 RNA izolasyonu için renksiz olan 1.faz yeni tüpe aktarılır 

 Yeni tüpe 500 ul izopropanol eklenir. Oda ısısında 10 dakika inkube edilir. 

 Izopropanol RNA’ yı DNA ve diğer safsızlıklardan arındırmak için kullanılır. 

 12.000 rpm’ de 4 C’ de 10 dak santrifüjlenir. Süpernatant atılır. 

 Oluşan çökelek üzerine 1 ml %75 EtOH eklenir. 

 7.500 x g’ de 4 C’de 5 dak santrifüjlenir. 

 Santrifüj sonunda süpernatant atılır. 

 57 C’ de EtOH uçurulur. 

 Kalan çökeleğe 50-100 ul RNAse free su eklenerek pipetaj yapılır. 

RNaz-free su kullanılır. İzolasyonun ardından RNA konsantrasyonları 

spektrofotometrik yöntemlerle ölçülür. Elde edilen RNA örneklerinin 

konsantrasyonu ve saflıkları 260 ve 280 nm dalga boylarında absorbanslarının 

ölçülmesiyle belirlenir. İzole edilen RNA’ların saflığı 260 nm ve 280 nm’deki 

absorbanslarının oranı ile kontrol edilip, ideal saflıktaki kaliteli RNA’nın A260/ 

A280 absorbans oranının 1,8-2,0 olması beklenmektedir. Spektrofotometrik ölçümün 

yanı sıra RNA degredasyonunun kontrolü agaroz jel elektroforeziyle 

gerçekleştirilebilir. Genel olarak reaksiyon başına 5ng total RNA’nın ortalama 

düzeyde ifade edilen mRNA tespitinde yeterli olacağı düşünülmektedir. Buna bağlı 
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olarak gen ifadesi bakılacak materyalin özelliğine bağlı olarak RNA miktarı 

reaksiyon başına 5ng ile 5 µg arasında alınmalıdır. Bu aşamada elde ettiğimiz 

mRNAların  degrade olmasını engellemek için, örnekler   -80 derecede saklandı. 

 

 

 

Şekil 15: MagnaLyser ile Doku Homojenizasyonu Prosedürü 

 

 

 

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

cDNA sentezi için Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (roche; 

04379012001) kullanılmıştır. Her örnek için RNA+H2O’dan 11 konur ve 2 µl 

Random hexamer primer (vial 6) eklenir. 

Tek Reaksiyon için 

Reaction Buffer (vial 2)    4 µl 

Protector RNase Inhibitor (vial 3)   0,5 µl 

Deoxynucleotide Mix (vial 4)   2 µl 

Transcriptor Reverse Transcriptase ( vial 1)  0,5 µl RNA örneği  

    11 µl 

Random hexamer primer (vial 6)    2 µ  

Toplam      13 µl  

Tüpler thermalcycler cihazına yerleştirilir.65 
o
C’ de 10 dk RNA lar denatüre 

edilir. 

Bu arada mastermix hazırlanır.(Bu miktarlar örnek sayınla çarpılarak hazırlandı) 

  

Toplam      7 µl 

Thermalcycler’dan alınan örnekler soğutma kabına yerleştirilir. 

Her tüpe 7 µl hazırlanan karışımdan dağıtılır ve pipetle 3-4 kez karıştırılır. 

Tüpler thermal cycler’a yerleştirilir ve aşağıdaki hazırlanmış program çalıştırılır. 

 25 
o
C ‘de   10 dk 

 50 
o
C’de   60 dk 

 85 
o
C’de    5 dk 

 o
C’de   bekleme 
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3.10 Hedef Genlere Ait Primer ve Probe’ların Dizaynı ve Sentezi 

Primer dizaynı için hedef genler ve housekeeping gen olarak ActB (Aktin 

Beta) gen bölgeleri NCBİ ve ensemble gen bankaları kullanılarak belirlendi. Bu iki 

fragmenttin cDNA sekansları aynı zamanda normal bölgeleri kullanırak da primer ve 

probe dizaynı edildi. Primer probe dizaynı clustal W aling programı ve oligo7 

software kullanılarak yapılmıştır. Elde edilen primer ve probe’lar blast programı ile 

spesifikliği kontrol edilmiştir. 

Tablo 1: Oligonükleotid Sentez Raporu 

 

 

Oligo 

adı 

Baz Dizisi 5’-3’ 
Baz 

Sayısı 
Saflık 

MA 

(g/mol) 

Tm 

(˚C) 

GC 

(%) 

OD 

260 nm 

Nmol 

XIAP 

F 

TATACTCATTAA

CAAGGAGC 
21 STD 6438 54.0 38.1 12.63 51.4 

XIAP 

R 

TGGCTTCCAATC

CGTGAG 
18 STD 5491 56.0 55.6 9.65 51.2 

DIABLO 

F 

TCGAAGCCATC

ACCGAGTAT 
20 STD 6086 57.3 50.0 11.21 50.8 

DIABLO 

R 

ATCACCTGC 

CACACCTCA TC 
20 STD 5942 59.4 55.0 11.61 58.2 

ACTN 

F 

CCCAGATCATGT

TTGAGACCT 
21 STD 6381 57.9 47.6 10.75 48.0 

ACTN 

R 

AGGCATACAGG

GACACACA 
20 STD 6153 57.3 50.0 13.51 55.6 
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3.11  Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile mRNA Ekspresyonlarının 

Ölçülmesi 

Elde edilen cDNA’lar, yukarıda belirtilen primerler, probelar ve katalog 

numaraları kullanılarak aşağıdaki karışımlar, cihaz protokolleri ve Light Cycler 480II 

cihazı ile çalışılmıştır. 

 

Tablo 2: Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu İçin Thermal Cycler Cihaz Protokolü 

Program Denaturasyon Amplifikasyon Cooling 

Parametre    

Analiz modu Yok Kuantifikasyon modu Yok 

Döngü 1 50 1 

Hedef [°C] 95 95 40 72 40 

Süre 10 dk 10 dk 30 sn 1 sn 30 sn 

Ramp.Rate [°C/s] 20 20 20 20 20 

Acquisition Mode Yok Yok Yok Tek Yok 

 

Hedef Genlere Ait Karışımın Hazırlanışı; 

Tek Reaksiyon için 

Nükleaz Free su         6.8 µl 

Forward Primer(20uM) 0,5 µl 

Reverse Primer(20uM) 0,5 µl 

Taqman Probe-UPL probe (10uM)  0,2 µl 

Enzim ve dNTP karışımı 10 µl 
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Toplam 18 µl 

  

 

ACTB  Karışımının Hazırlanışı; 

Tek Reaksiyon için 

Nükleaz Free su         7.0 µl 

Primer-Probe Karışımı 1.0 µl 

Enzim ve dNTP Karışımı 10 µl 

Toplam 18 µl 

 

 Reaksiyon tüpünde, tek bir reaksiyon için reaktiflerin her birinden eklenir ve  

reaksiyon sayısı kadar konulup, reaksiyon karışımı hazırlanır. 

 Karışım spin ettirilir ve kapilerlere yada plate’lere her bir reaksiyon için 18 μl 

reaksiyon karışımından transfer edilir. 

 2 ul örnek veya kontrol her bir kapilere son reaksiyon hacmi 20 ul olacak 

şekilde ilave edilir. 

 Hazırlanan kapilerler (karışım ilave edildikten sonra) soğuk bloktaki 

adaptörleri ile birlikte 2000 rpm’ de 15 saniye santrifüjlenir.  

 

 

3.12  2
-ΔΔCT

 Yöntemi ile Ekspsresyon Düzeylerinin Rölatif Hesaplanması 

Elde edilen sonuçlar relatif kantitasyon yapılabilmek için 2
-∆∆Ct

 metodu 

kullanılır. Bu metod ile hedef gen  CT değerleri ACTB ile normalize edilir (bu 

değer ∆ Ct olarak geçer) ve gruplar arasında oranlanarak elde edilen sonuç ∆∆ Ct’yi 

verir (119).  
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Şekil 16: Amplifikasyon Eğrilerinde Cycling Threshold (CT) Değerlerinin Gösterilmesi 

 

 

3.13  İmmunohistokimya Çalışmaları 

 

 

3.13.1. Doku Takip İşlemleri 

 Alınan doku örnekleri % 4’lük formaldehit içeren şişelere konularak aşağıda 

sıralanan işlemlere tabi tutuldu. 

Akarsuda yıkama (24 saat) 

Dehidratasyon işlemi: 

 %70’lik Alkolde 24 saat,  

 %80’lik Alkolde 1 saat, 

 %96’lık Alkolde 1 saat, 

 %100’lük Alkolde 1 saat bekletildi. 

Şeffaflaştırma işlemi: 

 Ksilende 10 dakika,  

 Ksilende 10 dakika bekletildi. 

İnfiltrasyon işlemi: 

 Ksilen + paraplast karışımında 60C‘lik etüvde 1 saat,  

 Boncuk parafinde 60C‘lik etüvde 1 saat, 

 Paraplast içerisinde 60C‘lik etüvde 2 saat bekletildi. 
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3.13.2 Dokuların Parafin Bloklara Gömülme İşlemi:  

Dokular paraplast bloklara gömülerek kesit alınması işlemine hazır hale getirildi. 

 

3.13.3 Blokların Kesilmesi: 

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

μm’lik kesitler cam lamlar üzerine alındı. 

 

 

3.13.4 İmmünohistokimyasal İşlemler: 

İmmünohistokimyasal değerlendirme için yukarıda belirtilen yöntemler ile 

hazırlanan parafin bloklardan 5 µm kalınlığında alınan kesitler Avidin-Biotin (ABC) 

metodu kullanılarak Anti-HMGB1 (Abcam®, Rabbit polyclonal antibody, 1/50 

dilüsyon) antikoru ile boyandı. Boyama işemleri aşağıda özetlendiği gibi yapıldı.  

 

Tablo 3: İmmunohistokimya Protokolü 

 

1. Ksilen   2 x 30 dk 

2. %100 Alkol 2 dk 

3. %96 Alkol 2 dk 

4. %80 Alkol 2 dk 

5. Distile Su 2 x 3 dk 

6. %  10 H2O2 (in dH2O)  

*Endojen Peroksidaz aktivitesini durdurmak için 

uygulandı 

15 dk 

7. PBS ile Yıkama 2 x 5 dk 
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8. Tripsin 15 dk 

9. Antikor Dilüsyonu 

* Anti PI3K, anti Akt, anti Bcl-2, anti BIM1 antikoru, 

antibody diliuent (SC 1618, SC 48644, SC 492, SC 

8267) ile 1/100 oranında seyreltildi.  

2 saat 

10. Primer antikor ile İnkübasyon 

* Prepatlar nemli ortamı sağlayan bir kap içerisine 

yerleştirilerek +4°C’de bekletildi ve primer antikorun 

bağlanması sağlandı. (SC 1618, SC 48644, SC 492, SC 

8267) 

1 gece 

11. PBS ile Yıkama 3 x 5 dk 

12. Sekonder Antikor 

* Preparatlar biotinlenmiş sekonder antikor ile oda 

sıcaklığında inkübe edildi. 

30 dk 

13. PBS ile Yıkama 3 x 5 dk 

14. Streptavidin Peroxidase 

*Streptavidin-HRP ile preparatlar oda sıcaklığında 

inkübe edildi. 

20 dk 

15. PBS ile Yıkama 4 x 1 dk 

16. Substrat-Kromojen (DAB) 

*Preparatlar DAB substrat-kromojen solüsyonunda 

kahverengi renk alıncaya kadar tutuldu 

30 dk 

17. PBS ile Yıkama 3x5 dk 

18. Zıt boyama 

* Boyama öncesinde preperatlar distile su içinde 5 

dakika tutuldu. Daha sonra Mayer-Hemotoksilen ile 30 
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saniye zıt boyama yapıldı. (Bu işlem süresince dokular 

mikroskopta incelendi, eğer çekirdekler yeteri kadar 

mavileşmemiş ise tekrar hematoksilene alındı ya da 

amonyaklı suya batırılarak fazla boyanmış çekirdeklerin 

boyası solduruldu). 

 

19.  PBS  ile yıkama  3 x 5 dk 

20. Alkol Serilerinden Geçirilmesi  

 %70 Alkol                           2 dk 

 %80 Alkol                              2 dk 

 % 96 Alkol                  2 dk 

 %100 Alkol                 2 dk 

21. Havada kurut  15-20 sn 

22. Ksilen 

* Kapatma medyumundan 1 damla damlatılarak lamel ile 

kapama yapılır. 

2 - 30 dk 

 

 

3.13. 5 Kesitlerden Görüntü Elde Edilmesi: 

İncelemeye hazır hale gelen kesitler Olympus BX 43 (Olympus, Tokyo; Japan) 

marka kamera ataçmanlı ışık mikroskobu altında incelenerek ilgili tüm gruplara ait 

fotoğraflar çekildi. 

Alınan dokular ayrıca, anti-PI3K, anti-Akt, anti- Bcl-2 ve anti- BIM1 primer 

antikorları için indirekt immünohistokimyasal yöntemle boyandı. İmmünoreaktivite 

şiddeti; hafif (+), orta (++), şiddetli (+++) ve çok şiddetli (++++) olarak skorlandı. 
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3.14 İstatistiksel Analiz 

Elde edilen veriler ortalama ± standart hata olarak belirlendi. Elde edilen 

verilerin istatistiksel anlamlılık düzeyleri ANOVA testi ile belirlendi. p<0.05 

değerler istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

 

 

4.1 Hayvanlarda Vücut Ağırlığı Takibi Sonuçları 

Tek doz intraperitoneal 45 mg kg
-1 

STZ uygulaması yapılan sıçanlarda 6 hafta 

boyunca kilo kaybı gözlenmiştir. STZ uygulanan sıçanlar her hafta bir önceki haftaya 

göre istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde kilo kaybetmişlerdir. 4. ve 5. haftada 

insulin uygulanan sıçanlarda ise kilo kaybının durduğu ancak kilo artışının 

gözlenmediği görülmektedir. İnsulin uygulamasından önceki haftalara göre insulin 

uygulanan haftalardaki vücut ağırlığı istatistiksel olarak birbirinden farklı değildir 

(Tablo 4 ve Şekil 17,18). 

 

Tablo 4:  STZ Uygulanan Sıçanlarda Vücut Ağırlığında (g) Gözlenen Değişimler  

 

 
KONTROL 

n=7 

STZ 

n=7 

STZ+INS 

n=7 

STZ Uygulaması 

Öncesi 
334,83± 28,82 320,57 ±13,71 304 ± 15,57 

1. Hafta 334,83 ± 28,82 320,57 ±13,71 304 ±15,57 

2. Hafta 338,67±23,59 293,57± 20,59ab 279,46  ±44,7ab 

3. Hafta 339,66 ±26,77 268,57 ± 34ab 227,8 ±27,62ab 

4. Hafta 341,6 ±28,91 244 ±34,5b 194,8 ± 29,14ab 

5. Hafta 341,83 ± 29,19 235,28 ±34,23ab 207,6 ± 24,5ab 

6. Hafta 342,33 ±28,64 219,57 ±29,33ab 213,2 ±16,9ab 

 

a: Kontrole göre p<0,05 

b: STZ Uygulaması öncesine göre p<0.05 
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Şekil 17: Haftalık Vücut Ağırlığı (gr) Takibinin Sütun Grafiği ile Gösterilmesi 

 

 

Şekil 18: Haftalık Vücut Ağırlığı (gr) Takibinin Çizgi Grafiği ile Gösterilmesi 
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4.2. Açlık Kan Şekeri Düzeylerine Dair Bulgular 

Tek doz intraperitoneal 45 mg kg
-1 

STZ uygulaması yapılan sıçanlarda 72 saat 

sonra açlık kan şekeri düzeylerinin 250 mg/dL’nin üzerine çıktığı gözlenmiştir. 6 

hafta boyunca sıçanların bu hiperglisemik durumu koruduğu gözlenmiştir. 5U kg
-1 

gün
-1

 subkutan insulin uygulaması yapılan son iki hafta boyunca açlık kan şekeri 

düzeyi ilk 4 haftaya göre düşmüş ancak yine de hiperglisemik koşul bozulmayacak 

şekilde 250 mg/dL’nin altına düşmemiştir. STZ uygulanan hayvanlarda açlık kan 

şekeri düzeyleri kontrole ve STZ uygulaması öncesi değerlere göre anlamlı bir artış 

gözlenirken; İnsulin uygulanan hayvanlarda açlık kan şekeri düzeyi daha ılımlı 

seviyelere inmiştir (Tablo 5, Şekil 19). 

 

Tablo 5:  STZ Uygulanan Sıçanlarda Haftalara Ait Açlık Kan Şekerinde (mg/dL) Gözlenen 

Değişimler 

 

 
KONTROL 

n=7 

STZ 

n=7 

STZ+INS 

n=7 

STZ Uygulaması 

Öncesi 
101,02 ±15 101,02±15 101,02±15 

1. Hafta 128,8±28,4 378,57±70,8a,b 408,8±35,38a,b 

2. Hafta 98,3±18,7 291,4 ±69,3a,b 435,6 ±71,6a,b 

3. Hafta 99,3±11,9 342,28±74a,b 355,8±106,75a,b 

4. Hafta 97,8±12,92 328,4±80,30a,b 336,8±74,39a,b 

5. Hafta 91,1±6,11 314,3±60,55a,b 329,4±69,75a,b 

6. Hafta 90,6±7,5 322,9±45,11a,b 327,8±51,85a,b 

 

a: Kontrole göre p<0,05 

b: STZ Uygulaması öncesine göre p<0.05 
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Şekil 19: STZ Uygulaması Öncesi ve Sonrası Haftalık Açlık Kan Şekeri Düzeyleri Değişimi  

 

4.3 Organlardaki Gözlenen Morfolojik ve Patolojik Değişimlere Dair Bulgular 

6  haftalık deney süreci sonlandırıldığında STZ uygulanan hayvanların 

organlarında patolojik değişiklikler gözlenmiştir. Resim10 ve 11’de gösterildiği gibi 

özellikle akciğer ve böbrekde gözle görülür kitle ve lezyonlar saptanmıştır. Buradan 

STZ’nin 6 haftalık kronik etkisinin organlar üzerinde hasar oluşturduğu 

görülmektedir. Bu doku ve organlar patolojik incelemeler için depolanmıştır. 
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Resim 10: STZ Uygulanan Sıçanların Akciğerlerinde Meydana Gelen Kitle ve Lezyonlar 
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Resim 11: STZ Uygulanan Sıçanların Böbreklerinde Gözlenen Kitle ve Lezyonlar 

 

 

4.4 Serebellum ve Beyin Sapında XIAP ve Smac/DİABLO Geninin mRNA 

Ekspresyonlarına Dair Bulgular 

 Yapılan gen ekspresyonu çalışmalarında Real-Time PCR yöntemi kullanılmış 

ve hedef genlerin ekspresyonları kontrol grubuna göre ve internal kontrol gene (β-

Aktin) göre relatif olarak hesaplanmıştır. Şekil 20 ve Tablo 6’da görüldüğü üzere 

XIAP mRNA ekspresyonu serebellum ve beyin sapı bölgelerinde STZ uygulanan 

grupta değişmezken; insulin uygulanan grupta anlamlı şekilde artmıştır. İnsulin 

antiapoptotik bir molekül olan XIAP’nin mRNA ekspresyonunu pozitif yönde 

etkilemektedir. Apoptozisi teşvik eden Smac/DIABLO proteininin mRNA düzeyi ise 

serebellumda STZ uygulaması ya da Insulin uygulamasından etkilenmezken; Beyin 

sapında STZ uygulaması sonrası apoptotik Smac/DIABLO gen ekspresyonu anlamlı 

bir artış göstermiş ve uyumlu olarak insulin uygulaması ise bu genin ekspresyonunu 

anlamlı düzeyde azaltmıştır (Şekil 21 ve Tablo 6). 
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Tablo 6: Uygulama Yapılan Sıçan Gruplarının Beyin Sapı ve Serebellum Bölgelerine Ait XIAP ve 

Smac/DIABLO mRNA ekspresyonlarının gösterilmesi 

 

 

a: Kontrole göre p<0,05 

b: STZ’ye göre p<0,05 

 

 

Şekil 20: Sıçan Beyni Serebellum Bölgesine Ait XIAP ve Smac/DIABLO mRNA Ekspresyonu 

 (2-ΔΔCT) 

 
XIAP Smac/DIABLO 

 
Serebellum Beyin Sapı Serebellum Beyin Sapı 

Kontrol 1,000 1,000 1,000 1,000 

STZ 0,992±0,23 1,130±0,40 1,002±0,21 1,335±0,17a 

STZ+INS 1,791±0,48a,b 1,921±0,57a,b 1,001±0,13 0,608±0,34a,b 
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Şekil 21: Sıçan Beyni Beyin Sapı Bölgesine Ait XIAP Smac/DIABLO mRNA Ekspresyonu (2-ΔΔCT) 

 

 

4.6 Serebellum ve Beyin Sapında Akt, PI3K, Bcl-2 ve BIM1 Proteinlerine Ait 

İmmunohistokimya Çalışmalarına Dair Elde Edilen Bulgular 

Şekil 22 ve Tablo 7’de görüldüğü üzere serebellumda hücre sağ kalım yolağına 

ait markerlardan Akt immunoreaktivitesi STZ uygulanan grupta kontrol grubuna 

göre anlamlı düzeyde azalmıştır. STZ+INS uygulanan grupta ise STZ uygulanan 

grupla karşılatırıldığında bir değişiklik gözlenmemiştir. STZ uygulaması 

serebellumda Akt ekspresyon düzeyini azaltırken insulinin bu durumu iyileştirici 

yönde bir etkisi saptanmamıştır.  

Yine serebellumda PI3K immunoreaktivitesi Akt’ye benzer şekilde STZ 

grubunda kontrole göre anlamlı düzeyde azalmıştır. İnsulin uygulanan (STZ+INS) 

grupta PI3K kontrole göre azalırken, STZ+INS grubunda anlamlı bir değişiklik 

gözlenmemiştir. STZ uygulaması PI3K’yı azaltırken, insulin uygulaması bu durumu 

iyileştirici bir etki göstermemiştir. 

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

grupta kontrolle karşılaştırıldığında azalmış, STZ+INS uygulanan grupta ise STZ 
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grubuyla karşılaştırıldığında anlamlı bir değişiklik olmamıştır. Bcl-2’nin ekspresyon 

düzeyi üzerine STZ’nin negatif etkisi varken insulinin bu doz itibiariyle etkisi 

olmamıştır. 

Apoptotik bir protein olan BİM-1 ise STZ uygulaması sonrası kontrolle 

karşılaştırıldığında azalırken, STZ+INS uygulanan grupta hem kontrole hem de STZ 

grubuna göre anlamlı düzeyde azalmıştır. Insulın uygulamasının apoptotik BİM-1 

proteininin ekspresyonunu azalttığı görülmektedir (Resim 12). 

 

Tablo 7: Sıçan Beyni Serebellum Bölgesindeki Akt, PI3K, Bcl-2 ve BIM1 Proteinlerinin Düzeyleri 

 

Serebellum (n=7) Akt PI3K Bcl-2 BIM-1 

KONTROL ++++ ++++ ++++ +++/++++ 

STZ +++ a +++ a +++a ++/+++ a 

STZ +İNS +++ a ++/+++ a +++ a ++ a,b 

  

a: Kontrole göre p<0,05 

b: STZ’ye göre p<0,05 

 

 

 

Şekil 22: Sıçan Beyni Serebellum Bölgesindeki Akt, PI3K, BIM1 ve Bcl-2 Proteinlerinin Düzeyleri 
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Tablo 8: Sıçan Beyni Beyin Sapı Bölgesindeki Akt, PI3K, BIM1ve Bcl-2 Proteinlerinin Düzeyleri 

 

 

a: Kontrole göre p<0,05 

b: STZ’ye göre p<0,05 

 

Şekil 23 ve Tablo 8’de gösterildiği gibi beyin sapında Akt düzeyi STZ 

uygulanan grupta kontrole göre anlamlı düzeyde azalmıştır. STZ+INS uygulanan 

grupta ise Akt düzeyi STZ uygulanan gruba göre anlamlı düzeyde artarmıştır.  

Yine beyin sapında insulin sinyal yolağının diğer bir bileşeni olan PI3K düzeyi 

STZ uygulanan grupta kontrol grubuna göre anlamlı düzeyde azalmış, STZ+INS 

uygulanan grupta STZ uygulanan gruba göre artmış ancak anlamlı bir farklılık 

gözlenmemiştir.  

Antiapoptotik bir protein olan Bcl-2 düzeyi ise beyin sapında STZ uygulanan 

grupta kontrolle karşılaştırıldığında anlamlı düzeyde azalmış, STZ+INS uygulanan 

grupta ise STZ grubuyla karşılaştırıldığında azalmış ancak anlamlı bir fark 

gözlenmemiştir.  

Apoptotik bir protein olan BİM-1’in beyin sapındaki düzeyi ise STZ 

uygulaması sonrası kontrolle karşılaştırıldığında azalırken, STZ+INS uygulanan 

grupta kontrole ve STZ grubuna göre anlamlı düzeyde azalmıştır. Insulin 

uygulamasının BİM1 protein ekspresyonu üzerinde negatif etkiye sahip olduğu 

gözlenmiştir (Resim 13). 

Beyin Sapı 

(n=7) 
Akt PI3K Bcl-2 BIM-1 

KONTROL ++++ ++++ +++ +++/++++ 

STZ ++ a ++ a ++ a ++/+++ a 

STZ +İNS +++ a,b ++/+++ a +/++ a ++ a 
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Şekil 23:     Sıçan Beyni Beyin Sapı Bölgesindeki Akt, PI3K, BIM1 ve Bcl-2 Proteinlerinin Düzeyleri 
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Resim 12: Serebellumda Akt, PI3K, Bcl-2 ve BİM-1 Primer Antikorlarının İmmunohistokimyasal 

Boyanması (x200).  
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Resim 13: Beyin Sapında Akt, PI3K, Bcl-2 ve BİM-1 Primer Antikorlarının İmmunohistokimyasal 

Boyanması (x200). 
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Resim 14: Serebellum ve Beyin Sapında Akt, PI3K, Bcl-2 ve BİM-1 Primer Antikorlarının 

İmmunohistokimyasal Çalışmalarına Ait Negatif Kontrol 
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5.TARTIŞMA 

 

 

 Diyabetes mellitus pankreasın yeterli düzeyde insulin üretemediği ya da 

hücrelerin vücudun ürettiği insulini kullanamadığı zaman meydana gelen metabolik 

bir hastalıktır. Dünya çapında 2014 yılında 422 milyon diyabet hastası olduğu 

raporlanmıştır. 2012 yılında sadece diyabet sebepli ölümlerin sayısı 1.5 milyondur 

(213). Diyabetin en önemli etkilerinden biri hiperglisemidir ve başlıca dolaşım ve 

sinir sistemi olmak üzere tüm organ sistemlerini zamanla harap etmektedir (213). 

Ayrıca yapılan çalışmalara göre nörodejenerasyonu tetikleyen birçok etmenin çeşitli 

metabolik hastalıklarla ilişkili olduğu gösterilmiştir (34).   Bu nedenle tez 

çalışmamızda prevalansı en yüksek metabolik hastalıklardan biri olan  diyabet  

mellitus’un  nörodejenerasyonun temelinde yatan apoptozise  hangi yollarla  katkıda  

bulunduğu incelenmiştir. 

Bu amaçla diyabetik sıçan modeli oluşturulup bazı beyin bölgelerinde şimdiye 

kadar diyabetle ilişkisi kurulmamış apoptotik genlerin ekspresyon düzeyleri 

incelenmiştir. Şimdiye kadar yapılan çalışmalar insulin reseptörlerinin daha yoğun 

bulunduğu ve Alzheimer ve Parkinson gibi popüler nörodejeneratif hastalıkların 

patolojisinde anahtar rol oynadığı kanıtlanmış Korteks, Hipokampüs, Striatum gibi 

bölgeler üzerinde yürütülmekteydi. Bizim çalışmamızda ise yine IR bakımından 

zengin ve son zamanlarda nörodejeneratif hastalıklarda daha etkin rollerinin olduğu 

açığa çıkmaya başlayan serebellum ve beyin sapı gibi beyin bölgeleri bu genler 

açısından ele alınmıştır. Çalışmamız oluşturulan diyabet modelinde incelenen 

bölgeler ve genler açısından ilk olma özelliği taşımaktadır. 

Kemirgen modelleri diyabetteki immunolojik süreçleri ve metabolizma 

fonksiyonlarını çalışmak için yaygın bir şekilde kullanılmaktadır. Bu nedenle 

çalışmamızda wistar cins sıçan kullanılmıştır. Son zamanlarda daha sık olarak β 

hücresine karşı sitotoksik olması özelliği ile, diyabetik araştırma modellerinin 

oluşturulmasında STZ kullanılmaktadır (117).  Biz de çalışmamızda deney 

modelimizi oluşturmak üzere STZ kullanmayı uygun gördük. STZ kalıcı diyabet 

indükleyen anti-neoplastik bir ajandır. STZ glukozamin-nitrozüre bileşenidir ve 

klinikte pankreatik β hücresi karsinomalarının tedavisinde kullanılır (117). Düşük 
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afiniteli Glukoz  taşıyıcısı 2 (GLUT2) STZ’yi pankreatik  β hücresine alarak DNA 

alkilasyonuna sebep olur ve  β hücrelerinin geri dönüşümsüz bir şekilde nekroza 

uğramasına sebep olur (174).  STZ ile oluşturulan tip 1 diyabet modelinde insulin 

üreten pankreatik β hücreleri yıkılarak hipoinsulinemi ve hiperglisemi meydana gelir 

(117).  

Kemirgenler STZ duyarlılığı açısından cinsiyet farklılıkları gösterir. Bu 

farklılık aynı dozu alan erkeklerde şiddetli hiperglisemi yaparken, dişilerde az bir 

yanıta ya da hiç yanıt olmamasına sebep olabilir. Bu nedenle çalışmamızda erkek 

wistar cins sıçan kullanılması uygun görülmüştür. STZ daha sıklıkla intraperitoneal 

ve intravenöz uygulanmaktadır (131). İntraperitoneal uygulamalar kolay ve hızlıdır. 

Diğer yandan STZ’nin β hücrelerine toksik etkisi doza bağlı olarak uygulamadan 

sonraki 72 saat içinde ortaya çıkmaya başlar ( 102). Tek doz halinde 40 mg/kg’ın 

altındaki dozlar etkisiz kalırken, 60 mg/kg’ın üzerindeki dozlar ise mortaliteyi 

artırmaktadır (105). Çalışmamızda bu nedenle intraperitoneal yoldan 45 mgkg
-1

 

STZ’nin uygulanması yapılmış ve 72 saat sonra açlık kan şekerleri ölçülerek 250 

mg/dL üzerinde olanlar diyabetik kabul edilmiştir ve çalışmaya bu şartı sağlayan 

sıçanlarla devam edilmiştir. STZ uyguladığımız ve insulin eksikliği oluşturduğumuz 

grupta insulin eksikliğinin apoptozis ve sağ kalım üzerine etkisi araştırılırken yanı 

sıra başka bir gruba da 6 haftalık sürecin son iki haftasında 5ukg
-1

 gün
-1

 subkutan 

yoldan insulin uygulanarak insulinin iyileştirici etkisi de incelenmiştir. Seçilen bu 

insulin dozu glisemik kontrolün sağlanmasına yardımcı doz değil sadece nöronlarda 

insulin yolağının tetiklenmesi için uygulanan dozdur (23, 24, 107). 

STZ uygulaması ile periferik olarak meydana gelen hipoinsulinemi tüm organ 

ve dokuların ihtiyacı olan insulin miktarını karşılamakta yetersiz kalmaktadır. 

İnsulin, glukoz kullanımını ve glikojen depolanmasını sağladığı gibi trofik bir faktör 

rolü üstlenerek hücrede hayati sinyal yolaklarının başlatılmasını sağlayan da bir 

faktördür (31). İnsülinin birçok metabolik ve antiapoptotik etkisi IRS proteinlerinin 

fosforilasyonunu gerektiren sinyalizasyon yolakları ile  ortaya   çıkmaktadır. İnsülin, 

nöronlarda insülin reseptörü  (IR)  /insülin reseptör  substratı  (IRS)  üzerinden  

primer  olarak mitojen ile aktive edilen protein kinaz (MAPK) ve fosfoinositid 3  -

kinaz (PI3K)/Akt sinyalizasyon yolaklarını (35) etkilemektedir. İnsulin sinyal 

yolağının hücre proliferasyonu ve sağkalımı ile direkt bağlantısı bulunmaktadır. 



 
 

83 
 

Diyabetli hastalarda insulinle uyarılan reseptör kinaz aktivitesinde, insulin reseptör 

substratının (IRS) ve Fosfoinositide 3 kinaz (PI3K) fosforilasyonunda daha ciddi 

azalmalar görülmüştür (36).  

Tüm bunların ışığında diyabetik bireylerde ve sıçanlarda bozulan insulin 

sekresyonlarının insulin aracılı sinyal transdüksiyon yolaklarının da sekteye uğradığı 

ve apoptozisi kontrol eden mekanizmaların bozulduğu yapılan çalışmalarda 

gösterilmiştir (123). Ancak temelde yatan mekanizmaların daha derin araştırılması 

gerekmektedir. İnsuline bağlı bu yolaklar arasında henüz tam anlamıyla 

aydınlatılamamış diğer down stream moleküller bulunmaktadır. İnsulin yolağıyla 

ilişkisi olduğu bilinen proapoptotik Bim-1 ve antiapoptotik Bcl-2 proteinlerinin yanı 

sıra daha önce nöronlarda diyabet modelinde bu yolakla ilişkisi tespit edilmemiş iki 

hedef gen üzerine yoğunlaşılmıştır. Bunlardan biri kaspazları inhibe ettiği bilinen 

XIAP ve mitokondriden salınarak apoptozisi teşvik eden Smac/DİABLO’dur. Bu 

moleküllerin insulin sinyalizasyonundan ne derece etkilendiği henüz tüm yönleriyle 

aydınlatılamamıştır. Bu nedenle çalışmamızda insulin eksikliğinde ve varlığında 

XIAP ve Smac/DİABLO genlerinin ekspresyon düzeyleri ölçülerek ve insulin sinyal 

yolağının temel hatlarındaki PI3K/Akt molekülleri ile bunlara bağlı olarak çalıştığı 

zaten bilinen diğer proteinler (BİM-1 ve Bcl-2) arasındaki etkileşim incelenmiştir. 

Eğer oluşturulan bu diyabet modelinde hipoinsulinemi sonucu beyin sapı ve 

serebellumda insulin ve insulin reseptörü etkileşimi gerçekleşemiyorsa insulin aracılı 

sinyal yolakları başlatılamaz ve bilinen en önemli PI3K/Akt yolağı sekteye 

uğrayarak hücre sağ kalım moleküllerinin oluşumu engellenir. Ayrıca hiperglisemi 

sonucu nöronal çevrede meydana gelen stres hücreleri apoptoza sürükleyebilir ve bu 

bölgelerde tetiklenen apoptozis aynı bölgelerle ilişki nörodejeneratif olgulara katkıda 

bulunabilir. 

Çalışmanın sonunda elde edilen verilere göre sıçanlara STZ uygulandıktan 

sonra sıçanlarda 6 haftalık deney süresi boyunca ciddi bir kilo kaybı gözlenmiştir. Bu 

durum tip 1 diyabetin vücudun glukozu kullanamaması sebebiyle protein ve yağların 

yakılmasında artışla birlikte gelişen en belirgin semptomlarından biridir (50). 

STZ+INS grubuna son iki hafta uygulanan insulin ise bu gruptaki sıçanlardaki kilo 

kaybını durdurmuş ancak kilo artışına sebep olmamıştır. 
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Sıçanlara STZ uyguladıktan 72 saat sonra açlık kan şekeri ölçülmüş ve açlık 

kan şekeri düzeylerinin >250 mg/dL olduğu saptanan sıçanlar diyabetik kabul 

edilmişlerdir (66).  Sıçanlar 6 hafta boyunca hiperglisemik koşulu korumuştur bu da 

göstermektedir ki uygulanan STZ dozu ile kalıcı bir diyabet geliştirildiği 

söylenebilir. İnsulin uygulanan grupta ise hipergliseminin kontrolü sağlanamamış, 

açlık kan şekeri düzeyleri insulin uygulamasına rağmen >250 mg/dL üzerinde 

seyretmiştir. Çünkü uygulanan doz glisemik kontrolün sağlanması için etkin olan doz 

değil nöronal sinyal yolaklarının tetiklenmesi için uygun görülen dozdur (23, 106, 

107, 152). 

Yapılan gen ekspresyonu çalışmalarında Real-Time PCR yöntemi kullanılmış 

ve hedef genlerin ekspresyonları kontrol grubuna göre ve internal kontrol gene (β-

Aktin) göre relatif olarak hesaplanmıştır. Verilere göre STZ uygulanan grupta 

serebellum ve beyin sapında apoptozu baskılayan XIAP geninde bir değişiklik 

gözlenmezken insulın uygulanan grupta serebellum ve beyin sapında XIAP gen 

düzeyinde artış gözlenmiştir. İnsulin uygulaması her iki bölgede de hücresel sağ 

kalımı tetikleyecek şekilde XIAP geninin ekspresyonunu artırmıştır. Bunun yanı sıra 

Smac/DIABLO ise XIAP’nin kaspazlar üzerine etkisini ortadan kaldırarak 

apoptozise sebep olan bir moleküldür. Beyin sapında STZ uygulaması ile 

Smac/DIABLO düzeyinde artış meydana gelmiş insulin uygulaması ise 

Smac/DIABLO düzeyini azaltarak apoptozisin tetiklenmesini engelleyen bir etki 

göstermiştir. Serebellumda STZ ve ınsulın uygulamasının Smac/DIABLO üzerinde 

bir etkisine rastlanmamıştır. Serebellum ve beyin sapı bölgesinde incelenen bu 

genlere ait veriler ilk defa incelenmiştir. Smac/DIABLO’nun bu tablodaki yerini 

daha net belirlenmesi için hem ekstrensek hem intrensek yolak birlikte 

incelenmelidir. 

XIAP ve Smac/DIABLO’nun insulin sinyalizasyon yolağıyla etkileşimin 

ortaya konulması için ise Akt, PI3K, Bcl-2 ve BİM-1 proteinlerinin ekspresyon 

düzeyleri serebellum ve beyin sapında immunohistokimyasal olarak belirlenmiştir. 

Elde edilen verilere göre hem serebellum hem de beyin sapında STZ uygulanan 

grupta insulin yolağının bozulduğu gözlenmektedir çünkü insulinin primer yolağı 

olan PI3K ve Akt immunoreaktivitelerinde azalmalar meydana gelmiştir. Bu bilgiler 

daha önceki çalışmalarla örtüşmektedir (43). Insulin uygulamasının ise PI3K ve Akt 
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düzeylerini beyin sapında artırdığı ancak serebellumda etkili olmadığı görülmüştür. 

Yine antiapoptotik bir rol üstlenen Bcl-2 düzeyi hem serebellum hem de beyin 

sapında STZ uygulaması ile oluşturulan hipoglisemide azalırken, insulin 

uygulamasının iyileştirici etkisi göstermemektedir. Apoptozu tetikleyen diğer bir 

protein BİM-1 ise STZ uygulamasından etkilenmezken insulin uygulaması BİM-1 

düzeyini azaltarak apoptozu engelleyebilir. Serebellum ve beyin sapı arasında 

saptanan farklılıklar bulunmaktadır ve beyin sapı genel olarak insulin eksikliğinden 

daha fazla etkilenmiştir. Beyin bölgeleri arasındaki bu farklılık beyin sapının 

fizyolojik olarak daha sık aktive olması ile bağdaştırılabilir. 

Tüm bunların ışığında hedef genlerimiz ve PI3K/Akt yolağı arasında 

öngördüğümüz etkileşim Şekil 24’de özetlenmiştir. Bu çalışmada özellikle 

hipoinsulineminin apoptoz üzerine etkisine değinilmiş olsa da hiperglisemik koşulun 

ve hiperglisemi sebebiyle oluşan ROS ve AGE ürünlerinin bu moleküller üzerine 

etkisi in vitro ortamlarda incelenerek aydınlatılmalıdır. Bu  nedenle bir sonraki 

hedefimiz bu yöndeki çalışmalara eğilmek olacaktır. 

Sonuç olarak diyabetle meydana gelen hipoinsulinemi durumu nöronlarda 

insulin sinyalizasyonunu bozarak dengeyi apoptoz yönüne çevirebilir. Bu bağlamda 

nöronal apoptoza katkıda bulunan en ufak bir değişiklik nörodejenerasyona katkıda 

bulunarak var olan bir patolojiyi kötüleştirir ya da uzun dönemde oluşması için bir 

risk faktörü olabilir. Sonuç olarak diyabet hücresel sağ kalım yolaklarını sekteye 

uğrattığından diyabetli bireyler ileriki yaşlarda nörodejeneratif hastalıklar açısından 

risk taşırlar ya da diyabet zaten var olan bir patolojinin daha da kötüleşmesine 

katkıda bulunabilir.  
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Şekil 24: İnsulin Sinyal Yolağı ile Smac/DIABLO ve XIAP Proteinlerinin Olası Etkileşimine Dair 

Demonstratif Bir Şema 
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ÖZET 

 

 

STREPTOZOTOSİN İLE İNDÜKLENEN DİYABETİK SIÇAN MODELİNDE 

BEYİN SAPI VE SEREBELLUM BÖLGELERİNİN APOPTOTİK GENLER 

AÇISINDAN İNCELENMESİ VE NÖRODEJENERASYONLA 

İLİŞKİLENDİRİLMESİ 

 

Giriş-Amaç: Diyabet insulin salımında bir eksiklik ya da insulinin dokularda etkili 

kullanılmaması ile karakterize endokrin bir hastalıktır. Diyabet hipoinsülinemi 

sebebiyle PI3K/Akt sinyalizasyonunda ve nöronal sağ kalım yolaklarında 

bozulmalara sebep olur. Nörodejenerasyonun en önemli sebeplerinden biri spesifik 

beyin bölgelerinde meydana gelen kontrolsüz hücre ölümleridir. Bu çalışmanın 

amacı serebellum ve beyin sapında nöronal apoptozis süreçlerinin altında yatan 

mekanizmalarda yer alan XIAP ve Smac/DIABLO gibi moleküllerin insulin 

sinyalizasyonu ile arasındaki etkileşimi incelemektir. 

Materyal-Metod: Bu amaçla 21 adet erkek wistar cins sıçan 3 gruba ayrılmıştır. 

Birinci gruba kontrol grubu oluşturmak üzere intraperitoneal (i.p.) olarak sodyum 

sitrat uygulanmıştır.  İkinci gruba diyabeti indüklemek için 45mg
-1 

kg
-1 

STZ (i.p.) 

uygulanmıştır. Deney 6 hafta sürdürülmüştür. Üçüncü gruba STZ uygulamasından 4 

hafta sonra 15 gün boyunca subkutan yoldan 5U kg
-1 

gün
-1

 insulin uygulanmıştır. 

XIAP ve Smac/DIABLO gen ekspresyonları RT-PCR yöntemi ile saptanırken, PI3K, 

Akt, Bcl-2 ve BİM-1 proteinlerine ait immunohistokimya çalışmaları yürütülmüştür. 

Sonuç: STZ ile indüklenen diyabet sonucunda PI3K/Akt seviyeleri her iki bölgede de 

azalmıştır. Insulin uygulaması serebellum ve beyin sapında XIAP ekspresyonunu 

artırarak nöronal sağ kalımı teşvik etmektedir. Insulin uygulaması ayrıca 

proapoptotik BİM-1 protein ekspresyonunu da azaltmaktadır. Ancak beyin sapında 

STZ ile indüklenen diyabet Smac/DIABLO gen ekspresyonunu artırarak apoptozisi 

tetiklemektedir. 

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

 

 

THE INVESTIGATION OF APOPTOTIC PROTEINS IN THE BRAIN STEM 

AND CEREBELLUM OF STREPTOZOTOCIN INDUCED DIABETİC RATS 

AND ITS ASSOCIATION WITH NEURODEGENERATION. 

 

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

insulin release or ineffective use of insuline in tissues. Diabetes can cause 

perturbations in PI3K/Akt signalling and neuronal survival cascades as a result of 

hipoinsulinemia. One of the most important cause of the neurodegeneration is the 

unrestrained cell death in spesific brain regions. It is the aim of the study to 

investigate if there is an interaction between insulin signalling and XIAP, 

Smac/DIABLO  molecules in mechanisms that underlying the neuronal apoptosis 

process in cerebellum and brain stem. 

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

groups. First group has given sodium citrate solution intraperitoneally as control. 

Second group (STZ) has given 45mg
-1

kg
-1  

STZ intraperitoneally to induce diabetes. 

The experiment was conducted for 6 weeks. And the last group has given insulin 4 

week after STZ injection. Insulin treatment was made 5Ukg
-1

day
-1

 subcutaneously 

for 15 days. And we examined XIAP and Smac/DIABLO gene expressions by 

quantitative RT-PCR and PI3K, Akt, BİM-1, Bcl-2 protein expressions by 

immunocytochemistry. 

Conclusions: As a result of STZ induced diabetes PI3K/Akt expression levels are 

decrease. Insulin treatment promotes neuronal survival by ıncreasing the XIAP gene 

expression in cerebellum and brain stem. Insulın treatment decreases proapoptotic 

BİM-1 protein immunoreactivity. But STZ induced diabetes encourages apoptosis 

through increasing the Smac/DIABLO gene expression in brain stem. 

Keywords: Apoptosis, Diabetes, Insulin, Neurodegeneration, STZ 
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 06 Ocak 2010- Ege Üniversitesi BEST(Board of European Students of 

Technology) Öğrenci Topluluğu/GDO (Genetiği Değiştirilmiş Organizmalar) 

Sempozyumu/Katılımcı 

 30 Nisan 2011- Ege Üniversitesi EBİLTET Geleneksel 3.Kök Hücre 

Sempozyumu/Katılımcı 

 04-06 Mart 2011-İstanbul Üniversitesi İÜGEN Moleküler Biyoloji ve 

Genetik Kış okulu/Katılımcı   

 24-25 Haziran 2011- TÜBA 2.Kök Hücre Kursu ve 7. Kök Hücre 

Sempozyumu/Katılımcı 

 17-18 Aralık 2011- Boğaziçi Üniversitesi 3.Evrim, Bilim ve Eğitim 

Sempozyumu/Katılımcı 

 26-27 Kasım 2011- Ege Üniversitesi/EBİLTEM-Discussion Meeting on 

Sialoglycobiology/ Katılımcı 

 21-23 Şubat 2012-İstanbul Üniversitesi İÜGEN Moleküler Biyoloji ve 

Genetik Kış Okulu/Katılımcı 

 27 Kasım 2012- Türk Biyokimya Derneği Aylık Toplantısı- Discrimination 

Between Self and Nonself by The Complement system / Prof. Dr. Seppo K. 

MERI 

 26 Aralık 2012- Türk Biyokimya Derneği Aylık Toplantısı- Barsak 

Bakterileri, Enerji metabolizması üzerine Etkileri ve Obesite / Prof. Dr. Nur 

ARSLAN 

 22 Ocak 2013- Türk Biyokimya Derneği Aylık Toplantısı- Hastalıkta ve 

Sağlıkta Hücre İçi Protein Kalite  

 Kontrolü ve Yıkım Yolakları / Doç. Dr. Petek BALLAR KIRMIZIBAYRAK 

 16-17 Şubat 2013- 1. ODTÜ Sinirbilim Günleri 

 2 Nisan 2013- Türk Biyokimya Derneği Aylık Toplantısı-Hemoglobinopatiler 

ve Hemoglobin İzmir / Yrd. Doç. Dr Aydan ÇELEBİLER 

 16 Nisan 2013- Türk Biyokimya Derneği Aylık Toplantısı- Hepatoselüler 

Karsinoma Modelinde Oksidatif Stres İle Uyarılan Sinyal İleti Yolaklarının 

İncelenmesi / Prof. Dr. Neşe ATABEY 

 28 Nisan- 1 Mayıs 2013- 11. Ulusal Sinirbilim Kongresi 

 28 Nisan- 1 Mayıs 2013- 11. Ulusal Sinirbilim Kongresi Çalıştayı- 

Kadavradan Moleküle Temel Nöroanatomi: Multimedyatik Nöromorfoloji 

Turu 

 23-28 Ekim 2014-FEBS Advanced Lecture Course: 360° Degree Lysosome 

 30 Nisan 2015- Sıçan Beyni Anatomisi, Beyin Bölgelerinin Disseksiyonu ve 

Hipokampüsün Çıkarılması 

 30 Nisan-3 Mayıs 2015 - TÜBAS 13. Ulusal Sinirbilim Kongresi , Konya 

 26-29 Ağustos 2015- FEPS 2015 The Joint Meeting of the Federation of 

European Physiological Societies and the Baltic Physiological Societies in 

Kaunas, Lithuania 

 09-13 Eylül 2015- 41. Ulusal Fizyoloji Kongresi, Çanakkale 

 10 Mayıs 2016- İBG Metabolism And Cancer Symposium, İzmir 
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  26 Mayıs 2016- Sıçan Beyninde Stereotaksik Girişim ve Tanımlayıcı 

Diseksiyon Kursu 

 26-29 Mayıs 2016- TÜBAS 14. Ulusal Sinirbilim Kongresi, Ankara 

 29 Haziran-1 Temmuz 2016- FEPS Congress 2016/Paris/France 

 2-6 Temmuz 2016- 10th FENS Forum of Neuroscience 

/Copenhagen/Denmark 

 

 

BURS/ÖDÜL: 

 

23-28 Ekim 2014-FEBS Advanced Lecture Course: 360° Degree Lysosome/ Tubitak 

Bursu (2229 Graduate Summer School and Other Activities Supporting 

Program) 

 

BİLİMSEL İLGİ VE ÇALIŞMA ALANI: 

Hücresel sinyal yolakları 

Apoptoz 

Nörodejenerasyon 

Eksitotoksisite 

Oksidatif stres 

 

 Metabolik sistemik hastalıklar / Diyabet 

Gen ekspresyonu 

Micro RNA 

Silencing RNA 

Rekombinant DNA teknolojileri 

 

DERNEKLER  

 

2012- Halen TÜRK BİYOKİMYA DERNEĞİ (TBD) 

2014- Halen TÜRK FİZYOLOJİK BİLİMLER DERNEĞİ (TFBD) 

2016-Halen TÜRKİYE BEYİN ARAŞTIRMALARI VE SİNİRBİLİMLERİ 

DERNEĞİ (TÜBAS) 

 

YABANCI DİL: 

İngilizce- Advanced 

 

BİLGİSAYAR DENEYİMİ: 

Word 2007-2010 

Excel 2007-2010 

PowerPoint 2007-2010 

SPSS 
 

 

 

 

 


