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OZET

Kazkayasi, i., Deneysel Diyabet Modelinde Hipergliseminin Alzheimer Hastaligi ile
iliskili Proteinler Uzerine Etkisi, Hacettepe Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii
Farmakoloji Programi Doktora Tezi, Ankara, 2016. En Onde gelen saglk
sorunlarindan biri olan diyabet Alzheimer hastaligi (AH) riskini artirir ancak bu
iliskideki molekiler mekanizmalar heniiz aydinlatilamamistir. Bu tez kapsaminda
diyabetik kosullar altindaki primer néronal hiicre kiltirinde ve streptozotosin (STZ)
ile olusturulan diyabetik sican beyinlerinde selective Alzheimer’s disease indicator-1
(seladin-1) ve insiilin degrade edici enzim (IDE) diizeyleri arastirildi. Primer néronal
hicre kiltirinde glukozun yiiksek olmasindan ziyade insilin eksikliginin seladin-1
ve IDE protein ve mRNA diizeylerini azalttigi gosterildi. Diyabetik kosullar aralikl
uygulandiginda seladin-1 diizeyi etkilenmezken IDE diizeyi azaldi. Bes giin insiilinsiz
inkiibasyondan sonra azalan seladin-1 dizeylerine artmis BACE1 diizeyleri eslik etti.
insiilin varliginda metformin ile inkiibasyon seladin-1 protein ve mRNA diizeylerini
artirdi. Aralikli glukoz ile eszamanli yapilan metformin ve estradiol inkiibasyonu
IDE’nin diizeyinin kontrol grubu ile ayni kalmasini sagladi. STZ ile olusturulan diyabet
sicanlarin beyinlerindeki seladin-1 ve IDE dizeylerini azaltirken BACE1 diizeyini
degistirmedi. Yalnizca overektomi yapilan siganlarin beyinlerinde seladin-1 ve iDE
dizeyleri degismezken overektomi ve diyabet yapilan grupta azaldi. Tim bu
bulgular seladin-1 ve IDE’nin diyabetli kisilerde AH gelismesini énlemek igin yeni

tedavi hedefleri olabilecegini disindlirmustdr.

Anahtar kelimeler: Diyabet, Alzheimer hastaligi, Seladin-1, insiilin degrade edici

enzim

Bu tez calismasi TUBITAK (Program 2214-A), Hacettepe Universitesi Bilimsel
Arastirmalar Birimi (BAB, Proje numaralari: 013D07301002-347 ve TBI-2015-6639)

ve cesitli isve¢ kurumlari tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Kazkayasi, ., Effect of Hyperglycemia on Proteins Associated with Alzheimer’s
Disease in Experimental Diabetes, Hacettepe University Graduate School of Health
Sciences, Doctor of Philosophy in Pharmacology, Ankara, 2016. Diabetes mellitus
(DM) which is one of the foremost health problems enhances the risk of Alzheimer’s
disease (AD) although the molecular mechanisms behind this association remain
unclear. In the present study, selective Alzheimer’s disease indicator-1 (seladin-1)
and insulin degrading enzyme (IDE) expressions were investigated in rat primary
cultured neurons under diabetic conditions and in the brains of streptozotocine
(STZ)-induced diabetic rats. We found that lack of insulin rather than high glucose
levels decreased seladin-1 and IDE protein and mRNA levels in cultured rat primary
neurons after 5 days incubation. If the diabetic conditions were intermittent,
neuronal seladin-1 levels were unaffected whereas IDE levels were reduced.
Increased BACE1 levels accompanied to decreased seladin-1 levels after 5 days of
insulin deprivation. Metformin incubation in the presence of insulin increased
seladin-1 protein and mRNA levels. Metformin and estradiol incubation with
intermittent glucose treatment caused IDE to remain at control levels. STZ-induced
diabetes reduced seladin-1 and IDE but did not change BACE1 levels in the brains of
rats. Seladin-1 and IDE levels which were unchanged in the brains of ovariectomized
rats decreased in STZ-induced diabetic and ovariectomized rats. Taken together we
suggest that seladin-1 and IDE may represent new treatment targets for DM

patients to prevent AD onset.

Key words: Diabetes mellitus, Alzheimer’s Disease, Seladin-1, Insulin degrading

enzyme

This study was supported by TUBITAK (Programme: 2214-A), Hacettepe University
Scientific Research Projects Coordination Unit (Project numbers: 013D07301002-

347 and TBI-2015-6639) and by various Swedish foundations.
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1. GIiRIS

Diinya Saglhk Orgltiiniin yayinladigi rapora goére 2016 yili itibariyle diinyada
422 milyon diyabet hastasi vardir (1) ve diyabet giinimiizde en basta gelen saghk
sorunlarindan biridir. Diinya ¢apinda ciddi saglik problemi haline gelen bir diger
hastalik ise Alzheimer hastaligidir. Uluslararasi Alzheimer derneklerinin ortak
yayinladigl rapora goére buglin dinyada 46,8 milyon kisinin demans ile yasadigl
bilinmekte ve bu sayinin her 20 yilda bir iki katina cikmasi beklenmektedir (2).

Diyabet hastalarinin AH gelistirme ihtimali saglikh kisilere gére 1,5-2 kat daha
fazladir (3-7). Diyabetin AH riskini artirdigi bircok klinik ya da epidemiyolojik calisma
ile gosterilmis ancak altinda yatan molekiler mekanizmalar heniz
aydinlatilamamistir. Son zamanlarda AH literatiirde “Tip 3 Diyabet” olarak
adlandiriimaktadir. Diyabet ve AH arasindaki iliskinin varhginin gosterilmesinin
ardindan bu iliskide rolii olan mekanizmalarin aydinlatiimasi 6nem kazanmustir.

Bu tez kapsaminda diyabet ve AH arasindaki molekiler mekanizmalarin
arastirilmasi amaciyla hiicre kiltiriinde olusturulmus diyabetik kosullarin ve
sicanlarda STZ ile olusturulan diyabetin AH ile iliskili iki protein olan seladin-1 ve IDE
dizeylerine etkisi incelenmistir. Ayrica bu proteinleri néroprotektif 173-estradiolilin

ve antidiyabetik ilag metforminin ne yonde etkiledigi de arastiriimistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM) karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasindaki
bozukluklari iceren bir endokrin hastaliktir. insiilin salgilanmasinda, hedef
hicrelerdeki aktivitesinde ya da her ikisinde birden bozulma sonucu gelisen
hiperglisemi ile karakterizedir. DM’nin insiline bagimh olan tip | DM (T1DM) ve
instline bagimli olmayan tip 1| DM (T2DM) olmak (izere iki ¢esiti vardir. Pankreastaki
B hicrelerinin otoimmiin mekanizmalarla hasar gormesi TIDM’ye, bozulmus insilin
salgilanmasi ya da periferik organlarda insllin aktivitesine diren¢ gelismesi ise
T2DM’ye neden olmaktadir (8). insiilin direncinin neden gelistigi tam olarak
bilinmese de kaslarda ve yag dokusundaki insilin reseptor ekspresyonunun, insilin
reseptor tirozin kinaz aktivitesinin, insilin cevap elemani (IRS-I) ve fosfatidilinozitol-
3-kinaz (PI3K) aktivitesinin azalmasina bagh olabilecegi distinilmektedir (9). Son
yillarda diyabetin beyne etkisi ile bilissel fonksiyon bozukluguna ve demansa zemin

hazirlamasi birgok arastirmanin konusu olmustur (10).
2.2. Alzheimer Hastaligi

AH temel patolojik bilesenler olarak beyinde hiicre disinda amiloid/senil
plaklarin, hiicre icinde ise norofibriler yumaklarin birikmesi ile karakterize
norodejeneratif bir hastaliktir (11). Bu bilesenlere sekonder olarak oksidatif stres,
lipid  peroksidasyonu, beyinde inflamasyon, glutaminerjik  ndéronlarin
eksitotoksisitesi, vaskliler toksisite, glial hicreler tarafindan proinflamatuvar
sitokinlerin Uretimi, bozulmus hiicresel enerji metabolizmasi ve apoptotik kaskatin
baslamasi eslik eder (12, 13). Tum bu degisiklikler ile sinaptik bozukluklar, kolinerjik
hasar, mitokondriyal fonksiyon bozukluklari ve néronal 6éliimler arasinda korelasyon
vardir. Beyinde biriken plaklar ve yumaklar néronlarin kigilmesine, noéronal
kayiplara ve nihayetinde serebral atrofiye neden olur (12, 13). Diinyada yaklasik 47
milyon Alzheimer hastasi vardir (2). Gorilme sikliginin gittikce artmasi ve tedavisinin

heniiz olmamasi nedeniyle AH basta gelen saglk problemlerindendir.



AH 60 yasindan sonra hemen her yas diliminde kadinlarda erkeklerden daha
fazla gorilmektedir (14, 15). Kadinlarda menapozdan sonra estrojenin koruyucu
etkisinin ortadan kalkmasi bu farkin sebebi olarak disinilmektedir (15). AH
arastirmalarinda estrojenin noroprotektif etkileri sikca arastirilan konulardandir.

Yasam siresi uzadikga hem DM’nin hem de AH’nin gérilme sikligi artar. Her
iki hastalik da kronik ve karmasik yapida oldugundan yash popilasyonda en basta

gelen morbidite ve mortalite nedenlerindendir (16).

2.2.1. Alzheimer Hastaligi Patolojisinde Amiloid B Hipotezi

Amiloid B (AB) plaklari, amiloid prekiirsor protein (APP)'nin proteolitik olarak
kesilmesi sonucu meydana gelen AP peptitlerinin birikmesi ile olusur. APP aksonal
vezikiller trafikten, sinaps olusumundan ve noronal plastisiteden sorumlu oldugu
dlstnilen bir membran proteinidir. APP, lg farkh sekretaz tarafindan (a, B ve y)
proteolitik olarak kesilir ki hangisi tarafindan kesildigi AH gelismesi agisindan
onemlidir. APP’nin a ve y sekretazlar ile kesilmesi amiloidojenik olmayan yolagi
takip ederken, B ve y sekretazlarla kesilmesi amiloidojenik yolaga girmesi ve AR
birikmesi ile son bulur. Amiloidojenik yolakta B sekretaz 1 (BACE1-Beta site APP
cleaving enzyme 1), APP’yi C terminalinden keser, bunu takiben y sekretaz ise
membrana bagli kalan C terminal fragmanini cesitli yerlerden kopararak farkli
boyutlarda AB peptidleri olusturur. En ¢ok olusanlar sirasiyla 40 ve 42 aminoasitli
AB40 ve AB42 peptidleridir ve bunlar oksidatif stres gibi durumlarda birikmeye
meyillidirler. Hicre disinda biriken AR plaklari, membran lipidlerinin
peroksidasyonuna ve hiicre igine glukoz aliminin bozulmasina neden olarak hiicreyi

apoptozise gotirirler (12).

2.2.2. Alzheimer Hastalig1 Patolojisinde Tau Hipotezi

Tau proteini hiicre iskeletini olusturan yapilardan olan mikrotibdller ile
iliskili protein ailesindendir. Tau proteinlerinin mikrotibullerin dinamiklerinin
dizenlenmesinde, aksonal transportta ve noritlerin uzamasinda rolleri vardir. Bu

fonksiyonel rolleri proteinin bdlgelerine 6zgil olarak ve uygun sekilde fosforile



edilmesi ile diizenlenir. AH de uygun olmayan sekilde fosforile edilen tau proteinleri
hiicre icinde birikerek c¢o6ziinmez norofibriler yumaklar olusturur ve bdylece
mikrotlbdllerin fonksiyon kaybina, aksonal kayba ve neticede néronal 6liime neden

olur (12).
2.3. Diabetes Mellitus ve Alzheimer Hastaligi iliskisi

Yaslanma, AH icin temel risk faktoriidir (17, 18). Diger risk faktorleri
arasinda DM, metabolik sendrom, periferik insilin direnci (19, 20), obezite ve
yuksek kolesterol (21) sayilabilir. AH gelismesinde roll oldugu disindlen stpheli
genler de vardir ve bunlardan en bilineni 19. kromozomdaki ApoE geninin
allellerindeki anormalliktir (17). Bir digeri ise 10. kromozomda IDE geninin yakininda
yer alan lokustur (17, 22-24).

Genis popllasyonlarda yapilan bir cok calisma gostermistir ki diyabetli
hastalarin AH olma ihtimali ayni yastaki saglikli kisilerden 1,5 ile 2 kat daha fazladir
(3-7, 25-34). insiilin direnci ve/veya insiilin Uretimi azalmis olan hastalarda AH
gorilme riskini artmis bulan calismalar da mevcuttur (7, 30, 35). Ote yandan,
Alzheimer hastalarinin %80’inde de T2DM ya da bozulmus aclik kan sekeri oldugu
bildirilmistir (36).

Bellek ve davranis gibi fonksiyonlarda rol alan hipokampus ve amigdala gibi
beyin boélgelerinin DM’li hastalarda atrofiye ugradigi ve bu boélgelerin AH’li kisilerde
de atrofik oldugu bilinmektedir (10). DM ve AH’nin her iki hastalikta da gorilen
norodejenerasyonu siddetlendirecek ortak patolojik mekanizmalara sahip oldugu
ileri stralmustir (37).

DM ve AH arasindaki iliskiyi isaret eden klinik ve epidemiyolojik calismalarin
yani sira, olasi hastalik mekanizmalarini arastiran deneysel ¢alismalar da vardir.
DM’nin bilissel fonksiyon bozukluguna ve serebral hasara nasil neden oldugu, AH ile
iliskili patolojileri nasil baslattigi ve ilerlettigi ayrintih olarak incelenmistir (10, 38).
Hiperglisemi, vaskiler hasar, hipoglisemi ve insilin direnci en olasi patofizyolojik
sebepler arasindadir (10, 39). Teshis konulmamis DM’li ya da DM teshis sinirindaki

kisilerde diyabetin neden olabilecegi vaskiiler hasardan bagimsiz AH'nin ortaya



ctkmasi, hiperglisemi ve ndrodejenerasyon arasinda direkt bir baglanti oldugunu
duslindirmustlr (29). Ayrica her iki hastalikta da oksidatif stres, vaskiiler
disfonksiyonlar, amiloidogenezis, glukoz ve yag asiti metabolizmasinda bozukluklar
vardir ve glikasyona ya da oksidatif modifikasyona ugramis proteinler birikmektedir
(11, 40).

DM’de AH’ye 6zgli noropatolojik belirtecler de gortlmektedir (35). TIDM
modeli olarak BB/Wor, T2DM modeli olarak da BBZDR/Wor transgenik sicanlarin
kullanildig bir ¢calismada her iki grupta da APP, BACE1l, AB, fosfo tau gibi AH
belirteclerinin arttig, buna karsin fosfo AKT (protein kinaz B), fosfo glikojen sentaz
kinaz-3B (GSK3pB) gibi insilin reseptor yolaginda yer alan hiicre ici bilesenlerin ise
azaldig gosterilmistir (39). Ayni calismada hiperglisemi seviyeleri benzer olan her iki
modelde de siganlarin frontal korteksinde ciddi miktarda astrogliozis, norit
dejenerasyonu ve noron 6limu tespit edilmistir (39). STZ ile olusturulmus diyabetik
sican modelinde yapilan bir diger calismada temporal korteks ve hipokampusta
AB40 seviyesinin arttigl ve insillin tedavisiyle kontrol seviyesine geri dondigi
gosterilmistir (41). TIDM modeli olarak STZ enjeksiyonu yapilmis farelerin, T2DM
modeli olarak da db/db transgenik farelerin kullanildigi bir baska ¢alismada tim
hayvanlarin korteks ve hipokampusunda, T2DM modelinde daha fazla olmak (izere,
tau fosforilasyonu artisi gosterilmistir (42). APP asiri ekspresyonu yapan transgenik
farelerde STZ ile olusturulmus diyabetin bilissel performansi bozdugu, insilin
reseptor fosforilasyonunu azalttigr ve GSK3p aktivitesini artirdigi gésterilmistir (37).
Bu farelerin beyinlerinde AH’nin iki patolojik belirteci olan tau fosforilasyonu ile AR
plaklari AB40 ve AB42 artmistir (37). Ote yandan 5XFAD transgenik fare modelinde
STZ ile olusturulan diyabetin, henliz patoloji gelismesi i¢in erken olan bir dénemde

(1,5 aylik farede) beyindeki AB birikmesini hizlandirdigi da bildirilmistir (43).
2.4. Alzheimer Hastalig Tip 3 Diyabet midir?

AH vakalarinin %5-10'u otozomal dominant olarak aktarilan genetik
anormalliklerin neden oldugu ve erken yasta gelisen tirdendir (17). Ailesel AH igin

APP, presenilin-1 ve presenilin-2 genlerindeki mutasyonlar sorumlu tutulmaktadir



(44). Vakalarin %90-95 gibi blylk bir cogunlugu ise geg yasta gelisen ve nedeni
bilinmeyen tirdeki sporadik AH tirindendir. AH'nin neden gelistigine dair bugiine
dek onerilen en kabul edilir goris, genetik yatkinliklarin Gzerine yetiskin yasam
tarzinin getirdigi risk faktorlerinin eklenmesidir. Kalitsal ve sporadik AH’nin
etiyolojileri bakimindan benzerlikleri yoktur ancak beynin vardigi morfolojik son
nokta ve klinik tablo aynidir; demans belirtileri birbirinden ayirt edilemez.
Etiyolojileri farkh olup klinik seyri benzeyen bir baska hastalik ikilisi ise TIDM ve
T2DM’dir (17). T2DM icin, fotal hayatta doku ve organlarin gelismesinde kritik olan
dénemlerde yasanan olaylarin uzun soluklu sonuclari olabilecegi hipotezi vardir.
Ayni sekilde sporadik AH icin de hamileligin son trimesterinde fétal beyne gelecek
bir zararin genetik yatkinhk olusturabilecegi ve yetiskinlikteki risk faktorleri de buna
eklenirse AH’nin gelisecegi hipotezi bulunmaktadir. Bunlar temel alinarak sporadik
AH’nin beynin tip Il diyabeti oldugu 6ne strilmastir (17).

AH patolojisinde uzun yillardir AB ya da tau hipotezleri tartisilirken herkesin
hemfikir oldugu bir gergek; hastaligin ilk evrelerinden itibaren goérintileme
yontemleriyle tespit edilebilen, AH’ye duyarli beyin boélgelerindeki néronlarin glukoz
kullaniminda meydana gelen azalmadir (17). Bunun sonucunda glukozdan adenozin
trifosfat Gretimi %50 oraninda diser (17), boylece AH’li beyinlerde %20 enerji
eksikligi ortaya cikar ve bu eksiklik hastalik siirecinde giderek ilerler. Glukoz beyin
hicrelerinde enerji metabolizmasini saglar (45). Noronal glukoz metabolizmasi
insllin sinyal iletim sisteminin kontrolu altindadir. Bu sistemin aksamasi glukoz ve
enerji metabolizmasinda bozukluklara yol actigi icin AH gelismesinde hayati 6nem
tasir (17). Beynin glukoz kullanimindaki azalmanin insilin reseptérinin insiline
olan duyarlihgini yitirmesinden kaynaklandigi ileri slirtilmis ve buna dayanarak AH
icin “Tip 3 Diyabet” terimi ortaya atilmistir (19).

insiilin sinyal iletim sisteminin néronlar icine glukoz alimi, metabolik aktivite,
sag kalim, bliyime ve plastisite acisindan ¢cok dnemli oldugu bilinmektedir (19, 46,
47). insiilin veya insiilin benzeri biiyiime faktérii (IGF)-1 aktivitesinin inhibe edilmesi
durumunda mitokondri fonksiyonlarinin bozuldugu, néronal sag kalimin azaldig ve

néronlarin apoptozise siriiklendigi gosterilmistir (13, 19, 46, 47). insilin



hipokampusun enerji metabolizmasinda ve bellek edinmeyi kolaylastirmada énemli
role sahiptir (48). STZ enjeksiyonu ile diyabetik olan sicanlarin uzaysal 6grenme ile
ilgili bilissel fonksiyonlarinda koétilesme oldugu, hipokampal plastisitenin bozuldugu
ve insllin tedavisiyle bu durumun dizeltildigi gosterilmistir (49). Benzer sekilde bir
T1DM modeli olan BB/Wor siganlarin bilissel fonksiyonlarinin gittikce bozuldugu,
bunun insilin ve IGF-l aktivitelerindeki baskilanmadan ve hipokampustaki
apoptozisten ileri geldigi ve bu durumun instlinomimetik olan C-peptid ile geri
déndirildagd  bildirilmistir (50, 51). insdlinin intraserebroventrikiiler (i.s.v)
enjeksiyonu serebral kortekste ve hipokampusta glikolitik yolakta yer alan enzimleri
aktive eder ve enerijice zengin fosfatlarin iretimini artirir (17). i.s.v STZ enjeksiyonu
ise insilinin bu yararl etkilerinin tam tersi degisiklikler olusturur (52). insiilinin
sicanlarda i.s.v (53) insanlarda ise intravenoz (54) yoldan optimal dozda
uygulanmasinin  bazal glukoz ulasilabilirligini artirarak bellegi iyilestirdigi
gosterilmistir. intranazal insilin  uygulanmasi farelerde kan glukoz diizeyini
degistirmeksizin bilissel fonksiyonlari giglendirmistir (55). Ayni sekilde AH’li
hastalarda intranazal insllin uygulamasinin insdlinin direkt beyne ulasmasini
saglayarak periferde insiilin ve glukoz dizeylerini etkilemeksizin bellegi iyilestirdigi
gosterilmistir (56). Erken donem AH’de bozulan bellek performansi insilin artisi ile
iyilestirilmis, instlin artisinin eslik etmedigi plazma glukoz diizeyindeki artis
performansa etki etmemistir (19).

Noronal glukoz alimi glukoz tasiyicilari araciligi ile olmaktadir. Beyinde ¢ok
miktarda bulunan glukoz tasiyici (GLUT)-3 néronlar icin temel glukoz tastyicisidir (57,
58). insilin, kas hiicreleri gibi diger hiicrelerde glukoz alimini GLUT-4 tasiyan
veziklllerin membrana yaklasmasini ve membranla flizyon yapmasini saglayarak
gerceklestirir. Noronlarda ise GLUT-3 tasiyan vezikiilin membrana tasinmasi yine
instlin  araciligiyladir, ancak membranla flizyon yapmasini  membran
depolarizasyonu saglar (45).

Beyindeki insilin blylk 6lctiide pankreasin B hiicrelerinden gelmektedir (17,
59). Plazmadaki insilin kan beyin bariyerini doyurulabilir reseptorler aracihgiyla

gecer ve bu gecis en hizli olfaktor bulbusta gerceklesir (60). Periferik insilinin akut



olarak yukselmesi beyinde ve beyin omurilik sivisindaki insiilin konsantrasyonunu
artirirken, sirekli hiperinsilinemi kan beyin engelindeki insilin reseptorlerini down
regile ederek insilin gegisini azaltmaktadir (61). Beyindeki fazla insiilinin beyin
omurilik sivisi aracihg ile uzaklastirildigl distiniilmektedir (19, 45). Son zamanlarda
yapilan ¢alismalar beyinde de insulin Uretimi oldugunu gostermistir (62, 63).
Hipokampus, prefrontal korteks, entorinal korteks ve olfaktoér bulbus gibi yerlerdeki
piramidal noéronlar insilin sentezleyebilmektedir (64, 65). Serebral dolasimdaki
instlin ve IGF'nin beynin kan akimi ve enerji metabolizmasini diizenledigi, beyinde
Uretilen insllinin ise 6grenme ve bellek gibi fonksiyonlarda gelisen lokal ve ani
ihtiyaclari karsilamada rol oynadigi ileri strtlmustir (47). Saglikh kisilerde bile
yaslanmayla birlikte beyindeki insilin, insllin reseptériniin baglama kapasitesi ve
post reseptor yolakta yer alan tirozin kinaz aktivitesi azalma gosterir (66). AH’li
kisilerin beyinlerinde insilin ve IGF-I dizeylerinin, bozulmus kan beyin engeli
yuziinden azaldig bildirilmistir (39). Periferde gelismis olan insilin direnci ve
hiperinsilinemi kandan beyne insilin gegisinde azalmaya neden oldugundan, AH’li
kisilerde beyin omurilik sivisinda insiilin azalir ve beyin sirekli insilin eksikligi ile
karsi karsiya kalir (67).

Beyinde inslilin reseptorleri en yogun olarak olfaktér bulbus, hipotalamus,
serebral korteks ve hipokampusta bulunur (19). Bunlar molekiler 6zellikleri
bakimindan periferdeki insiilin reseptérleriyle aynidir (68). insiilin reseptérlerinin
sican hipokampus ve medyal temporal korteksinde bulunmasi insilinin bellegi
etkiledigine dair kanit olarak ileri strilmistir (69). insilin, reseptérlerine
baglandiginda IRS-PI3K-AKT yolagini, mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)
yolagini ya da transkripsiyon faktorlerini aktive eder (68).

Yaslanmayla birlikte beyindeki insiilin konsantrasyonu ve insilinin
reseptoriine baglanmasi azalir (17). Postmortem AH’li ve saglikli insan beyninde
yapilan bir calismada AH’li beyinlerde (korteks, hipokampus ve hipotalamustan
alinan orneklerde) insilin, IGF-I ve IGF-II diizeylerinde ve iliskili reseptorlerinde
dramatik bir azalma bulunmustur (19). Ayni c¢alismada AH’li beyinlerin

hipokampusunda insilin ve IGF-I reseptorlerinin fosforilasyonunun ve bu



reseptorlerin hiicre igi yolaklarinda yer alan bazi proteinlerin (IRS-I, fosfoAKT gibi)
dizeylerinin de azaldigi gosterilmistir (19). Braak derecelendirmesine goére farkh
evrelerden secilmis AH’li hastalarin beyinlerinde insilin, IGF-I ve reseptorlerinin
mesajcl ribonikleik asit (MRNA) diizeylerinde hastaligin siddeti ile orantili bir azalma
gorilmustir (46). insilin reseptdr sinyal yolaginin bozulmasi PI3K-AKT yolaginin
aktivitesinin azalmasi ve GSK3B’nin aktivitesinin artmasi, dolayisiyla tau
hiperfosforilasyonu ile sonuclanir (70-72). GSK3B normalde aktif olan ancak insdlin
sinyaliyle inaktif hale gelen bir kinazdir (73).

insiilin reseptdérii homozigot olarak silinmis farelerin dogumdan hemen
sonra siddetli diyabetik ketoasidoz gelistigi icin 6ldigl buna karsin heterozigot
farelerin %10’unda diyabet gelistigi bilinmektedir (19). Heterozigot olarak instlin
reseptorli yok edilmis fareler yeni nesne tanima testinde basarisiz olmustur (74).
Noronal insllin reseptori silinmis transgenik fare modelinde farelerin yiyecek
tiketiminde artis gosterdigi, obezite ve insilin direnci gelistirdigi ayrica tau
fosforilasyonunda artis oldugu gosterilmistir (70, 75, 76).

Diyabette gelisen beyin insilin eksikligi BACE1 up regiilasyonu ve APP artisi
sonucunda APP’nin kesilme reaksiyonlarini kolaylastirarak AB olusumunu tetikler
(35). insiilin APP’nin uretildigi yer olan Golgi agindan plazma membranina iletiminde
ve AP’nin hiicre disina tasinmasinda rol oynamaktadir (77, 78). Ayrica AB insilin
reseptoriine baglanmak icin insllinle yarisarak reseptoriin otofosforilasyonunu
inhibe eder (79, 80).

Beyinde insllin direnci gelismesine, azalmis AKT aktivitesi, artmis GSK3p
aktivitesi ve tau hiperfosforilayonu eslik eder ki bunlar AH’de goriilen degisiklikler ile
benzerlik gosterir (19). Tau’nun fizyolojik fosforilasyonundan sorumlu baslica
kinazlar insilin ve IGF-1 ile aktive olan kinazlardir (19). insiilin ve IGF-I sinyalinin
bozulmasi sonucu GSK3[B aktivitesinin artisi ise tau hiperfosforilasyonuna neden
olmaktadir (19).

instlin sinyal sisteminin bozulmasi ya da insilin direnci gelismesi, trofik
faktorleri ortadan kaldirarak, enerji metabolizmasini bozarak, asetilkolin

homeostazini da iceren, insilinin regiile ettigi genlerin ekspresyonlarini durdurarak
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noéronlarin olimine neden olur (47). AH patolojisinde beyindeki insiilin sinyal
sisteminin ve glukoz metabolizmasinin bozulmasi norodejeneratif kaskatlarin

temelinde yer almakta ve AH bu nedenle “Tip 3 Diyabet” olarak anilmaktadir.
2.5. Seladin-1

3-beta-hidroksisterol-delta-24-rediiktaz (DHCR24) kolesterol biyosentezinin
son basamagindaki desmosterolden kolesterol olusum reaksiyonunu katalizleyen 60
kilodaltonluk (kDa) bir enzimdir (81). insanlarda DHCR24 mutasyonu, plazma ve
dokularda desmosterol birikmesi, coklu malformasyon ve zeka geriligi ile karakterize
otozomal resesif desmosterolosis hastaligina neden olur (82).

DHCR24 enziminin Alzheimer’'li hastalarda saglikli kisilerden alinan beyin
orneklerine kiyasla daha az eksprese edildigi gosterilmis, bunun lzerine bu enzim
Selective Alzheimer’s Disease Indicator-1 (Seladin-1) olarak isimlendirilmistir (83,
84). Seladin-1 down regilasyonu gorilen insan ve transgenik hayvan dokularinda
hiperfosforile tau miktarinda artis vardir (84).

Seladin-1 geni heterozigot ve homozigot olarak silinmis fareler tretilerek bu
genin onemi ve fonksiyonlari arastirilmistir (85). DHCR24 -/- farelerin doku ve
plazmalarinda neredeyse hi¢ kolesterol bulunmayip total sterolin %99'u
desmosteroldir. DHCR24 -/- fareler, DHCR24 +/- farelerden %10-17 olasilikla treti-
lebilmistir. Bu ihtimalin %25 olmasi beklendiginden (85) DHCR24 -/- farelerin
dogmadan 6lmis olabilecegi ileri strilmustir. DHCR24 -/- fareler, DHCR24 +/- ve
DHCR24 +/+ farelerden %25 daha kiglik dogmustur. Hem disi hem de erkek
DHCR24 -/- fareler yetiskin yasa kadar saglikli farelerden daha dusiik bir buyime
egrisiyle olsa da yasamislardir ancak iki cins de infertildir. Bu hayvanlarin yasam sey-
rinin mutant DHCR24 geni tasiyan desmosterolosis hastalarina gére daha hafif ol-
mas! farelerin aksine insanlarda hamilelik sirasinda kolesteroliin anneden bebege
gecmemesi ile yorumlanmistir (85). Daha sonra baska bir grup tarafindan
DHCR24 -/- farelerin kolesterol eksikliginden dolayr bir aydan daha fazla
yasayamadigi belirtilmistir (86). DHCR24 +/- farelerde seladin-1 mRNA’si yabanil
tlre gore %43,8 azalmis bulunmus, DHCR24 -/- farelerde ise hi¢ seladin-1 mRNA’sI
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bulunmamistir. Yabanil tire kiyasla DHCR24 +/- farelerin beyninde membran
kolesteroli %29, total kolesterol de %15 azalmisken; DHCR24 -/- farelerde yok
denecek kadardir. Beyin desmosterol diizeyi heterozigot tiirde 5,7 kat; homozigot
tirde ise 50 kat artmis bulunmustur (86).

Bircok calisma, seladin-1'in akut ve kronik oksidatif strese karsi néroprotektif
etkilerini (87) ve anti-apoptotik Ozelliklerini ortaya koymustur (83, 84, 88, 89).
Greeve ve ark. (83) insan noéroglioma H4 hiicrelerinde yaptiklari bir calismada,
seladin-1 ekspresyonunun AB ya da oksidatif stres sonucu aktiflesen kaspaz-3
enzimini inhibe ederek hiicreleri apoptotik 6limden kurtardigini gostermistir (83).
Seladin-1 geni silinmis farelerden elde edilen fibroblastlarda serum yoksunlugu
yapildiginda hiicrelerde kolesteroliin ve insilin reseptorlerinin  azaldigi ve
apoptozise daha duyarli hale geldigi gorilmustir (88). H,0, uygulamasina cevap
olarak olusturulan reaktif oksijen tiirevleri seladin-1 sayesinde azalmis, seladin-1 bu
H,0, stplriict etkisi nedeniyle oksidatif stresle gelisen apoptozise karsi koruyucu
etki gostermistir (89). Apoptotik kosullar altinda insan néroblastoma hiicrelerinde
seladin-1 ekspresyonunun azalmasi kaspaz-3 aktivitesinin artmasi ve BACE1’in
parcalanmasinda rol oynayan Golgi-localized y-ear-containing adenosine
diphosphate-ribosylation factor-binding protein (GGA3)'lin eksilmesi BACE1
diizeyinin ve aktivitesinin artmasina ve boylece AR birikmesine neden olmaktadir
(90).

DHCR24 +/- farelerde gorllen seladin-1 eksikligi kolesterol miktarini azalttigi
icin plazma membranindaki deterjan-direncli bolgelerin dezorganizasyonuna neden
olarak bu bolgede gerceklesen plazminojen baglanmasini ve plazmin aktivitesini
azaltir (86). Plazminojen AP degrade edici enzim olan plazmini aktiflestirir. Ayrica
deterjan-direncli bolgelerde bulunan BACE1 ve bu bolgelerin disinda bulunan APP
etkilesimi, DHCR24 +/- hayvanlarda BACE1l’in APP’nin bulundugu membran
bolgesine kaymasi yoniinde degismistir. Sonucta APP’nin B kesilmesi ve buna bagli
olarak AB40 miktari total beyin ekstraktlarinda yabanil farelere kiyasla %152
artmistir (86). Yabanil farelerde AB42 miktari olclilemeyecek kadar az oldugundan

DHCR24 +/- fareler ve Tg2576 SwAPP fareler ciftlestirilerek (cross bred)
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SWAPP/Seladin-1 transgenik fareler Uretilmis ve bunlarda SWAPP farelere kiyasla
AB40’In %270 ve AB42'nin de %150 arttigi bulunmustur (86).

insan noroblastoma hiicrelerinde seladin-1’in asiri eskpresyonunun saglan-
masl ya da polietilen glikol-kolesterolii ile islem gérmesi hem total ve hem membran
kolesterollini artirirken (91) ayni hiicrelerin secici seladin-1 inhibitorleri olan 5,22E-
kolestadien-3-ol ya da metil-B-siklodekstrin ile inklibasyonu her ikisini de azaltmistir.
Seladin-1'i asiri eksprese eden ve membran kolesterol diizeyi artan hiicrelerde AB42
oligomerlerinin hiicre membranina baglanmasi azalmis, seladin-1 inhibitorleriyle
islem goren hiicrelerin membraninda ise AB42 oligomerlerinin daha hizh ve fazla
miktarda biriktigi gorllmustiir. Hicrelerdeki seladin-1 aktivitesini dolayisiyla
membrandaki kolesterol miktarini degistirmek AB42 ile inkiibe edilen hiicrelerdeki
hiicre ici Ca*? artisini ve hiicrelerin sag kalimini degistirmektedir (91).

Seladin-1'in estrojenin noroprotektif etkilerinden sorumlu mediyatér oldugu
ileri stirilmistir (92-95). insan fétal ndroepitelyal hiicrelerinde, estrojenin ve secici
estrojen  reseptdér  moddlatorlerinin a-estrojen  reseptorleri  aracihgiyla
konsantrasyona bagimli bir sekilde seladin-1 ekspresyonunu artirdigi gosterilmistir
(92). Yine bu hicrelerde yapilan bir diger calismada B-amiloid ve H;02'nin
toksisitesine karsi estrojenin gosterdigi koruyucu etki seladin-1 geninin susturulmasi
ile ortadan kalktigi icin seladin-1’in estradiollin koruyucu etkisinden sorumlu oldugu
ileri stirGlmustir (93). Bu calismada ayrica seladin-1'i kodlayan genin (izerinde
estradiol cevap elementi ile homoloji gésteren boélgeler oldugu bildirilmistir (93).

Diyabetik néropatide sorumlu tutulan yiksek glukoz ve kontrol edilemeyen
diyabettekine benzeyen aralikh yiiksek glukoz konsantrasyonunun seladin-1 lizerine
etkilerinin fotal epitelyal hiicrelerde arastirildig bir ¢calismada (96) hem 20 mM de-
vamli hem de 20/10 mM aralikli yiksek glukoz tedavisinin seladin-1 ekspresyonunu
azalttigl, IGF-l'in ise seladin-1 mRNA dizeyini artirdigl bulunmustur. Noronlardaki
farklilasma, sag kalim ve rejenerasyon acgisindan estrojenler ile IGF ailesinin bugline
dek bildirilen siki baglantilari gz 6nlinde bulundurularak, estrojen ile seladin-1 ara-
sindaki iliskiye benzer bir iliskinin IGF-I sistemi ile seladin-1 arasinda da olabilecegi

ileri srtlmastur (94, 96).
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Estradiol ve IGF-I disinda adrenokortikotropik hormon (97), tiroid hormonu
(98), gonadotropin saliverdirici hormon (99), testosteron (100) ve DNA metilasyonu
(101, 102) seladin-1 dlzenlenmesinde rol oynamaktadir. Hicre kolesterol
homeostazini saglayan bilesenlerden biri olan Liver X reseptorleri (LXR) de deride
seladin-1 ekspresyonunu artirir (103). Hicre kolesterol homeostazini saglayan bir
diger bilesen olan ve hiicrede kolesterol ihtiyaci oldugunda aktiflesen sterol
regulatory element binding protein-2'nin de seladin-1 transkripsiyonunu artirdigi,
LXR’in bu diizenlemede bir katkisinin olmadigi belirtilmistir (104).

Tum bunlara karsin Laura Sharpe ve ark. (105) 2012 yilinda, yillardir referans
gosterilen calismayi (83) elestirerek seladin-1'in AH icin secici bir indikator
olmadigini 6ne slrmustlr (105). Blalock’'un yaptigl calismada (106) seladin-1'in
degismedigini, liovenen ve Dunckley’in yaptigi calismalarda (84, 107) ise yalnizca tau
yumaklarinin oldugu alanlarda seladin-1 azalmasi gorildigini bildiren Sharpe ve
ark. kendi g¢ahsmalarinda da AH’li ve saglikh kisiler arasinda seladin-1 mRNA
diizeyinde fark gérmemistir (105). Seladin-1 azalmasinin AH’ye neden olmadigini
ancak AH’ye sekonder gelistigini ileri slirmisler ve noroprotektif etkileri artik
tartisiilmayan (104) bu enzim icin AH secici indikatorligini tartismaya acarak
seladin-1 ismi yerine DHCR24 isminin yaygin olarak kullanilmasini énermislerdir

(105).
2.6. insiilin Degrade Edici Enzim

AH patolojisinde AR’nin liretimindeki asirilik ya da eliminasyonundaki yeter-
sizlik 6nemli rol oynar. Dolayisiyla AB’nin asiri Uretiminin durdurulmaya calisiimasi
kadar, degrade edildigi yolaklarin kesfedilmesi ve bu yolla AB’nin azaltilmaya galisil-
masi da dnem kazanmistir. IDE insilinin hiicre icine alinmasini takiben yikan, 110
kDa’luk tiyol cinko-metalloproteaz yapisinda bir enzimdir (108). Bugline kadar
IDE’nin yani sira, disiik yogunluklu lipoprotein reseptérii ile iliskili protein-1,
neprilizin, endotelin donlstiriici enzim, anjiyotensin donlstlirlici enzim, matriks

metalloproteinaz-2, matriks metalloproteinaz-9, lizozomal katepsin-D ve nétral
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endopeptidaz gibi molekillerin AB eliminasyonunda rol aldigi gosterilmistir (41,
108).

Noronal ve néronal olmayan hiicre serilerinde AP degrade edici proteazlarla
ilgili yapilan bir ¢alismada bir mikroglia hicre serisinden saliverilen bir
metalloproteazin IDE ile benzerlik gésterdigi, daha sonra bunun IDE oldugu tespit
edilmistir (109). Bu ¢calismada iDE’nin mikroglia hiicre serisinde sitozolde bulundugu
gibi hiicrelerden vasata da saliverildigi gdsterilmistir. IDE hem endojen hem de
sentetik APB’y1 degrade etmistir (109). Bu hiicreler lipopolisakkarit ile aktive
edildiginde saliverilen IDE’nin miktari arttigindan AB’nin degrade edilme derecesinin
fizyolojik ve patolojik durumlarda farkli seyredebilecegi ileri strilmustir (109).
Ayrica saghkli insanlardan alinan beyin omurilik sivisinda IDE’nin  varhginin
gosterilmesi fizyolojik kosullarda da IDE’nin hiicre disina cikarak AP degradasyonu
yaptigini isaret etmektedir.

Cogunlukla sitozolde ve peroksizomlarda bulunan iDE’nin (110) az miktarda
da olsa endoplazmik retikulum ve plazma membraninda yer aldigi, ayrica hiicre
disina saliverildigi de bilinmektedir (109, 111). Hem sican hem de insan beyninde
IDE, esas AP degrade edici enzim olarak kabul edilir (112). IDE substratlarinin
konformasyon ve boyutlarinin enzim tarafindan taninmalarinda 6nemli oldugu,
IDE’nin C ve N uglarinin substrat baglanmasinda rol aldigi ve bu uclarin birbirinden
uzaklasmasi ya da vyakinlasmasinin substratin  baglanmasini  dizenledigi
gosterilmistir (113). Substratlarin primer aminoasit diziliminde benzerlik olmasa da
sekonder vyapilari benzerlik gésterir (16). IDE basta insiilin olmak {zere atriyal
natriliretik peptid, glukagon ve AB gibi ortak bir amiloidojenik motif barindiran farkh
substratlari parcalar (108). AH’li ve saglikh kisilerden elde edilen sitozolik beyin
homojenatlarinda yapilan bir calismada IDE’nin insilin, transforming biyiime
faktort o, atrial natriliretik peptid ve IGF-Il gibi ylksek afiniteli ve glukagon,
epidermal biylime faktori, IGF-I, endorfin ve AB analoglar gibi disik afiniteli
substratlarinin varligi karakterize edilmistir (108). Bu ¢alismada asiri insiilin AB40 ve
AB42'nin, AP tirevleri de insilinin yikimini karsilikli olarak inhibe etmistir (108).

Substratlarin arasindaki yarisma iDE’nin yikic etkisinde énemli bir rol oynar. insiilin
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daha hizli ve 6ncelikle tercih edilen substrat olmasi nedeniyle hiperinsilinemi ve AH
arasindaki iliskide, iDE stiphe edilen unsurlardan biridir. Asiri insilinin iDE’ye karsi
AB ile yarisarak onun yikimini engelledigi ve boylece AH’de gorilen AR birikmesine
neden oldugu ileri striilmektedir (16).

AH’li kisilerin beyinlerinde AB yikici kapasite yari yariya azalmigken, insilin
yikici kapasite %30 azalmistir. Bu da iDE’nin hiicrelerdeki metabolik anormalliklere
bagli olarak instlin ya da AB substratlarina afinitesinin degistigini distindiirmektedir
(108).

Hafif bilissel bozukluk gosteren kisilerin hipokampus dokusunun membran
fraksiyonunda IDE diizeyi ve aktivitesi saglikli kisilere kiyasla disiktir (114). AH
evreleri ilerlemis gruplarda iDE diizeyindeki ve aktivitesindeki azalma artmakta (114,
115) ve AB42 icerigiyle de negatif korelasyon gdstermektedir (114). iDE azalmasinin
AH’nin Braak derecelendirmesine gore hastaligin erken evrelerinde dahi gorilmesi,
gelecekte IDE’nin biyobelirtec olarak kullaniimasini giindeme getirmistir (116).

IDE geni homozigot olarak silinmis fareler (IDE -/-) tretilerek bu genin énemi
ve fonksiyonlari arastirilmistir (117). iDE -/- fareler 42 haftalik olana dek izlenmis ve
ayni yastaki yabanil fareler ile aralarinda agirlik farki bulunmamistir. Fertil oldugu
bildirilen iDE -/- farelerin tiim dokularinin histolojik incelemesi normal bulunmustur.
IDE -/- farelerin beyinlerinde iDE +/+ farelere kiyasla hem membran hem de sitozolik
fraksiyonda AP degradasyonunun onemli miktarda azaldig gosterilmistir. Benzer
sekilde IDE -/- primer néronal hiicrelerde de AB degredasyonu %70-90 diizeyinde
azalmistir. IDE -/- farelerin beyninde AB40 ve AB42 birikmistir. IDE -/- farelerde
IDE +/+ farelere kiyasla, karaciger ve beynin membran ve sitozolik fraksiyonunda
insiilin degradasyonu da azalmistir. iDE -/- fareler siirekli olarak IDE eksikligiyle
yasamlarini stirdirdiiklerinden serum insilin diizeyi yabanil farelere kiyasla 2,8 kat
artmistir. Bu farelerin aclik kan glukoz diizeyleri yabanil farelere goére degismezken,
glukoz yiiklemesi yapildiginda glukoz intoleran olduklari da gézlenmistir (117).

IDE geni hem homozigot hem de heterozigot olarak silinmis fareler (iDE -/-
ve IDE +/-) Uretilerek yapilan bir diger calismada da bu farelerin genel fenotipinin

sorunsuz oldugu ancak AR degredasyonunda yabanil farelere (IDE +/+) gére azalma
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oldugu bildirilmistir (111). IDE +/- farelerin beyinlerinde iDE mRNA, protein ve akti-
vite diizeyi yabanil hayvanlarin %50’si kadar bulunmustur. iDE -/- ve +/- farelerde
gen miktari ile orantili azalan AB degredasyonu gosterilmistir. Heterozigot farelerde
bile gériilen AR degredasyon azalmasindan yola ¢ikan arastiricilar iDE diizeyini %50
azaltacak bir mutasyonun bile AH icin tetikleyici bir faktér olacagini ¢iinkii IDE’nin
fonksiyonunu kompanse eden bir mekanizmanin olmadiginiileri sirmuslerdir (111).

Néronlarinda insan iDE geni asiri ekspresyonu saglanmis bir transgenik hay-
van modelinde AP diizeylerine etkinin arastirilabilmesi icin bu fareler APP asiri eks-
presyonu yapan bir diger transgenik fare ile ciftlestirilmistir (118). Elde edilen
transgenik farelerde (2XIDE+APP) yalnizca APP asiri ekspresyonu yapan gruba ki-
yasla AB yikiminda %100 artis goriilmis AB40 ve AB42 dizeyleri daha duisiik bu-
lunmustur (118).

Glukoz tolerans testinde en ylksek kan glukoz seviyesine sahip olan siganla-
rin inbred ciftlestirilmesiyle elde edilmis olan bir T2DM modeli (Goto-Katizaki-GK
sicanlari) iDE geninde mutasyon oldugu fark edilmistir (119). Bu mutasyonlar %31
diizeyde iDE fonksiyon kaybina neden olmustur. GK sicanlarin beyinlerinin ¢dzinir
ve membranal fraksiyonlarinda; bu modelden elde edilen fibroblastlarda ve primer
noronlarda yabanil sicanlara kiyasla hem AB hem de insilin degradasyonunda
azalma gorilmdistir. Bu modelde yapilan hicre kiltlrl vasatinda AB40 ve AB42
biriktigi gorilmustir. Ancak GK siganlarin beyinlerinde 14 haftalik olana dek AB bi-
rikmemistir. Arastiricilar AB’nin eliminasyonunda in vivo kosullarda mikroglialarin,
astrositlerin ve kana transferin de rol oynadigini belirtmis ve geg gelisen bu durumu
hastalardaki gec gelisen AH’ye benzetmislerdir. IDE mutasyonunun neden oldugu
IDE fonksiyon kaybi T2DM ve gec gelisen AH’de rolii oldugu disiiniilen ortak bir he-
def gibi gbzikmektedir (119).

IDE protein ve mRNA diizeyleri AH’li hastalarin beyinlerinde saglikli kisilere
gore azalmistir (120). AH’li kisilerin beyin omurilik sivisinda ise saglikh kisilere kiyasla
instlin azalmis, plazmalarindaki insilin ise artmis bulunmustur. AH ne kadar
ilerlemis ise beyin omurilik sivisindaki instlin azalmasi o kadar siddetlidir (54, 67).

AH’li hastalardaki insilin ve IDE azalmasindaki bu paralellik gdz ©niinde
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bulundurularak insilinin, insilin reseptoér yolagl lzerinden negatif bir feedback
mekanizmasi ile IDE ekspresyonunu diizenleyip diizenlemedigi arastirilmistir (121).
Primer hipokampal néronlarda yapilan ¢alismada IDE ekspresyonunun artan insiilin
konsantrasyonuna paralel olarak arttigi gosterilmistir (121). Cesitli inhibitorler
kullanilarak bu diizenlemenin insiilin reseptor yolaginda yer alan PI3K aracili oldugu
gosterilmistir. Ayni calismada AH’li hastalarin hipokampus ve temporal korteksinde
saglikli kisilere kiyasla daha az IDE bulunmustur (121). Ayrica aspir yagi icerigi
ylksek diyetle beslenen Tg2576 farelerde de insilin sinyal yolagindaki bozukluklarla
korele sekilde IDE diizeyi azalmistir (121).

IDE diizenlenmesinde peroksizom proliferatér ile aktiflesen reseptér y
(PPAR-y)'nin da roll vardir (122). PPAR-y agonisti ile tedavi edilen hipokampal ve
serebellar néronlarda IDE mRNA ve protein diizeyinde artis gériiliirken, PPAR-y an-
tagonisti ile azalma gériilmistir. insilinin IDE ekspresyonunu PI3K araciligiyla artir-
masini (121) PPAR-y’nin da dahil oldugu bir hiicre ici yolak lizerinden gerceklestirdi-
gini ileri sirmuslerdir (122).

Tg2576 farelerde IDE diizenlenmesinin arastirildigi bir diger calismada, yag
icerigi ylksek (%60) diyetle beslenerek viicut agirligi artisi, hiperinsilinemi ve glukoz
intoleransi gelistigi gosterilip insilin direnci olusturulmustur. Hipokampusunda
AB40 ve AB42; serebral korteksinde AB plaklari artmis olan insilin direnci gelistirmis
bu farelerin uzaysal 6grenmeleri azalmis, insilin reseptoér sinyal yolaklari bozulmus
ve IDE diizeyleri azalmistir (123).

APP asiri ekspresyonu yapan transgenik farelerde ve yabanil farelerde STZ ile
olusturulmus diyabetin 12 hafta sonunda bilissel fonskiyonlari bozdugu ve AH’ye
0zgl belirtecleri artirdig1 gosterilmistir (37). Bu calismada STZ ile DM olusturulmus
grupta ve APP asiri ekspresyonu yapan grupta yabanil farelere kiyasla IDE diizeyleri
yaklasik %20 azalmistir. APP asiri ekspresyonu yapan STZ'li grupta iDE diizeyleri ise
yabanil farelere kiyasla %30 azalmistir (37).

Primer hipokampal hiicre kiltiiriinde yapilan bir calismada 17B-estradiol
(17B-E2)’nin zamana bagimli olarak IDE mRNA ve protein diizeyini artirdig

bildirilmistir (124). Secici a-estrojen reseptdr agonisti propilprazol-triol ile degil
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ancak segici B-estrojen reseptér agonisti diarilpropionitril ile gériilen iDE artisi, 17p-
E2’nin IDE Uzerine etkisini B-estrojen reseptéri araciligiyla yaptigini gésterir. 17p-
E2’nin IDE artisini PI3K inhibitérleri (wortmanin ve LY-294002) varliginda
gdsterememesi 17B-E2 tarafindan IDE diizenlenmesinde PI3K aktivasyonunun rol
aldigini diistindiiriir. Disi sicanlarda overektomi uygulandiginda hipokampusta IDE
ekspresyonu azalmis ve 17B-E2 tedauvisi ile bu azalma diizelmistir (124). Ug farkli gen
(APP-isvec, presenilin1-M146V ve tau-P301L) uzerinde degisikligin yapildig
transgenik AH modeli farelerde (3xTg-AD) yasla birlikte AB birikirken hipokampusta
IDE diizeyi azalmistir. Overektomi yapilmis 3xTg-AD farelere 17B-E2 uygulanmasi
hipokampustaki azalmis IDE diizeyini diizeltmis ve AB plaklarini azaltmistir (124).
STZ'nin intraperitoneal olarak 30 mg/kg uygulandig bir calismada sicanlarin
hipokampusundaki IDE diizeyi yaklasik %25 azalmis, AB42 miktari ise 2 katina ¢ik-
mistir (125). i.s.v STZ enjeksiyonu yapilmis sicanlarin bilissel performansilarinin
bozuldugu ve hipokampusta IDE diizeyinin azaldigi gériilmistir (68). Ayni grubun
yaptig bir diger ¢alismada i.s.v olarak uzun etkili insilin analogu detemir enjeksi-
yonu i.s.v STZ enjeksiyonu grubunda goriilen bilissel bozukluklari 6nledigi gibi
hipokampustaki IDE, insiilin reseptorii ve AKT diizeylerini de artirmistir (126). i.s.v
detemir tedavisi, STZ ile olusturulmus ve arastiricilarin ‘beyin diyabeti’ diye adlan-
dirdig1 modelde ciddi miktarda artmis olan AB diizeyini de kontrol diizeyine diisir-
mistlr (126). Arastiricilar buradan yola cikarak insdlinin bilissel bozukluklarin

iyilestirilmesinde umut verici oldugunu ileri stirmektedir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Hiicre Kiiltiirii inkiibasyon Gruplari

Hiicre kiltliriinde inklbasyon siireleri yapmis oldugumuz o©n deney
sonuglarina gore akut ve kronik diyabetin taklidi igin sirasiyla 48 saat ve 5 giin olarak
belirlendi. Néronlarin hiicresel 6zellikleri nedeniyle yiksek glukoz ihtiyaclari dikkate
alinarak normal glukoz konsantrasyonu 25 mM, yiksek glukoz konsantrasyonu ise
45 mM olarak belirlendi (127, 128). insiilin iceren vasat ile inkiibe edilen gruplar icin
noronal hicre kiltirG vasati suplemani (B-27 Supplement), insilinsiz inkiibasyon
gruplarinda ise ayni suplemanin insilin icermeyen formu (B-27 Supplement Minus
Insulin) kullanildu.

Yiksek glukoz inklibasyonunun neden olacagl hiperozmolariteye es deger
ozmolarite artisi saglamak icin mannitol (45 mM) ile inkiibasyon grubu olusturuldu.

Kan glukoz diizeyleri kontrol edilemeyen diyabeti taklit etmek amaciyla yik-
sek glukozlu vasat ile aralikli (intermittent) bicimde inklibe edilen bir grup olustu-
ruldu. Bu grupta her 24 saatte bir normal glukoz (25 mM) iceren vasat yiksek glukoz
iceren vasatla (45 mM) degistirildi. Ayni sekilde her 24 saatte bir insiilin icermeyen
vasat insillinli vasatla degistirildi.

Estradioliin néroprotektif etkileri distintlerek diyabet taklidi yapilan grup-
larda es zamanli olarak devamli estradiol inkiibasyonu (10 nM) yapildi (92, 124).

Bir diger diyabet grubunda ise metformin (1 mM) inkibasyonu uygulandi

(129). Hiicre kultirandeki tiim gruplar Sekil 3.1. ve Sekil 3.2.’de 6zetlenmistir.
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3.2. Sigcan Primer Hiicre Kiiltiiru

Primer hicre kiltirindeki tim uygulamalar Karolinska Enstitlst yerel etik
kurulu izni ile (Etik Kurul karar no: $194-1) ulusal ve yerel hayvan bakim kullanim
kurallarina uygun bir sekilde gergeklestirildi. Tim uygulamalar sirasinda hayvanlarin
acl gekmeleri en aza indirilmeye galisildi.

Charles River Laboratuvarindan saglanan gebe sicanlar Karolinska Enstitlist
Hayvan Unitesinde 1 hafta barindirildiktan sonra gebeliklerinin 21. giiniinde CO>
solutularak bayiltiip dekapite edildi. Anneden izole edilen sican embriyolari da
dekapite edildi ve kafalari buz icindeki neurobasal vasatina alindi. Embriyolarin
kortikal ve hipokampal dokulari laminar akisli kabinde mikroskop altinda izole edile-
rek dokulara 6zgli olacak sekilde farkl tiplerde birlestirildi. Dokular yenilenen se-
rumsuz neurobasal vasati icinde vasatin pipetle cekilip birakilmasi suretiyle mekanik
olarak homojenize edildi. Hiicreler daha &6nceden poli-D-lizin ile kaplanmis 6
kuyucuklu plaklara ekildi. immiinositokimya yapilacak deneylerde ise poli-D-lizin ile
kaplanmis 24 kuyucuklu plaklar kullanildi. Noéronlarin canliigini koruyabilmeleri icin
%2 B27 suplemani, %1 penisilin-streptomisin (10000 U/mL) ve %0,25 Glutamaks
eklenerek hazirlanan neurobasal vasati kullanildi. Bu vasat 6zellikle néronlarin canli-
liklarini  korumalarini, astrosit ya da glia gibi diger hiicrelerin canhliklarini
yitirmelerini saglayan bir o0zellik tasidigl icin elde edilen sonuglar yalnizca
noronlardan olusan hiicre toplulugundan alinmis kabul edildi. Hiicreler 37°C'de ve
%95 hava - %5 CO; iceren bir hiicre kiltiri atmosferinde tutuldu ve vasatlar her 3-4
glnde bir degistirildi, néronlarin canlliklari ya da kontaminasyon olup olmadigi
mikroskop altinda incelenerek takip edildi. Noéronlar, farklilagsip olgunlasmalarinin
ardindan (genellikle 14. giin) deney icin kullanildi. Noronlar 48 saat ve 5 giinlik
inkibasyon siireleri sonunda toplandi ve 4°C’'de 10000 rpm’de 10 dakika santrifij
edildi. Stipernatant uzaklastirildiktan sonra pelletler deney glinline kadar -20°C’'de

muhafaza edildi.
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3.3. Deneysel Diyabetin Olusturulmasi

Deneylerde Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari Biriminden saglanan
disi Wistar (200-250 g) sicanlar kullanildi. Hayvanlar su ve yem kisitlamasi olmaksizin
12 saat aydinlik/12 saat karanlik periyoduna gore Eczacilik Fakltesi Farmakoloji
Anabilim Dali Laboratuvarinda barindirildi. Calismalarda canli omurgali deney hay-
vani kullanmak icin Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan gerekli
izin alindi (Karar no: 2013/18-09).

Diyabet olusturmak icin ¢alismanin baslangicinda agirliklari 6lglilen sicanlara
0,1 M sitrat tamponu (pH 4,5) icinde ¢6zulen STZ (65 mg/kg) intraperitoneal yoldan
uygulandi (130). Kontrol gruplarina STZ ¢oziicisl olan sitrat tamponu enjeksiyonu
yapildi. Diyabet grubu sicanlara standart diyetin yaninda enjeksiyonu takip eden 24
saat silresince icme suyu olarak %10’luk glukozlu su verildi. 72. saatin sonunda
hayvanlarin kan glukoz duzeyleri 6l¢iildi. Kan glukoz konsantrasyonu 2250 mg/dL
olan hayvanlar diyabetik (DM grubu) kabul edildi. Kan glukoz konsantrasyonu
kuyruk veninden alinan kanin glikofilm Gzerine damlatilarak, glukoz oksidaz yéntemi
ile olusan renk siddetinin kan glikometresinde okunmasi yolu ile 6lctlda.

Estrojenin rollinli degerlendirebilmek amaci ile bir grup sicana overektomi
yapilarak en o©nemli estrojen kaynagi olan overler uzaklastirnildi. Bu cerrahi
operasyon ketamin/ksilazin (90/10 mg/kg, intraperitoneal) ile olusturulan derin
anestezi altinda gerceklestirildi. Sicanlarin sirt bolgesinde iki tarafta da olusturulan
kiigik kesilerden yag dokusunun bir kisminin viicut digina ¢ikarilmasinin ardindan
ulasilan overler kesilerek uzaklastirildi. Kesiler dikis atilarak kapatildi. Overektomili
hayvanlarin (OVX grubu) kontrol grubu icin sham operasyon uygulandi. Bu gruptaki
hayvanlara derin anestezi altinda overektomi grubunda yapildigi gibi iki tarafa da
kesi acildi. Yag dokusunun bir kismi ve overler viicut disina ¢ikarildi ancak kesilmedi,
kesiler dikis atilarak kapatildi. Overektomi ve diyabetin bir arada oldugu baska bir
grup (OVX+DM grubu) daha olusturuldu. Bu sicanlara overektomiden 4 hafta sonra
STZ enjekte edilerek diyabet de olmalari saglandi. Diyabet grubunda uygulanan tim

islemler bu grup icin de tekrarlandi. Bu grubun kontroluna sham grubuna yapilan
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islemlerin aynisi uygulandiktan 4 hafta sonra yalnizca sitrat tamponu enjeksiyonu
yapildi.

STZ enjeksiyonundan 12 hafta sonra agirlik ve kan sekerleri yeniden olgilen
tim gruplar CO; solutulduktan sonra dekapite edildi. Korteks ve hipokampus
dokulari 6nceden hazirlanip dondurulmus beyin omurilik sivisi tGzerinde izole edildi
ve hizlica sivi azot igine alindi. Dokular deney giniine kadar -80°C derin

dondurucuda muhafaza edildi.

3.4. Western Blot Analizleri

Hiicre kiltirinde elde edilen ve deney giinline kadar derin dondurucuda
muhafaza edilen néronlar icine konduklari lizis ¢ozeltisinin pipetle cekilip birakilma-
siyla; hayvanlarin korteks ve hipokampus dokulari ise 20 sn’de bir sogutularak top-
lamda 1 dakika boyunca ultrasonik homojenizatér yardimiyla uygun lizis ¢Ozeltisi
icinde homojenize edildi. Hiicre kiiltiriinden elde edilen pelletlerde pelletin blyik-
[Gglne gore 60-80 uL, dokularda ise dokunun mg olarak agirhginin 10 kati hacimde
(uL) lizis ¢ozeltisi kullanildi. Sogutmali santrifiijde 13000 rpm’de 10 dakika
santriflijlenip sipernatantlari saklandi. Pierce sigir serum albumin kiti kullanilarak
protein tayini yapildi. Yikleme ¢ozeltisi eklenip 90°C’de 5 dakika isitilip esit miktarda
yiklenen (hicre kiltliri deneylerinde 10-20 pg, doku homojenatlarinda 20-30 pug)
proteinler %10’luk sodyum dodesil silfat (SDS) poliakrilamid jellerde Biorad
PowerPac 300 cihazi kullanilarak elektroforez yontemiyle ayrildi. Proteinler yine
elektroforez yontemiyle nitroseliiloz membranlara transfer edildi. Transfer sonunda
esit miktarda protein yiklemesi yapilip yapiimadiginin ve transfer verimliliginin
degerlendirilebilmesi icin membranlar Ponceau S ¢o6zeltisi ile boyandi. Membranlar
TBS-T ile yikanip Ponceau S boyamasi uzaklastirildi. Membranlar nonspesifik
baglanma noktalarinin kapatilmasi icin TBS-T icinde hazirlanmis %5’lik yagsiz sit
tozu c¢ozeltisi ile 2 saat boyunca oda sicakhiginda bloklandi. Bloklamanin ardindan
membranlar Tablo 3.2.'de belirtilen primer antikorlar ile 4°C’'de gece boyunca
inkiibe edildi. Primer antikor ile inklbasyonu takiben 2 saat boyunca oda

sicakhiginda 1:10000 anti-rabbit ya da anti-mouse sekonder antikorla inkiibe edildi.
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inkiibasyon siiresi sonunda membranlar giiglendirilmis 1sima reaktifleri (ECL) ile
muamele edilerek imminoreaktif bantlar gorinir hale getirildi. Bantlarin optik
yogunluklari Image) programi kullanilarak gérece arbitrary birim olarak saptandi. B-
aktin antikoru internal kontrol olarak kullanildi (Tablo 3.2.). Gerekli gorilen
membranlarda siyirma (stripping) yapilarak diger primer antikorlarla inkibe edildi.
Siyirma islemi icin siyirma ¢ozeltisi ile 15 dakika 37°C’de birakilan membranlar TBS-T
ile 3 kez 10 dakika yikanarak siyirma cozeltisinin iyice uzaklasmasi saglandi. Otuz
dakika kadar yagsiz sit tozu ¢ozeltisi ile bloke edilerek inklibasyon islemleri bastan

itibaren tekrarlandi.

3.5. Gergcek Zamanh Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu Ana-

lizleri

Total RNA, Qiagen-RNeasy mini kit kullanilarak primer sigan néronal kulti-
rinden ekstre edildi. Bu kit RNA’larin segici baglanma 6zelligi gosteren bir silika
membran Uzerine santrifllj glicliyle baglanmasi prensibine gore calisir. Etanol bu
baglanmanin gerceklesmesi icin uygun ortami saglar. Noronlardaki total RNA
membrana baglanirken kalan hicre kisimlari uzaklastirildi. Total RNA ise 30-100 pL
su icinde seyreltildi. RNA 6rnekleri agaroz jelde yuritilerek DNA kontaminasyonu
olup olmadigi kontrol edildi. Yiiksek kapasiteli cONA Reverse Transcription Kit kulla-
nilarak komplementer deoksiribonikleik asit (cDNA) elde edildi. Ger¢gek zamanl ters
transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (Real-time RT-PCR) amplifikasyon testi
icin goreceli standart yontemi kullanildi. Bu yontemde sigan ya da fareden elde
edilmis 6rneklerden géreceli bir standart egri olusturulur ve bu standartlar birgok
plakta kullanilabilir. Bilinmeyen orneklerin ve standartlarin yiklendigi plaklarda her
bir 6rnegin mRNA miktari cycle threshold (Ct) degeri hesaplandi ve standartlarin Ct
degerlerinden olusturulan standart egriye gore goreceli degerleri hesaplandi. Hedef
genlerin ve endojen kontrol genlerin ol¢climleri farkh PCR reaksiyonlariyla yapildi.
Termal siklus ve floresans olcimi TagMan gen ekspresyon analizi protokoliine gore
ABI PRISM 7000 Sekans Deteksiyon Sistemi kullanilarak yapildi. Her bir kuyuya 10 pl
PCR Master Mix, 10 ng RNA’ya karsilik gelecek 2 pul cDNA, 1 ul primer ve 7 ul PCR igin
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su eklenerek toplam 20 ul yiklendi. Kullanilan primerler gene uygun olarak,
reaksiyon sayisi distinllerek ve calisilacak hayvan tiirlii goz ontinde bulundurularak
ThermoScientific katalogundan secildi ve primerlere iliskin bilgiler Tablo 3.2.'de
belirtildi. Hedef genlerin (Seladin-1, IDE ve BACE1) mRNA kopya sayisi endojen
kontrol geni olarak kullanilan RPLPO mRNA kopya sayisi ile normalize edildi.

Degerler kontrol grubuna kiyasla ve ortalama + standart hata olarak verildi.
3.6. Kolesterol ve Desmosterol Olgiimleri

Bes glin devamli inkiibasyondan sonra toplanan primer kortikal néronlarda
kolesterol ve desmosterol dizeyleri gaz kromatografisi/kiitle spektrometresi yonte-

miyle Bjorkhem ve ark. (131) tarafindan olgulda.
3.7. immiinositokimya Analizleri

immiinositokimya analizleri primer sican hipokampal néronlari kullanilarak
yapildi. Néronlar 20 dakika boyunca paraformaldehit ile fikse edildi. N6éronlar 6nce-
likle primer antikorla gece boyunca, daha sonra 30 dakika sekonder antikorla (Alexa
fluor 488 chicken anti-rabbit) inkibe edildi. Hiicre c¢ekirdekleri 4,6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) ile boyanarak gosterildi. Negatif kontrollarda primer antikorla
inklibasyon disindaki islemler tekrar edildi. Konfokal goriintiileme Zeiss LSM 510
META konfokal lazer tarama sistemi ile gerceklestirildi. DAPI ve Alexa 488
floresanlari farkli kanallar araciligiyla ve 40X blylitmede kaydedildi. Her bir
inkiibasyon grubundan 6 adet 6rnekten fotograf cekilerek aralarindan grubu en iyi
temsil eden fotograf secildi ve Photoshop programi kullanilarak kirmizi renkte
boyamalar disindaki tiim boyamalar kaldirildi. Boylece kirmizi boyama yapilan
ilgilendigimiz proteinler yalniz birakilarak gruplar arasinda daha kolay karsilastirma

yapilmasi saglandi.
3.8. Hiicre Canlilig

Hicre canliigi 4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolyum bromir (MTT)

testi ile kontrol edildi. Bu yontemde MTT, metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan



27

nikotinamid adenin dinikleotit hidrojen, nikotinamid adenin dinlikleotit fosfat hid-
rojene indirgenir ve reaksiyonun sonunda renkli formazan kristalleri olusturur. Renk
degisikligi spektrofotometre kullanilarak 540 nm’de okunur. Uretilen formazan mik-

tari canh hiicre sayisi ile dogru orantili olarak artar.
3.9. istatistiksel Analiz

Veriler ortalama * standart hata olarak ifade edildi. Coklu gruplar arasindaki
karsilastirmalarda iki yonli varyans analizi (ANOVA) yapildi ve post hoc olarak da
Bonferroni testi yapildi. iki grup arasindaki karsilastirmalarda da Student’in t testi
kullanildi. Analizler Graphpad Prism 5.0 yazilimi kullanilarak yapildi. Tim istatistiksel

karsilastirmalarda P<0,05 ise istatiksel olarak anlaml kabul edildi.
3.10. Deneylerde Kullanilan Cozelti, ilag ve Reaktifler

Tablo 3.1. Deneylerde kullanilan ¢ozeltiler.

Cozelti icerigi

50 mM Tris HCI, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, %1
Lizis ¢ozeltisi (pH 7,4) triton X-100, 1:500 proteaz inhibitéri, 1:100 fosfataz inhibi-
tora

(1 Ligin 1X diliisyonda)

Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8) | 60,6 g Tris Baz
Tris-HCI 1,5 M (pH 8,8) |181,7 g Tris Baz

(500 mL i¢in 1X diliisyonda)
3,51 g NaCl, 0,093 g KCl, 0,25 g MgS04, 0,147 g CaCl,, 1,092 g
NaHCOs3, 0,098 g NaH,P0,,0,991 g glukoz
100 mL %10'luk SDS, 62,5 mL Tris-HCI 0,5 M, 338 mL distile
su, 3 mL B-merkaptoetanol

(1 Ligin 10X diliisyonda)

30,3 g Tris-Baz, 144 g glisin, 15 g SDS (100 mL stok 900 mL
distile su ile 1X’e dilte edilir.)
30 g Tris-Baz, 144 g glisin (200 mL stok, 200 mL metanol ve
600 mL distile su ile 1X'e dilte edilir.)
60,5 g Tris-Baz, 87,6 g NaCl (100 mL stok 900 mL distile su ile
1X’e dille edilir ve %0,1 Tween-20 eklenir.)

(10 mL igin 1X diliisyonda)
3,2 mL Tris-HCI 0,5 M, 4 mL %10'luk SDS, 2 mL gliserol, 500 pL
Yiikleme ¢6zeltisi 100 mM EDTA, 200 pL bromofenol mavisi, 100 pL distile su,
150 mg DTT

Beyin omurilik sivisi

Siyirma g¢ozeltisi

Siriikleme ¢ozeltisi

Transfer ¢ozeltisi (pH 8,3)

TBS-T (pH 7,4)
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Deneylerde kullanilan ¢ozelti ve reaktifler Tablo 3.1.de gosterilmistir.

Ketamin Pfizer ilaglari Limited Sirketi, ksilazin Ege Veteriner Hayvancilik Sa-
nayi ve Ticaret Limited Sirketi, Tirkiye’den temin edildi. Metformin Abdi ibrahim ilag
firmasi tarafindan hibe edildi. Poli-D-Lizin (P6407), estradiol (E8875), proteaz inhibi-
toru (P8340) ve fosfataz inhibitorti (P0044), Poncea S (P7170), MTT tozu (M5655),
Trizma baz (T1503), DAPI (D9542), SDS (L4390), amonyum persilfat (A3678), glisin
(G7126), metanol (32213), agaroz (A9539), NaCl (S7653), sigir serum albumini
(A9647), paraformaldehit (47608), siit tozu (70166), gliserol (G5516), bromofenol
mavisi (B0126), STZ (S0130) Sigma St. Louis, Missouri’den alindi. Neurobasal
(21103049), penisilin-streptomisin (10000 U/mL) (15140122), Glutamaks
(35050-61), B27 suplemani (17504-044), B27 Supplement Minus insilin
(A1895601), ribonikleaz inhibitorid (N8080119), MuVL ters transkriptaz
(N8080118), Tagman Universal PCR Master Mix (4364338), niikleaz icermeyen
su (R0582), Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit (A11034), Pierce BSA Protein
tayini kiti (23225) ve Pierce ECL Western Blot Substrati (32106) Life
Technologies, Carlsbad, Kaliforniya’dan alindi. Akrilamid (0311) Amresco, TEMED
(1610801) Biorad, Hercules, Kaliforniya’dan alindi. RNeasy mini kit (74106),
riboniikleaz icermeyen deoksiribonikleaz seti (79254) Qiagen, Hilden, Almanya’dan
alindi. ECL deteksiyonu icin hiperfilm (Amersham, 28906836) GE Healthcare Life

Sciences, Hilden, Almanya’dan alindi.

Tablo 3.2. Deneylerde kullanilan antikorlar.

Antikorlar PCR Primerleri

Seladin-1 | Orb6782 Biorbyt Rn01417370_m1 Life Technologies
iDE Ab32216 Abcam Rn00565839 m1 Life Technologies

BACE1 Ab2077 Abcam Rn00569988 m1 Life Technologies

Aktin A2066 Sigma - -

RPLPO - - Rn03302271GH Life Technologies
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4. BULGULAR
4.1. Hiicre Kiltiirinde Uygulanan islemlerin Hiicre Canliligina Etkisi

Bes giin devamli ya da aralikh yiliksek glukoz inkiibasyonunun insilin
varliginda ya da yoklugunda hiicrelerin canliligi Gzerine olumsuz bir etkisi olmadi.

Mannitol inkiibasyonunun da hiicre canhligina zarar vermedigi gortldi (Sekil 4.1.).

A 5 giin devamli inkiibasyon B 5 giin aralikli inkiibasyon
58 1001 = — _ 'é' 100
=% L 23
£3 |Eeges 3
S c ] G >
&) [S]y=
o2 5 i 3
L0 7 ] 235 504
L] Eil o T
2 € i 3 £
o | Io
x = ¥
i =
0 0
insilin  + - + + insilinl _ + - + +
Glukoz (25 mM) + - - - Glukoz (25 mM) + - -
Glukoz (45 mM) - + + - Glukoz (25/45 mM) - + + -
Mannitol (45 mM) - - - + Mannitol (25/45 mM)| - - - +

Sekil 4.1. Sican korteks noronlarindan elde edilen primer hiicre kiltiriinde 5 giin devamli
(A) ve aralikli (B) yuksek glukoz inklibasyonunun hiicre canliigina etkisinin MTT
testi ile gosterilmesi (n=6).
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4.2. Hiicre Kiiltiiriinde 48 saat Devamli inkiibasyonun Seladin-1 Protein ve

mRNA Diizeyine Etkisi

Kirk sekiz saat devaml inkiibasyon seladin-1 protein ve mRNA diizeyinde

anlamli bir degisiklik yapmadi (Sekil 4.2.).

Kontrol (-)ins ()ins’YG Hins’YG
Seladin-1p - S e ey |
60.1kDa I S = o= fhe o f

AKD e e e e — —— e ———

42kDa
A s, 150, 48 saat devamliinkiibasyon B _ 300, 48 saatdevamliinkiibasyon
3 =
N o~ B o
3% £3
- E - = -g
= N 100- < N 200
5 > g>
© C 4 =
23 +
= 5 50- T 2 100
o € = C
o O T o
X Sy
:0 3 e
o 0 04
insiilin|  + + + insiilin| + + |+ +
Glukoz (25 mM),  + + - Glukoz (25 mM), + + - -
Glukoz (45 mM) + + - Glukoz (45 mM)| - + + - + + +
Mannitol (45 mM) + Mannitol (45 mM)| - + -
Estradiol (10 nM)| - - +
Metformin (1 mM), - - + +

Sekil 4.2. Sican korteks néronlarindan elde edilen primer hiicre kiltirinde 48 saat devamli
inkibasyonun seladin-1 protein (A) ve mRNA (B) diizeyine etkisi (A: n=4-6, B: n=3).
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4.3. Hiicre Kiiltiiriinde 5 giin Devamli inkiibasyonun Seladin-1 Protein ve

mRNA Diizeyine Etkisi

Bes giin devamli inkiibasyondan sonra (-)insulin ve (-)instlin/ylksek glukoz
gruplarinda seladin-1 protein diizeyi kontrola gore sirasiyla %18,20 ve %25,53 azaldi
(Sekil 4.3.A). (+)insulin/yuksek glukoz grubunda ise seladin-1 diizeyi degismedi (Sekil
4.3.A). Mannitol grubunda da degisiklik saptanmadi. Metformin/(+)insulin grubunda
seladin-1 duzeyi hem kontrola hem de (+)insilin/yiksek glukoz grubuna kiyasla
sirasiyla %35,91 ve %42,10 artti (Sekil 4.3.A).

Bes giin devamli inkiibasyondan sonra (-)instlin ve (-)insulin/yiiksek glukoz
gruplarinda seladin-1 mRNA diizeyi kontrola goére sirasiyla %58,44 ve %60,30 azaldi
(Sekil 4.3.B). Estradiol ve metformin inkiibasyonu bu azalmayr 06nlemedi.
(+)instilin/yuksek glukoz grubunda seladin-1 mRNA dizeyi kontrola gore degismez-
ken, (-)instlin/ylksek glukoz grubuna gore %125,60 artti. Metformin/(+)insilin

grubunda seladin-1 mRNA diizeyi metformin grubuna goére %175,57 artti (Sekil

4.3.B).
Kontrol (-)ins (-)ins/\'G !+2ins/YG s+2ins/\'G/MeI
Seladin-1
60.1kDa
4—;';\‘]1)!1 . ——— - e ———— — -~
KDa —
A = s B
5 giin devamli inkiibasyon = Rl
Kk 5 giin devamli inkiibasyon
% 150- E *k 1.
N £ =150 1 ,,
S x5
0o so I e
o o e oy
< 51004 < 5
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Sekil 4.3. Sican korteks noronlarindan elde edilen primer hiicre kiltiriinde 5 giin devamli
inkiibasyonun seladin-1 protein (A) ve mRNA (B) diizeyine etkisi (A: n=7-20,
metformin/(+)insilin n=4, B: Kontrol, (-)instlin, (-)insllin/ylksek glukoz,
(+)insulin/ytksek glukoz n=6 diger gruplarda n=3, * P<0,05; ** P<0,01;
*** Pp<0,001; Cizgilerle belirtilen gruplar arasinda istatistiksel olarak fark vardir).
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4.4. Hiicre Kiiltiiriinde 5 giin Devamli inkiibasyonun Seladin-1 Proteini Uze-

rine Etkisinin Konfokal Mikroskopi ile Gosterilmesi

Hicre govdesi, cekirdegi, akson ve dendritleri incelendiginde
imminositokimya ¢alismalari tim gruplardaki néronlarin morfolojik olarak normal
oldugunu gosterdi. Seladin-1 boyamasi beklendigi gibi (104) hiicre iginde homojen
olarak goruldi. Bu yontem nicel bulgu saglamasa da insilinsiz ve/veya yiksek

glukozlu gruplarda seladin-1 boyamasinda azalma gorildi (Sekil 4.4.).

Kontrol (-) insiilin (-) insiilin/Yiiksek Glukoz
(+) insiilin/Yiiksek Glukoz Mannitol Metformin

Sekil 4.4. Primer hipokampal néronlarda 5 giin devamli inkiibasyondan sonra yapilan
seladin-1 boyamasinin temsili fotograflar (Seladin-1 (kirmizi), tabdlin (yesil) ve
hicre cekirdegi (mavi) ile boyanmistir).
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4.5. Hiicre Kiiltiiriinde 48 saat Aralikh inkiibasyonun Seladin-1 Protein ve

mRNA Diizeyine Etkisi

Kirk sekiz saat aralikh inkiibasyon seladin-1 protein diizeyinde her hangi bir

degisiklik yapmadi (Sekil 4.5.A). Seladin-1 mRNA diizeyinde gorilen degisiklikler ise

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. insilinsiz gruplarda seladin-1 mRNA

diizeyinde anlamli olmayan hafif bir azalma paterni gézlendi (Sekil 4.5.B).
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c ]
LS E 5 100
2 £ 50 T
25 5 & 50
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o 0- 0
Insiilin] + - + + Insiilin] + - + |+
insiilin (aralikh)| - + + - insiilin (aralikl) + + -
Glukoz (25 mM)| + + - - Glukoz (25 mM)| + +
Glukoz (25/45 mM)] - + |+ + Glukoz (25/45 mM)

Mannitol (25/45 mM)

Mannitol (25/45 mM)

Estradiol (10 nM),

Estradiol (10 nM)

Metformin (1 mM),

Metformin (1 mM)

Sekil 4.5. Sican korteks néronlarindan elde edilen primer hiicre kiltiirlinde 48 saat aralikli

inkGibasyonun seladin-1 protein (A) ve mRNA (B) diizeyine etkisi (A: n=6-9, B: n=3).
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4.6. Hiicre Kiiltiiriinde 5 giin Aralikli inkiibasyonun Seladin-1 Protein ve

mRNA Diizeyine Etkisi

Bes giin aralikli inkiibasyon seladin-1 protein ve mRNA (Sekil 4.6. A ve B)

diizeyinde degisiklik yapmadi.

Kontrol ()ins/YG/Met
w
Seladin-1 .
B —————— A gl —
60.1kDa » - " — e —
Aktin A
4O KD —————— ——— —— ——
A B 5 guin aralikh inkiibasyon
.:>’. 150+ c 2501
:g = ; = —_
a2 s § 201
TR 1001 <X
c 3 p=]
5 > Z >\ 1504
© £ x =
3 3 ES
2] <P 1004
3E ™ £E
e 82 504
:S =~ g ~
o 0 0
insiilin Insiilin| - + +
insiilin (aralikl) insdilin (aralikl) + +
Glukoz (25 mM) Glukoz (25 mM) + -
- + + - + +

Glukoz (25/45 mM)

Glukoz (25/45 mM)

Mannitol (25/45 mM)

Estradiol (10 nM)

Mannitol (25/45 mM),

Estradiol (10 nM)

Metformin (1 mM)

Metformin (1 mM),

Sekil 4.6. Sican korteks noronlarindan elde edilen primer hiicre kiltirinde 5 giin aralikli
inkGibasyonun seladin-1 protein (A) ve mRNA (B) diizeyine etkisi (A: n=9-12, B: n=3).
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4.7. Hiicre Kiiltiiriinde 5 giin Aralikli inkiibasyonun Seladin-1 Proteini Uze-

rine Etkisinin Konfokal Mikroskopi ile Gosterilmesi

Bes glin aralikli inkiibasyonun ardindan yapilan immiinositokimya ¢alismala-
rinda da tiim gruplardaki néronlarin morfolojik olarak normal oldugu saptandi (Sekil
4.7.). Aralikli inkibasyon gruplarinda da seladin-1’in hiicre igcinde homojen olarak

boyandigi goriuldu (Sekil 4.7.).

Kontrol () insiilin (-) insiilin/Yiiksek Glukoz (+) insiilin/Yiiksek Glukoz

Sekil 4.7. Primer hipokampal néronlarda 5 giin aralikli inkiibasyondan sonra yapilan seladin-
1 boyamasinin temsili fotograflari (Seladin-1 (kirmizi), tubulin (yesil) ve hicre
cekirdegi (mavi) ile boyanmistir).
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4.8. Hiicre Kiiltiiriinde 5 giin Devaml inkiibasyonun BACE1 Protein ve

mRNA Diizeyine Etkisi

Bes glin devamli inkiibasyondan sonra (-)instlin ve (-)insulin/yiiksek glukoz
gruplarinda BACE1 protein dizeyi kontrola goére sirasiyla %15,70 ve %21,82 artti
(Sekil 4.8.A). (+)insulin/yuksek glukoz grubunda ise BACE1 dizeyi degismedi (Sekil
4.8.A). BACE1 mRNA dizeyi kontrola gore (-)insiilin grubunda degismezken,
(-)instlin/yuksek glukoz grubunda anlamli olarak artti (Sekil 4.8.B). Kirk sekiz saat
inklibasyondan sonra seladin-1 dizeyleri degismedigi icin BACE1 dlzeyleri de

arastirilmadi.
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insiilin + - - + insiilin + - - +

Glukoz (25 mM) + + - - Glukoz (25 mM) + +
Glukoz (45 mM) - - + + Glukoz (45 mM) - - + +

Sekil 4.8. Sican korteks noronlarindan elde edilen primer hiicre kiltirinde 5 giin devamli
inkGlbasyonun BACE1 protein (A) ve mRNA (B) dizeyine etkisi (A: n=9-15, B: n=6,
* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; Cizgilerle belirtilen gruplar arasinda istatistiksel
olarak fark vardir).
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4.9. Hiicre Kiltiriinde 5 giin Devamli inkiibasyonun

Desmosterol/Kolesterol Oranina Etkisi

Bes glin devamli inkiibasyondan sonra (-)instlin ve (-)insulin/yiiksek glukoz
gruplarinda kontrola goére desmosterol miktarinda istatistiksel olarak anlaml
olmayan bir artis paterni saptandi (Sekil 4.9.). Kirk sekiz saat inkiibasyondan sonra
seladin-1 duizeyleri degismedigi icin desmosterol ya da kolesterol dizeyleri

Olclilmedi.

n (]
(= [
T 9

1504

1004

504

Desm osterol (ngfug kolesterol)

G
i

0

insiilin + - - +
Glukoz (25 mM) + + - -
Glukoz (45 mM) - - + +

Sekil 4.9. Sican korteks noronlarindan elde edilen primer hiicre kiltirinde 5 giin devamli
inkibasyonun desmosterolden kolesterol olusmasina etkisi (n=6, P<0,09).
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4.10. Hiicre Kiiltiiriinde 48 saat Devamh inkiibasyonun iDE Protein ve

mRNA Diizeyine Etkisi

Kirk sekiz saat devamli inkiibasyon IDE protein (Sekil 4.10.A) ve mRNA (Sekil

4.10.B) diizeyinde degisiklik yapmadi.

iDE
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Aktin

42KkDa

A

Kontrol (Oins OInsYG  (DingYG Est Met Man

48 saat devamli inkiibasyon 48 saat devamli inkiibasyon

1501

-

}<.

(=]
L

N 1004

Géreceli IDE Diizeyi

(Kontroliin ylizdesi)

IDE mRNA miktari

(Kontrolilin ylizdesi)
8

50
50
0- 0-
insillin|_ + | - - t |+ | - - insilin| + | - | - |+ |+ | - | - |+
Glukoz (25 mM)| + + - - - - Glukoz (25 mM) -
Glukoz (45 mM)| - - + + - + + Glukoz (45 mM)| - -
Mannitol (45 mM), - - - - + - - Mannitol (45 mM), - +
Estradiol (10 nM)| - - - - - + Estradiol (10 nM)| - -
Metformin (1 mM), - - - - - - + Metformin (1 mM), -

Sekil 4.10. Sican korteks noronlarindan elde edilen primer hiicre kiltlriinde 48 saat devamli

inkiibasyonun IDE protein (A) ve mRNA (B) diizeyine etkisi (A: n=6-12, B: n=3).
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4.11. Hiicre Kiiltiiriinde 5 giin Devamli inkiibasyonun iDE Protein ve mRNA

Diizeyine Etkisi

Bes giin devamli inkiibasyondan sonra (-)insilin ve (-)instlin/ylksek glukoz

gruplarinda IDE protein diizeyi kontrola gére sirasiyla %16,78 ve %20,52 azaldi (Sekil

4.11.A). (+)insulin/yiiksek glukoz ve mannitol gruplarinda IDE protein diizeyi

kontrola gore degismedi (Sekil 4.11.A). Bes gin devamh inkiibasyondan sonra

yalnizca (-)insiilin/yiiksek glukoz grubunda iIDE mRNA diizeyi kontrola gore %26,41
azaldi (Sekil 4.11.B).
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Glukoz (45 mM) + + Glukoz(45mM)| - | - | + | + | - | + | + | +
Mannitol (45 mM) - - Mannitol@5mM)| - | - | - | - | + | -
Estradiol (10 nM)| - - - - - +
Metformin (1 mM)| - - - - - - + +

Sekil 4.11. Sican korteks néronlarindan elde edilen primer hiicre kiiltiriinde 5 giin devamli
inkiibasyonun IDE protein (A) ve mRNA (B) diizeyine etkisi (A: n=17-22, mannitol
n=5, B: n=3, * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; Cizgilerle belirtilen gruplar arasinda

istatistiksel olarak fark vardir).
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4.12. Hiicre Kiiltiiriinde 5 giin Devamli inkiibasyonun IDE Proteini Uzerine

Etkisinin Konfokal Mikroskopi ile Gosterilmesi

Bes glin devamli inkiibasyon yapilan gruplarda noéronlarin morfolojisinin
normal oldugu saptandi. (-)insiilin/yiiksek glukoz grubundan alinan érneklerde IDE
proteinini gostermeye yonelik immiinositokimya bulgularinin nicel olmasa da ilgili
proteinde saptanan azalmayi (Bkz. Sekil 4.11.) destekler nitelikte oldugu goérildi
(Sekil 4.12.).

Kontrol (-) insiilin/Yiiksek Glukoz (+) insiilin/Yiiksek Glukoz Mannitol

Sekil 4.12. Primer hipokampal néronlarda 5 giin devamli inkiibasyondan sonra yapilan iDE
boyamasinin temsili fotograflar (IDE (kirmizi), tiibilin (yesil) ve hiicre cekirdegi
(mavi) ile boyanmistir).
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4.13. Hiicre Kiiltiiriinde 48 saat Aralikl inkiibasyonun IDE Protein ve mRNA

Diizeyine Etkisi

Kirk sekiz saat aralikh inkiibasyon IDE protein (Sekil 4.13.A) ve mRNA (Sekil

4.13.B) diizeyinde degisiklik yapmadi.
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Sekil 4.13. Sican korteks noronlarindan elde edilen primer hiicre kiiltirinde 48 saat aralikli
inkiibasyonun IDE protein (A) ve mRNA (B) diizeyine etkisi (A: n=6-12, B: n=3).
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4.14. Hiicre Kiiltiiriinde 5 giin Aralikh inkiibasyonun iDE Protein ve mRNA

Diizeyine Etkisi

Bes giin aralikli inkiibasyon sonrasi IDE protein dizeyi (-)insilin/yiiksek
glukoz grubunda kontrola gére %34,79 azaldi (Sekil 4.14.A). Bu azalma (-)insulin ve
(+)insulin/ylksek glukoz gruplarinda goriulmedi. Mannitol grubunda kontrola gore
IDE diizeyi degismedi (Sekil 4.14.A). Estradiol ve metformin inkiibasyonlari kontrol
grubu ile kiyaslandiginda aralikh yiliksek glukozun etkisine karsi koruyucu etki
gosterdi (Sekil 4.14.A). IDE protein diizeyinde goriilen bu degisiklikler mRNA diize-
yinde saptanmadi (Sekil 4.14.B).
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Sekil 4.14. Sican korteks noronlarindan elde edilen primer hiicre kiltirinde 5 glin aralikli
inkiibasyonun IDE protein (A) ve mRNA (B) diizeyine etkisi (A: n=6-11, B: n=3,
** p<0,01; *** P<0,001; Cizgilerle belirtilen gruplar arasinda istatistiksel olarak fark
vardir).
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4.15. Hiicre Kiiltiiriinde 5 giin Aralikh inkiibasyonun IDE Proteini Uzerine

Etkisinin Konfokal Mikroskopi ile Gosterilmesi

Bes giin aralikli inkiibasyon ardindan IDE boyamasinin vyapildigi
imminositokimya c¢alismasinin bulgularinda gruplar arasinda belirgin bir fark

gorulmedi (Sekil 4.15.).

Kontrol (-) insiilin (-) insiilin/Yiiksek Glukoz (+) insiilin/Yiiksek Glukoz

Sekil 4.15. Primer hipokampal néronlarda 5 giin aralikli inkiibasyondan sonra yapilan iDE
boyamasinin temsili fotograflar (IDE (kirmizi), tiibilin (yesil) ve hiicre cekirdegi
(mavi) ile boyanmustir).
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4.16. Deneysel Diyabetin Kan Glukoz Diizeyi ve Viicut Agirhgina Etkisi

On iki hafta sonunda yapilan élcimlere gére, DM ve OVX+DM gibi deneysel
diyabet olusturulan gruplarin kan glukoz diizeyi kontrol grubuna kiyasla énemli
Olclide artti (Tablo 4.1.). DM grubunda viicut agirligi kontrola gore azaldi (Tablo
4.1.). Kontrol, OVX, sham ve sham+c¢ozici gruplari arasinda kan glukoz dizeyi ve

vicut agirhgr bakimindan fark saptanmadi (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Diyabet ve/veya overektominin kan glukoz diizeyine ve viicut agirligina etkisi.

Kan glukozu (mg/dL) | Viicut agirhig (g)
Kontrol 135,78,5 292,8+15,8
DM 518,4136*** 225,5+11,8*
OVX+DM 391463,2%** 241,5+10
ovX 149,5210,1 272,3+10
Sham 118,3%7,2 241,3%1,9
Sham+Coziicli 133,3116,8 240%4,5

(Kontrol n=13, DM n=7, OVX+DM n=4, OVX n=6, Sham n=3, Sham+¢oziicl
n=3, *P<0,05; ***P<0,001; kontrol grubundan istatistiksel olarak farklidir.)
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4.17. Deneysel Diyabetin Seladin-1 Protein ve mRNA Diizeyine Etkisi

On iki hafta sonunda DM ve OVX+DM gruplarinin serebral korteksindeki
seladin-1 diizeyi kontrola gore sirasiyla %14,28 ve %24,75 azaldi (Sekil 4.16.A).
Yalnizca overektomi yapilmis grupta seladin-1 diizeyi kontrola gore degismedi (Sekil
4.16.A). On iki hafta diyabet, sicanlarin hipokampus dokusunda seladin-1 protein
(Sekil 4.16.B) ve mRNA (Sekil 4.16.C) diizeyini kontrola gore degistirmedi.
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Sekil 4.16. Diyabetin sican serebral korteksinde (A ve D), hipokampusunda (B) seladin-1
protein ve hipokampusunda seladin-1 mRNA (C) diizeylerine etkisi (A: Kontrol n=13,
DM n=7, OVX+DM n=4, OVX n=6, B: Kontrol n=10, DM n=8, C: n=4, * P<0,05;
** P<0,01; *** P<0,001; Cizgilerle belirtilen gruplar arasinda istatistiksel olarak fark
vardir).
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4.18. Deneysel Diyabetin BACE1 Protein Diizeyine Etkisi

Deneysel diyabet sicanlarin serebral korteksinde ve hipokampusunda BACE1

protein diizeylerini kontrola gore degistirmedi (Sekil 4.17.).
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Sekil 4.17. Diyabetin sican serebral korteksinde (A ve C) ve hipokampusunda (B) BACE1
protein diizeyine etkisi (A: Kontrol n=10, DM n=7, B: Kontrol n=10, DM n=8).
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4.19. Deneysel Diyabetin IDE Protein ve mRNA Diizeylerine Etkisi

On iki hafta sonunda, DM ve OVX+DM gruplarinin serebral korteksindeki iDE
dlzeyi kontrola gore sirasiyla %28,29 ve %34,63 azaldi (Sekil 4.18. A ve D). Yalnizca
overektomi yapilmis grupta IDE diizeyi kontrola gére degismezken, OVX+DM
grubuna gore %34,63 artti (Sekil 4.18. A ve D). On iki hafta diyabet, sicanlarin
hipokampus dokusunda IDE protein (Sekil 4.18.B) ve mRNA (Sekil 4.18.C) diizeylerini
degistirmedi. DM grubunda IDE mRNA diizeyi kontrola kiyasla azalsa da istatistiksel
olarak anlaml bulunmadi (Sekil 4.18.C).
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Sekil 4.18. Diyabetin sican serebral korteksinde (A ve D), hipokampusunda (B) iDE protein
ve hipokampusunda mRNA (C) diizeyine etkisi (A: Kontrol n=13, DM n=7, OVX+DM
n=4, OVX n=6, B: Kontrol n=9, DM n=8, C: n=4, ** pP<0,01; *** P<0,001; Cizgilerle
belirtilen gruplar arasinda istatistiksel olarak fark vardir).
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5. TARTISMA

Son yillarda yapilan ¢ok sayida klinik ve epidemiyolojik calisma diyabetli kisi-
lerde AH gelisme riskinin artmis oldugunu géstermektedir (38). Tim bu calismalara
ragmen bu iki hastalik arasindaki iliskinin molekiler mekanizmalarinin arastirildig
calismalar sinirh sayidadir. Bu tez kapsaminda DM ve AH arasindaki molekiler me-
kanizmalarin arastirilmasi amaciyla, deneysel diyabetin AH ile iliskili proteinler olan
seladin-1 ve IDE Uizerine etkisi incelendi. Ayrica bu proteinleri néroprotektif 17p-
E2’'nin ve antidiyabetik ilagc metforminin ne yonde etkiledigi de arastirildi.

Primer hiicre kiltirinde olusturdugumuz insilinsiz ya da yiiksek glukozlu
gruplar in vivo hipoinsilinemi ve hiperglisemi gibi birlikte seyreden diyabetik kosul-
larin birbirinden bagimsiz arastiriimasini sagladi. Hiicre kilturinde olusturulan bu
gruplarda 5 giin inkiibasyondan sonra bile hiicre canliiginda azalma goérilmemesi

incelenen proteinlerin diizeylerindeki degisimin bundan kaynaklanmadigini gésterdi.
5.1. Diyabetin Seladin-1 Uzerine Etkisi

Alzheimer’lh hastalarda azaldigl bilinen seladin-1 enzimi (83) kolesterol
biyosentezinin son basamagindaki desmosterolden kolesterol olusum reaksiyonunu
katalizler (81). Cesitli arastirmalarla seladin-1’in néroprotektif ve antiapoptotik ol-
dugu ortaya konmustur (83, 86-91). Bu arastirmalarda seladin-1 diizeyinde goriilen
azalmanin néronlarda cesitli hasarlara neden oldugu bildirilmistir. Bu hasar bazen
kolesterol sentezinde azalma (85, 86, 88, 91) sonucu plazma membraninin bitinli-
glinde bozulma, bazen de apoptotik yolakta aktivite artisi sonucu hiicre 6limi ile
meydana gelmektedir (83, 88-90).

Diyabetik kosullarin seladin-1 diizeyini azaltip azaltmadigi bu tez kapsaminda
incelenen konulardan birisidir. Hucre kultiri ortaminda 48 saat devamli olarak
instlinsiz, yiksek glukoz iceren ve her iki durumun birlikte oldugu vasatta inkibe
edilen primer néronal hiicrelerin seladin-1 protein ve mRNA diizeylerinde degisiklik
gorilmedi. Estradiol ve metformin inkiibasyonu da 48 saat sonunda seladin-1 mRNA
diizeyinde kontrola gére anlamli bir fark olusturmadi. Bu sonuglara gére 48 saat

siren inkibasyonun seladin-1 diizeyinde degisiklikler gérmek icin yeterli olmadigi
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soylenebilir. Zira ayni islemlerin 5 glin boyunca uygulandigi gruplarda seladin-1 pro-
tein ve mRNA diizeylerinde azalma saptandi. insilinsiz grupta 5 giin sonunda
seladin-1 protein ve mRNA diizeyleri kontrola kiyasla azaldi. insilinsiz ve yiiksek
glukozun birlikte uygulandigl grupta da seladin-1 diizeyinde azalma goérildi. ilging
olarak yalnizca glukozun yiksek oldugu grupta seladin-1 diizeyi degismedi. Bu
sonuglar seladin-1 dizeyini disurici asil etkenin insilin eksikligi oldugunu isaret
etmektedir. Bizim sonuclarimizi destekleyen bir ¢alismada diyabette kolesterol
sentezleyen enzimlerin azalmasinda major etkenin hiperglisemi degil insilin eksikligi
oldugu (132), kan glukoz diizeyi normale dondiirilse bile bu azalmanin diizelmedigi
saptanmistir. Calismamiz insilinin seladin-1 ekspresyonunda dizenleyici bir faktor
olarak rol oynadigini gésteren ilk arastirmadir.

Ote yandan literatiirde bizim sonuglarimiza ters diisecek sekilde yiiksek
glukozun seladin-1 mRNA diizeyini azalttigini bildiren bir ¢alisma bulunmaktadir
(96). Fotal noroepitelyal hiicrelerde yapilan bu calismada kullanilan hiicre tipinin ve
kullanilan glukoz konsantrasyonunun (20 mM) bizimkinden farkli olmasi ve
hiicrelerin yiiksek glukoza ne kadar siire maruz birakildiginin bildiriimemesi bu
celiskinin sebepleri olarak disinilebilir.

Calismamizda 5 glinlik inkiibasyon sonunda estradioliin, insilinsiz ve yiiksek
glukozlu ortamda seladin-1 mRNA diizeyindeki azalmayl Onleyici bir etkisi
gorilmedi. Oysa seladin-1'in estradioliin noéroprotektif etkilerinden sorumlu
oldugunu isaret eden (93, 95) ve artan konsantrasyonlarda estradioliin seladin-1
MRNA dizeyini artirdigini gosteren (92) yayinlar mevcuttur. Bu celiskili durum
seladin-1 duzenlenmesinde farkh hicrelerde farkli mekanizmalarin  rol
oynayabilecegini disindlirmustir. Bahsedilen galismalarda (92, 93, 95) insan fotal
noroepitelyal hiicreler, bizimkinde ise sican primer kortikal néronlar kullanilmistir.
Ote yandan seladin-1’in hiicresel stres ve normal kosullardaki diizenlenmesinin
farklihk gosterebildigi de bildirilmektedir (90). Bizim uyguladigimiz insilinsiz ve
ylksek glukozlu ortam ndronlar fizyolojik kosullarin disina itebileceginden stres

yaratarak estradioliin seladin-1 lizerine etkisini maskelemis olabilir.



50

Uzun yillardir diyabette regete edilen baslica ilaglardan biri olan metformin
kan beyin bariyerini gecen ve antiinflamatuvar ve néroprotektif etkileri bilinen bir
bilesiktir (133, 134). Metforminin son zamanlarda yaslanmayi geciktirici (135) ve
bilissel fonksiyonlari duzeltici (136) etkileri dikkat ¢ekmektedir. Nitekim bir
calismada T2DM hastalarinda demans gorilme riskinin saglikli kisilere gore 2,41 kat
fazla oldugu, metformin tedavisi gorenlerde bu riskin 1,77’ye distiga bildirilmistir
(137). Ayrica metforminin primer noéronal hilicre kiltirinde apoptozise karsi
koruyucu oldugunu (134), tau fosforilasyonunu énledigini (138) gosteren calismalar
da vardir. Fare noroblastoma hiicre serisinde yiiksek instlin inklibasyonuyla insilin
direnci gelistirilen hiicrelerde yapilan bir calismada, metforminin instlin aktivitesine
duyarliigi artirdigi, molekiler ve patolojik AH belirteglerine karsi koruyucu oldugu
gosterilmistir (129). Yuksek yag icerikli diyetle beslenen sicanlarda metformin
tedavisi periferdeki olumlu etkilerinin yani sira, beyindeki artmis mitokondriyal
stresi azaltmis, bozulmus 6grenme ve bellegi diizeltmistir (136). Db/db farelere 18
hafta metformin uygulandigl bir calismada da tau fosforilasyonunda azalma ve
sinaptofizinde artis oldugu gosterilmistir (139). Tim bu bilgiler 1siginda metforminin
diyabetik kosullarda seladin-1 dlizeyinde artisa neden olup olmayacagl bu tez
kapsaminda incelendi. Bes giin boyunca insllinsiz yiksek glukozlu ortamda azalmis
olan seladin-1 diizeyi metformin inkiibasyonuyla artmadi. ilgin¢ olarak ortamda
instlin bulunmasi, glukoz yiiksek olsa dahi, seladin-1 diizeyini kontroldan da yliksek
bir diizeye ¢ikardi. Bu sonuglar metforminin seladin-1 diizeyinde etki gostermesi igin
ortamda insllinin olmasi gerektigini akla getirmektedir. Dolayisiyla metforminin
seladin-1 Gzerindeki diizenleyici etkisinin pleiotropik etkiden ziyade daha 6nce de
gosterilmis olan (129) hicrelerin insiiline duyarliligini artirict  etkisinden
kaynaklandigi ileri sirlebilir.

Mannitol grubu, olasi degisikliklerin yliksek glukoz konsantrasyonunun
neden oldugu ozmolarite artisina mi yoksa glukozun kendi etkisine mi bagl
oldugunun anlasiimasi icin olusturuldu (128). Bes glinliik inkiibasyondan sonra

mannitol grubunda kontrola kiyasla seladin-1 protein ve mRNA diizeylerinde bir
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degisiklik gorilmemesi ozmolarite artisinin seladin-1 diizeyine katkisinin olmadigini
gosterdi.

imminositokimyasal sonuclara bakildiginda 5 giin inkiibasyonun ardindan
tim gruplardaki néronlarin morfolojik olarak normal oldugu gosterildi. Seladin-1
literatlirde belirtildigi (104) gibi hiicre icinde homojen boyandi. Hicresel stres
durumlarinda cekirdege yerlestigi bilinen seladin-1 (140) olusturdugumuz cesitli
inklibasyon gruplarinda herhangi bir lokalizasyon degisikligi sergilemedi.

Diyabette glisemik kontrolun bilissel performansi etkiledigi bilinmektedir. lyi
kontrol edilmis glisemi psikomotor yetenekleri, motor hizi, bellegi, s6zel yetenek
skorlarini ve akademik basariyi iyilestirirken (10) iyi kontrol edilemeyen glisemi
beyne hasar verebilir (128). Literatiirde glukoz dalgalanmalarinin sirekli yliksek
glukoza maruz kalmaktan daha zararh oldugunu gosteren galismalar vardir (96, 128,
141). Bu tez kapsaminda primer néronlarin 24 saat normal, 24 saat ylksek glukoza
maruz birakilmasiyla yaratilan aralkli inkibasyon gruplari literatirdeki benzer
¢alismalardan yola ¢ikilarak olusturuldu. Kirk sekiz saat ya da 5 glin aralikli uygulama
sonucunda seladin-1 dizeylerinde degisiklik olmamasi glukoz dalgalanmasinin
noronlarda olusturdugu hasarda seladin-1’in rol almadigini gosterdi. Seladin-1
dizeyinde insilin dalgalanmasinin daha etkili olmasi 6ngoriilse de herhangi bir
degisiklik saptanmadi. Bu durum insilinin seladin-1 izerindeki reglilasyonunun daha
uzun slire maruziyetten sonra ortaya ¢ikabilecegini diistindirmektedir.

Seladin-1 geni silinmis farelerde azalmis kolesterol diizeyi nedeniyle
blatinltgl bozulmus plazma membranlarinda APP’nin amiloidojenik kesilmesi artar
ve AR birikir (86). Seladin-1 aktivitesindeki azalma membran kolesteroliinde
azalmaya neden olarak néronlarin AB42 toksisitesine acgik hale gelmesine neden olur
(91). Seladin-1 diizeyinde azalma gorilen bir calismada BACE1 diizeyinin yikselmesi
nedeniyle APP kesilmesinde ve AR birikmesinde artis meydana geldigi bildirilmistir
(90). Seladin-1’in amiloidojenik yolaktaki roltyle ilgili tim bu bulgular g6z 6niine
alinarak calismamizda diyabetik kosullarda seladin-1 diizeyindeki azalmaya BACE1
diizeyinde bir artisin eslik edip etmedigi arastirildi. BACE1 protein diizeyi insilin

eksikliginin tek basina ya da ylksek glukozla birlikte oldugu gruplarda kontrola gore
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artmis bulundu. Yalnizca ylksek glukoz grubunda BACE1l protein diizeyinin
degismemesi seladin-1 reglilasyonunda oldugu gibi BACE1 regiilasyonunda da
insiilini ®ne ¢ikarmaktadir. ilging olarak mRNA diizeyinde incelendiginde yalnizca
insllinsiz ve yuksek glukozun bir arada oldugu grupta BACE1 artisi gorildi. Benzer
sekilde BACE1 protein dizeyi artarken mRNA dizeyinin degismedigini bildiren bazi
calismalar mevcuttur (43, 142). Bu durum daha once belirtildigi Gizere (43) BACE1'in
transkripsiyonel ve translasyonel anlamda farkli regiile edilen bir protein o6zelligi
tasimasi ile aciklanmistir. Bir diger olasilik ise yalnizca insilin eksikliginin BACE1
mRNA’sinda artis icin yeterli olmamasidir. Her ne kadar seladin-1 diizeyindeki
azalmanin direkt olarak BACE1 artisina neden oldugunu gostermesek de diyabetik
kosullarda BACE1 diizeyinin artmis olmasi APP kesilmesindeki artista ve bunun
sonucu olarak da AB birikmesinde olduk¢a énemli bir bulgudur. BACE1 diizeyindeki
artisin daha fazla AP Uretimine (143, 144) ve birikmesine neden oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle bu tez kapsaminda AP dizeylerinin de Western blot
yontemiyle olcilmesi planlandi. Ancak biyik olasilikla vasatta ¢ok az miktarda
(6lgiim sinirlarinin altinda) bulundugundan AB’ya ait bantlar tespit edilemedi. ilerde
daha duyarh yontemlerle bu 6lciimiin yapilmasi 6nemli bir sorunun yanit bulmasini
saglayacaktir.

Calismamizda insllinsiz ve ylksek glukozlu inkiibasyonun seladin-1
diizeyinde vyaptigl azalmanin fonksiyonel bir anlam tasiyip tasimadigl
desmosterol/kolesterol orani olgllerek degerlendirildi. Desmosterol artisi
istatistiksel bakimdan anlamli olmamakla birlikte en fazla insilinsiz ve yiliksek
glukozlu grupta gorildi. Bu artis seladin-1 dizeyindeki azalmanin en fazla
gorildigl grupta olmasi nedeniyle beklenen bir durumdur. Ote yandan burada
Olclilen kolesterol total hiicre kolesterolii olup membran kolesterolli hakkinda bir
fikir vermemektedir. Nitekim literatlirde seladin-1 diizeyindeki azalmanin membran
kolesterollinii azaltirken total hiicre kolesteroliinii ¢cok az etkiledigini bildiren bir
calisma vardir (86).

Cesitli arastirmalar STZ ile olusturulan diyabetin bilissel fonksiyonlarda ve

uzaysal bellekte bozukluklar yaptigini (35, 49) ve Alzheimer benzeri patoloji
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gosterdigini ortaya koymustur (37, 41-43). Calismamizda STZ'li hayvanlar diyabetik
kosullarin seladin-1 ve IDE izerine etkilerini in vitro sonuclarla karsilastirma
amaciyla kullanildi. In vitro bulgularimizla paralel olarak 12 haftalik diyabetik
sicanlarin serebral korteksinde seladin-1 diizeyi kontrol grubuna goére azaldi. Tim
serebral kortekste yapilan bu 6lciimler ileriki calismalarda inferior temporal korteks
gibi seladin-1 dizeyinin azaldigi bildirilen (83) 6zgul bolgelerde yapilirsa gérilmesi
beklenen seladin-1 azalmasinin miktarinda artis gorilebilir. Beyin instlin dizeyi
kandaki ile paralel seyrettigi (61, 145) ve STZ'li hayvanlarin beyinlerinde insdlin
diizeyinin azaldig1 (37, 146, 147) bilindigi icin gozledigimiz seladin-1 azalmasi instlin
diizeyinin seladin-1 ekspresyonunu regiile ettigi savimizi desteklemektedir. Ote
yandan 12 haftalik STZ'li sicanlarin beyninde BACE1 diizeyi degismedi. Seladin-1
diizeyindeki azalmanin miktari BACE1 artisi igin yeterli olmamis olabilir. Ayrica
BACE1 i¢in dokudaki diizeyi kadar aktivitesi de nemlidir zira seladin-1 +/- farelerde
BACE1 dizeyi ayni kalsa da APP ile etkilesimi arttigi icin AB Uretiminde artis
goruldugu bildirilmistir (86).

Seladin-1’in estradioliin noroprotektif etkilerinden sorumlu oldugunu ve
estradiol tarafindan regile edildigini bildiren ¢alismalar (92, 93, 95) i1s1ginda, ex vivo
kosullarda bu etkileri arastirmak icin vicuttaki en 6nemli estradiol kaynagi olan
overler cerrahi yolla uzaklastirildi. Overektomi grubunda seladin-1 dilizeyinde bir
azalma saptanmadi. Overektomili hayvanlarin bir kismina STZ enjeksiyonu
yapildiginda ise seladin-1 diizeyinde azalma bulundu. Overektomili+diyabetik grupla
sadece diyabetik grup arasinda bir fark gorilmemesi ve tek basina overektomili
grupta seladin-1 dizeylerinin kontrola kiyasla degismemesi, overektominin degil
esas olarak diyabetin seladin-1 diizeyini azalttiginin gostergesidir. Ex vivo
bulgularimiz in vitro bulgularimizda oldugu gibi seladin-1 regilasyonunda
estradiollin rolliniin olmadigl yoniindedir. Bu konuda benzer kosullarda estrojen
reseptor antagonistlerinin kullanilmasi daha aydinlatici olabilir. Zira santral sinir
sisteminde bir cok bdlgede lokal olarak estrojen sentezlendigi bilinmektedir (148).

Seladin-1 gerek kolesterol sentezini saglayip fonksiyonel bir hiicre membrani

olusturmasiyla (86-88, 91, 149) gerekse noronal onarim mekanizmalarinda gérev
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almasiyla (83, 89) noroprotektif etki gosterir. Buglne dek seladin-1'in
ekspresyonunu regiile eden bircok faktor bildirilmistir (104). Bu tez kapsaminda
insllinin seladin-1’i regilile eden faktorlerden biri olabilecegi ilk defa gosterilmistir.
Seladin-1'in insilin ile ayni hiicre i¢i yolagl kullanan IGF-I tarafindan up regiile
edilmesi (94) insulin sinyal yolaginin seladin-1'i regille ettigi hipotezini

glclendirmektedir.
5.2. Diyabetin iDE Uzerine Etkisi

IDE insiilin ve AP gibi ortak bir amiloidojenik motif barindiran cesitli
substratlari degrade eden bir enzimdir (108). Yiiksek bir afiniteyle insiilini, daha
diisiik bir afiniteyle AB’yi degrade eden iDE’nin kapasitesi AH’li beyinlerde azalmistir
(108). AH’lilerin hipokampusunda IDE diizeyi ve aktivitesi saghkli kisilere kiyasla
azalmistir ve bu azalma AH siddetiyle dogru orantili olarak artar (114). iDE geni
silinmis farelerde AB degredasyonunda ciddi azalma gortlmustir (111, 117).

Calismamizda diyabetik kosullarin IDE diizeyinde azalmaya neden olup
olmadigl incelendi. Hicre kiltliri ortaminda 48 saat devamli olarak insiilinsiz,
yiksek glukozlu ve her iki durumun birlikte oldugu vasatta inkibe edilen primer
kortikal néronlarin iDE protein ve mRNA diizeyinde degisiklik gériilmedi. Estradiol ve
metformin inkiibasyonu da 48 saat sonunda iDE diizeyinde kontrola gére anlamli bir
fark olusturmadi. Bu sonuclara gore 48 saat stiren inkiibasyon siresinin seladin-1'de
oldugu gibi IDE izerinde degisiklikler gormek icin de yeterli olmadigi séylenebilir.

Bes giin boyunca insiilinsiz vasatta inkiibe edilen grupta iDE protein diizeyleri
kontrol gruba kiyasla azaldi. Ancak, bu grupta IDE mRNA diizeyinde gériilen azalma
istatiksel olarak anlamli bulunmadi. insiilinsiz vasatta yiiksek glukoz ile inkiibe edilen
noronlarda ise hem protein hem mRNA dlzeylerinde azalma gorildi. Yalnizca
glukozun yiiksek oldugu grupta IDE diizeyi degismediginden bulgularimiz IDE’nin de
seladin-1 gibi insdlin tarafindan regiile edildigini distndirmektedir. Bulgularimiz
primer hipokampal néronlardaki iDE ekspresyonunun insiilin reseptér yolaginda yer
alan PI3K araciligiyla, artan insilin konsantrasyonuna paralel olarak arttigini

gosteren calisma (121) ile uyumludur ve IDE regiilasyonunda insiilinin roliinii isaret
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etmektedir. Bu c¢alismada da belirtildigi Uzere insilin, insulin reseptdr yolagi
izerinden negatif bir feedback mekanizma ile iDE ekspresyonunu diizenliyor olabilir.

Mannitol grubu ozmolarite kontrol grubu olarak IDE deneyleri icin de
olusturuldu (128). Bes glinlik inkiibasyondan sonra mannitol grubunda kontrola
kiyasla IDE protein ve mRNA dizeylerinde bir degisiklik olmamasi
hiperozmolaritenin rol oynamadiginin kaniti kabul edildi.

Estradioliin primer hipokampal hiicre kiiltiiriinde zamana bagimli olarak iDE
mMRNA ve protein diizeylerini B-estrojen reseptorii ve PI3K aktivasyonu araciligiyla
artirdigi bilinmektedir (124). Calismamizda estradioliin diyabetik kosullarda iDE
Uzerine etkisine bakildiginda 5 giinlik inklibasyon sonunda insilinsiz ve yiksek
glukozlu ortamda estradiol uygulamasi IDE mRNA diizeyinde bir degisiklik yapmadi.
insiilinsiz ve yiiksek glukozlu ortamda azalmasi beklenen IDE mRNA diizeyi
degismedigi icin estradiollin koruyucu etki gosterdigi spekile edilebilir.

Metforminin antiinflamatuvar, noroprotektif (150), apoptozise karsi
koruyucu (134) ve insdlin  duyarlihgini artirict  (129) etkileri gbéz oniinde
bulundurularak IDE (izerine etkileri de bu tez kapsaminda arastirildi. Diyabetik
kosullarda metforminle 5 giinlik inkiibasyon sonunda IDE mRNA diizeyleri
degismedigi ve insilin varliginda metformin bir artis paternine neden oldugu icin
IDE Uizerinde koruyucu bir roliiniin oldugu sdylenebilir. Bu koruyucu etkiyi insilin
duyarhligini artirarak mi  gergeklestirdigi yapilacak daha ileri ¢alismalarla
aydinlatilabilir.

Calismamizda diyabette glisemik kontrolun etkilerini anlamak igin
olusturdugumuz  aralkli  inkiibasyon  gruplarindaki  glukoz ve insdilin
dalgalanmalarinin iDE’yi nasil etkiledigi arastirildi. Kirk sekiz saat aralikli inkiibasyon
sonucunda IDE protein ve mRNA diizeyleri degismezken, 5 giinliik inkiibasyon iDE
diizeyinde azalmaya neden oldu. Hem insiilin hem de glukozun dalgalandigi grupta
kontrola gére ve tek basina insiilin ya da glukozun dalgalandigi gruplara gére IDE
protein dlizeyinde disls saptandi. Yalnizca insilin ya da glukoz dalgalanmasi
néronlarda IDE azalmasina neden olacak olciide etki yapmamis olabilir. Siirekli

inkiibasyon sonuglarindan yola gikarak seladin-1’de oldugu gibi glukozdan daha
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ziyade insilinin IDE diizeylerinde regiile edici oldugunu disiindiigiimiizden glukoz
dalgalanmasinin  etki olusturmamasi sirpriz  olmadi. Ancak bir arada
dalgalanmalarinin IDE diizeyini azaltmasi glukoz dalgalanmasinin néronlari insiilin
dalgalanmasinin etkisine daha duyarh kildigini akla getirmistir.

Bes giin aralikli inkiibasyondan sonra IDE protein diizeyindeki azalmaya
ragmen mRNA diizeylerinin degismedigi goriildii. Benzer sekilde devamli inkiibasyon
gruplarinda da ancak inslilinsiz ve yliksek glukozlu vasat gibi iki degisken bir arada
oldugunda mRNA degisikliginin gorilmesi RNA transkripsiyonunun iDE proteinin
diizenlenmesinden sorumlu yegane yolak olmadigini ya da IDE icin mRNA diizeyinde
bir diizenlemenin ancak iki degiskenin bir arada bulundugu durumda gerceklestigini
akla getirir. Azalmis IDE diizeyine ragmen mRNA diizeyinin degismemesini IDE’nin
yarilanma omri ile aciklayan bir calisma da vardir (115). mRNA diizeyinde ya da
post-transkripsiyonel diizeyde olsun insiilinin IDE izerinde regiile edici bir roli
oldugu soylenebilir.

Bes giin devamli uygulamanin sonunda elde edilmis immiunositokimyasal
bulgulara bakildiginda bu bulgular her ne kadar yari nicel olsa da instlin eksikliginin
ve yiiksek glukozun birlikte oldugu grupta IDE boyamalarinda goriilir bir azalma
saptandi. Noronlardaki lokalizasyonuna bakildiginda soma, akson ve dendritlerde
homojen olarak boyanmis goriilen IDE’'nin en cok sitozolde ve peroksizomlarda
yerlestigi bildirildiginden (110) bulgularimiz literatirle uyumludur.

Calismamizin ex vivo kisminda STZ ile olusturulan diyabetin IDE {izerine
etkilerine bakildi. In vitro bulgularimizla paralel olarak diyabetik gruplarin serebral
korteksinde IDE diizeyi kontrol gruba gore azaldi. Bizim bulgumuzla uyumlu olarak
STZ’li hayvanlarda IDE diizeylerinin azaldigini gosteren calismalar bulunmaktadir
(37, 125). Bunlardan birinde STZ ile yapilan diyabetin transgenik bir AH fare
modelinde azalmis olan iDE miktarini daha da azalttig, bu azalmanin da beyinde AB
birikmesine neden oldugu gosterilmistir (37). Bir baska transgenik AH modelinde
(Tg2576) ise diyetle indiiklenen insiilin direnci IDE aktivitesinde azalmaya neden
olmus (123), baska bir calismada ‘kétld’ bir diyetle beslenen bu farelerde PI3K

azalmasina paralel seyreden IDE azalmasi gériilmustiir (121). Azalmis PI3K aktivitesi
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sonucu IDE diizeyinin azaldigi AH’li beyinlerde de gésterilmistir (121). Tiim bu in vivo
calismalar gerek insiilin eksikligi, gerekse insiilin direnci ile seyreden diyabetin iDE
diizeyinde azalmaya neden olabilecegini isaret etmektedir.

Estradioliin IDE diizenlenmesinde B-estrojen reseptér iizerinden etki ettigi
(124) in vitro olarak gosterilmistir. Ayrica overektomi vyapilmis sicanlarin
hipokampusunda IDE ekspresyonu azalmis ve 17B-E2 tedavisi ile bu azalma
dizeltilmistir (124). Bizim calismamizda overektomi grubunun serebral korteks ya
da hipokampusunda IDE diizeyleri degismedi. Bunun nedeni farkl yaslarda sicanlar
kullanilmasi olabilir zira bahsi gecen calismada overektomiden 2 hafta sonra Ol¢lim
yapildiginda sicanlar yetiskin yastadir dolayisiyla kontrol ve overektomi arasinda fark
bulunmustur. Oysa bizim calismamizda iDE él¢iimleri overektomiden 16 hafta sonra
yapildigi icin sicanlar orta yas Ustiindedir. Yasa bagimli iDE diizeylerinin 6lgiilecegi
ileri deneyler bu durumu aydinlatmakta yardimci olacaktir.

Overektomi ve diyabet yapilmis grupta iDE diizeyleri kontrola kiyasla azaldi.
Sadece overektomi yapilan grupta degisiklik goériilmemesi, bize overektomi ve
diyabet grubunda gorilen azalmanin seladin-1’de de oldugu gibi diyabetten
kaynaklandigini distindliirmektedir.

Hem insiilini hem de AB’yi degrade eden bir enzim olarak iDE diyabet ile AH
arasindaki iliskide kritik bir role sahiptir. T2DM’de gorilen hiperinsiilinemide AB
birikmesinin IDE’nin AB yerine insiilini yikmasi sonucu gelistigini ileri siiren ve
T2DM’de goriilen IDE genindeki varyasyonlarin da iDE’yi azalttigl yoniinde yayinlar
vardir (16). Aslinda insiilin eksikligi ile karakterize olan TIDM’nin de iDE azalmasina
neden oldugu gosterilmistir (37, 125). Hatta beyinde insilin direnci gelistirilerek
yapilan bir AH modelinde (i.s.v-STZ) iDE’nin azaldigi (68) ve bu durumun bir insilin
analogu ile tedavi edilince dizeldigi (126) gosterilmistir. Yaslanma, T2DM ve AH’ye
sekonder gelisen beyindeki insilin direnci ya da TIDM’de gorilen insilin eksikligi
IDE azalmasina ve bunun sonucunda A birikmesine neden olabilir. IDE’yi daha fazla
eksprese etmek icin kullanilacak instlin duyarliligini artiran ilaglar AH’den korunmak

icin hedeflenen yeni tedavi stratejileri arasinda diistintilmektedir (122).
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez kapsaminda hiicre kultiirinde olusturulmus diyabetik kosullarin ve
STZ ile olusturulan diyabetin AH ile iliskili iki protein olan seladin-1 ve IDE
diizeylerine etkisi incelenmistir. Seladin-1 ve IDE diizeylerine néroprotektif oldugu
bircok calisma ile gosterilmis olan estradioliin ve antidiyabetik bir ilac olan
metforminin olumlu etkilerinin olup olmadigi da arastiriimistir.

Hem in vitro hem ex vivo kosullarda yaptigimiz calismalarda seladin-1 ve iDE
dizeylerinin insllin  eksikliginde azaldigi gosterilmistir. Calismamiz instlin
eksikliginin seladin-1 ve IDE ekspresyonunda diizenleyici bir faktér olarak rol
oynadigini gésteren ilk calismadir.

AH’nin beynin insilin eksikligi veya insiline cevabindaki bozuklugu ile iliskili
bir néroendokrin hastalik olduguna dair bulgular gittikge artmaktadir. DM ve AH
arasindaki iliskide molekiiler mekanizmalar heniiz aydinlatiimamistir ancak insilin
sinyal yolaginin bozulmasi DM’de AH gelismesini tetikleyen bir faktor olabilir. insiilin
tarafindan regiile edildigi 6ne siiriilen seladin-1 ve IDE’nin diyabetik kosullarda
azalmasi AH gelisme riskini artiran molekiler mekanizmalarda yer aldiklari fikrini
giiclendirmektedir. Diyabette azalan seladin-1 ve IDE diizeylerinin dizeltiimesi
gelecekte yapilacak calismalarda hedef olabilir ve diyabetik ya da prediyabetik

hastalarda AH gelisme riskini azaltabilir.
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this association is not clear yet [5]. The reduced expression of
insulin receptor downstream targets like phospho-Akt, phospho-
GSK-3 accompanying increased AD pathological hallmarks was
shown in the frontal cortex of transgenic diabetic mice [5]. Per-
turbed insulin receptor signaling and enhanced amyloid 3 (AB)
burden have also been described in the brains of streptozotocine
(STZ)-induced diabetic amyloid precursor protein (APP) transgenic
mice [6]. STZ administration was also shown to accelerate A accu-
mulation in the brain of a transgenic mice model carrying familial
AD mutations (5XFAD mice) [7]. Moreover, levels of A and hyper-
phosphorylated tau were increased in the brains of STZ-induced
diabetic rats [8] and mice [9]. Increased tau phosphorylation was
also found in the brain of db/db mice, a transgenic obesity, diabetes
and dyslipidemia mouse model [9]. As a possible mechanism, it has
been suggested that brain insulin deficiency, seen in diabetic con-
ditions, may change APP processing to favor AP formation through
both upregulation of 3-Secretase (BACE-1) and APP synthesis [10]
and may cause tau hyperphosphorylation by reducing the activity
of phospho-GSK-3[3 and phosphatidylinositol-3-kinase-Akt path-
way [11-13].

An interesting study with neuroepithelial cells showed that
chronic and intermittent high glucose concentrations reduced the
amount of seladin-1 mRNA [14]. Additionally, seladin-1 was found
downregulated in the vulnerable brain regions of AD patients [15].
Furthermore, down-regulation in seladin-1 transcription was asso-
ciated with hyperphosphorylated tau in brains from AD individuals
[16], although others have reported contradictory results [17]. On
the other hand, a reduction in seladin-1, seen under apoptosis,
resulted in enhanced BACE-1 levels and activity and thus increased
[3-amyloidogenic processing of APP and A3 production [18].

The main function of seladin-1, also known as 3-beta-
hydroxysterol delta-24-reductase (DHCR24) is to catalyze the last
step of cholesterol biosynthesis converting desmosterol to choles-
terol [19]. Greeve et al. [15] reported that expression of seladin-1
protected the cells from apoptotic cell death by inhibition of
caspase-3 activation after either AB-mediated toxicity or oxida-
tive stress. There is growing evidence about the anti-apoptotic
properties and neuroprotective effects of seladin-1 against acute
and chronic oxidative stress [15,16,20-22]. Seladin-1 also has
been suggested to mediate the neuroprotective effects of estrogen
[23-26]. Indeed, estrogen and selective estrogen receptor mod-
ulators increased the expression of seladin-1 [23]. Furthermore,
silencing of the seladin-1 gene completely abrogated the protec-
tive effect of estradiol against the toxic insults of AR and H,0, [24].
Decreased estrogen have been associated with type 1 diabetes [27]
and in STZ-induced diabetic rats [28]. Taken together, these find-
ings suggest that DM may affect seladin-1 expression. In the present
study, we investigated whether diabetic conditions would affect
seladin-1 expression in rat primary cultured neurons and in the
brains of STZ-induced diabetic rats.

2. Materials and methods

In vitro experiments were performed in primary cultured corti-
cal and hippocampal neurons.

2.1. Rat primary culture

All procedures of primary culture were approved by the local
ethical committee of Karolinska Institute, Stockholm (permit num-
ber: S194-11), and performed in compliance with national and local
animal care and use guidelines. All the efforts were made to mini-
mize the suffering of the animals. Cortical and hippocampal tissues
from 21-day-old rat embryos were pooled and homogenized in
serum-free neurobasal medium. Cells were seeded in dishes pre-

coated with poly-D-lysine in neurobasal medium with (2%) B27
supplement, (1%) penicillin-streptomycin and (0.25%) glutamax.
Cultures were kept at 37 °Cin a moist atmosphere (95% air-5% CO; ).
Medium was changed every 3-4 days. 14-day-old mature cultures
were used for all experiments.

2.2. Invitro experiments

Mature primary neurons were incubated for 48 h and 5 days as
acute and chronic incubation durations respectively. High and nor-
mal glucose concentrations were considered as 45 mM and 25 mM
respectively according to the physiology of neurons compatible
with high glucose consumption [29,30]. The source of insulin was
B27 supplement. Both B27 and insulin free B27 supplements (B-
27® Supplement Minus Insulin) were used in the study. Control
group was incubated with 25 mM glucose and B27 supplement.
(—) insulin group was incubated with 25 mM glucose and insulin
free B27 supplement. (—) Insulin with high glucose group was
incubated with 45 mM glucose and insulin free B27 supplement.
(+) Insulin with high glucose group was incubated with 45 mM
glucose and B27 supplement. Mannitol group was created as a
control group for osmolarity and incubated with 45 mM manni-
tol and B27 supplement. Metformin groups were incubated with
1 mM metformin, 45 mM glucose and insulin free B27 supplement
or B27 supplement. All groups can be seen in tables given under
figures. Physiological glucose concentration (25 mM) was replaced
with high glucose concentration (45 mM) every 24 hin intermittent
treatment groups. Insulin content was adjusted every other day as
well. Cell viability was assessed by MTT (4, 5-dimethylthiazol-2-
yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) assay.

2.3. In vivo experiments

All animal procedures of in vivo experiments were approved by
Hacettepe University Animal Ethics Committee (permit number:
2013/18-09), and performed in compliance with national and local
animal care and use guidelines. Female Wistar rats (200-250g)
obtained from Hacettepe University Unit of Experimental Animals
were housed under a 12 h light/dark cycle with food and water ad
libitum. Diabetes was experimentally induced by a single i.p. injec-
tion of STZ (65 mg/kg) in 0.1 M citrate buffer (pH 4.5). For control
group, animals were injected with citrate buffer. Hyperglycemia
was confirmed 72 h after STZ injection by measuring tail vein blood
glucose levels using a glucometer. Animals with mean blood glu-
cose levels above 250 mg/dL were considered diabetic. At the end
of the experiments, blood glucose levels and body weights of all
animals were measured again. Animals were sacrificed by decap-
itation under CO, anesthesia after 12 weeks. Cerebral cortex was
dissected and immediately frozen in liquid nitrogen and stored in
—80°C deep freezer until usage.

2.4. Western blot

After treatment periods, cells were collected and centrifuged
(10000 rpm for 10 min) at +4°C. Pellets or tissues obtained from
STZ animals were lysed in the same lysis buffer (50 mM Tris HCI,
150 mM Nacl, 1% triton X-100; pH 7.4) containing freshly added
1mM EDTA, 1mM EGTA, protease and phosphatase inhibitors.
Pierce BSA kit was used for protein determination. Equal amounts
of proteins were separated by electrophoresis on (10%) sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gels. Proteins were transferred
electrophoretically to nitrocellulose membranes. After blocking
with 5% low-fat dried milk in TBS-T, membranes were incubated
with the following primary antibodies: Anti-Seladin (1:400), anti-
BACE (1 pg/mL), anti-Actin (1:200). The incubation with primary
antibodies was followed by incubation with secondary antibod-
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ies at 1:10000 dilutions. Immunoreactive bands were detected by
ECL detection system. The immunoreactivity of the bands was cal-
culated using Image] software. -actin antibody was used as an
internal control.

2.5. RNA purification, reverse transcription (RT), and relative
real-time RT-PCR (qrtRT-PCR) by relative standard curve method

Total RNA from rat primary neurons was extracted by using
the RNeasy mini kit acquired from Qiagen (CA, USA) and DNAse
treatment (RNase-Free DNase Set, Qiagen). Genomic DNA contam-
ination was evaluated by running RNA samples on agarose gels
and the purity was assessed by RNA 260/280 ratio. 200 ng of total
RNA of each sample was reverse-transcribed using High-capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). To perform
real-time RT-PCR amplification assays, we used Relative Standard
Method supplied by Applied Biosystem as shown before [31]. Ther-
mocycling and fluorescence detection was performed using a ABI
PRISM® 7000 Sequence Detection System with a total volume of
20 pl in each well containing 10 .l of PCR Master Mix, 2 .l of cDNA
corresponding to 10ng of RNA, and 1 pl of each TagMan® Gene
Expression Assays. mRNA copy numbers of seladin-1 (DHCR-24
Primer for rat,Rn01417370-m1, Life Technologies) and BACE (BACE
Primer for rat, Rn00569988-m1, Life Technologies) were calculated
with those of a standard curve run on the same plate and were
adjusted by mRNA copy numbers of RPLPO (RPLPO primer for rat,
Rn01417370-m1). Changes in gene expression were expressed in
percentage compared to controls (set at 100%) and reported as the
mean + SEM in all experiments.

2.6. Immunocytochemistry

Immunocytochemistry was performed on hippocampal neu-
ronal cells from primary cultures. Cells were fixed with
paraformaldehyde. Cover slips were incubated with both the
primary (seladin-1) and secondary (Alexa fluor 488 chicken anti-
rabbit) antibodies. DAPI was used to identify the nuclei of cell
bodies. For negative control the primary antibody was omitted.
Confocal imaging was performed with a Zeiss LSM 510 META con-
focal laser scanning system. The fluorescence of DAPI and Alexa 488
was recorded through separate channels with a 40x lens.

2.7. Cholesterol and desmosterol measurements

Levels of cholesterol and desmosterol were assayed using iso-
tope dilution-mass spectrometry as described previously [32].

2.8. Statistical analysis

Results were expressed as a mean =+ standard error of mean
(SEM). Tests were analyzed with two ways analysis of variance
(ANOVA) followed by Bonferroni post hoc test and Student’s T test
using Graphpad Prism software. The level of statistical significance
was set at p<0.05 for all parameters.

3. Results

3.1. A 5days constant lack of insulin and high glucose condition
decreased seladin-1 expression

The effects of lacking insulin, high glucose (45 mM) or both
conditions on seladin-1 expression were investigated after 5 days
constant treatment. Lack of insulin caused a significant decrease of
seladin-1 protein expression in primary cultured cortical neurons
(p<0.001) compared to controls ((+) insulin and 25 mM glucose).
The combination of insulin deprivation with high glucose (45 mM)

further decreased seladin-1 levels (p<0.001) (Fig. 1A). However,
adding insulin in the presence of high glucose managed to rescue
the expression of seladin-1 to levels comparable to control. Manni-
tol (45 mM) was used as control for the possible effects of changes
in media osmolarity [30] revealing no significant difference in rela-
tion to the control. Addition of metformin (1 mM), a drug commonly
used to treat DM, to high glucose and (+) insulin conditions caused
a significant increase in seladin-1 levels, as compared to all groups
investigated (p<0.001) (Fig. 1A).

Fig. 1B shows effects on seladin-1 mRNA levels that were found
similar to those seen in protein levels. In these experiments, an
additional group was investigated: the combination of metformin
(1 mM) with high glucose concentrations in the absence of insulin
(black bar). As seen in Fig. 1B, under all conditions where insulin
was absent, a significant decrease in seladin-1 mRNA levels was
found. Similar results were also presented in hippocampal primary
neurons (Fig. 1C).

Immunocytochemical studies confirmed that lack of insulin and
both lack of insulin and high glucose conditions caused an apparent
decrease in seladin-1 staining (red labeled) (Fig. 1E,a compared tob
and c). Treated neurons seemed morphologically normal. Seladin-1
staining was found mainly in areas consistent with the endoplasmic
reticulum localization, as previously described [21]. No apparent
change in the localization of seladin-1 was found among the differ-
ent groups under investigation.

A shorter treatment period (48 h) with the same conditions
described above was also investigated. None of the 48 h conditions
affected seladin-1 protein (Fig. 1F) or mRNA levels (Fig. 1G).

3.2. Lack of insulin and/or high glucose concentration did not
affect cell viability

The effects of high glucose and lack of insulin on cell viabil-
ity were investigated, as to explore the possibility that the effects
seen above on seladin-1 expression were due to cell loss. As seen
in Fig. 1H, none of the used conditions for 5 days resulted in change
of cell viability, as determined by the MTT assay.

3.3. Conditions of intermittent lack of insulin and/or high glucose
did not alter seladin-1 expression in primary neurons

We next investigated if intermittent fluctuations of glucose
and/or insulin would alter seladin-1 expression. Fig. 2 shows the
obtained results for 5days (Fig. 2A and B) and 48 h treatment
(Fig. 2C and D). None of the intermittent conditions investigated
resulted in significant changes on seladin-1 expression.

Addition of metformin to intermittent glucose treatment did
not alter seladin-1 expression significantly (Fig. 2). Moreover, none
of the investigated conditions affected cell viability after 5days
intermittent treatment (Fig. 2E).

3.4. Desmosterol levels in diabetic conditions

We further investigated whether the reduced effects on seladin-
1 expression due to the lack of insulin and/or high glucose would
affect the main activity of seladin-1 in converting desmosterol
to cholesterol. As seen in Fig. 3, a 5days treatment with lacking
insulin and high glucose induced an increase in the desmos-
terol/cholesterol ratio (p <0.09).

3.5. A 5days constant lack of insulin and high glucose condition
increased BACE-1 expression

We examined BACE-1 expression in primary cortical neurons
according to the same pattern investigated in Fig. 1; diabetic con-
ditions (5 days constant treatment). We found that lack of insulin,
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Fig. 1. (A) Western blot results of seladin-1 after 5days constant treatment of primary cortical neurons. (***p <0,001) Control n=20, (—) Insulin n=12, (-) Insulin/High
Glucose n=15, (+) Insulin/High Glucose n=16, Mannitol n=7, Metformin/Insulin n=4, (B) RT-PCR results of seladin-1 after 5days constant treatment of primary cortical
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(C) RT-PCR results of seladin-1 after 5days constant treatment of primary hippocampal neurons n=3 in all groups. (D) Representative images of Western blots of primary
cortical neurons. (E) Immunocytochemistry results of seladin-1 after 5days of constant treatment of primary hippocampal neurons stained for seladin-1 (red), tubulin
(green) and nuclei (blue). Column a: Control, b: (=) Insulin, c¢: (=) Insulin/High Glucose, d: (+)Insulin/High Glucose, e: Mannitol (F) Western blot results of seladin-1 after 48 h
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of seladin-1 after 48 h constant treatment of primary cortical neurons, n=3 in all groups. (H) Cell viability after 5 days constant high glucose treatment in primary cultured
cortical neurons (n=6 in each group). ANOVA followed by Bonferroni was used to check statistically significance.

independent of glucose levels, resulted in a significant increase
in BACE-1 protein expression (Fig. 4A). However, with regard to
effects on mRNA, only the group with high glucose in the absence
of insulin displayed a significant increase in BACE-1 mRNA levels
(Fig. 4B).

3.6. STZ-induced diabetes decreased seladin-1 expression but did
not alter BACE-1 expression in rat cortex

Effects of insulin deficiency and hyperglycemia were investi-
gated in rats made diabetic by STZ injection. 12 weeks after STZ
injection, seladin-1 expression in cerebral cortex was measured.
Seladin-1 expression was reduced by 14.21+4.8% in the cortex
of the diabetic group compared to the control group (Fig. 5A).
There was no significant change in BACE-1 expression in cere-
bral cortex (Fig. 5B) and in seladin-1 expression and mRNA levels

in hippocampus of diabetic rats (data not shown). Blood glu-
cose concentration was significantly increased in diabetic group
(518.4+36.03mg/dL, n=7) compared to vehicle injected control
group (135.7 +£8.5mg/dL, n=13) (p<0.0001).

4. Discussion

Five days constant exposure of cells to insulin free media
decreased seladin-1 expression in primary cultured cortical neu-
rons. In the absence of insulin, treatment with high glucose (45 mM)
produced a further decrease in seladin-1 levels whereas exposure
of the cells to high glucose in the presence of insulin had no effect.
These results suggest that insulin rather than glucose is the major
determinant of brain seladin-1 levels. Consistent with our results
Suzuki et al. [33] had indicated that hyperglycemia was not the
major driver for the suppression of cholesterol synthesis in dia-
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betes by showing that reduction of blood glucose using phlorizin
in STZ-induced mice did not reverse suppression of cholesterol
biosynthesis. Our study has presented evidence for the first time
that insulin may act as a regulator of seladin-1 expression. How-
ever, it is reported that constant high glucose concentration alone
decreased mRNA of seladin-1 in fetal neuroepithelial cells [ 14]. The
reason for this discrepancy is unknown, although it could be spec-
ulated that it might be due to differences of the cell type and/or of
the incubation periods.

To analyze the functional effects of lacking insulin and high
glucose condition on decreased seladin-1 levels, we measured
the desmosterol-to-cholesterol conversion ratio. Only the treat-
ment lacking insulin and high glucose resulted in accumulation of
desmosterol. Since this condition caused the highest reduction in
seladin-1 expression in our paradigm, it is suggested that small
reductions in seladin-1 levels do not affect its functional activ-

ity in the synthesis of cholesterol. Even though there is no study
in the literature measuring the desmosterol/cholesterol ratio in
brains of STZ-induced diabetic animals, it has been shown that
seladin-1 deficient mouse brains had increased ratio of desmos-
terol/cholesterol [34,35] indicating a possible correlation in vivo.

Distinct exposure periods were designed to mimic the acute and
chronic phases of diabetes under variable conditions that allow
distinguishing the effects of insulin signaling disturbances and
hyperglycemia. 48 h treatment with the same conditions of 5 days
exposure did not affect seladin-1 protein or mRNA expression sug-
gesting that it is a short incubation period to detect any change on
seladin-1 level.

Recent studies have shown that metformin which is frequently
prescribed in DM, could be a promising medication for AD [36-38]
as it has been shown to attenuate the development of dementia in
patients with diabetes [39,40]. In our study, neurons treated with
metformin in the presence of insulin displayed increased seladin-1
expression compared to controls indicating to an enhanced insulin
effect in the presence of metformin.

Glucose fluctuations similar to those observed in poorly
controlled diabetic patients have been considered to be more dele-
terious than being exposed to continuous levels of high glucose
[14,30,41]. In the present work, the goal of executing intermit-
tent treatments with varying glucose concentrations (25/45 mM)
in primary cultured cortical neurons was to mimic the conditions
of poorly controlled diabetes. However, none of the intermittent
treatments performed (48 h or 5days) affected seladin-1 levels
suggesting that this deleterious effect is not related to reduced
seladin-1 levels.

The neuroprotective function of seladin-1 has gained interest
in AD research. In the brain of seladin-1 deficient mice, reduced
levels of cholesterol and disorganized cholesterol-rich detergent-
resistant membrane domains have been shown to cause increased
APP amyloidogenic cleavage which leads to AP peptide accumu-
lation [34]. A reduction of the enzymatic activity of seladin-1 was
shown to decrease plasma membrane cholesterol and to increase
the cell vulnerability to AB42 oligomers [42]. Moreover, a reduc-
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tion in seladin-1 level, seen under apoptosis, resulted in enhanced
BACE-1 levels and activity and thus increased [3-amyloidogenic
processing of APP and AP production [18]. In view of our results,
a decrease in seladin-1 levels could be a factor responsible for the
negative effects of DM on neurons. We found that lack of insulin
resulted in a significant increase in BACE-1 protein expression
independent of high glucose levels. Interestingly, an insulin-free
media containing high glucose also resulted in a significantincrease
in BACE-1 mRNA levels whereas no difference was measured in
insulin-free media alone. Similar results showing elevated levels
of BACE-1 protein with no changing in mRNA levels have been
reported in different studies [7,43]. BACE-1 might be one of the
proteins regulated differently in terms of transcriptional and trans-
lational mechanisms as suggested previously by Devi etal.[7]. Thus,
lack of insulin alone could have been insufficient to trigger the ele-
vation of mRNA of BACE-1. Although we could not provide evidence
demonstrating a direct relation between decreased seladin-1 and
increased BACE-1, elevated BACE-1 under diabetic conditions may
represent an important consequence of amyloidogenic processing
of APP and AP} accumulation which gives support to the studies
showing excess A3 production following a rise in BACE-1 [44,45].

Previous studies showed that STZ-induced insulin deficient mice
develop cognitive dysfunction and impaired abilities for spatial
memory [10,46]. Several reports have examined the incidence of
Alzheimer type pathologies in STZ-induced DM models [6-9]. We
found that peripheral administration of STZ reduced seladin-1 lev-
els in cerebral cortex of 12 week diabetic rats. Since brain insulin
level positively correlates with the blood insulin [47-49] and STZ-
induced diabetic animals display decreased brain insulin levels
[6,50,51] our in vivo results showing reduced levels of seladin-1
is in agreement with the in vitro results, and with the idea that low
insulin levels may decrease seladin-1 expression in brain.

However, STZ administration did not result in increased BACE-
1 levels. The extent of the reduction in seladin-1 levels might be
insufficient to increase BACE-1 levels in 12 week diabetic rats. On
the other hand, activity of BACE-1 might be asimportant as its tissue
levels since in a mouse model with reduced seladin-1 (seladin-1
+/—) APP membrane segregation and its functional interaction with
BACE-1 have been shown to be affected [34].

Seladin-1 has been shown to cause neuroprotection by several
mechanisms including its function on cholesterol synthesis and
thereby maintaining a functional membrane and participating in
neuronal repair mechanisms [20,22,34,42,52]. Besides, seladin-1
displays anti-apoptotic features by inhibiting caspase-3 [15] and a
H,0, scavenger activity [53]. Furthermore, seladin-1 was shown
to contribute to the neuroprotective effects of estradiol [23,24].
On the other hand, estrogen and other hormones like androgens,
adrenocorticotropic hormone and thyroid hormone, as well as reg-
ulators of lipid homeostasis like the sterol regulatory element
binding protein and liver X receptors have been shown to regu-
late seladin-1 expression [21]. Our study has demonstrated that
insulin may also act as a regulator of seladin-1 expression. The fact
that insulin-like growth factor-1, which shares the downstream
pathways with insulin, has also been shown to regulate seladin-
1 expression [26], strengthens the concept of insulin signaling as a
regulator of seladin-1 synthesis.

Several studies demonstrated that DM enhances the risk for
AD [1,2,54]. Growing evidence suggest that AD is associated with
brain insulin deficiency [55] and/or responsiveness to insulin and
IGF stimulation [56,57]. Further studies are needed to clarify the
exact role of insulin on seladin-1 production in neurons. In view of
the positive roles of seladin-1 on apoptosis, neuroprotection and
cholesterol synthesis, a reduction of its expression due to impaired
insulin signaling may have an important role in the pathogenesis
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of AD and could be one of the mechanisms behind the association
between DM and AD.
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