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OZET

DOKTORA TEZi

STREPTOZOTOSIN iLE OLUSTURULAN NONTRANSGENIiK DENEYSEL
ALZHEIMER MODELINDE KARAYEMIS ETKILERININ INCELENMESI

Fulya OZSOY

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Biyokimya Anabilim Dah

Biyokimya Programm

Damsman : Prof. Dr. Hafize UZUN

Alzheimer hastalifi (AH), demans ile birlikte yasa bagli ndrodejeneratif bozuklugun
en yaygin seklidir. Klinik olarak AH, ilerleyici hafiza kaybi1 ve biligsel islevler ile
karakterizedir. Diyabet ve AH, bilissel islevleri, insiilin duyarliligini ve beyin glukoz
metabolizmasini igeren ¢oklu patofizyolojik mekanizmalar1 paylasirlar. Hiperglisemiye uzun
stire maruz kalmak diyabetik komplikasyonlarin patogenezinde birincil neden olarak kabul
edilmektedir. Diyabetik hayvan ve insanlarda gozlemlenen, proteinlerin ve lipidlerin
enzimatik olmayan glikozilasyonu, artan oksidatif stres, inflamatuvar sitokinlerde artis ve
inflamasyon gibi patolojik degisikliklerin ¢ogunu kapsayan ana mekanizmalardan bazilaridir.

Tiirkiye’de “taflan” veya “karayemis” Ingilizce’de “cherry laurel=kiraz defnesi”
olarak da bilinen Prunus Laurocerasus, Tiirkiye'de Karadeniz bolgesinde yetistirilmekte ve
meyveleri yaygin olarak regel, marmelat, meyve suyu, ¢ay, konserve veya salamura olarak
tiikketilmektedir. Iyi bir antioksidan etki gdsterdiginden kolinesteraz inhibisyonu, néroprotektif
ve antiinflamatuvar etkileri antioksidan aktivitesine baglanmaktadir.

Bu tez caligmasinda, karayemis ve metformin varliginda/yoksunlugunda streptozotosin
(STZ) ile tip 2 diabetes mellitus (T2DM) ve nontransgenik Alzheimer modelindeki siganlarda
karayemisin inflamasyon, sitokin ve oksidatif stres iizerine etkilerinin arastirilmasi
amaglanmistir. Bu c¢alismada, intraserebroventrikiiler (i.c.v.) olarak uygulanan STZ ile
olusturulan nontransgenik Alzheimer modeli ve intraperitoneal (i.p) uygulanan STZ ile
olusturulan T2DM modeli siganlarda Laz kirazi olarak bilinen karayemis (taflan) meyvesinin
ogrenme/bellek fonksiyonlari, glikojen sentaz kinaz 3- (GSK3-p), p-Amiloid (BA), glutatyon
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(GSH), sitokin olarak interlokin-1 (IL-1), glukoz tasiyicis1 4 (GLUT4), glukagon benzeri
peptit-1 (GLP-1) ve asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesi iizerine etkisi incelenmistir.

Calismada 450+50 gram 57 adet erkek Sprag Dawley tiirii sican kullanilmustir.
Sicanlar, kontrol grubunda 6, diger her grupta 9 adet olacak sekilde 7 gruba ayrilmstir.
Kontrol grubu (n=6); Grup: Kontrol + Karayemis grubu (n=6); Grup: T2DM grubu (n=9);
Grup: T2DM + Karayemis grubu (n=9); Grup: T2DM + Oral Antidiyabetik grubu (n=9);
Grup: ALZ grubu (n=9); Grup: ALZ + Karayemis grubu (n=9). T2DM grubu ilk giin
intraperitoneal (i.p) yolla STZ verilerek T2DM modeli olusturulan sican grubudur. ALZ
grubu, Sicanlara birinci ve tglincli giinlerde STZ, yapay serebrospinal sivi igerisinde
coziinerek Hamilton enjektorii ile her bir ventrikiile 10 pL toplamda giinde 20 pL olacak
enjekte edilmis sigan grubudur.

Bu tez calismasinda kan glukoz diizeyleri T2DM grubunda diger gruplara gére anlamli
yiiksek bulunurken, karayemis ve metformin uygulanmasindan sonra anlamh diislis saptandi.
ALZ grubunda kan glukoz diizeyinde deney boyunca degisiklik bulunmadi. T2DM grubunda
diger gruplara gore siganlarin agirliklar: anlaml yiiksek bulunurken, karayemis ve metformin
uygulanmasindan sonra anlamli diislis saptandi. Ayni sekilde karayemis uygulanmasindan
sonra siganlarin agirhiklart ALZ grubunda anlamhi diislis saptanirken, karayemis
uygulanmayan ALZ grubunda degisiklik bulunmadi. GSK3-f diizeylerinde gruplar arasinda
anlaml fark saptanmadi. GSH diizeyleri T2DM grubunun hem karayemis hem de metformin
uygulamasindan sonra anlamli artig saptandi. Serum ve beyin dokusu GSH diizeylerinde ALZ
grubunda karayemis uygulamasindan sonra anlamli olarak arttigi bulundu. Serum AP ve
AChE diizeylerinde ALZ grubunda karayemis uygulamasindan sonra anlamli olarak azaldigi
gbzlemlendi.

Mevcut sonuglar, yaygin olarak tiiketilen bir gida bitkisi olan Tiirk kokenli karayemis
meyvesinin hem AP ve AChE inhibisyonunun hem de antioksidan aktivitenin iistiin etkilere
sahip oldugunu gostermistir. Ayn1 zamanda kan glukoz diizeylerini de diisiirerek antidiyabetik
etkiye de sahiptir. Bu nedenle, karayemisin bu mekanizmalar yoluyla bir dereceye kadar
noroprotektif etki gosterdigi tahmin edilebilir. Karayemisin zengin toplam fenol igerigine
sahip oldugunu ve bu igerigin iizerinde ¢alisilan etkilerine 6nemli bir katkida bulundugunu
gostermis olsak da uygun fitokimyasal igeriginin tanimlanmasi i¢in yine de daha fazla
caligmaya gerek oldugunu diisiiniilmektedir.

Haziran 2022 , 119. sayfa.
Anahtar kelimeler: Alzheimer hastaligi, Tip 2 diyabet, Karayemis, STZ
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Alzheimer's disease (AD) is the most common form of age-related neurodegenerative
disorder along with dementia. Clinically, AD is characterized by progressive memory loss and
cognitive functions. Diabetes and AD share multiple pathophysiological mechanisms,
including cognitive functions, insulin sensitivity, and brain glucose metabolism. Prolonged
exposure to hyperglycemia is accepted as the primary cause in the pathogenesis of diabetic
complications. Non-enzymatic glycosylation of proteins and lipids observed in diabetic
animals and humans are some of the main mechanisms that encompass most of the
pathological changes such as increased oxidative stress, increase in inflammatory cytokines
and inflammation.

Prunus laurocerasus, also known as "taflan" or "karayemis" in Turkey and "cherry
laurel=kiraz defnesi” in English, is grown in the Black Sea region of Turkey and its fruits are
widely used in jam, marmalade, fruit juice, tea, canned food or consumed as brine. Since it
has a good antioxidant effect, cholinesterase inhibition, neuroprotective and anti-
inflammatory effects are attributed to its antioxidant activity.

In this thesis, it was aimed to investigate the effects of cherry laurel and metformin on
inflammation, cytokine and oxidative stress in rats in nontransgenic Alzheimer's model
caused by streptozotocin (STZ) and type 2 diabetes mellitus (T2DM). In this study,
nontransgenic Alzheimer's models with intracerebroventricular (i.c.v.) STZ and T2DM
models with intraperitoneal (i.p) STZ were created in rats. The effects of “karayemis” known
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as Laz cherry, on learning/memory functions, glycogen synthase kinase 3-B (GSK3-B), B-
Amyloid (BA), glutathione (GSH), cytokines as interleukin-1 (IL-1), glucose transporter 4
(GLUT4), glucagon-like peptide-1 (GLP-1) and acetylcholin esterase (AChE) activity were
investigated.

In the study, 57 male Sprag Dawley rats, 450+50 grams, were used. The rats were
divided into 7 groups, 6 in the control group and 9 in the study group. Control group (n=6);
Group: Control + Cherry laurel group (n=6); Group: T2DM group (n=9); Group: T2DM +
Cherry laurel group (n=9); Group: T2DM + Oral Antidiabetic group (n=9); Group: ALZ
group (n=9); Group: ALZ + Cherry laurel group (n=9). T2DM group is the group of rats for
which T2DM model was created by giving STZ intraperitoneally (i.p) on the first day. ALZ
group is the group of rats injected with STZ, with a Hamilton syringe, dissolving in artificial
cerebrospinal fluid and injected into each ventricle with 10 pL, in total 20 uL per day on the
first and third days.

In this thesis study, blood glucose levels were found to be significantly higher in the
T2DM group compared to the other groups, while a significant decrease was found after the
administration of cherry laurel and metformin. There was no change in blood glucose level in
the ALZ group throughout the experiment. While the weight of rats was found to be
significantly higher in the T2DM group compared to the other groups, there was a significant
decrease after the administration of cherry laurel and metformin. After the application of
cherry laurel, a significant decrease was found in the weights of rats in the ALZ group, there
was no change in the ALZ group that did not receive cherry laurel. There was no significant
difference between the groups in GSK3-B levels. GSH levels were significantly increased in
the T2DM group after the administration of both cherry laurel and metformin and the ALZ
group after the application of cherry laurel. It was found that serum and brain tissue GSH
levels increased significantly in the ALZ group after the application of cherry laurel. It was
found that serum AP and AChE levels decreased significantly in the ALZ group after the
application of cherry laurel.

The present results showed that the Turkish origin cherry laurel, which is a widely
consumed food plant, has superior effects on both BA and AChE inhibition and antioxidant
activity. It also has an antidiabetic effect by reducing blood glucose levels. Therefore, it can
be predicted that cherry laurel exerts some degree of neuroprotective effect through these
mechanisms. Although we have shown that cherry laurel has rich total phenol content and this
content contributes significantly to the effects studied, it is thought that more studies are still
needed to define the appropriate phytochemical content.

June 2022, 119. pages.
Keywords: Alzheimer's disease, Type 2 diabetes, Cherry laurel, STZ
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1. GIRIS

Demans, giinlik yasamin normal aktivitelerini gerceklestirilememesiyle iliskili
ilerleyici, biligsel bozulmanin gelisimini ifade eden klinik bir durumdur. Demans, (1) belirli
bir semptom grubu i¢in genel bir terimdir. Demansin karakteristik semptomlari, kisinin
giinliik aktivitelerini gerceklestirme yetenegini etkileyen hafiza, dil, problem ¢ézme ve diger
diistinme becerilerindeki zorluklardir. Demansin bir¢ok nedeni vardir. Alzheimer hastaligi
(AH), demansin 6nde gelen nedenidir, ilerleyici hafiza kaybi ve diger biligsel islevlerle
karakterizedir. Ayn1 zamanda dejeneratif bir hastaliktir, yani zamanla daha da kotiilesir. AH,
semptomlar ortaya ¢ikmadan 20 yil veya daha uzun siire once basladigi ve etkilenen kisi
tarafindan beyinde fark edilmeyen degisikliklerle basladigi diisliniilmektedir. AH, demansin
en yaygin nedeni olup vakalarin neredeyse dortte tiglinii olusturmaktadir, geri kalan1 vaskiiler
demans (VaD), karisik Alzheimer ve VaD, Lewy cisimcikli demans ve frontotemporal
demanstir (1-6)

Glintimiizde tip 1 veya tip 2 diyabetin disinda yakin zamanda tanimlanmis olan, tip 3
diyabet (T3DM) olarak bilinen baska bir diyabet tiirii daha vardir. Bu daha az bilinen tip,
beyinde insiilin direnci olarak kendini gdsterir, norobilisi etkileme potansiyeline sahiptir ve
AH etiyolojisine katkida bulunur. AH, ABD'de altinci 6nde gelen 6liim nedeni olup 65 yas ve
ustii kisilerde besinci 6nde gelen 6liim nedeni olarak tanimlanmistir. Su anda bir tedavisi
yoktur; ancak semptomlara yonelik tedaviler mevcut ve arastirmalar devam etmektedir.
Norotransmiter eksiklikleri, dejenere noéronlar, sinaptik disfonksiyon, hiicre dist B-amiloid
(AB) birikimi ve hiicre i¢i norofibriler yumaklar, AH'de bulunan baslica kaba sekil
bozukluklaridir. Ne yazik ki diyabet, AH'yi yedinci 6nde gelen 6liim nedeni olarak takip
etkilemekte ve 2045 yilina kadar neredeyse yarim milyar insani etkilemesi beklenmektedir
(7). Her iki hastaligin da hem ¢evreyi hem de daha az derecede genetigi igeren ¢ok faktorlii
etkilesimlere sahip oldugu kabul edilmistir. Yine de insiilin duyarsizlig1 bellek eksiklikleri,
biligsel gerileme ve AH'de sergilenen bircok karakteristik semptomla iligskilendirilmistir. Ayni
zamanda, Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM), AH’nin gelisimi i¢in en ayarlanabilir risk
faktorlerinden biridir (8).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS) iiretimi ile hiicre i¢i

antioksidan savunmalar arasindaki dengesizligin dogrudan sonucu olan oksidatif stres,



diyabet, AH, Parkinson hastalif1 ve amyotrofik lateral skleroz gibi norolojik patolojilerin
baslangicinda her zaman rol oynar. Cogu durumda diyabet, genellikle kardiyovaskiiler
hastalik, ateroskleroz ve diyabetik nefropati gibi baska komplikasyonlara neden olur. Bu
nedenle, kismen AH'nin baslangicina yol agan diyabet hipotezi ilgi ¢ekici bir konudur ve pek
¢ok calisma ile literatiirde tartisilmaktadir (9).

Glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3), bazilar1 norodejenerasyonda da rol oynayan birgok
anahtar hiicre yolunun diizenlenmesinde yer alan, hemen hemen her hiicrede eksprese edilen
ve yapisal olarak aktif bir serin-treonin kinazdir. GSK3'iin iki farkli gen tarafindan kodlanan
GSK3-a ve GSK3-B olmak iizere iki izoformu vardir (10). Merkezi sinir sisteminde (MSS),
GSK3-B en bol olanidir ve ekspresyon diizeylerinin yasla birlikte arttigi bilinmektedir (11).
GSK3-B, Alzheimerlh hastalarin beyninde hiperaktif sekilde bulunur ve giiclii kanitlar, farkl
mekanizmalar ile ALZ patolojisine katkisini destekler (12). Bu kinazin diizensizliginin hem
AP hem de tau metabolizmasini, in vitro ve in vivo ALZ modellerinde toksisiteyi etkiledigi
bildirilmistir. Ek olarak, GSK3-B aktivitesi, hafiza konsolidasyonu, norojenez, sinaptik
plastisite, uzun siireli gliglenme ve inflamasyon ile iliskilendirilmistir (13).

Coklu doymamis yag asitleri, aragidonik asit ve dokosaheksaenoik asit, serebral
kortekste ve gorsel sistemde bol miktarda bulunur ve beyindeki tiim hiicre tiplerinde esit
olarak dagilir. Coklu doymamis yag asitlerinin ROS aracili lipid peroksidasyonu, aralarinda
4-hidroksi-trans-2-nonenal (HNE), 4-oksotrans-2-nonenal (4-ONE), akrolein, ve 4-okso-trans-
2-heksenal, bunlarin tiimii iyi bilinen norotoksik maddelerdir (9). Glutatyon (GSH) olarak
bilinen tripeptid, y-L-glutamil-L-sisteinil-glisin, hiicrelerde sentezlenen en 6nemli diigiik
molekiiler agirlikli antioksidandir. GSH’in siilfhidril gruplart proteinlerinkilerle etkin bir
sekilde rekabet ettiginden, HNE ve 4-ONE'nin neden oldugu hasar1 hafifletebilir. Bununla
birlikte, GSH diizeyleri genellikle kronik diyabet veya ALZ vakalarinda azaldig: bildirilmistir
(14,15).

Inflamasyon, proinflamasyon bir durum olan yaslanma ile iligkili oldugundan, yashlarda
psikiyatrik bozukluklarda patolojik bir rol oynayabilir. Yaslanma, proinflamatuvar
sitokinlerin salimimi ve antiinflamatuvar molekiillerin azalmasi ile asir1 dogal immun
aktiviteye yol agan periferik immun sistemi bozarak proinflamatuvar durumu kolaylastirir
(16). Interlokin-1B (IL-1B) makrofajlar, endotel hiicreleri ve astrositler tarafindan iiretilir.
Depresyon veya Alzheimer hastaligi olan yaslilarin, Bonferroni diizeltmesinden 6nce 6nemli
Olgiide daha yiiksek periferik IL-1B seviyelerine sahip oldugu bildirilmistir (17). T2DM

patogenezinde inflamatuvar yanitlarin roliine iligkin kanitlar son yillarda giderek artmaktadir.



IL-1B’nin B-hiicre yetmezligine katkida bulundugu bildirilmistir. B-hiicrelerinin kendileri,
glukoz uyarimi tizerine IL-1p salgilarlar. Ayrica, IL-1p, B-hiicrelerinde kendi iiretimini uyarir
ve ekstra bir IL-1p ve diger sitokin kaynagi olarak hareket edebilen makrofajlar1 ¢eker. T2DM
progresyonunda inflamatuvar yanitlarin, birincil neden mi yoksa ikincil bir etki mi oldugu su
anda belirsiz olsa da IL-1B'yi hedefleyen tedaviler, farkli klinik ¢alismalarda farkli sonuglar
da olsa cesaret verici ilerleme gostermistir (18).

Glukoz tastyicis1 4 (GLUT4), T2DM'in patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynar.
T2DM hastalarinda periferik hiicre plazma zarina kusurlu ekspresyonu veya translokasyonu,
enerji iretimi i¢in glukozun hiicreye girisini engeller. Uygun ilaglara ek olarak, T2DM
hastalarinin  glukoz metabolizmasini yonetirken GLUT4 ekspresyonundaki, GLUT4
konsantrasyonlarindaki ve GLUT4 translokasyonundaki artis1 hedeflemek i¢in uygun bir diyet
velveya egzersiz uygulanabilir. T2DM'nin etkin yonetimi i¢in insiilinden bagimsiz GLUT4
sinyal yollarmi aktive edebilen bazi potansiyel olan sentetik ve dogal bilesikler, gelecekteki
antidiyabetik ilag gelisimi igin olasi hedefler veya ortaya ¢ikan alternatif kaynaklar olarak
vurgulanmaktadir (19).

Amiloid-B (AP), pro-oksidan olan ve Alzheimer hastaligina kritik olarak katkida
bulunan bir antioksidandir. Yaglanma sirasinda artan oksidatif stresin etkisi altinda artan AP
iretiminin, ardindan gegis metal iyonlarinin selasyonu, AB-metal lipoprotein komplekslerinin
birikmesi, ROS iiretimi ve ndrotoksisitenin olaylarin gegici dizisini olusturdugu
varsayllmaktadir. AHmin gelisiminde: (i) AP bakir1, demirden ve diger ge¢is metallerinden
daha giiclii bagladigindan, (ii) bakir diger ge¢is metallerinden daha verimli bir oksidasyon
katalizorli oldugundan, bakirin AP tarafindan selatlanmasinin bu yolun en énemli bir pargasi
oldugu o6ne siiriillmektedir (20,21).

Glukagon benzeri peptit-1 (GLP-1), gastrointestinal sistemin enteroendokrin L-
hiicrelerindeki pre-proglukagon molekiiliinden tiiretilen 30 amino asitli endojen bir
hormondur. GLP-1 ayrica MSS’de, agirlikli olarak beyin sapinda {iiretilir ve daha sonra
MSS'de ¢ok sayida bolgeye taginir. GLP-1 reseptor agonistleri (GLP-1 RA) diyabet ve obezite
tedavisinde kullanilmaktadir. GLP-1 insiilin salgisin1 uyarir, glukagon salgisini inhibe eder,
besin alimim azaltir, istah1 azaltir, mide bosalmasini geciktirir, kilo vermeyi saglar ve B
hiicrelerini apoptozdan korur (22). Tiim diyabet ilaglarinin, kan sekerini, insiilin diizeylerini
ve ardindan inflamatuvar belirteglerin, ROS ve AGE'lerin diizeylerini azaltarak dolayli olarak
AH’yi etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. Ancak istenen ilag, kan-beyin bariyerini gecen ve

insiilin sinyal yolunu etkileyendir (23). GLP-1 ve analoglar1 kan beyin bariyerini gecebilir ve



bu nedenle bilis ve ndroproteksiyon gibi merkezi sinir sistemi fonksiyonlarini etkileyebilir.
AH'nin hiicre kiiltiiri ve sigan modellerinde GLP-1 agonistlerinin klinik 6ncesi ¢aligmalari
cesaret verici olmustur (24—-26).

Asetilkolinesteraz enzimi (AChE), karboksilesteraz enzim ailesine ait spesifik bir
esterazdir. Agirlikli olarak nérotransmiter asetilkolini (ACh) hidrolize eder. AChE, esas
olarak kirmizi kan hiicrelerinde ve ayrica beyinde néromiiskiiler kavsaklarda ve kolinerjik
beyin sinapslarinda yiiksek konsantrasyonlarda bulunur (27,28). AChE, AB-AChE kompleks
olusumunun neden oldugu amiloid olusumunu, astrositoz ve noral hiicre kaybini tesvik ederek
Alzheimer hastalarinin beyinlerinde goriilen bazi norodejeneratif degisikliklerle iliskilidir
(29). AChE, sercbral kortekste PB-amiloid plaklarin olusumunu tesvik ederek AH'in
patogenezinde 6nemli bir rol oynayabilir (30).

Laurocerasus officinalis Roem. (Rosacae), [syn: Padus laurocerasus (L.) Miller,
Cerasus laurocerasus (L.) Lois, Laurocerasus vulgaris Carr., Prunus laurocerasus L.],
Ingilizce'de “cherry laurel = kiraz defnesi" olarak bilinir. Bitkinin Orta ve Bati1 Asya,
Giineydogu Avrupa ve Anadolu kdkenli oldugu ve Tiirkiye'de “taflan, karayemis, laz kirazi,
karamis” olarak bilinir (31). Yapilan ¢alismalarda giiglii bir antioksidan etki gosterdiginden,
noroprotektif etkisi, kolinesteraz inhibisyonu ve antioksidan aktivitesine baglanmaktadir.
Ayrica, toplam fenol igerigi ile yaprak metanol ekstraktinin antioksidan aktivitesi arasinda bir
korelasyon oldugu bildirilmistir (31-33). Ayla ve ark. (34) karayemisin, artan graniilasyon
dokusunu, epidermal rejenerasyonu ve anjiyogenezi arttirarak yara iyilesmesinde yararli
etkileri olabilecegini bildirmislerdir.

Bu tez calismasinda, intraserebroventrikiiler (i.c.v.) sekilde verilen streptozotosin
(STZ) ile olusan nontransgenik Alzheimer modeli ve intraperitoneal sekilde verilen STZ ile
olusturulan T2DM modeli si¢anlarda Laz kirazi olarak tanimlanan karayemis meyvesinin
o0grenme/bellek fonksiyonlarina ve oksidan-antioksidan sistemler iizerine etkisi incelenmistir.
Beyin dokusunda ve serumda GSK3-B, GSH, IL-1, GLUT4, B-Amiloid, GLP-1, AChE

diizeyleri saptanarak karayemis meyvesinin bu parametreler lizerine etkisi arastirildi.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. DEMANS HASTALIGI

Demans, giinliik yasamin normal aktivitelerini gerceklestirilememesiyle iliskili ilerleyici,
bilissel bozulmanin gelisimini ifade eden klinik bir terimdir (35). Demans, hafiza bozuklugu
ve yirltiicl islev bozuklugu gibi tipik belirtilerle, giinlilk yasam aktivitelerine miidahale
edebilecegi gibi hafiza bozuklugundan 6nce de belirgin klinik problemler dil, goérsel, pratik
veya yonetimsel sorunlar da igeren atipik belirtilerle de ortaya ¢ikabilir (36). Demans terimi,
normal giinliik aktivitelere miidahale eden hafiza bozuklugu ve diger entelektiiel yeteneklerin
kaybini ifade eder. Demansli hastalarin hipokampus, temporal ve frontal korteksinde progresif

noron kaybi ve beyin atrofisi bildirilmistir (3).

Bellek ve biligsel bozulmanin inme, Parkinson hastaligi ve Alzheimer hastaligi (AH) da
dahil olmak {izere hem fizyolojik yaslanma hem de merkezi sinir sistemi patolojik durumlari

ile iliskili oldugu belgelenmistir (4).

Alzheimer hastaligi, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan kiiresel bir halk saghg
onceligi olarak kabul edilmektedir. Alois Alzheimer 1907'de ilk vakay: bildirdigi halde AH
patogenezinin ve hastalifin nasil kavramsallastirildigt konusundaki biiylik kazanimlara

ragmen hala hastalig1 degistirici bir tedavi yoktur (37).

Demans, giinliik yasama miidahale edecek kadar siddetli bilissel yetenekte bir diisiis
icin genel bir terimdir. Alzheimer hastaligi, demans vakalarinin neredeyse dortte ticilinii
olusturmaktadir, geri kalam1 vaskiiler demans (VaD), karisik Alzheimer ve VaD, Lewy

cisimcikli demans ve frontotemporal demanstir (6).

Demansin tanimi, klinik ve ndroanatomist bir psikiyatrist olan Alois Alzheimer'in,
ilerleyici uyku ve hafiza bozukluklari, saldirganlik ve kafa karisiklig1 olan 50 yasindaki bir
kadinda “siddetli serebral korteks hastaliginin tuhaf bir siireci” olarak rapor ettigi 1906 yilina
dayanmaktadir. 5 yil sonra dlen Auguste Deter’e yapilan otopside, beyninin histolojisinde
belirgin plaklar ki bunlar hiperfosforillenmis ve boliinmiis tau proteinleri ve ndrofibriler

diigimler gozlenmistir. 1910'da Alzheimer akil hocasi Kraepelin, Psikiyatri metninin



sekizinci baskisina bu hastalig1 “Alzheimer Hastalig1” olarak bildirmistir [1-2].

Demans i¢in bilinen bir¢ok risk faktorii vardir. Degistirilebilir olanlar diyet, diislik egitim
seviyesi, fiziksel ve zihinsel hareketsizlik, obezite, sigara igmek, hava kirliligi, hipertansiyon,
diyabet, yiiksek total serum kolesterolii, kardiyovaskiiler hastaliklari igerir ve bunlar bunama
riskinin % 30'unu olusturur. Aksine, degistirilemeyen risk faktorleri arasinda ilerleyen yas,

kadin cinsiyeti, siyah etnik koken ve genetik faktorler de bulunmaktadir (36).

2000-2018 yillar1 arasinda inme, HIV ve kalp hastalifindan kaynaklanan Oliimler
azalirken, Alzheimer kaynakli 6liimler %146,2 artmistir. Demansi olan 65 yas ve istii kisiler
icin 2020 yilinda saglik, uzun siireli bakim ve bakim hizmetlerine yonelik toplam 6demelerin

305 milyar dolar oldugu tahmin edilmektedir (38).

Alzheimer demans1 gelisen insanlarin biiylik cogunlugu 65 yas ve lizerindedir. Buna
ge¢ baslangigli Alzheimer denir. Uzmanlar, AH’nin diger yaygin kronik hastaliklar gibi tek
bir neden yerine birden ¢ok faktdriin bir sonucu olarak gelistigine inandiklar1 halde istisnalar,
Alzheimer'm riski artiran nadir genetik degisikliklerle ilgili vakalar oldugu da

gozlemlenmistir (38).

2.2. ALZHEIMER HASTALIGI

AH en az 27 milyon kisiyi etkileyen ve tiim demans vakalarinin %60-70'ine karsilik

gelen en yaygin demans tiirtidiir (39).

AH, DSO tarafindan kiiresel bir halk saglig1 onceligi olarak kabul edilmektedir. Alois
Alzheimer 1907'de ilk vakayr bildirdigi giinden beri AH patogenezi ve hastaligin nasil
kavramsallastirildigr konusundaki biiylik kazanimlara ragmen hala hastaligi tamamen yok

eden bir tedavisi bulunmamaktadir (37).

Tipik olarak, hastalifin semptomlar1 hafif hafiza giicliikleri ile baslar ve bilissel
bozukluk, giinliik karmasik aktivitelerdeki islev bozukluklar1 ve biligin diger farkli yonlerine
dogru gelisir. AH klinik olarak teshis edildiginde bircok beyin bolgesinde ndron kaybr ve
noropatolojik lezyonlar ortaya ¢ikar (40).

Beynin limbik bodlgesinin ve kortekslerinin bu yikici bozukluguna sahip olan hastalar
once onemsiz bilgilerden baslayarak yeni bilgiler kodlama ve en sonunda da yasamin énemli

ve koklii ayrintilarin1 kaybederler. Alzheimer hastalig: ailesel bir bozukluk da olabilir; ancak



hastaligin ¢ogu formu sporadiktir. Inme ve kafa travmasi, yiiksek tansiyon ve hatta diyet gibi
bir dizi risk faktorii ile iliskilidir. Ailesel ve sporadik ALZ formu, ayni néropatolojik paterni

paylasir (41).

AH, iki temel oOzellik ile karakterize edilir. Bunlar senil plaklarin olusumu ve
norofibriler diigiimlerdir. Hiicre disindaki patolojik degisiklikler senil plaklar yani amiloid-f
(AP) plaklar1 ve hiicre i¢i degisikliklerde de hiperfosforillenmis tau proteinlerinden ortaya
¢ikan norofibriler digiimlerdir (NFT) (42).

NFT'ler, anormal hiperfosforile tau proteininden olusan sarmal filamentlerin
intrandronal birikimi ile olusur. Senil plaklar ise amiloid-p peptidi (AB) icerir. Bu patolojik
bulgularin kesin 6nemi tam olarak anlasilmamis olsa da yapilan c¢alismalar ile hipokampiiste
tau proteininin anormal hiperfosforilasyonunun AH'nin nérodejenerasyonun ilerlemesi igin

kritik oldugunu isaret etmektedir (43).

2.3. EPIDEMiYOLOJi

Uluslararas1 ~ Alzheimer  Hastaligi ~ Federasyonunun  (Alzheimer  Disease
International/ADI) 2019°da yayimladig1 rapora gore kiiresel olarak demansla yasayan 50
milyondan fazla insan oldugu tahmin edilmektedir ve bu rakam 2050 yilina kadar 152
milyona ylikselecektir. Demansin su anki yillik maliyetinin 1 trilyon dolar oldugu ve 2030'a

kadar iki katina ¢ikacagi tahmin edilmektedir (44).

Tiirkiye Istatistik Kurumunun (TUIK) Mart 2020°de yaymmladigi rapora
gore Alzheimer hastaligindan hayatini kaybeden yaglilarin sayisi, 2014 yilinda 10.236 iken
2018 yilinda bu oran 13 bin 767'ye yiikselmistir. Alzheimer hastaligindan 6len 65 yas ve tistii
orant 2014 yilinda %3,9 iken 2018 yilinda %4,6'ya yiikselmistir. Alzheimer hastaligindan
Olen yashilarin orani cinsiyete gore incelendiginde ise her iki cinsiyette de artis oldugu
goriilmiistiir. Alzheimer hastaliindan 6len yaslhilarin oran1 2014 yilinda erkeklerde %3,1
kadinlarda %4,6 iken bu oranlar 2018 yilinda erkeklerde %3,5'e kadinlarda ise %5,7'ye
yiikselmistir (45).

Demans prevalansinin, 6zellikle gelismis iilkelerden daha c¢ok niifusun daha geng
oldugu gelismekte olan iilkelerde arttifi tahmin edilmektedir. 1990-2016 yillar1 arasinda
demansi olan birey sayisinda, yaslanan niifus ve biiylimesi ile birlikte %117 artis olmustur.

Kadinlarda baskinlik vardir ve demans, sosyoekonomik etkiye sahip diinyada en sik goriilen



besinci 6liim nedenidir (46). Ana neden Alzheimer hastaligidir (% 75'e kadar) ve hastalarin

cogunlugu 65 yasindan biiytiktiir (47).

Oniimiizdeki yillarda, demans prevalansindaki en biiyiikk artisin kardiyovaskiiler
hastaliklar, hipertansiyon ve diyabetin artmasina neden olan diisiik ve orta gelirli {ilkelerde
olmasi beklenmektedir. AH, demansin en biiyiik tek nedenidir ve % 50-75 oranindadir ve AH

Ozellikle 65 yasindan sonra her 5 yilda bir prevalansinin iki katina ¢iktig1 gériilmiistiir (48).

2.4. PATOGENEZI

AH, ilerleyici hafiza kayb1 ve biligsel bozulma ile tanimlanan ve molekiiler diizeyde
norofibriler yumaklarin ve ¢oziinmeyen [-amiloid (AP) plaklarin varligi ile olusan

norodejeneratif bir hastaliktir (49).

Son 30 yilda Alzheimer hastaligi ile ilgili yapilan arastirmalarda, amiloid plaklarda ve
noronal yumaklarda anormal katlanmis AP ve tau proteinlerinin birikmesi hastalarin

beyinlerinde norodejeneratif siireglerle iliskili olduguna dair 6nemli kanitlar iiretmistir (50).

Hiicre i¢i NFT'ler ve hiicre dis1 amiloidal proteinlerin birikmesi senil plaklarin patolojik

olarak olusumunu karakterize eder (51).

Beyinde ger¢eklesen bu degisikliklerin biligsel gerilemeye yol actigi mekanizmalar, hala
tartisilsa da hiicre i¢inde ve disinda biriken bu molekiillerin eksitotoksisite proseslerine,
kalsiyum homeostazinin bozulmasina, enflamasyona, enerji ve noronal faktorlerin tiikenmesi
gibi olaylarin olugsmasina yol agtigina inanilmaktadir. Bu siirecin sonunda, ndronlara ve

.....

vartlmustir (52).

Beyin parankiminde ve serebral kan damarlarindaki AP birikimlerine amiloid plaklar
denir. NFT'ler, hiperfosforillenmis tau proteinleri ile birlesmis sarmal filamentleri olusturur.
Bu NFT'ler néronal ve sinaptik kayip ve bazi belirgin lezyonlarin olusmasiyla goriiliir. Noron
kayb1 ve/veya patolojisi Ozellikle hipokampiis, amigdala, entorhinal korteks ve frontal,
temporal ve parietal kortekslerin kortikal birlesim alanlarinda goriilebilir. Yumaklarin
birikmesi, trans-entorhinal korteksten baslayarak entorhinal korteks, hipokampiisin CA1
bolgesi ve daha sonra frontal, parietal ve temporal loblarin 6zellikle etkilendigi kortikal

birlesme alanlarin1 da kapsayacak sekilde bir yol izler. Amiloid plaklarinin sayisindan ¢ok



yumaklarin olusum alani ve yerlesimi demansin siddeti ile iligkilidir (51).

Tau proteinlerinin birikmesi ve hipokampal atrofi, bilissel azalma ve beyin atrofisi ile
cok yakindan iligkilidir. Alzheimer hastaliginin néropatolojisinde temporofrontal kortekste
noron kayiplari ve atrofi vardir. Bu da enflamasyona ve amiloid plaklara ve anormal bir
protein kiimesinin olugmasina neden olur. Bu nedenle serebral kortekste monositler ve
makrofajlarin varliginda bir artis olur ve ayrica parankimdeki mikroglia hiicrelerinin de aktif

hale gelmesini saglar (51).

AH’yi agiklamak icin kolinerjik hipotez, A hipotezi, tau hipotezi, metal iyon hipotezi

ve enflamasyon hipotezi gibi hipotezler bu multifaktoriyel hastaligi agiklamak igin ortaya

konmustur (53).
L l l
e Hipotezi e e Hipotesi
serbest Radikal —
Uretimi Amiloid Proteinderin EEhresrrie
Hiore Duginds Sirkimi
MNGronal Tempomtrontsl
Kayip Korteks Atrofisi

Sekil 2.1: Alzheimer Patofizyolojisi i¢in Hipotezler (20)
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2.4.1. Amiloid Kaskat Hipotezi

AH'nin ana patolojik nedenlerinden biri, AP birikiminin neden oldugu senil plaklarin
(SP) olusumudur. Amiloid patogenezi, plazma membraninin integral proteini olan amiloid
prekiirsor proteinin (APP) degisken kirilmalariyla yani farkli uzunluklarda boliinmesiyle
baslar (54).

APP ve APP benzeri proteinler (APLP'ler), benzer modiiler alan yapisina sahip olan
transmembran glikoproteinlerdir (55). APP, memelilerde amiloid prekiirsor benzeri proteinleri
(APLP1 ve APLP2) igeren ilgili protein ailesinin bir iiyesidir (35). APP'nin fizyolojik
fonksiyonu hala tam olarak belirlenememistir; ancak potansiyel olarak hiicre igi kalsiyum
regiilasyonu, hiicre biiylimesi regiilasyonu, aksonlar boyunca vezikiil taginmasi ve metal iyon
homoeostazi, beyin gelisimi, hafiza gibi gorevleri oldugu ileri siiriilmistiir. Yapisal olarak
APP'nin hiicre disinda bulunan N-terminal bolgesi ki APP’nin biiyiik bir kismi hiicre disinda,
kiictik bir kismi yani C-terminal bolgesi ise sitoplazmada bulunur, bazi arastirmacilar
tarafindan metal baglayici alan igerdigi i¢in Kritik bir biyolojik islevi oldugu disiiniilmektedir.

Bu alan bakir iyonlarina kars1 gii¢lii bir afiniteye sahiptir (56).

AP, APP’nin a-sekretaz, B-sekretaz ve y-sekretaz etkisiyle boliindiigiinde iiretilen
¢oziiniir kiigiik peptitlerdir (51). AP iiretimi ve klirensi arasindaki dengesizlik, protofibriller,
fibriller ve oligomerizasyonun derecesine gore plaklar olarak adlandirilan ¢esitli toksik
oligomerik yapilarin olusumuna yol agar. AP olusumunun nedeni hala belirsizdir; ancak

AP'nin stabilite kosullar1 ve konsantrasyonu 6nemli faktorlerdir (57).

APP i¢in iki temel yol tanimlanmistir. Bunlar: amiloidojenik olmayan a-sekretaz aracili
yol ve amiloidojenik olan B ve y-sekretaz aracili yoldur. a-sekretaz, APP'yi 16-17.
aminoasitlerinden parcalayarak hiicre disinda sAPPa (APPsa) ve hiicre i¢cinde 83 aminoasit
uzunlugunda (C83 veya oCTF) birer molekiil olusturur. Olusan sAPPo molekiilii
noroprotektif fonksiyona sahip, ndéronlarin plastisitesinde ve hayatta kalmasinda 6nemli rol
oynayan ve eksitotoksisiteye karsi koruma saglayan ¢6ziiniir bir molekiildiir (39). Daha sonra
gerceklesecek olan olay hiicre igerisinde bulunan 83 aminoasit uzunlugundaki aCTF’nin y-
sekretaz tarafindan parcalanmasidir. aCTF, y-sekretaz enzimi tarafindan p3 peptidine ve APP
hiicre i¢ci domainine (AICD) pargalanir. Sitozole salinan bu AICD’in niikleer sinyalizasyonda

bir islevi oldugu diistiniilmektedir (58).
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APP hastalik durumunda farkli sekillerde parcalanir. Amiloidojenik yolda ilk basamak
B-sekretaz enzimi ile pargalama islemidir ve bu reaksiyon hiz kisitlayici basamaktir. AP, aktif
bolgesi limende yer alan ve membrani kateden bir aspartik proteaz olan B-sekretaz yani
BACE-1 (Beta-side APP Cleaving Enzyme) tarafindan pargalanarak APP'den olusur (59).
APP’den olusan bu yapilar hiicre disinda sAPPJ ve hiicre iginde 99 aminoasitten olusan (C99
veya BCTF) bir fragmenttir. SAPP, noronlarin dliimlerini arttirdigi bilinirken BCTF'nin asir1
tiretimi sinyal iletimini engelleyerek noronal dejenarasyona neden olmaktadir (39). Daha
sonra ikinci enzim olarak AP proteinini olusturmak igin 4 proteinden olusan y-sekretaz
kompleksi isin i¢ine girer. y-sekretaz, presenilin, nicastrin, anterior farinks-defektif 1 (APH1)
ve PEN2 (presenilin enhancer-2) proteinlerinin birleserek olusturdugu bir intramembran
aspartik proteazdir. Bu proteinlerin birlesmesiyle olusan kompleks, ¢oziinmeyen ve
norotoksik olan AP fragmentlerini lireten y-sekretazin aktivitesine katkida bulunur. y-sekretaz,
BCTEF’i farkli uzunluklarda pargalayarak AP peptidinin olusmasina neden olur (59). Olusan

AP proteinleri plazma ve beyin omurilik sivisi gibi ekstraselliiler sivilarda bulunabilir (58).

Amiloidojenik olmayan yolak (hastalik olmayan) Amiloidojenik yolak (hastalik olan) I
y-sekretaz a-sekretaz B-sekretaz y-sekretaz I V
) g AP agregatlari
SOOI OTOE |IVOOOGE PEOESOISOE®H®
|

{icre membrani

Sitozol

Sekil 2.2: APP'nin amiloidojenik olmayan ve amiloidojenik yolaklar1 (59)

38 ile 43 aminoasit arasinda degisen uzunluktaki AP peptitleri, genellikle iki formda
bulunur. Bunlardan baskin form olan ve 40 aminoasit igeren AB40 ve yaklasik %10 oraninda
sentezlenen, 42 aminoasit kalintis1 igeren AP42°dir. Fizyolojik kosullarda, amiloidojenik ve

amiloidojenik olmayan yollar dengede bir arada bulunur, ikinci yol tercih edilir (60).
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APB40, AP42°den daha fazla bulunur ve daha az norotoksiktir. AP42 ise hidrofobik,
¢cozlinmeyen, ciddi norotoksik ve daha fazla agregatlagsmaya egilimi olan ve AP peptitinin
toksik bir fraksiyonu olarak islev goriir. AB40/AP42 agregasyonu, iyon kanallarmin bloke
edilmesine, kalsiyum homeostazinin degismesine, mitokondriyal oksidatif stresin artmasina,
noronal saglhigin bozulmasina ve noronlarin Oliimiine katkida bulunan azalmis enerji

metabolizmasi ve glukoz regiilasyonuna neden olur (61).

Saglikli bir beyinde olusan ¢oziinebilir, fibril olmayan ve noral hiicreler arasindaki sivi
icinde ¢Oziinebilen AP protein pargalari beyinden uzaklastirilir. AP peptitlerinin amiloid
plaklar seklinde depolanmasi esas olarak beynin hipokampiis, neokorteks ve ayni zamanda

serebrovaskiiler bolgesinde gézlemlenir (55).

Immiinohistokimyasal analizler AP42'nin baslangicta biriktigini ve Alzheimer
hastalarinda gozlenen amiloid plaklarda daha yiiksek konsantrasyonlarda bulundugunu
gostermektedir. Bir¢ok c¢alisma, beyin omurilik sivisindaki (BOS) Ap42 diizeylerinin beyin
amiloidozunun temsili kaniti oldugunu gostermistir. Aksine, serum Ap42 seviyeleri ile
serebral amiloidoz arasindaki iligki heniiz gosterilmemistir. Alzheimer hastalarmin beyin
omurilik sivisinda AP42 seviyelerinde bir azalma gozlenir; bu, kismen B-amiloid plaklarinda

daha yiiksek birikimi ile agiklanabilir (62).

Fizyolojik durumda, Af'nin iiretimi ve klirensi dengelidir, ancak patolojik durumlarda,
toplam AP veya AP42/AB40 oraninin artmast veya AP degradasyonu/klirensinin azalmasi,
AP42 seviyesinin  yiikselmesine neden olur. AP, mikromolar ve nanomolar
konsantrasyonlarda bile norotoksisiteye ve sonugta hiicre oliimiine yol acar. AP sinaptik

aktiviteyi modiile ettigi i¢in 6grenme ve hafizada birgok endikasyona sahiptir (63).

Beyinde hiicre dis1 noritik AP plaklari, mikroglia ve astrositlerin aktivasyonunu
arttirdig1 icin Alzheimer hastalarinda biligsel diisiis olarak ortaya c¢ikan ndronal sinaptik
kayiplara neden olur. Ote yandan, tau proteinin hiperfosforilasyonu ile iiretilen norofibriler
diigiimler (NFT'ler) agirlikli olarak frontal kortekste, entorhinal kortekste ve hipokampusteki
noronlarin dejenerasyonuyla sonuglanir ve bu da Alzheimer patolojisinin siddetini belirler
(63).
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l
H,
;

Sekil 2.3: Amiloid prekiirsor proteinden klinik demans olusum tablosu (6)

A: Sekretaz enzim inhibitorleri B: NMDA reseptér modiilatérii C: Immiinoterapi, monoklonal antikorlar1 igeren antiamiloid tedavi ve as1

D: Anti-Tau Terapi E: Anti-enflamasyon uygulamalari F: Antikolinesteraz inhibitorleri

APP bolinmesinin {iglincii bir yolu yakin zamanda kesfedilmistir. n-sekretaz enzimi
APP'yi 504-505. aminoasitlerinden pargalar ve sirasiyla a- ve P-sekretaz ile ikinci kez
par¢alanmasindan sonra daha yiiksek molekiil agirlikli karboksi-terminal fragmanlari An-a ve
An-B olusumuna neden olur. lki, An-o, dizisinde AP1-16 peptit igerir ve ndrotoksik oldugu
bildirilmistir. Esas olarak endosomlar gibi vezikiillerde iiretilirler ve ndronal aktivite sirasinda

Alzheimer patolojisine yol agmadan saglikli beynin hiicre dis1 boslugunda salinirlar (64).

2.4.2. Hiperfosforillenmis Tau Proteinlerinin Hipotezi

Tau proteinin Alzheimerl hastalarin beyin dokusunda birikmesi ilk olarak 1986'da

tanimlanmustir (65).
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Mikrotiibiilleri stabilize etmek, uygun mikrotiibiil agin1 olusturmak ve bunlar1 bir arada
tutmak i¢in mikrotiibiiller arasinda birbirine baglanan kopriiler olusturma yetenegine sahip
Tau proteinleri noéronlar tarafindan sentezlenir. Ozellikle aksonlarm morfolojisi ve
biiyiimesiyle birlikte noronlarin diizgiin ¢aligmasini, biiylimesini, membran etkilesimlerini

tesvik eder ve organellerin sinir terminallerine aksonal tasinmasini kolaylastirir (66,67).

Tau proteini, ortamdaki AP fazlaliindan dolay1 salinan kinazlarla temas ettiginde,
hiperfosforile olur. Hiperfosforilasyonu, oligomerler olusturmasina yol agar. Mikrotiibiiller,
tiibiil alt birimlerinin ayrismasi nedeniyle kararsiz hale gelir ve daha sonra NFT'lere doniisen

biiyiik Tau filamentleri pargalarini olusturur (1).

Tau proteinleri, norofibriler yumaklarin ana bilesenidir. Tau ¢dziiniir bir protein oldugu
halde néronun yapisini ve fonksiyonunu bozan norofibriler yumaklarin olusumu sirasinda
¢Oziinmeyen agregatlar tiretir. Tau monomerleri ilk 6nce oligomerler olusturmak igin birbirine
baglanir, daha sonra norofibriler yumaklar olusturmadan once B yaprak yapisi halinde
toplanir. Amiloid kaskad hipotezi, Tau ve bunun sonucunda ortaya cikan norofibriler
yumaklarin olusumundaki degisikliklerin toksik AP olusumunu arttirdigini ileri siirmektedir.
Norofibriler yumaklardaki Tau proteini hiperfosforile olur; ancak fosforilasyonun Tau’nun
agregasyonuna neden olup olmadigi belirsizdir ve Tau'nun mikrotiibiillere olan afinitesini
azaltmada onemli bir gorevi oldugu bilinmektedir. Tau filamentleri olustuktan sonra, beynin

diger bolgelerine de bulasabilir (68).

Alzheimerli hastalarda, Tau proteinlerindeki bazi aminoasitlerin hiperfosforilasyonu,
proteinlerin mikrotiibiillerden ayrilmasina, aksonal transport yapisinin bozulmasina,
noronlarin agligina ve sonug olarak da hiicre 6liimiine sebep olur. Bu nedenle hiperfosforile
Tau, hiicre ici norofibriler degisikliklere, AH’ye ve tauopatilerin patogenezinde 6nemli bir

role sahiptir (69).

Tau'nun hiperfosforilasyonu, AH'nin gelismesindeki en erken gelisen olaylardan biridir
ve fosforilasyon derecesi, hem protein kinazlarin hem de fosfatazlarin anormal aktivitesini
yansitir. Alzheimerli bireylerin beyinlerindeki aktif kinaz seviyelerindeki degisiklikler,

kinazin yukari regiilasyonuna veya regiilasyonunun bozulmasinin bir sonucu olabilir (70).

Alzheimerli hastalarin beyinlerinden 6liim sonrasi alinan dokudan elde edilen kanitlar,
glikojen sentaz kinaz 3-B (GSK3p) ve siklin bagimli kinaz 5 (CDKS5) dahil olmak iizere
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bir¢ok kinazin diizeylerinde artis oldugu gosterilmistir. GSK3B ve CDKS5, Tau proteinlerinin
hiperfosforilasyonundan birincil olarak sorumlu kinazlar olmasina ragmen, Protein Kinaz C,
Protein Kinaz A, ERK2, serin/treonin kinaz, kaspaz 3 ve kaspaz 9 gibi diger kinazlar da AP

tarafindan aktive edilebilen 6nemli rollere sahiptir (71).

Tau fosforilasyonundaki rollerine ek olarak, anormal sekilde aktive edilmis kinazlar,
diger mekanizmalar yoluyla norodejenerasyonu tesvik edebilir. Asir1 aktif GSK3p, niikleer
faktor kB (NFkB) yoluyla inflamasyonu indiikleyerek apoptozu ve aksonal taginmanin

bozulmasini tesvik eder (72).

Bu bulgular, artinlmis kinaz aktivitesinin patolojiye bir¢ok yoldan katkida
bulunabilecegini ve bu enzimleri miidahale icin c¢ekici bir hedef haline getirdigini

gostermektedir (70).

2.4.3. Oksidatif Stres Hipotezi

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tilirleri (RNS) insanlarda normal ve
anormal birgok siiregte tretilir. Her ikisi de hiicresel sinyal yolaklarinda yararli islevlere
sahipken hiicre zari, lipit, protein ve DNA gibi hiicresel yapilarin zarar gérmesine de yol
acabilirler (73).

Beyin mitokondriyal solunum yapan diger dokulara gére %20 daha fazla oksijen kullanir.
Bu da beynin oksidatif strese karsi daha savunmasiz oldugu anlamina gelir. Noron, ¢ok sayida
coklu doymamis yag asidi igeren beynin temel islevsel birimidir. ROS ile etkileserek lipit
peroksidasyonuna ve molekiiler apoptoza yol agabilir, ayrica noronlarda daha az glutatyon

olmasi da oksidatif stres hasarinin nedenlerinden biridir (74).

2.4.4. Metal yon Hipotezi

Metal iyonlari, protein stabilizasyonu, hiicresel iletisimi, enzimatik reaksiyon katalizi ve
kanda oksijenin taginmasi gibi birgok fonksiyonda gérev alirlar. Ozellikle bakir, ¢inko ve
demir metalleri AH’ nin patolojisi ile iligkilidir (75).

Viicutta bulunan bakirin yaklasik %9’u beyinde proteinlere baglanmis olarak ve
sinaptik havuzda serbest halde bulunmaktadir. Viicutta en fazla bulunan ikinci metal ¢inkodur
ve genellikle beyinde lokalize olmustur. Cinkonun ndrolojik iletimde rolii tam olarak
bilinmese de GABA (y-aminobiitirik asit) ve NMDA (N-metil D-aspartat) reseptorleri ile
iligkili oldugu disiiniilmektedir. Beynin yiiksek oksijen tiiketimine bagli olarak beyinde en
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yogun bulunan metal ise demirdir. Demir basta hemoglobin olmak iizere transferrin ve ferritin

proteinlerine baglanmis halde bulunur (76).

Metal dishomeostazi, noérodejeneratif hastaliklar ve kanser dahil olmak iizere birgok
hastaligin ilerlemesinde ve patogenezinde rol oynar. Ozellikle demir ve bakir gibi redoks
gecis metallerinin dengesindeki degisiklikler reaktif oksijen tiirlerinin artmasma bu da
oksidatif strese neden olur. Ayrica demir, ¢inko ve bakir gibi ge¢is metallerinin yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmasi AP agregasyonunu ve NFT’lerin birikimini arttirarak
noroinflamasyona neden olur. Bu metallerin Alzheimerli hastalarin beyinlerdeki seviyelerinin
yiiksek oldugu bulunmustur. Metal selatlayicilar ve iyonoforlar, gecis metali homeostazinin
saglanmasinda bilinen en iyi modiilatorleridir ve bu molekiillerin bir kismi1 anti-Alzheimer

tedavisi amaciyla klinik deneylerde kullanilmaktadir (77).

2.4.5. Kolinerjik Hipotez

Asetilkolin  (ACh), biligsel performansi, 0grenme ve hafiza siirecini diizenleyen
norotransmiterdir. Beyin hiicrelerinin aglarinda, karmasik bilissel igslevlere hizmet edecek olan

serebral kortikal devrelerin yeniden sekillenmesi igin sinaptik baglantilar kurar (73).

Kolinerjik sinir iletimi, norotransmitter olan ACh'nin sentezinde, depolanmasinda,
tasinmasinda ve degrade olmasina dayanir. ACh sentezi, kolinerjik noronlarin
sitoplazmasinda gerceklesir. Kolin asetiltransferaz (ChAT) enzimi, kolin ve asetil-koenzim
A'dan (asetil-CoA) ACh'i sentezler. Bunu takiben norotransmitter, vezikiiler asetilkolin

tastyicist (VAChHT) tarafindan sitozolden sinaptik vezikiillere taginir (78).

Noronlardan salinan asetilkolin, nikotinik ve muskarinik kolinerjik reseptorlere
baglandiktan sonra postsinaptik néronlarda ve sinaptik yarikta asetilkolin esteraz (AChE) ve
biitirilkolin esteraz (BUChE) enzimleriyle kolin ve asetata hidrolize olur (79).
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Presinaptik KoA
noéron

Glia hiicresi

Kolinerjik
reseptor: N tip

Sinaptik yarik Kolin J
Postsinaptik +
néron Asetat
AChE

Kolinerjik reseptor: M veya N tip

Sekil 2.4: Kolinerjik iletim fizyolojisi (79)

Bartus ve ark. 1970’lerde saglikli yaslilarin ve demans hastalarinin beynindeki
kolinerjik aktivitenin islev bozuklugunun hafiza kaybina ve buna bagli olarak bilissel
bozulmada rol oynayabilecegine dair kolinerjik hipotezi onermislerdir. Bu nedenle kolinerjik

islevin yeniden yapilandirilmasi ciddi bilissel islev eksikligini azaltabilir (80).

Kolinerjik hipoteze gore, kolinerjik fonksiyondaki bozulma AH'de 6zellikle neokorteks
ve hipokampiisii igeren 6grenme, hafiza, davranig ve duygusal tepkilerle ilgilenen beyin
alanlarinda kritik 6neme sahiptir. Beyin atrofisi, bir sinir hiicresinden baska bir sinir hiicresine
elektriksel uyarilarin iletilmesinden sorumlu bir nérotransmitter olan asetilkolin diizeylerinin,
AChE enziminin hizli hidrolizinden dolayr azalmast AH'nin en belirgin Kklinik bulgusudur
(81).

Asetilkolinin bellek ve o©grenmedeki roliinlin taninmasiyla birlikte, Alzheimerh
hastalarda kolinerjik aktiviteyi arttirmaya yonelik terapotik calismalar baslamistir. Bu
caligmalar, presinaptik hiicredeki asetilkolin sentezini ve salinimi arttirmak, postsinaptik
hiicredeki kolinerjik reseptorlerin stimiilasyonunu saglamak ve sinaptik yariktaki AChE
enzimi tarafindan hidrolize edilen ACh’i yikimimi azaltmaktir. Asetinkolin esteraz

inhibitorleri (AChEI) sayesinde sinaptik yarikta asetilkolini parcalayan kolinesteraz enzimini
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bloke ederek kolinerjik iletimi giiclendirmeye yonelik ¢caligmalar yogunlagmistir. AChEI’'nden
olan tetrahidroaminoakridin (takrin) ilk olarak Amerika Birlesik Devletleri’ndeki Gida ve Ilag
Idaresi (FDA) tarafindan 1996 yilinda AH’nin tedavisinin kullanimi igin onaylanmistir.
Ancak takrinin kotii farmakokinetik etkileri dolayisiyla vazgegilmis ve donepezil, rivastigmin

ve galantamin kullanimina baglanmigtir (82).

2.5. DIABETES MELLITUS

2.5.1. Diabetes Mellitus Tanimi ve Epidemiyolojisi

Tirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi’nin 2020 yilinda yayimlanan Diabetes
Mellitus (DM) ve komplikasyonlarinin tani, tedavi ve izlem kilavuzuna goére DM, insiilin
eksikligi ya da insiilin etkisindeki defektler nedeniyle organizmanin karbonhidrat (KH), yag
ve proteinlerden yeterince yararlanamadigi, hiperglisemi ile karakterize olan siirekli tibbi

bakim gerektiren, kronik, genis spektrumlu bir metabolizma bozuklugudur (83).

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF) 2021 verilerine gore tiim diinyada 20-79
yaglar1 arasinda 537 milyon yetiskin diyabetli yasamaktadir. Bu da diinya niifusunun 10'da 1'i
yapmaktadir. Bu saymin 2030'da 643 milyona ve 2045'te 783 milyona c¢ikacagi tahmin
edilmektedir (84).

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF) tarafindan diyabet prevalansi hakkinda
yayimlanan giincel veriler, 2020 yilinda Tirkiye’de 20-79 yas araliginda yaklagik 7 milyon
diabet hastasi oldugunu ve bu rakamin toplam yetiskin niifusun yaklasik %15’ine denk

geldigini gostermektedir (85).

2.5.2. Diabetes Mellitusun Siniflandirilmasi

Diyabetin ilk siniflandirmasi 1979'da Ulusal Diyabet Veri Grubu (NDDG) tarafindan
yaymlanmis 1980 yilinda da Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan onaylanmis ve 1985'te
ise modifiye edilmisti. DM'nin NDDG tarafindan yapilan smiflandirmasi, uygulanan
farmakolojik tedaviye dayanmaktadir. Buna gore insiiline bagimli diabetes mellitus (IDDM)
ve insliline bagimli olmayan diabetes mellitus (NIDDM) olmak iizere iki ana gruba
ayrilmistir. NDDG ayrica DM'yi (a) gestasyonel diyabet (b) yetersiz beslenmeye bagh

diabetes mellitus ve diger bazi tiplerde alt siniflara ayirmistir (86).
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NDDG tarafindan yapilan bu siniflandirma 1980'ler ve 1990'larda popiiler hale geldigi
halde NIDDM'li birka¢ hastanin, hastaligini tedavi etmek i¢in insiiline ihtiya¢ duymasi ve bu
hastalarin hangi tip siniflandirmaya dahil olacagi tam olarak bilinememesi gibi problemler
ortaya ¢ikmistir. Diger bir problem de diger diyabet tiirleri hakkinda daha fazla bilginin elde
edilmesi ve diyabet patogenezi hakkinda artan bilginin NDDG tarafindan yapilan

smiflandirmada yetersiz kalmis olmasidir (87).

Mevcut diyabet siniflandirmast 1997'de Amerikan Diyabet Dernegi (ADA) tarafindan
olusturuldu ve yaymlanmistir. Bu revize edilmis siiflandirma 1998'de DSO tarafindan
onaylanmis ve ADA tarafindan 2003'te ve yine DSO tarafindan 2006'da modifiye edilmistir.
Yeni siniflandirma hastaligin tedavisine degil patogenezine dayanmaktadir. Buna gore dort
ana kategori Onerilmistir. Bunlar: Tip 1 diabetes mellitus (T1DM), Tip 2 diabetes mellitus
(T2DM), diger spesifik diyabet tiirleri ve gestasyonel diyabettir (88).

Tablo 2.1: Diabetes Mellitus Siniflandirmasi (86)

1. Tip 1 Diyabet
a. Immiin aracili
b. Idiyopatik
2. Tip 2 Diyabet
3. Diger Tiirleri
* B-Hiicre Fonksiyonunun Genetik Kusurlar1 (MODY, Mitokondriyal)
* Insiilin Fonksiyonundaki Genetik Kusurlar
* Ekzokrin Pankreas Hastaliklar:
* Endokrinopatiler
* Tlag veya Kimyasal Kaynakli olanlar
* Enfeksiyonlar
* Bagisiklik Aracili Diyabetin yaygin olmayan formlari
* Diger genetik sendromlar (Down sendromu, Turner Sendromu vs.)

4. Gestasyonel Diyabet (GDM)
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2.5.3. Tip 1 Diyabet

Daha onceleri juvenil baslangicli, ketoza egilimli diyabet veya IDDM gibi terimlerle
ifade edilen ve diyabetlilerin sadece %5-10"unu olusturan bu diyabet formu, progresif insiilin
eksikligi ile sonuglanan pankreasin [ hiicrelerinin hiicresel aracili otoimmiin yikimindan

kaynaklanmaktadir (89).

Immiin aracili diyabet genellikle ¢ocukluk ve ergenlik ddéneminde ortaya cikar. B-
hiicrelerinin otoimmiin yikimi, genetik yatkinliga sahiptir; ancak ayni zamanda hala tam
olarak tanimlanamayan g¢evresel faktorlerle de iligkilidir. Bu tip diyabetle bagvuran hastalar
nadiren obez olsalar da obezitenin varligi tani ile uyumsuz degildir. Bu hastalar ayrica Graves
hastaligi, Hashimoto tiroidi, Addison hastaligi, Colyak hastalifi, otoimmiin hepatit ve

pernisiydz anemi gibi diger otoimmiin hastaliklara da yatkindir (90).

Tip 1 diyabetin tanist i¢in Ozellikle B hiicre fonksiyonu olgiimlerine, otoimmiinite
Olglimlerine veya spesifik genetik testlere ihtiyag duyulur. Tip 1 diyabet tanisi ve teshisi i¢in B
hiicre fonksiyon testi, adacik hiicresi antikorlar1 ve insiilin otoantikorlar1 ve C-peptid testi gibi

testler yapilarak belirlenebilir (89).

T1DM hastaliginda B hiicre yikim hiz1 bebekler ve ¢ocuklarda hizli, yetiskinler de ise
yavas olmak iizere oldukca degiskendir. Ozellikle ¢cocuklar ve ergenler, hastaligin ilk belirtisi
olarak ketoasidoz ile bagvurabilirler. Digerlerinde enfeksiyon veya stres varliginda hizla
siddetli hiperglisemiye ve/veya ketoasidoza doniisebilen orta diizeyde aglik hiperglisemisi
vardir. Yetigkinlerde fonksiyonunu daha yavas kaybeden [ hiicreleri, kisileri yillarca
ketoasidozdan koruyabilir; ancak bu tiir bireyler sonunda hayatta kalmak i¢in insiiline bagimli

hale gelirler ve ketoasidoz riski altindadirlar (91).

2.5.4. Tip 2 Diyabet

Daha once insiiline bagimli olmayan diyabet, Tip 2 diyabet veya erigkin baslangich
diyabet olarak adlandirilan bir diyabet tipidir. Diyabetlilerin %90-95'ini olusturan bu diyabet,
insiilin direnci olan ve genellikle genetik gecisli formudur. En azindan baslangigta ve/veya
hayatta kalmak icin bu bireylerin insiilin tedavisine ihtiyaglari yoktur ya da hastalik
durumlara gore nadiren insiiline bagimli hale gelirler. Etiyolojisi bilinmemekle birlikte -

hiicrelerinde otoimmiin yikim meydana gelmez (90).
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T2DM, hiperglisemi, insiilin direnci, goreceli insiilin sekresyonun eksikligi ve/veya
kombinasyonu ile karakterizedir. Bu, kas, karaciger ve yag hiicrelerinin insiiline duyarliliginin
azalmasindan kaynaklanir Ki bu insiilin direnci olarak da adlandirilir. Genelde yemekten
hemen sonra pankreas tarafindan insiilin {iretiminde artis olur. Insiilin i¢in hedeflenen
organlar yag dokusu, iskelet kas1 ve karacigerdir. Insiilin, kandan glukoz alimini indiikler ve

hiicre i¢inde glukoz iiretimini engelleyerek glikojenezi tesvik eder (92).

Progresif B-hiicre yetmezligi T2DM hastaliginin 6nemli bir 6zelligidir. Hastalikta
ketoasidoz nadir goriiliir. Hastalik 40 yasindan sonra daha sik goriilmektedir; ancak
simdilerde obezitedeki artis nedeniyle geng eriskinlerde ve ergenlerde arttigi gozlemlenmistir.
T2DM, obezite, hipertansiyon, dislipidemi dahil olmak iizere ¢esitli metabolik bozukluklarla
iligkilidir. Ortaya ¢ikan metabolik bozukluk, retinopati, periferik néropati ve nefropati gibi
diyabet semptomlarmin ¢ogunun dogrudan nedeni olan kronik hiperglisemiye yol agar ve
hastalarda ateroskleroz ve felg gibi hastaliklarda da artis bulunmaktadir. Bu tip diyabetin
spesifik nedeni bilinmemektedir; ancak hastaligi olusturan ¢evresel ve genetik faktorleri gok

heterojenik bir fenotiple birlestirir (86,92) .
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Sekil 2.5: Diyabet Komplikasyonlari (93)

2.5.5. Tip 3 Diyabet

AH, patogenezine bakildiginda hem genetik hem de cevresel faktorlerin rol oynadigt
goriiliir. Alzheimer vakalarinin kiigiik bir kismi, hastaligin otozomal dominant gegisli
oldugunu gosterir ve erken baslangigli ailesel Alzheimer vakalarinda karakterize edilmistir.
AH i¢in en 1yi tanimlanmis risk faktorleri yas ve ailede pozitif bir demans Oykiisiidiir; ¢ilinkii
Alzheimer hastalarinin tigte birinden fazlasinin bir veya daha fazla etkilenmis birinci derece
akrabas1 vardir. AH gelisimi ile iligkili olabilecek diger risk faktorleri arasinda siddetli kafa
travmasi, diisik egitim diizeyi, kadin cinsiyeti, depresyon ve vaskiiler faktorler sayilabilir
(93).



Onemli epidemiyolojik galigmalar, T2DM'nin, néronlarda enerji iiretimi igin glukozun
absorbe olamamas1 nedeniyle biligsel bozulmanin bagladigini gostermis ve aralarinda giiglii
bir iligkili oldugunu ortaya koymustur. T2DM ve AH arasindaki iligki karmagiktir; her ikisi de
insiilin direnci, insiilin biiytime faktorii (IGF), inflamatuvar yanit, oksidatif stres, glikojen
sentaz kinaz 3-B (GSK3p) sinyal mekanizmasi, amiloid prekiirsér proteinden Af olusumu,

norofibriler yumak olusumu ve asetilkolin esteraz aktivite regiilasyonu ile iligkilidir (94).

Periferik insiilin direnci beyinde de insiilin direncinin gelismesine katkida bulunan bir
faktor olabilecegi, glukoz aliminda bir azalmaya ve nihayetinde AP diizeylerinin artmasina
yol acabilecegi yapilan g¢aligmalarda agikg¢a goriilmiistiir. Hiperinsiilinemi ve hiperglisemi
varliginda senil plaklarin olusumu hizlanir. BOS’taki insiilin konsantrasyonun kandaki insiilin
konsantrasyonuna orani azalmistir. Mitokondriyal mekanizmadaki degisiklikler, iki hastalik

arasindaki ana baglanti olmaya devam etmektedir (95).

Bir anabolik hormon olan insiilin, artan oksidatif stresi 6nledigi i¢in beyinde A protein
birikimine karsi koruyucu bir role sahiptir. Bu nedenle, 6zellikle T2DM ile insiilin direnci,

beynin AB proteinlerine duyarliligini artirarak AH'min ilerlemesi i¢in gizli bir risk faktorii

olabilir. T2DM ve AH arasindaki ortak mekanizmalar nedeniyle; arastirmacilar bu hastaligi

Tip 3 Diyabet (T3DM) olarak adlandirmustir (96).
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Sekil 2.6: Alzheimer hastaliginda T2DM/insiilin direncinin sematik gdsterimi (98)
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2.6. GLIKOJEN SENTAZ KINAZ 3-p (GSK3-§)

Bir Ser/Thr kinazi olan glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3, EC 2.7.11.26), adim1 glikojen
sentezinde yer alan ve bir anahtar enzim olan glikojen sentazdan (GS) alir. iki farkli gen
tarafindan kodlanan GSK3, GSK3-a ve GSK3-f olmak iizere iki izoformu vardir. (97)

Benzer yapilariin aksine, bu izoenzimlerin farkli substratlar iizerinde etkili oldugu
bilinmektedir. Aslinda in-vivo ¢alismalar, GSK3-Bf'nin tamamen ortadan kaldirilmasinin bir
embriyoda Oliime neden olmak icin yeterli olabilecegini gosterse de GSK3-o genetik

delesyonunun hayatta kalma {izerinde 6nemli bir etkisinin olmadigi bulunmustur (98,99).

GSK3, hiicre apoptozu, farklilasmasi, proliferasyonu ve mikrotiibiil morfolojisi, insiilin
sinyali, noronal fonksiyon, onkogenezden embriyonik gelisimde dahil olmak iizere birgok

hayati hiicresel siirecin diizenlenmesinde yer almistir (100).

Glikojen sentaz kinaz 3 aktif bir enzim olmakla birlikte MSS’de yiiksek diizeyde
eksprese edilir ve Alzheimer, diyabet, bipolar bozukluk, Huntington hastaligi ve diger

norodejeneratif bozukluklar gibi gesitli norolojik bozukluklarla iligkilidir (101).

Yapilan in vitro ve in vivo c¢alismalarda GSK3-B’nin aktivasyonu APP'nin boliinmesini
modiile ederek Alzheimerli beyinde AP olusumunu ve birikimini gostermistir. Beyinde
amiloidojenik olmayan ve amiloidojenik olan iki farkli yol farkli proteazlarin etkisiyle
APP'nin boliinmesinde rol oynar. APP'nin amiloidojenik olmayan yolda béliinmesi, a-
sekretaz kompleksi ve y-sekretaz tarafindan yapilir. a-sekretaz tarafindan yapilan boliinme
sonucunda kolayca pargalanan peptidler iretilir. Buna karsiik AH’de amiloidojenik yolda
APP baslangicta f-sekretaz (BACE-1) enzimi tarafindan pargalanir, ardindan fibrillesmeye ve
oligomerlesmeye sonunda da AP peptidlerinin olusumuna ve birikimine neden olan y-sekretaz
kompleksi tarafindan pargalanir. Onceki calismalar, y-sekretaz kompleksinin katalitik
bilesenlerinden olan APP ve PS1'in GSK3-B’nin substratlari olarak tanimlamis (Sekil 2.7), bu
da APP’nin boliinmesinin ve PS1 fonksiyonunun GSK3-f aktivitesinden etkilendigini ve
sonu¢ olarak da AH’de daha yiiksek AP iretimine ve birikmesine neden oldugunu
diistindiirmiistiir (102,103).
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Sekil 2.7: GSK3-B’nin AP ve tau metabolizmasina etkisi (106)

Tau, mikrotiibiilleri stabilize ettigi bilinen bir proteindir (MAP). Tau’nun fonksiyonu
esas olarak mikrotiibiillerin fosforilasyon durumuna baglidir. AH'de tau proteinleri
hiperfosforillenerek sitoplazmada birikir. Bu da mikrotiibiillerin pargalanmasina, noéronal

biitiinliigiin kaybolmasina ve sonug olarak da NFT’lerin olusumuna yol agar (104).

Tau’nun hiperfosforilasyonu iizerine daha once yapilan ¢alismalarin ¢ogu beyindeki
Kinaz/fosfataz dengesizligini aragtirmis ve AH patolojisinde GSK3-f'y1  Tau’nun
fosforilasyonunda rol oynan temel kinaz olarak tanimlamistir (105). AH'de, Tau'nun GSK3-p
ve diger kinazlar tarafindan hiperfosforilasyonu ¢oziinmeyen kiimeler halinde toplanmasini

tesvik ettigi ileri stirtilmistiir (Sekil 2.8) (101).
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Sekil 2.8: Tau proteinlerinin GSK3-f tarafindan hiperfosforilasyonu (103)

GSK3-p tarafindan fosforillenen Tau proteininin 6nemli sayida aminoasit kalintisi
vardir. AH’de Tau proteininin hangi bdlgelerinin fosforillendigini arastiran ¢aligmalar

yapilmig ve Tau proteininin GSK3-f aracili fosforilasyonu, mikrotiibiil baglanma bolgelerine
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ve bunlarin aminoasit kalintilarina yakin olan alanlarda oldugu goriilmistiir (106).

Protein-protein etkilesimlerinin bu baglanma alanlarinda yer aldigi bilinmektedir, bu
nedenle GSK3-B ile indiiklenen tau fosforilasyonu toksik bir sekilde kendi kendine
toplanmaya egilimlidir (Sekil 2.7) (107).

Transgenik Alzheimer modeli olusturulmus Drosophilalar ile yapilan bir ¢alismada
GSK3-f'nin anormal up-regiilasyonunun, toksik Tau agregatlarinin birikimi ile pozitif

korelasyon gosterdigi goriilmistiir (106).

Yapilmis in vivo ¢aligmalarin sonuglari in Vitro ¢alismalarin sonuglariyla uyumlu olarak
bulunmustur. Insan néroblastom hiicrelerinin AH’de Tau patolojisine ¢arpici bir sekilde
benzeyen GSK3-p aracili fosforilasyondan kaynaklanan agregatlarinin olustugu gosterilmistir
(108). Bu nedenle yapilan in vitro ve in vivo ¢aligmalar, GSK3-f inhibe edildiginde Tau'nun
hiperfosforile olamadigini gosterdiginden Tau patolojisine karsi ilag kesfetme ve gelistirme

programlarinin ¢ogu GSK3’ii hedef olarak belirlemistir (109,110).

GSK-3, inhibitor ¢alismalarinin genellikle odak noktasi olmustur ve lityum kloriir
(LiCl), indirubinler, paullonlar, tiadiazolidinonlar (TDZD), maleimidler ve tiyazoller dahil

olmak iizere birkag GSK-3 inhibitorii sinifi arastirilmis ve tedavi amaciyla kullanilmistir (69).

2.7. GLUKOZ TASIYICISI- 4 (GLUT4)

Glukoz beyindeki en 6nemli ve essiz enerji maddesidir ve beyindeki noronlarin yapisal
ve fonksiyonel biitiinliigiinii korumada anahtar rol oynar. Ayrica beynin 6grenme ve hafizayi
destekleyen ana noromodiilatérlerden biri oldugu bilinmektedir. Sonug olarak, glukoz

metabolik bozukluklar1 her zaman bilissel bozukluklara neden olur (111).

Glukoz metabolik bozukluklarinin biligsel bozukluklara neden oldugu mekanizma igin
birka¢ hipotez Onerilmistir. Bunlar, biligsel aktivitenin hipokampiiste hiicre dis1 glukozu
tiiketebilecegini One siiren “hipokampal hipotezi ve fetal alkol spektrum bozuklugu (FASD)
olan beyinlerde goriilen insiilin/insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF) sinyallesmesindeki
bozulmalarin aracilik ettigini 6ne siiren “insiilin hipotezi”dir (112). Bununla birlikte, glukoz
metabolik bozukluklarinin neden oldugu o6grenme ve hafiza eksiklikleri i¢in spesifik

mekanizma belirsizligini korumaktadir (113).
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Glukoz, memeli hiicrelerde ana enerji kaynagidir ve plazma zar1 boyunca hareketi, basta
GLUT'lar olmak flizere tastyicilar tarafindan gerceklestirilir (114). Beyinde, SLC2 ailesine ait
kolaylastirict difiizyon yapan GLUT1, GLUT2, GLUT3 ve GLUT4 tasiyicilar1 ve SGLT1
dahil olmak iizere SLC5 ailesine ait Na*-D-glukoz ortak tasiyicilari tespit edilmistir (115).

GLUT4, viicut glukoz homeostazinin diizenlenmesinde anahtar rol oynayan insiiline
duyarlh bir glukoz tasiyicisidir. GLUT4 en ¢ok yag dokusu, iskelet kasi ve kalpte eksprese
edilir. Hiicre dis1 insiiline yanit olarak hiicre i¢i bolmelerden plazma zarma aktarilir (116).
Glukoz agisindan zengin gidalarin alinmasindan sonra kan sekeri yiikseldiginde ve pankreas
insiilin salgis1 indiiklendiginde insiilin aracili D-glukozun adipositlere ve kas hiicrelerine
alimmin hizlandirilmas1 kan sekeri artisini dengeler. Pankreatik insiilin sekresyonunun
bozuldugu, yag ve kas hiicrelerindeki insiilin reseptorlerinin duyarlhiliginin azaldigi T2DM'de
bu diizenleyici devre kusurludur. insan GLUT4’ii D-glukoz ve D-galaktozu tasir; ancak
substrat olarak D-fruktozu kabul etmez (117).

Beyindeki GLUT4'Uin noronlart  hareketlendirmek igin  metabolik  enerjinin
saglanmasinda, aktif noronal devrelerin insiiline bagimli olarak diizenlenmesinde ve tim
viicut glukoz homeostazinin saglanmasinda yer aldigi varsayilmaktadir. Hareketlenen
noronlarda artan enerji talebi ATP sentezinin up-regiilasyonu ile kargilanir (118). Glikoliz ve
mitokondriyal ATP sentezi ile ATP iiretimi i¢in hiicre i¢i glukoz gereklidir. Stirekli ndronal
aktivasyon sirasinda artan enerji talebinin, GLUT4'in aksonal plazma zarina yerlestirilmesini
destekledigine ve GLUT4’iin eklenmesinin AMP ile aktive olan protein kinazin (AMPK)
kontrolii altinda olduguna dair kanitlar bulunmaktadir (119). Motorik néronlarda, enerji talebi
egzersiz sirasinda keskin bir sekilde artarken, hipokampal noronlardaki enerji talebi,

entelektiiel zorlama veya duygusal strese yanit olarak artar (115).

Arastirmacilar, GLUT4'liin hipokampiis gibi yiiksek enerji ihtiyac1 olan noronlarda
bulunmasi nedeniyle, GLUT4'ln artan enerji talebi zamanlarinda noronlara glukoz arzi
talebini karsilamada baglica néronal glukoz tasiyicist olan GLUT3'i destekledigini tahmin
etmislerdir (120). GLUT4'in bu rolii muhtemelen néronlara 6zgiidiir. Hipokampiiste GLUT4
insiilin reseptorlerinin oldugu her yerde bol gibi goriinmektedir; ancak bunun tersi dogru
degildir. Insiilin reseptdrleri néronlar, astrositler, endotelyal ve mikroglia gibi birgok hiicre
tipinde tanimlanmis olsa da GLUT4 ndrona O6zgii lokalizasyon gosterir. Yapilan birkag

calisma, hipokampal GLUT4 i¢in 'talep lizerine enerji arzi' hipotezini desteklemektedir (121).



28

Insiilin, 6n beyin, hipotalamus ve hipokampiis dahil olmak iizere beynin gesitli
bolgelerinde bulunan noronlardaki instilin reseptorii ile etkilesime girer ve beyinde 6nemli
diizenleyici roller oynar. Insiilin, néronal aktivite {izerinde D-glukoz aracil1 etkilerinin yani
sira dogrudan etkiler de gdsterebilir. Insiilinin kortikal ve hipokampal néronlar ve ndronal

progenitdr hiicreler tarafindan sentezlendigine dair kanitlar sunulmustur (122).

Insiilin direnci hipokampal bilissel ve metabolik siirecleri bozdugundan, beyin insiilin
direncinin molekiiler sonuglarini belirlemek 6nemlidir (123). Ogrenme ve hafiza olusumu
sirasinda, GLUT4, néronal membranlara yerlesir ve fosfatidilinositol 3 kinaz-protein kinaz B
(PI3K-Akt) sinyal yolunu igeren bir siire¢ yoluyla sinapslarin yapisal ve fonksiyonel

biitiinligiinii korumak i¢in néronlara bir glukoz kaynagi saglar (124).

2.8. GLUKAGON BEZNERI (LIKE) PEPTIT-1 (GLP-1)

Inkretinlerin 1932'de La Barre J. tarafindan tanimlandigindan beri T2DM patofizyolojisi
lizerindeki etkileri her gecen giin artmaktadir. Inkretin kelimesi, “INtestinal ssCRETion of
INsulin”den olusur. Ince bagirsagin distalinden salgilanan glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1)
ve duodenumdan salgilanan glukoza bagimli insiilinotropik polipeptit (GIP) simdiye kadar
aciklanan inkretin hormonlaridir. GLP-1, proglukagon geninin prohormon doniistiiriicii 1/3
(PC1/3) tarafindan dokuya 0zgii posttranslasyonel islemeden tiiretilen 30 amino asit
uzunlugunda bir peptid hormonudur. Proglukagonun nihai iriinleri bagirsaklarda GLP-1,
GLP-2, glisin ve oksintomodulin'dir (23,125).

GLP-1 esas olarak bagirsagin enteroendokrin L hiicrelerinde iiretilir ve besin
duodenuma girdiginde kan dolagimina salgilanir. Besin, yag ve/veya protein ve/veya glukoz
icerebilir. GLP-1 salimimi, besin igeriginden bagimsizdir. GLP-1 ayrica merkezi sinir
sisteminde (MSS), agirlikli olarak beyin sapinda iiretilir ve MSS'deki bazi bolgelere tasinir.
Beyinde preproglukagon, niikleus traktus solitarius'ta (NTS) yapilir. Bu alandaki noronal
hiicreler GLP-1'1 sentezleyebilir ve hipotalamusa, bazi talamik ve kortikal bolgelere kadar
uzanir (24).

Insanlarda, besin alimma yamit olarak GLP-1 salgilanmasi, hem erken (30-45 dakika)
hem de daha sonra (60-90 dakika) bir tepe noktasi ile iki fazlidir (126). Erken pik, proksimal
bagirsaktaki besinler tarafindan sinir vagusunun aktivasyonu yoluyla dolayli olarak aracilik

eder, bu daha sonra L hiicreleri tarafindan eksprese edilen muskarinik reseptdrleri uyarir.
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Buna karsilik, GLP-1 salgilanmasimin sonraki zirvesi, liimen besinlerin dogrudan L hiicresi
tarafindan algilanmasiyla indiiklenir (127).

GLP-1, multifonksiyonel bir peptidtir. GLP-1, beyin sap1 i¢indeki soliter yolun néronal
seviyesinde {iretilir. Ek olarak, bagirsaktan salinan bu peptid, hepato-portal glukoz sensoriinii
olusturan vagal duyu noéronlar1 ilizerinde bulunan GLP-1R'yi aktive ederek, beyin sapi
noronlari ile iletisim kurarak, etkisini farkli beyin bolgelerine yayar. Birkag ¢alisma, GLP-1'in
termojenez, kan basinci kontrolii, norojenez, ndrodejenerasyon, retina onarimi ve enerji
homeostazi gibi noronal fonksiyon tizerindeki etkisini gostermistir (128).

GLP-1R'ler farkli beyin bolgelerinde eksprese edildiginden, GLP-1, tokluk kontroli, su
alim1 ve stres reaksiyonu dahil olmak tizere farkli 6zel etkilerde yer alan bir ndropeptid gibi
davranir. GLP-1 ile uyarilan beyin GLP-1R'leri, ¢oklu stres tepkilerinin aracisidir (129-131).
GLP-1'in dogrudan sican beynine uygulanmasi, stresle aktive olan ACTH ve kortikosteron
hormonlarinin daha yiiksek iiretimi ile baglantili olarak kaygi diizeyini artirir. GLP-1, hem
amigdala hem de hipotalamusun paraventrikiiler ¢ekirdegi tarafindan ayni anda bir yaniti
uyarabildigini gosterir (131).

Dolagimdaki GLP-1 artisi beyne ulasabilir ve gida alimimi diizenleyebilir (132). Son
caligmalar, deksametazon (GLP-1/Dexa) ile GLP-1'in kombinasyonu, ruh hali veya hafiza
kayiplarina neden olmadan obez farelerde gida alimini azaltabildigini ve viicut agirligin
azaltabildigini gostermistir (133). T2DM, insiilin duyarliligmmin degismesi ve ndrogenez
bozukluklari, besinlere yanit olarak GLP-1 diizeylerinde bir diisme ve bunun sinyal aktivitesi
ile iliskilidir (134).

Son zamanlarda, birka¢ grup GLP-1'in norolojik ve biligsel islevlerin diizenlenmesine
katkida bulundugunu bildirmistir (135). Gergekten de GLP-1 sinaptik plastisitenin
kontroliinde ve bazi ndroproteksiyon (néron korunmasi) formlarinda yer alir. Bu nedenle
o0grenme, hafiza ve diger sinaptik fonksiyonla baglantili ¢esitli sinyal yollarinda diizenleyici
bir role sahiptir (23,136).

GLP-1 reseptor agonistleri (GLP-1RAS), hayvan modellerinde beyin iskemisi {izerinde,
beyin enfarktiisii alaninin azaltilmasi ve ndrolojik a¢igin iyilestirilmesi gibi, esas olarak
oksidatif stres, iltihaplanma ve apoptozun inhibisyonu yoluyla etki gosteren faydali etkiler
gostermistir (137). Sinaptik plastisiteyi modiile ederek Ogrenmeyi ve hafizay1r gelistiren
diyabet veya obezitenin neden oldugu bilissel bozulma iizerinde de faydali bir etki
gosterebilirler (138). Ayrica, GLP-1RA'lar hipokampal ndrodejenerasyonu azalttigi
bildirilmistir (139).
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AH'nin hayvan modellerinde GLP-1 reseptdr agonistlerilerin (GLP-1RA) noroprotektif
etkileri hakkinda biiyilk miktarda kanit bulunmasina ragmen, insan ¢aligmalart hala
yetersizdir. Alzheimer’li hastalarda yapilan randomize, kontrollii, ¢ift kor g¢alismasinda,
plaseboya kiyasla 6 ay boyunca liraglutid ile tedavi edilen hastalarda AP birikimi tlizerinde
hi¢bir etki gozlenmemistir (140). Gejl ve ark. (141)’nin 2016 tarihli, randomize, plasebo
kontrollii, ¢ift kor klinik ¢alismasinda, liraglutid ile tedavi edilen Alzheimer’li hastalarda
plaseboya kiyasla birden fazla bolgede glukoz metabolizmasi artmis olsa da, calismanin
istatistiksel giicli, AP yiikii ve kognisyon dnlemleri hakkinda bir sonuca varmak i¢in yetersiz

bulunmustur.

2.9. AMILOID BETA (Ap)

Amiloid-p (AB), esas olarak noronlarda tiretilen 4 kDa'lik bir peptidtir. AP,
transmembran protein amiloid prekiirsor proteininin (APP) B-sekretaz ve y sekretaz tarafindan
siralt boliinmesiyle olusturulan, 39-43 kalinti uzunlugunda AP fragmanlaridir. AB birikiminin
AH’nin gelisiminde merkezi bir rol oynadig1 diisliniilmektedir. AB'nin senil plaklar seklinde
birikmesi, hastaligin patolojik bir 6zelligidir. AB'nin en yaygin iki izoformu, uzunluk olarak
APB40 ve AP42 kalintidir. Yaygin olarak kabul edilen amiloid kaskadi hipotezine gore,
Ozellikle daha uzun ve daha amiloidojenik formu AP42'nin artan AP iretimi, amiloid
plaklarinin olusumuna yol acar (142).

Hiicre dis1 yerlesimli plaklar daha sonra hiicre i¢i yerlesimli norofibriler yumaklarin
olusumuna neden olur. AH’nin bir diger temel 6zelligi beynin ve ndronal 6liime neden
olmasidir. AB'nin bu temporal dizilimdeki birincil roliinii destekleyen iyi deneysel kanitlar
vardir. Genetik olarak AH'ye bagli olan mutasyonlar, yani APP, presenilin 1 (PS1) ve
presenilin 2 (PS2)'yi kodlayan genlerdeki mutasyonlar, AR metabolizmasinda degisiklikler ile
toplam A veya AB42'nin beyinde yiikselmesine neden olur (143).

1992 yilinda ailesel Alzheimer hastaligi vakalar1 gbz oniine alindiginda, APP geninin
21. kromozom iizerindeki yerlesiminin Down sendromlu bireylerin orta ve ge¢ yasta AH'ye
yakalanmalarina neden oldugu gergegiyle birlikte amiloid kaskad hipotezi (AKH) oldugu
varsayllmistir (144,145) (Sekil 2.9). AKH, AP peptid birikiminin norofilament diigiimleri
seklinde tau hiperfosforilasyonunu ve kiimelenmesini tetikledigini ve bu kiimelenmelerin
inflamasyona, sinaptik bozulmaya, néronal kayba, dolayisiyla biligsel diisiise ve davranigsal
anormalliklere yol agtigini belirtir. Bununla birlikte, sporadik AH (SAH) iceren A oto-

antikorlarindaki azalma AP klirensinde bir bozulmaya isaret ettiginden, AR’ nin asir1 tiretimi
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AHnin tek nedeni degildir. SAH gelistirmek icin en iyi bilinen genetik risk faktor,
apolipoprotein E'yi kodlayan apolipoprotein E (APOE) genidir ve risk, 6zellikle APOEe4 aleli
mevcut oldugunda ortaya ¢ikar (146,147).
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Sekil 2.9: Amiloid Kaskat Hipotezi (147)

AP sentezinde genetik olarak belirlenmis herhangi bir artisin yoklugunda amiloid
plaklarin nasil olusabilecegi aciklanamamustir. Dikkat ¢ekici bir sekilde, AKH, néronlarda ve
diger birgok hiicrede meydana geldigi bilinen bazal AP iiretimi i¢in herhangi bir ag¢iklama
icermemektedir. Bu nedenle AB'nin fizyolojik roliiniin gizemini korumaya devam etmesi
sasirtict degildir. APP ve PS genlerindeki mutasyonlarin aksine, normal yaslanma, ailesel AH
(artan AP tiretim seviyelerine ragmen beyin gerekli bir asamaya gelene kadar gelismeyen)
dahil olmak iizere tim ALZ vakalarina agik bir katkida bulunan bir faktorii temsil eder.
Yaslanan beyinde A birikiminden hangi faktorlerin sorumlu oldugu agik degildir (148,149).

Son zamanlarda, AB'nin gecis metal iyonlart i¢in ¢ok verimli bir selatér oldugu
gosterilmistir. Diger gecis metallerine gore daha etkili bir oksidasyon katalizorii olan bakir
igin Ozellikle gii¢lii baglanma gozlenir. AB1-42, Cu(ll)'ye AB1-40'tan daha yiiksek afiniteye
sahiptir; bu, etilenamintetraasetik asitler gibi simdiye kadar bilinen en iyi metal selatorlerin

afinitesi ile karsilastirilabilir. Bakir ile karsilastirildiginda demir, A icin daha az uygun bir
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liganddir. A, afinitelerinde farklilik gdsteren bakir i¢in (artik 6 ve 14 arasinda yer alan) iki
baglanma bolgesine sahip goriinmektedir (150).

A42'nin A40'tan daha etkili bir indirgeyici oldugunu belirtmekte fayda vardir (151).
Bu da metal selator olarak daha yiiksek verimliligi ile iliskilendirilebilir (150). Bu nedenle,
AP tarafindan metal indirgeme etkinligi, metalin peptite baglanmasimin etkinliginden
etkilenebilir. Bununla uyumlu olarak AB, Cu (Il)'yi Fe (lll)'den daha verimli bir sekilde
azaltir.

Bu veriler, Ap'nin benzersiz bir redoks 6zellikleri kombinasyonuna sahip oldugunu
gostermektedir. AP, metal indirgeme aktivitesine sahip lipofilik bir metal selatordiir. Bugiine
kadar bilinen fizyolojik metal selatorleri, esas olarak metal oksitleyici aktiviteye sahip
hidrofilik proteinlerdir (152). Metal selatlama, metal indirgeme ve radikal temizlemeden
olusan karmasik bir kombinasyondur. Bu nedenle, temel olarak anti- ve pro-oksidatif etkilerin
tam spektrumunu kapsayabilen, AB'nin oksidasyona yonelik genel aktivitesini yonetmesi
beklenebilir.

AB'nin (mikromolar konsantrasyonlarda) lipoprotein oksidasyonu {iizerindeki pro-
oksidan etkisinin (153) diisiik gecis metalleri konsantrasyonlarinda (154) vitamin E'ninkine
¢ok benzedigini belirtmek ilgingtir. Gegis metallerinin konsantrasyonlar1 azaldiginda, E
vitamini lipoprotein oksidasyonuna yonelik aktivitesini anti-oksidatiften prooksidatife
degistirir ve a-tokoferol aracili peroksidasyon yoluyla islev goriir (155). C vitamininin
yoklugunda, lipoproteinlerin E vitamini igerigindeki artig, hem metal rediiksiyonunu (156)
hem de lipoprotein oksidasyonunu (157) hizlandirir ve AR varhiginda kaydedilenlere benzer
oksidasyon kinetigi ile sonuglanir. Bu ayrica, AP'min pro-oksidatif etkisinde metal
indirgemenin merkezi roliinii tartigir (153).

Pro-oksidatif 6zelliklerin aksine, AP peptidlerinin antioksidan aktivitesi neredeyse hig
calisilmamigtir. Giiclii metal selatorlerinin tipik olarak gliclii antioksidanlar oldugu ve Af'nin
metal baglama 6zelliklerinin uzun siiredir bilindigi ger¢egi gbéz Oniine alindiginda, bu biraz
sagirticidir. Son zamanlarda, insan BOS ve plazmadan eksojen olarak eklenen AB'nin
lipoproteinlerin metal katalizli oksidasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (153). Etki bu
biyolojik sivilarda (0.1-1.0 nM) 6lgiilen peptid konsantrasyonunda gozlenirken, daha yiiksek
Ap konsantrasyonlarinda antioksidan etkisi ortadan kalkar.

Hem AP1-40 hem de AP1-42 etkili antioksidanlardir, oysa AP25-35 fragmani ¢ok
daha az etkilidir. Buna karsilik, tim AP peptidleri, metalden bagimsiz lipoprotein

oksidasyonunu onemli Olgiide etkileyemezler; bu, Af'nin antioksidan aktivitesinin, Met35
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yoluyla serbest radikal temizlemesinden ziyade, esas olarak gegis metal iyonlarmin hidrofilik
kismi tarafindan selatlanmasinin aracilik ettigini diistindiirtir (158).

AB'nin in vivo antioksidan rolii, AH ndronlara oksidatif hasarin dagilimina iliskin
son verilerle uyumludur. Niikleik asit oksidasyonunun Onemli bir iriinii olan 8-
hidroksiguanozin (80OHG), AH'deki serebral ndronlarin sitoplazmasinda belirgin bir sekilde
birikir. Beklenmedik bir sekilde, AH korteksindeki Ap birikimindeki bir artig, néronal SOHG
seviyesinde bir azalma ile yani oksidatif hasarin azalmasiyla iligkilidir (159). Bu nedenle,
yaygin amiloid plaklarin olusumu, oksidatif stresi azaltan bir telafi edici yanmit olarak

diistintilebilir (160).

2.10. INTERLOKIN-1 (I1L-1)

Pro-inflamatuar sitokin interlokin-1 (IL-1) 1970'lerde kesfedilmis ve inflamasyondaki,
ozellikle ates, lenfosit aktivasyonu ve hematopoezdeki islevleriyle taninmistir (161). IL-1 ve
IL-1 reseptorii ile ilgili molekiillerin gen klonlanmasi ve molekiiler tanimlanmasi, artik
evrimsel olarak korunmus ligandlar1 ve reseptorleri igeren bir "sistem" olarak kabul edilen
tim IL-1 ailesinin tanimlanmasina izin verdi. IL-1 aile reseptorlerinin yeni bir isimlendirmesi
yakin zamanda Onerilmistir (162). IL-1 sistemi, agonist aktiviteye sahip ligandlar1 (IL-1a, IL-
1B, IL-18, IL-33, 1L-36a, IL-36b ve IL-36y), reseptor antagonistlerini (IL-1Ra, IL) igerir.
Ayrica IL-36Ra, IL-38 ve bir anti-inflamatuar sitokin olan IL-37 ve sinyal molekiilleri olarak
gorev yapan reseptorler (IL-1R1, IL-1R4/ST2, IL-1R5/IL-18Ra, IL1R6/IL-1Rrp2/IL-36R),
yardimer proteinler (IL-1R3/IL-1RACP, IL1R7/IL-18Rp), tuzak veya negatif diizenleyici
reseptorler (IL-1R2, IL-1R8/SIGIRR/TIRS8) bulunur. Son olarak, sistem hala yetim olarak
kabul edilen veya islevi yetersiz tanimlanmis (IL-1R9/TIGIRR-2, IL-1R10/TIGIRR-1)
reseptorleri de igerir (162).

Inflamasyonla ilgili faktorler arasinda, IL-1 ailesinin sitokinleri ve reseptorleri,
inflamatuvar tepkilerini aktive etme ve diizenleme yetenekleri agisindan 6zellikle 6nemlidir
(163,164). Inflamatuvar bir sitokin olan IL-1f ve onun izoform sitokini IL-la, biiyiik
olasilikla zararli vazoaktif etkilerinden dolay1r genellikle dolasimda sadece cok diisiik
seviyelerde bulunur (165). IL-1B ve IL-la'nin aktivitesi, bir dizi tuzak reseptor ve ¢oziiniir
antagonistler tarafindan etkin bir sekilde diizenlenir. IL-1a ve B, aksesuar zinciri IL-1R3 ile
bir sinyal kompleksi olusturan IL-1R1 reseptoriine baglanir. IL-1R1, sinyal kompleksinin

olusumunu bloke eden ve bdylece IL-1 ile indiiklenen reseptdér aracili inflamatuvar
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aktivasyonu inhibe eden antagonist IL-1Ra'y1r da baglayabilir. Hiicre dis1 IL-1R1 domeni,
membrana bagh olmadiginda (¢oziiniir IL-1R1, sIL-1R1) ¢6ziiniir bir tuzak gorevi gorerek
soliisyonda IL-1 sitokinlerini yakalayabilir. IL-1 igin ikinci reseptor, IL-1R2, IL-1B'yi yiiksek
afinite ile baglar ve IL-1R3"i alir, ancak hiicre i¢i sinyallesmeyi baglatmaz, ayn1 zamanda bir
tuzak reseptor gorevi goriir. IL-1R3'lin ¢Oziinlir formunun, ¢oziintiir IL-1R2'nin IL-1f'y1
yakalama/inhibe etmedeki afinitesini arttirdigr gosterilmigtir. IL-1 aktivitesinin siki
diizenlenmesi, patolojik diizensizliklerden kaginmak i¢in yakindan kontrol edilmesi gereken
giiclii inflamatuar etkilerinin oldugunu gosterir (166,167).

AH, IL-1 ailesi sitokinlerinin ve reseptorlerinin dolagimdaki diizeylerinde 6nemli bir
degisiklik ile karakterizedir (168). Italiani ve ark. (169) AH'de sIL-1R4'in yiikselmesi, diger
hastaliklardaki bulgularla uyumludur ve devam eden inflamasyonun bir belirteci olarak kabul
edilebilir. Yiksek IL-1Ra, SIL-1R1, sIL-1R4 ve IL-18BP diizeyleri, AH'yi hafif bilissel
bozukluk (MCI), subjektif hafiza sikayetlerinden (MSC) ve diger inflamatuvar hastaliklardan
ayirabilecegini bildirdiler. MSC'de bulunmayan, dolasimdaki sIL-1R2 ve serbest IL-18'in
onemli bir artigt, MCI'nin 6zelligidir ve AH'de kaybolur. Bu durum onlar1 MCI'dan AH'de
ilerlemeyi degerlendirmek i¢in ek ilging isaretler haline getirir. Ayn1 zamanda, SIL-1R1, sIL-
1R3, sIL-1R4 ve IL-18BP biligsel bozulma ile negatif korelasyon gosterir (169).

Temel olarak, AH’da bulunan yapisal ve metabolik hasar, TIDM’da bulunan bir 6zellik
olan IL-1B'mmn siirekli yiikselmesinden kaynaklanmaktadir. Benzer sekilde, Alzheimer
beyninde bulunan B-amiloid protein tortulari, T2DM’de pankreas B hiicrelerinde bulunan
amilin tortulartyla ayni molekiiler yapiyr paylagir ve esit derecede norotoksiktir (168).
Plaschke ve Hoyer (170), diyabetik olmayan siganlarda bozulmus serebral glukoz ve glikojen
metabolizmasimni1 yeniden iiretmeyi amagcladilar. STZ’nin intraserebroventrikiiler (i.c.v)
enjeksiyonu uygulanan siganlara, T2DM'de bulunan patobiyokimyasal pertiibasyonlara
paralel olarak beyin korteksinde ve hipokampuste 'glikolitik glukoz yikimini ve glikojen
metabolizmasini kontrol eden enzim aktivitesinde 6nemli degisiklikler' buldular. Lorenzo ve
arkadaglar1 (171) tarafindan bildirilen bir baska ilging ¢alisma, T2DM hastalarinda pankreas
adacik hiicrelerinde olusan beta-amiloid birikintilerinin ana bileseni olan amilinin, yetiskin
sicanlarin ve insanlarin insiilin tireten B-hiicreleri icin toksik oldugunu bulmuslardar.

Arnold ve ark. kismi en kii¢iik kareler regresyonu (PLSR) analizinde, karisik AH-
T2DM modelinde yiiksek insiilin seviyeleri ve insiilin direnci ile iliskili sitokin
ekspresyonundaki degisiklikleri ortaya ¢ikardilar. Hem insiilin hem de insiilin direnci, AH ve

T2DM'daki merkezi komplikasyonlara baslica katkida bulunanlar oldugunu bildirdiler. IL1-a,



35

IL-5, IL-12p70, tiimor nekroz faktori (TNF-a) ve IL1-B, APP/PS1x db/db farelerinde insiilin
seviyeleri ile yiiksek oranda iliskili oldugu gosterilmistir. Ozellikle IL-1 sitokin ailesi, T2DM
ile yakin iliski iginde, inflamatuvar strese yanitta dnemli bir rol oynamaktadir (96).

Onceki ¢alismalar insiilinin, insiilin reseptorii, glukoz metabolizmasi, ROS iiretimi ve
IL-1 salgilanmasi yoluyla proinflamatuvar bir durumu destekledigini gostermistir (172).
Ayrica, T2DM hastalarinda pankreas B-hiicresi IL-1 ekspresyonu artmistir (173). Bu anlamda,
IL1-o ve B blokaji, insiilin sekresyonu ve glisemide bir iyilesme gosterir (174). IL-1B'nin
insiilin kaynakli glukoz alimini ve insiilin direncini azalttigi rapor edilmistir (175). Yiiksek
yagl diyet (YYD) ile beslenen fareler tizerinde yapilan kisa stireli ¢alismalarda, serum IL-1a
ve IL-1B etkilenmemis gibi goriinmektedir (176). Bununla birlikte, YYD'e ve insiilin
direncine daha uzun siire maruz kalmak, hipokampusta IL-13 mRNA'y1 arttirir (177). IL-1p,
AH'nin baslamasina katkida bulunanlardan biri olarak da Onerilmistir (178). Benzer sekilde,
obez olmayan diyabetik farelerde yapilan ¢aligmalar, plazmada IL-1a'nin arttigini ve insiilin
tedavisinin splenositlerde IL-1a salinimini arttirdigint  bildirmistir (179). Ayrica, IL-1
genellikle TNF-a ile sinerji olusturur, ¢iinkii her iki sitokin de lokal inflamasyon bdlgelerinde
uretilir (173).

2.11. KARAYEMIS

Karayemis, Rosaceae (Giiller) familyasindan bilinen ismiyle Prunus Laurocerasus ya da
Laurocerasus officinalis Roem olarak bilinen bitki, 6 metreye kadar boylanabilen, genis
yaprakli ve peyzaj i¢in en yaygin kullanilan siis bitkilerinden biridir (180). Orta ve Bat1 Asya,
Giineydogu Avrupa, Bulgaristan, Sirbistan, Kafkasya ve Anadolu’da 6zellikle Karadeniz
cevresinde ortaya ¢ikan meyve tiirlerinden biridir (181). Tiirkiye'nin kuzey kesiminde yaygin
olarak yayilis gosterir ve farkli karakterizasyon gosteren birgok ¢esidi vardir. Tarihsel olarak,
tir ilk olarak 1546 yilinda Trabzon’da bir Fransiz arastirmaci Pierre Belon tarafindan

tanimlanmis ve adina Trabzon kirazi denmistir (182).

Karayemise ililkemizde farkli isimler verilmistir. En yaygin kullanilanlari taflan, Laz
kirazi, Laz tiziimii, Laz yemisi, Giircii kirazi, Karamigtir (183). Karayemis meyvesi yaklasik
8-20 mm c¢apinda olup olgunlastiginda kirmizi koyu mor veya siyah renge donen yaprak
dokmeyen ve her daim yesil kalabilen bir bitkidir. Meyve hem taze hem de kurutulmus olarak
dogrudan tiiketilebildigi gibi buruk tadi nedeniyle recel, pekmez, marmelat ve igecek seklinde
de tiiketilmektedir (32).
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Karayemis bitkisinin yapragindan, g¢ekirdeginden ve meyvesinde faydalanilmaktadir.
Meyvenin tok tutma o6zelliginin yani sira sindirimi de kolaydir. Karayemis meyvesi mide
iilseri ve bagirsak tembelligi gibi sindirim sistemi hastaliklarinda, idrar soktiiriicii 6zelligi
dolayisiyla bosaltim rahatsizliklarinda, egzama, doku ve cilt hastaliklari, bronsit gibi bazi
hastaliklarin tedavisinde halk arasinda kullanildigi bilinmektedir. Karayemisin taze yapraklari
cay gibi demlenip igildiginde Oksiiriik kesici, spazm kesici ve bulanti giderici olarak da
kullanilmaktadir (184). Ayrica antidiyabetik 6zelligi de bulunmaktadir (185).

Bitkinin meyveleri ve ¢ekirdekleri diyabete ve komplikasyonlarina karsi yaygin olarak
kullanilmaktadir. Firinda kurutulduktan sonra meyvelerinden ayrilan ¢ekirdekler ogiitiiliir ve
sabahlar1 a¢ karnina 1-2 tatli kasigi1 ogiitiilmiis cekirdeklerden olusan toz diyabete kars
tiketilir (186).

Yapilan c¢aligmalarda karayemis meyvesinin yiiksek bir besin maddesi olmasinin
yaninda yag asitleri, seker, fenolik asitler ve antioksidan maddeler ac¢isindan da 6nemli bir
icerigi oldugu bulunmustur. Bitkinin olgun meyvesinde seker olarak yiiksek oranda fruktoz,
glukoz ve sorbitol, fenolik asit olarak vanilik asit ve doymamis yag asidi olarak basta linoleik
asit az miktarda da palmitik, stearik ve oleik asit icerdigi bildirilmistir. Ayrica su, C vitamini,

potasyum, magnezyum, kalsiyum ve sodyum gibi mineraller de ihtiva etmektedir (32,187)

Icerdigi fenolik asitler, flavanoidler, antosiyaninler, taninler, lignanlar ve katesinler gibi
fenolik bilesikler sayesinde giiclii antioksidan 6zelligi géstermekte ve kalp-damar hastaliklari,
bazi kanser cesitleri, inme ve oksidatif strese bagli olarak olusabilen bir¢ok hastaligin

gelismesinin onlemesinde faydasi oldugu goriilmustiir (188).
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3. YONTEM

3.1. KULLANILAN ALETLER VE KIMYASAL MADDELER

3.1.1. Aletler ve Cam Malzemeler

e 10 mL’lik EDTA’l1 kan alma tiipleri

e 0,5mL ve 2 mL’lik eppendorf tiipleri

e Balon Joje

e Bistiiri

¢ Buzdolab1 (Beko)

e Deney Tipleri

e Derin Dondurucu (Haier, Ultra Low Temperature Freezer, -80°C)
e Distile Su Cihazi (Ultramax-Silver, PA-E)

e Eppendorf Santrifiij Cihaz1 (Isolab)

e Glukometre (Accucheck Performans Nano)

e Glukometre Stribi (Accucheck Performans Nano)
e Hassas Terazi (Denver Instrument, TP-214)

e Kar-Buz Makinesi (Brema Ice Makers)

e Meziir

e Mikropipetler (Corning Lambda Plus)

e Mikroplate Okuyucusu (BioTech, Synerg, Hybrid Reader)
e Morris Water Maze Deney Aparati

e Petri Kaplar

e pH Metre (Hanna Instrument, HI 221)

e Santrifiij Cihaz1 (Sigma)

e Santrifiij Tiipleri

e Sar1 ve Mavi Mikropipet Uglari

e Vortkes (Velp Scientifica)

3.1.2. Kimyasal Maddeler

e  %0,9’luk Sodyum Kloriir (NaCl) (Baxter)
o  %4’lik Bakir Siilfat (CuSO4.5H,0) (Merck)
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o  %1’lik Sig1ir Serum Albumin (BSA) (Sigma)

e BCA (Bicinchoninic Asit) Cozeltisi (Sigma)

e Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (Tablet) (Sigma)

e Glukoz (CgH1206) (Merck)

e Kalsiyum Kloriir Dihidrat (CaCl,.2H,0) (Sigma)

e Magnezyum Kloriir Hekzahidrat (MgCl,.6H,0) (Tekkim)

e Metformin Hidroklorik Asit (Bilim Ilag)

e Potasyum Kloriir (KCI) (Sigma)

e Sican Asetilkolinesteraz (AChE) ELISA Kiti (Abbkine)

e Sican Glutatyon (GSH) ELISA Kiti (Abbkine)

e Sican Glikojen Sentaz Kinaz 3 Beta (GSK-3f) ELISA Kiti (Abbkine)
e Sigan Interlokin-1 (IL-1) ELISA Kiti (Abbkine)

e Sican Glukoz Transporter Tip 4 (GLUT4) ELISA Kiti (Abbkine)
e Sican Glukagon-Like Peptit-1 (GLP-1) ELISA Kiti (Abbkine)
e Sican Amiloid beta (Ap) ELISA Kiti (Abbkine)

o Sitrik Asit (CsHg07) (Tekkim)

e Sodyum Dihidrojen Fosfat (NaH,PO,) (Merck)

e Sodyum Kloriir (NaCl) (Sigma)

e Sodyum Monohidrojen Fosfat (Na;HPO,) (Merck)

e Sodyum Pentatol (IE Ulagay ilag)

e Sodyum Sitrat Dihidrat (NasCsHs07.2H,0) (Tekkim)

e Streptozotosin (STZ) (AdipoGen)

3.2. DENEY HAYVANLARINA UYGULANAN iSLEMLER

Bu calismada 20.07.2017 tarihinde 2017/196 sayili karar ile Bezmialem Vakif
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik kurulundan onay alinmistir. Calismada Sprague
Dawley soyundan 57 adet, ortalama agirliklar1 450+£50 gr olan 5-6 aylik yetiskin erkek
sicanlar ayn1 laboratuvardan temin edilmistir.

Grup basina diisen havyan sayis1 “One Way ANOVA Power Analysis” yontemi ile
hesaplanmistir. Bu analiz ile hayvan sayilar1 kontrol gruplari i¢in 6, ¢alisma gruplar i¢in 8

olarak belirlenmistir. Fakat STZ ile indiiklenmis deneysel Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM) ve
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Alzheimer modelinde hayvan kayiplar1 yaganmasi ihtimali g6z 6niinde bulunduruldugunda
calisma gruplarinda grup basina diisen hayvan sayisi bir arttirilmstir.

Sicanlar rastgele sekilde gruplandirilmis olup kontrol gruplarinda bulunan siganlar her
kafeste 6 adet olacak sekilde iki kafese, calisma grubundaki siganlar ise her grup i¢in dorderli
ve beserli olacak sekilde ikiser kafese boliinmiistiir. Deneyler siiresince siganlar 12 saat
aydinlik — 12 saat karanlik dongili icerisinde yem ve su alimlar1 serbest birakilarak (ad

libitum), standart konut kosullarinda (oda sicakligi 21£2 °C ve nem % 60-65) muhafaza

edilmistir.
1. Grup: Kontrol grubu (n=6)
2. Grup: Kontrol + Karayemis grubu (n=6)
3. Grup: T2DM grubu (n=9)
4. Grup: T2DM + Karayemis grubu (n=9)
5. Grup: T2DM + Oral Antidiyabetik grubu (n=9)
6. Grup: Alzheimer grubu (n=9)
7. Grup: Alzheimer + Karayemis grubu (n=9)

1. Grup (n=6): Kontrol grubudur. Siganlara birinci ve li¢iincii giinlerde 20 pL yapay
serebrospinal sivi bilateral olarak intraserebroventrikiiler (i.c.v) sekilde enjekte edilmistir.
Sicanlara birinci giin i.c.v sekilde yapay serebrospinal sivi verilmeden Once, verildikten ii¢
giin sonra ve deney siiresince li¢ glinde bir agirliklar1 ve kuyruk kanlarindan elde edilen
glukoz diizeyleri 6l¢lilmiistir.

2. Grup (n=6): Sicanlara birinci ve lgilincii giinlerde 20 pL yapay serebrospinal sivi
bilateral olarak i.c.v sekilde enjekte edilmistir. Siganlara birinci giin i.c.v sekilde yapay
serebrospinal siv1 verilmeden dnce, verildikten ii¢ giin sonra ve deney siiresince ii¢ giinde bir
agirliklar1t ve kuyruk kanlarindan elde edilen glukoz diizeyleri Ol¢iilmiistiir. Siganlara her
sabah ortalama 0,37 g/mL karayemis gavaj yoluyla verilmistir.

3. Grup (n=9): T2DM modeli olusturulan deney modelidir. ilk giin intraperitoneal (i.p)
yolla 65 mg/kg STZ verilerek T2DM modeli olusturulan sican grubudur. Birinci giin STZ
verilmeden Once, verildikten {i¢ giin sonra ve deney siiresince {i¢ giinde bir agirliklar1 ve
kuyruk kanlarindan elde edilen glukoz diizeyleri Olgiilmiistiir. Kuyruk kanindan alinan
orneklerdeki glukoz diizeyi 200 mg/dL’nin iizerinde olan sicanlarda T2DM modelinin

olustugu kabul edilmistir.
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4. Grup (n=9): T2DM modeli olusturulan ve karayemis verilen deney modelidir. Ilk
giin i.p yolla 65 mg/kg STZ verilerek T2DM modeli olusturulan sigan grubudur. Birinci giin
STZ verilmeden Once, verildikten {i¢ giin sonra ve deney siiresince li¢ giinde bir agirliklar1 ve
kuyruk kanlarindan elde edilen glukoz diizeyleri Olgiilmiistiir. Kuyruk kanindan alinan
orneklerdeki glukoz diizeyi 200 mg/dL’nin iizerinde olan siganlarda T2DM modelinin
olustugu kabul edilmistir. Sicanlara her sabah ortalama 0,37 g/mL karayemis gavaj yoluyla 21
giin boyunca verilmistir.

5. Grup (n=9): T2DM modeli olusturulan ve oral antidiyabetik verilen deney modelidir.
Ik giin i.p yolla 65 mg/kg STZ verilerek T2DM modeli olusturulan sigan grubudur. Birinci
giin STZ verilmeden Once, verildikten ii¢ glin sonra ve deney siiresince li¢ giinde bir
agirliklar1 ve kuyruk kanlarindan elde edilen glukoz diizeyleri dl¢lilmiistiir. Kuyruk kanindan
alian 6rneklerdeki glukoz diizeyi 200 mg/dL nin {izerinde olan si¢canlarda T2DM modelinin
olustugu kabul edilmistir. Siganlara 300 mg/kg/giin metformin gavaj yoluyla 21 giin boyunca
verilmigtir.

6. Grup (n=9): Alzheimer modeli olusturulan deney grubudur. Siganlara birinci ve
ticiincii glinlerde 3 mg/kg STZ, yapay serebrospinal sivi igerisinde ¢oziinerek Hamilton
enjektorii ile her bir ventrikiile 10 pL toplamda giinde 20 pL olacak enjekte edilmistir. Birinci
gin STZ verilmeden Once, verildikten ii¢ giin sonra ve deney siiresince ii¢ giinde bir
agirliklar1 ve kuyruk kanlarindan elde edilen glukoz diizeyleri dl¢iilmiistiir.

7. Grup (n=9): Alzheimer modeli olusturulan ve karayemis verilen deney grubudur.
Sicanlara birinci ve lglincii giinlerde 3 mg/kg STZ, yapay serebrospinal sivi igerisinde
¢oziinerek Hamilton enjektorii ile her bir ventrikiile 10 pL toplamda giinde 20 puL olacak
enjekte edilmistir. Birinci giin STZ verilmeden Once, verildikten ii¢ giin sonra ve deney
stiresince ii¢ glinde bir agirliklar1 ve kuyruk kanlarindan elde edilen glukoz diizeyleri
Ol¢iilmiistiir. Sicanlara her sabah ortalama 0,37 g/mL karayemis gavaj yoluyla 21 giin
boyunca verilmistir.

Her grupta bulunan siganlara 14. giinden itibaren Morris Su Labirent (MWM) testi 5

giin siiresince uygulanmistir. Siganlar 21 giin boyunca yasamis ve 22. giin sakrifiye edilmistir.

3.2.1. Deney Hayvanlarindan Kan ve Doku Orneklerinin Alnmasi
Deney siiresinin sonunda i.p olarak Na-pentotal (35 mg/kg) verilerek anestezi
uygulamasi1  gerceklestirilmis olup biyokimya parametrelerinin  ¢alisilabilmesi i¢in

intrakardiyak kan alinip sakrifikasyon islemi gergeklestirilmistir. Sicanlardan alinan beyin
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dokular1 biyokimyasal analizler yapilana kadar -80°C’de saklanmistir. Siganlardan alinan
intrakardiyak kan 6rnekleri ise EDTA’l1 tiiplere alinmistir. Sogutmali santrifiij cihazinda 1000
g’de 15 dakika santrifiij islemi ile plazma 6rnekleri elde edilmis ve ornekler eppendorflara

boliinerek biyokimyasal analizler yapilana kadar -80°C’de saklanmustir.

3.2.2. Doku Homojenizasyonu

Sicanlardan aliman dokulardaki hemolizli kan, sonuglar etkileyebilecegi i¢in dokular
alindig1 anda soguk fosfat tamponunda (0,01 M pH=7,4) yikanmistir. Doku pargalar1 yas
olarak tartildiktan sonra %10’luk (w/v) homojenatlar hazirlamak iizere +4°C’de fosfat
tamponu igerisinde cam homojenizator kullanilarak kiiclik pargalar haline gelecek sekilde
par¢alanmistir. Hazirlanan homojenatlar, biyokimyasal parametreler i¢in sogutmali eppendorf
santrifiijii ile 5000 g’de 5 dakika santrifiij edilmis, calismalar siipernatantlardan alinan

orneklerle yapilmistir. Siipernatantlar calisma ania kadar -80°C’de saklanmistir.

3.2.3. Morris Water Maze (MWM) Testi

Sicanlarin mekansal 6grenmesini ve hafizasini izlemek i¢in dairesel bir MWM tanki
(150 cm x 60 cm) kullanilmistir. Tank, toksik olmayan gida boyasi igeren su ile doldurulmus
ve suyun sicaklig1 otomatik bir 1siticiyla 23°C’de sabit tutulmustur. Labirent dort esit geyrek
bolgeye ayrilmis ve gizli bir platform (11x11 cm) rastgele segilen bdlgenin igerisine su
yiizeyinin 2 cm altinda olacak sekilde yerlestirilmistir. Bu platformun yeri deneme siiresi
boyunca sabit tutulmustur. Testin yapildigi odaya, siganlarin platformu bulmalari i¢in bir
takim ipuglart konulmus ve bu gorsel ipuglarim1 kullanarak gizli platformu bulmalari
beklenmistir. Sicanlar, her giin dort deneme olmak tizere iist liste dort giin boyunca her giin
farkli bir bolgeden, yiizleri havuzun duvarina doniik sekilde suya birakilmistir. Hayvanlarin
tim hareketleri (ylizme hizi, mesafe ve yoriinge ve kagis gecikmesi) (EthoVision XT11
yazilimi, Noldus Bilgi Teknolojisi, Hollanda) otomatik olarak kaydedilmistir. Eger sigan, 60
saniye igerisinde platformu bulamazsa testi uygulayan kisi tarafindan platforma ¢ikarilip 10
saniye boyunca bekletildikten sonra kafesine alinmistir. Deneme, sigcanlar platformu
buldugunda veya 60 saniye gegtiginde durdurulmustur. Besinci giin yapilan prob ¢alismasinda
platform yerinden c¢ikarilmis ve sicanlar bir dakika boyunca havuzda yilizdiirilmiistiir.
Platform kadraninda ve platform etrafindaki 40 cm c¢apinda hayali bir dairede mesafe

degisimleri ve harcanan zaman yiizdeleri 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 3.1: MWM Tanki

3.2.4. Streptozotosin (STZ) ile intraserebroventrikiiler (i.c.v) enjeksiyon

Hayvanlar, i.c.v. enjeksiyon Oncesinde intraperitoneal olarak ksilazin ve ketamin
hidrokloriir karigimi (sirastyla 3 mg/kg ve 75 mg/kg) ile anestezi altina alinmigtir. Kafa
derileri tiras edilmis, temizlenmis ve kafatasini acgiga ¢ikarmak i¢in kesilmistir. Sicanlarin
kafalar stereotaksik bir cerceveye yerlestirilmis ve kafa derisinde orta hat sagital insizyonu
yapilmistir. Bregmanin 0,8 mm posterioru; sagital suturun 1,5 mm laterali ve kafatasi
yiizeyinin 3,5 mm altinda olacak sekilde koordinatlar kullanilarak lateral ventrikiiller {izerinde

kafatasinda delikler agilmistir.

STZ (3 mg/kg) yapay serebrospinal sivisi (3 mM KCl, 140 mM NaCl; 1,2 Mm CaCly, 1
mM MgCl;; 0,3 mM NaH,P04;, 1 mM NayHPO4, 3 mM D-glukoz, pH=7,4) i¢inde ¢oziinerek
hazirlanmistir. Birinci ve tiglincii giinlerde ayn1 koordinatlar ile her bir lateral ventrikiile 10
pl'lik hacimde Hamilton enjektorii kullanilarak yavasca enjekte edilmistir. Bu ¢ozelti

enjeksiyondan hemen 6nce hazirlanmistir.
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3.2.5. Streptozotosin ile intraperitoneal (i.p) enjeksiyon

STZ (65 mg/kg) sitrat tamponu igerisinde (0,0456 M CgHsNazO; .2H,0 ve 0,544 M
CeHsO7) ¢oziinerek hazirlanmustir. Siganlara T2DM modelinin olusturulabilmesi i¢in 65
mg/kg STZ pH=4,5 olan sitrat tamponu igerisinde ¢Oziinmiis ve hayvanlara 2 mL olacak

sekilde intraperitoneal olarak uygulanmustir.

3.3. SERUM ve BEYIN ORNEKLERINDE CALISILAN PARAMETRELER

3.3.1. Serum biyokimyasal testlerinin analizi

Serum glukoz, iire, kreatinin, alanin transaminaz (ALT), aspartat transaminaz (AST),
kolesterol, trigliserid (TG), yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL), diisiik dansiteli lipoprotein
(LDL) diizeyleri Roche Cobas c702 cihazinda 6l¢iildi.

3.3.2. Serum ve beyin 6rneklerinde amiloid beta (Ap) konsantrasyonunun 6l¢iimii

Serum AP diizeyinin tayininde ELISA yontemi kullamldi. (Rat Amyloid beta (AP)
ELISA Kit, Abbkine, China, Katalog Numarasi: KTE101129; Intra-Assay: CV (%) <%9 ve
Inter-Assay: CV(%) <%11).

3.3.2.1. Yontemin prensibi

Yontemin prensibi, sandvig ELISA yontemine dayanmaktadir. 96 kuyucuklu dnceden
AP icin spesifik antikorlar ile kaplanan mikroplaka iizerine eklenen standart ve 6rnekler var
olan AP immobilize antikor tarafindan baglanir. Baglanmamis Orneklerin yikanarak
uzaklastirilmasindan sonra kuyucuklara horseredish peroksidaz (HRP) - Konjugat Ap saptama
antikoru ilave edilir. Baglanmamis HRP reaktifi yikanarak uzaklastirildiktan sonra
kuyucuklara kromojen soliisyonu ilave edilir. Ortama eklenen HRP isaretli antikorlar ile
substrat ¢Ozeltisi arasinda gergeklesen enzim-substrat reaksiyonu sonucu olusan rengin
yogunlugu, plakta tutulan Ap miktari ile orantilidir. Renk olusumu stop reaktifi ile durdurulur

ve hem Orneklerin hem de standart ¢cozeltilerin absorbansi 450 nm’de Slgiiliir.

3.3.2.2. Hesaplama

Standart (5 ug/L ile 160 ug/L) ¢ozeltilerin ve Orneklerin absorbanslarindan koriin
absorbansi ¢ikarilmistir. Hazirlanan standart ¢ozeltilerin konsantrasyonlari x eksenine,
eldeedilen absorbanslar y eksenine yerlestirilerek bir standart egri olusturulmustur. Olgiilen

orneklerin absorbanslar1 A kalibrasyon grafigi kullanilarak pg/L cinsinden hesaplanmistir.
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AP Standart Grafigi
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Sekil 3.2: AP Standart Grafigi

3.3.3. Serum ve beyin orneklerinde glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1)
konsantrasyonunun ol¢iimii

Serum GLP-1 diizeyinin tayininde ELISA yontemi kullanildi. (Rat Glukagon Like
Peptid-1 (GLP-1) ELISA Kit, China, Abbkine, Katalog Numarasi: KTE101096; Intra-Assay:
CV (%) < %9 ve Inter-Assay: CV(%)< %11).

3.3.3.1. Yontemin prensibi

Yontemin prensibi, sandvi¢ ELISA yontemine dayanmaktadir. 96 kuyucuklu dnceden
GLP-1 igin spesifik antikorlar ile kaplanan mikroplaka iizerine eklenen standart ve drnekler
var olan GLP-1 immobilize antikor tarafindan baglanir. Baglanmamis 6rneklerin yikanarak
uzaklastirilmasindan sonra kuyucuklara HRP-Konjugat GLP-1 saptama antikoru ilave edilir.
Baglanmamis HRP reaktifi yikanarak uzaklastirildiktan sonra kuyucuklara kromojen
soliisyonu ilave edilir ve ilk asamada baglanan GLP-1 miktariyla orantili olarak renk olusur.
Renk olusumu stop reaktifi ile durdurulur ve hem o6rneklerin hem de standart ¢ozeltilerin

absorbansi 450 nm’de ol¢iiliir.

3.3.3.2. Hesaplama

Standart (0,25 pmol/L ile 8 pmol/L) ¢6zeltilerin ve 6rneklerin absorbanslarindan koriin
absorbansi ¢ikarilmistir. Hazirlanan standart ¢ozeltilerin konsantrasyonlart x eksenine, elde
edilen absorbanslar y eksenine yerlestirilerek bir standart egri olusturulmustur. Olgiilen

orneklerin absorbanslart GLP-1 standart grafigi kullanilarak pmol/L cinsinden hesaplanmistir.
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GLP-1 Standart Grafigi
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Sekil 3.3: GLP-1 Standart Grafigi
3.3.4. Serum ve beyin orneklerinde glukoz tasiyicis1 4 (GLUT-4) konsantrasyonunun
olctiimii
Caligmada Abbkine GLUT-4 ELISA Kiti (Katalog No: KTE101133) kullanilmistir.
(Rat Glucose Transporter Type 4 [GLUT4] ELISA Kit, China, Abbkine, Katalog Numarasi:
KTE101133; Intra-Assay: CV (%) < %9 ve Inter-Assay: CV (%)< %11).

3.3.4.1. Yéontemin prensibi

Yontemin prensibi, sandvig ELISA yOntemine dayanmaktadir. 96 kuyucuklu dnceden
GLUT-4 i¢in spesifik antikorlar ile kaplanan mikroplaka tizerine eklenen standart ve 6rnekler
var olan GLUT-4 immobilize antikor tarafindan baglanir. Baglanmamis 6rneklerin yikanarak
uzaklastirilmasindan sonra kuyucuklara HRP-Konjugat GLUT-4 saptama antikoru ilave edilir.
Baglanmamis HRP reaktifi yikanarak uzaklastirildiktan sonra kuyucuklara Kromojen
soliisyonu ilave edilir ve ilk agamada baglanan GLUT-4 miktariyla orantili olarak renk olusur.
Renk olusumu durdurulur ve hem 6rneklerin hem de standart c¢ozeltilerin absorbanst 450

nm’de okunur.

3.3.4.2. Hesaplama

Standart (3ug/L ile 96ug/L) ¢ozeltilerin ve Orneklerin absorbanslarindan koriin
absorbansi ¢ikarilmigtir. Hazirlanan standart ¢ozeltilerin konsantrasyonlart x eksenine, elde
edilen absorbanslar y eksenine yerlestirilerek bir standart egri olusturulmustur. Olgiilen

orneklerin absorbanslart GLUT-4 standart grafigi kullanilarak pg/L cinsinden hesaplanmustir.



46

GLUT-4 Standart Grafigi
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Sekil 3.4: GLUT-4 Standart Grafigi

3.3.5. Serum ve beyin orneklerinde interlokin-1 (IL-1) konsantrasyonunun él¢iimii
Calismada Abbkine IL-1 ELISA Kiti (Katalog No: KTE101104) kullanilmistir. (Rat

Interleukin-1 (IL-1) ELISA Kit, China, Abbkine, Katalog Numarasi: KTE101104; Intra-
Assay: CV (%) < %09 ve Inter-Assay: CV(%)< %11).

3.3.5.1. Yontemin prensibi

Yontemin prensibi, sandvi¢ ELISA yontemine dayanmaktadir. 96 kuyucuklu dnceden
IL-1 i¢in spesifik antikorlar ile kaplanan mikroplaka iizerine eklenen standart ve 6rnekler var
olan IL-1 immobilize antikor tarafindan baglanir. Baglanmamis orneklerin yikanarak
uzaklastirilmasindan sonra, kuyucuklara HRP-Konjugat IL-1 saptama antikoru ilave edilir.
Baglanmamis HRP reaktifi yikanarak uzaklastirildiktan sonra kuyucuklara Kromojen
soliisyonu ilave edilir ve ilk asamada baglanan IL-1 miktariyla orantili olarak renk olusur.
Renk olusumu durdurulur ve hem orneklerin hem de standart ¢ozeltilerin absorbans1 450

nm’de okunur.

3.3.5.2. Hesaplama

Standart (11,25 ng/L ile 360 ng/L) ¢ozeltilerin ve 6rneklerin absorbanslarindan koriin
absorbansi ¢ikarilmistir. Hazirlanan standart ¢ozeltilerin konsantrasyonlar: x eksenine, elde
edilen absorbanslar y eksenine yerlestirilerek bir standart egri olusturulmustur. Olgciilen

orneklerin absorbanslari IL-1 standart grafigi kullanilarak ng/L cinsinden hesaplanmuistir.
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IL-1 Standart Grafigi
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Sekil 3.5: IL-1 Standart Grafigi

3.3.6. Serum ve beyin 6rneklerinde glikojen sentaz kinaz 3 betamin (GSK3-f)
konsantrasyonunun oél¢iimii

Calismada Abbkine GSK3p ELISA Kiti (Katalog No: KTE101131) kullanilmigtir. (Rat
Glycogen synthase kinase 3 beta (GSK3-B) ELISA Kit, China, Abbkine, Katalog Numarasi:
KTE101131; Intra-Assay: CV (%) < %9 ve Inter-Assay: CV(%)< %11).

3.3.6.1. Yéntemin prensibi

Yontemin prensibi, sandvi¢ ELISA yontemine dayanmaktadir. 96 kuyucuklu dnceden
GSK3-B i¢in spesifik antikorlar ile kaplanan mikroplaka iizerine eklenen standart ve 6rnekler
var olan GSK3-p immobilize antikor tarafindan baglanir. Standart ve ornekler kuyucuklara
pipetlenir ve var olan GSK3B immobilize antikor tarafindan baglanir. Baglanmamis
orneklerin yikanarak uzaklastirilmasindan sonra, kuyucuklara HRP-Konjugat GSK3f saptama
antikoru 1ilave edilir. Baglanmamis HRP reaktifi yikanarak uzaklastirildiktan sonra
kuyucuklara Kromojen soliisyonu ilave edilir ve ilk asamada baglanan GSK3p miktariyla
orantili olarak renk olusur. Renk olusumu durdurulur hem o&rneklerin hem de standart

¢Ozeltilerin absorbans1 450 nm’de okunur.

3.3.6.2. Hesaplama

Standart (15 pmol/L ile 480 pmol/L) ¢ozeltilerin ve 6rneklerin absorbanslarindan koriin
absorbansi ¢ikarilmistir. Hazirlanan standart ¢ozeltilerin konsantrasyonlar: x eksenine, elde

edilen absorbanslar y eksenine yerlestirilerek bir standart egri olusturulmustur. Olgiilen
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orneklerin  absorbanslart  GSK3B standart grafigi kullanilarak pmol/L  cinsinden

hesaplanmustir.
GSK3p Standart Grafigi
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Sekil 3.6: GSK3- Standart Grafigi
3.3.7. Serum ve beyin orneklerinde glutatyon (GSH) konsantrasyonun él¢iimii

Calismada Abbkine GSH ELISA Kiti (Katalog No: KTE100838) kullanilmigtir. (Rat
Glutathione (GSH) ELISA Kit, China, Abbkine, Katalog Numarasi: KTE100838; Intra-
Assay: CV (%) < %09 ve Inter-Assay: CV(%)< %11).

3.3.7.1. Yontemin prensibi

Yontemin prensibi, sandvig ELISA yontemine dayanmaktadir. 96 kuyucuklu 6nceden
GSH i¢in spesifik antikorlar ile kaplanan mikroplaka tlizerine eklenen standart ve 6rnekler var
olan GSH immobilize antikor tarafindan baglanir. Baglanmamis orneklerin yikanarak
uzaklastirilmasindan sonra, kuyucuklara HRP-Konjugat GSH saptama antikoru ilave edilir.
Baglanmamis HRP reaktifi yikanarak wuzaklastirildiktan sonra kuyucuklara Kromojen
soliisyonu ilave edilir ve ilk asamada baglanan GSH miktariyla orantili olarak renk olusur.
Renk olusumu durdurulur ve hem orneklerin hem de standart ¢ozeltilerin absorbans1 450

nm’de okunur.

3.3.7.2. Hesaplama

Standart (50 ng/L ile 1600 ng/L) ¢ozeltilerin ve orneklerin absorbanslarindan koriin

absorbansi ¢ikarilmistir. Hazirlanan standart ¢ozeltilerin konsantrasyonlar: x eksenine, elde
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edilen absorbanslar y eksenine yerlestirilerek bir standart egri olusturulmustur. Olgiilen

orneklerin absorbanslart GSH standart grafigi kullanilarak ng/L cinsinden hesaplanmustir.

GSH Standart Grafigi
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Sekil 3.7: GSH Standart Grafigi
3.3.8. Serum ve beyin orneklerinde asetilkolin esteraz (AChE) konsantrasyonunun
olciimii
Calismada Abbkine AChE ELISA Kiti (Katalog No: KTE100324) kullanilmistir. (Rat
Acetylcholinesterase (AChE) ELISA Kit, China, Abbkine, Katalog Numarasi: KTE100324;
Intra-Assay: CV (%) < %9 ve Inter-Assay: CV(%)< %11).

3.3.8.1. Yéntemin prensibi

Yontemin prensibi, sandvi¢ ELISA yontemine dayanmaktadir. 96 kuyucuklu dnceden
AChE i¢in spesifik antikorlar ile kaplanan mikroplaka {izerine eklenen standart ve drnekler
var olan AChE immobilize antikor tarafindan baglanir. Baglanmamis 6rneklerin yikanarak
uzaklastirilmasindan sonra, kuyucuklara HRP-Konjugat AChE saptama antikoru ilave edilir.
Baglanmamis HRP reaktifi yikanarak uzaklastirildiktan sonra kuyucuklara Kromojen
soliisyonu ilave edilir ve ilk asamada baglanan AChE miktariyla orantili olarak renk olusur.
Renk olusumu durdurulur ve hem 6rneklerin hem de standart c¢ozeltilerin absorbanst 450

nm’de okunur.

3.3.8.2. Hesaplama

Standart (25 nmo/L ile 800 nmol/L) ¢ozeltilerin ve drneklerin absorbanslarindan koriin

absorbansi ¢ikarilmistir. Hazirlanan standart ¢ozeltilerin konsantrasyonlar: x eksenine, elde
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edilen absorbanslar y eksenine yerlestirilerek bir standart egri olusturulmustur. Olgiilen

orneklerin absorbanslari AChE standart grafigi kullanilarak nmol/L cinsinden hesaplanmistir.

AChE Standart Grafigi
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Sekil 3.8: AChE Standart Grafigi

3.3.9. Beyin orneklerinde total protein tayini

3.3.9.1. Yéntemin prensibi

Sicanlardan alman doku Orneklerindeki protein miktarinin  belirlenmesi igin

Bicinchoninic asit (BCA) yonteminden yararlanilmistir.

Bu yontemde birinci reaksiyonda iki degerlikli bakir (Cu2+) iyonlar1 alkali ortamda
proteinlerdeki azotlara baglanarak kompleks olusturur ve bir degerlikli bakir (Cu'") iyonuna
indirgenirler. ikinci reaksiyonda ise bu indirgenmis Cu'* iyonlar1 BCA’in sodyum tuzu ile
mor-menekse bir kompleks olusturur ve bu rengin siddeti protein yogunlugu ile orantilidir.

Olusan bu renkli kompleks, 562 nm’de maksimum absorbans gosterir.

3.3.9.2. Kullanilan cozeltiler

%1°lik Bovine Serum Albumini (BSA)
%41k Bakir (II) Siilfat (CuSO4.5H,0)

Bicinchoninic Asit
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3.3.9.3. Yontem

%1°lik BSA ¢ozeltisi sulandirilarak 5 mg/mL; 2,5 mg/mL; 1,25 mg/mL; 0,675 mg/mL
standartlar1 hazirlanmistir. Siganlardan alinan beyin 6rnekleri 3 kat seyreltilerek ¢alisilmstir.
Mikroplakanin kuyucuklarina 10 pL standart ve 10 pL seyreltilmis beyin ornekleri
konulmustur. Uzerlerine BCA ve %4’lik CuSO4.5H,0’nin 50:1 oraninda karistirilmasi ile
elde edilen ¢ozeltiden 200 pL eklenmistir. Mikroplaka dikkatli bir sekilde galkalayicida
karistirildiktan sonra 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Standart ve 6rneklerin kore karst
absorbans degerleri 562 nm’de spektrofotometrik olarak okunmustur. Protein miktarlari

standart grafiginden hesaplanmistir ve mg/mL olarak ifade edilmistir.

3.3.9.4. Hesaplama

Standart ve Orneklerin absorbanslarindan koriin absorbansi ¢ikarilmistir. Sirasiyla x
ekseni ve y ekseni olarak standart g¢ozeltilerin konsantrasyonlari ve buna karsilik gelen
absorbans degerleri kullanarak standart egri cizilmistir. Numunenin konsantrasyonu,

numunenin absorbans degerine gore asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir.
Standart egri: y=ax +b
y: Standardin absorbans (A) degeri (A standard - A Kor);
X: Standart konsantrasyonu;
a: Standart egrinin egimi;
b: Standart egrinin kesisimi
Protein konsantrasyonu (mg/mL) = (AAsg2 -b) ~a x
AAsgy: Absorbans (A omek — A Ker)

f: Ornek i¢in diliisyon faktorii
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Protein Standart Grafigi
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Sekil 3.9: Protein Standart Grafigi

3.4. ISTATIKSEL ANALIZ

Verilerin degerlendirilmesi ve analizleri i¢in IBM SPSS (The Statistical Package for the
Social Sciences) version 21.0 paket programi kullanildi. Siirekli degiskenlerin normal
dagilimi Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Normal dagilim kosullarin1 saglayan veriler
orttstd; saglamayan veriler ise medyan (minimum-maksimum) ile ifade edildi. Ikiden fazla
bagimsiz grubun normal dagilan siirekli degiskenlerinin karsilastirilmasinda One-way
ANOVA testi kullanildi. One-way ANOVA testi ile gruplar arasinda fark bulundugunda
farkin kaynaklandigi gruplari belirlemek igin post-hoc Tukey ydntemi kullanildi. ikiden fazla
bagimsiz grubun normal dagilmayan siirekli degiskenlerinin karsilastirilmasinda Kruskall
Wallis testi kullanildi. Kruskall-Wallis testi ile gruplar arasinda fark bulundugunda farkin
kaynaklandig1 gruplari belirlemek icin Bonferroni diizeltmesiyle ikili karsilagtirmalar yapildi.

[statistiksel anlamlilik igin p<0.05 kabul edildi.
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Tablo 4.1: Gruplarin serum glukoz (mg/dL) diizeylerindeki degisiklikler

Kontrol+ KY ALZ+KY P
Kontrol (n:5) (n:5) T2DM (n:8) T2DM+KY (n:8) | T2DM+0OA (n:7) ALZ (n:9) (n:8) degeri*
0.giin 123,6+1,82 111,6+11,93 111,75+8.51 111,38+9,1 110,57+4,58 114,67+9,58 | 121,5+10,94 | 0,05
i + +
Dg;ia:;t 117+2,74 %% | 112,248,93 ¢ | 447,63+53,12 **19 | 44725+36,6 *P'9 | 470,57+47,54 *P19 111’2fd,612’05 120’36367’98 <0,001
117,6+11,44 455,63+63,34 367,5+44,13 246,86+55,78 111,22+10,8
7 giin c,de 104:t9,3 ode a,b,d,e,f,g a,b,cefg a,b,c,d,f,g cde 12655i8:4 ode <01001
+ + =+ +
14.giin | 1092474 sde | 100,6£2,3%9° | 581240,82 20deto | 2723521 BT ooz | 113.5626.39 1 123.2556.96 | 0,001
114,243,35 581,88+23,19 217,63+32,64 148,71+18,71 110,56+3,81 | 118,5+3,42
21. giin cde 107,8+5,26 cde ab,defg abcefg ab,cdfg cde cde <0,001

*One-way ANOVA testi kullanildi. Post-hoc Tukey testi uygulandi.
a: Kontrol grubuna; b: Kontrol+KY grubuna; c: T2DM grubuna; d: T2DM+KY grubuna; e: T2DM+OA grubuna; f: Alzheimer grubuna; g: Alzheimer+KY grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir.
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0. giin glukoz degerleri i¢in yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel

oneme sahip farklilik saptanmadi.

Diyabet giinii glukoz degerleri i¢in yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda
istatistiksel oneme sahip farklilik bulundu. Farkin kaynaklandigi gruplar1 belirlemek amaciyla
post-hoc Tukey analizi yapildi. Buna gore; T2DM, T2DM+KY, T2DM+OA grubunun
diyabet giinii glukoz ortalamasi kontrol, Kontrol+KY, Alzheimer ve ALZ+KY grubuna goére

istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek saptandi.

7. giin glukoz degerleri i¢in yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel
oneme sahip farklilik bulundu. Farkin kaynaklandigi gruplar1 belirlemek amaciyla post-hoc
Tukey analizi yapildi. Buna gore; T2DM, T2DM+KY, T2DM+OA grubunun 7. giin glukoz
ortalamasi kontrol, Kontrol+KY, Alzheimer ve ALZ+KY grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek bulundu. T2DM grubunun 7. giin glukoz ortalamast T2DM+KY,
T2DM+OA gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksektir. T2DM+KY
grubunun 7. giin glukoz ortalamasi T2DM+OA grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

diizeyde yiiksek bulundu.

14. giin glukoz degerleri icin yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda
istatistiksel oneme sahip farklilik bulundu. Farkin kaynaklandig1 gruplari belirlemek amaciyla
post-hoc Tukey analizi yapildi. Buna gore; T2DM, T2DM+KY, T2DM+OA grubunun 14.
giin glukoz ortalamasi kontrol, Kontrol+KY, ALZ ve ALZ+KY grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu. T2DM grubunun 14. giin glukoz ortalamasi
T2DM+KY, T2DM+OA gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde ytiksek bulundu.
T2DM+KY grubunun 14. giin glukoz ortalamas1 T2DM+OA grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml diizeyde yliksek saptandi.

21. gin glukoz degerleri igin yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda
istatistiksel oneme sahip farklilik bulundu. Farkin kaynaklandigi gruplari belirlemek amaciyla
post-hoc Tukey analizi yapildi. Buna gore; T2DM, T2DM+KY, T2DM+OA grubunun 21.
giin glukoz ortalamasi kontrol, Kontrol+KY, ALZ ve ALZ+KY grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu. T2DM grubunun 21. giin glukoz ortalamasi
T2DM+KY, T2DM+OA gruplarina gore istatistiksel olarak anlaml diizeyde yiiksek bulundu.
T2DM+KY grubunun 21. giin glukoz ortalamast T2DM+OA grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek saptandi.
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Tablo 4.2: Siganlarin deney boyunca viicut agirliklarindaki (g) degisklikler

Kontrol+ KY T2DM+KY T2DM+OA ALZ+KY P
Kontrol (n:5) (n:5) T2DM (n:8) (n:8) (n:7) ALZ (n:9) (n:8) degeri*
+ + +
0.giin 25932,9397 o 294,2+20,1° 378&;4;7 16 353,25+30,64% 354,57+26,69% 322’65 c 315 348+47,98 * <0,001
2:?1?: 244+28,18 ©4e9 305,2+16,54 345+479°% | 316,25+33,97 ° 317+£27,45° 291+39,66 | 319,63+49,87 | 0,002
7. giin 259+31,84 307,2+20,72 322+51,77 289,38+38,6 28942273 310,44+29,93 | 325,88+54,25 0,061
14. giin 282,4+28,18 308,2+38,64 305,63+49,1 | 275,63+45,58 275+21,21 320,89+28,7 | 326,75+52,62 0,065
21. giin 282,4428,18 316,2+28,87 281,75+46,89 | 275,25£55,04 2714+26,97 322,11£29,76 | 331,63+50,9 0,021

*One-way ANOVA testi kullanildi. Post-hoc Tukey testi uygulandi.

a: Kontrol grubuna; b: Kontrol+KY grubuna; c: T2DM grubuna; d: T2DM+KY grubuna; e: T2DM+OA grubuna; f: Alzheimer grubuna; g: Alzheimer+KY grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir.
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0. giin agirlik i¢in yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel dneme sahip
farklilik bulundu. Farkin kaynaklandigi gruplart belirlemek amaciyla post-hoc Tukey analizi
yapildi. Buna gore; kontrol grubunun 0. giin agirlik ortalamast T2DM, T2DM+KY,
T2DM+0A, ALZ ve ALZ+KY grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik
bulundu. T2DM grubunun 0. giin agirlik ortalamasi kontrol, Kontrol+KY ve ALZ grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek saptandi.

Diyabet giinii agirlik i¢in yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel 6neme
sahip farklilik bulundu. Farkin kaynaklandig1 gruplart belirlemek amaciyla post-hoc Tukey
analizi yapildi. Buna gore; kontrol grubunun diyabet giinii agirlik ortalamasi T2DM,
T2DM+KY, T2DM+OA ve ALZ+KY grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
diisiik saptandi.

7. giin agirlik icin yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel dneme sahip

farklilik saptanmadi.

14. giin agirlik icin yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel 6neme sahip

farklilik saptanmadi.

21. giin agirlik icin yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel 6neme sahip
farklilik bulundu; ancak yapilan post-hoc Tukey analizi ile farkin kaynaklandigi gruplar

belirlenemedi.
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Tablo 4.3: Gruplarin beyin doku GSK3-8, GSH, IL-1, GLUT4, $-Amiloid, GLP-1 ve AChE diizeyleri

Kontrol Kontrol+ KY T2DM+KY T2DM+0A P

(n:5) (n:5) T2DM (n:8) (n:8) (n:7) ALZ (n:9) | ALZ+KY (n:8) | degeri*
(C;fnﬁ/'l'_‘) 372728,03° | 25132481 | 63,88%15,75%19| 481321981 | 434582134 | 33,82421,9° | 23,54£10,67° [<0,001
(C;z;'_) 08.48+20,14 | 11525427209 | 157,126,142 | 149953364 | 151 09440,00 0 | 8921£25,32 | 1687621791 1| 4 501
IL-1(ng/L) | 27,3749,32 | 15,49+2,49 ©%¢ |41 54+5452P%0] 33 79+412,04° | 3126,55° | 2535+4,05° | 2548+1,75° [<0,001
(C;Ié/ULI4 3,59+0,54 99| 6,14+1,43 9 8,6143,03° | 904+502°9 | 83122419 | 684+2,199 | %H3EZIS 19001
AB(u/L) 4,0420,57 4,4+0,86 ° 10,05£1,952" | 8,15+2,02% | 8,18+2,33% | 7,36+1,5%¢ 8,241,418 |<0,001
(C;'r-ni’l}l_) 0’3@9&86 0,83+0,16 2 1,13+0,18 **T | 0,92+0,25%" | 0,82+0,2%° |0,65+0,15°%% | 0,91+0,13*" |<0,001

+ + + + +

é](r:nhoi } 89,19£19.77 | 48.86£10,15 | 127.63£10,68 | 1152723084 | 100 715 g | I8SIEILTY [0 e, < boa| <o 001

GSK3-B: Glikojen sentaz kinaz 3- beta; GSH: Glutatyon; IL-1: interlokin-1; GLUT4: Glukoz tasiyic1 4; GLP-1: Glukagon-benzeri peptid-1; AChE: Asetilkolinesteraz;
KY: Karayemis; T2DM: Tip 2 Diabetes Mellitus; OA: Oral antidiyabetik; ALZ: Alzheimer
*One-way ANOVA testi kullanildi. Post-hoc Tukey testi uygulandi.
a: Kontrol grubuna; b: Kontrol+KY grubuna; c: T2DM grubuna; d: T2DM+KY grubuna; e: T2DM+OA grubuna; f: Alzheimer grubuna; g: Alzheimer+KY grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir.
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GSK3-B i¢in yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel 6neme sahip
farklilik bulundu. Farkin kaynaklandigi gruplart belirlemek amaciyla post-hoc Tukey analizi
yapildi. Buna gére; T2DM grubunun GSK3-f ortalamasi kontrol, ALZ, ALZ+KY grubuna

gore istatistiksel olarak anlaml diizeyde yiiksek saptandi.

GSH i¢in yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel 6neme sahip
farklilik bulundu. Farkin kaynaklandigi gruplar1 belirlemek amaciyla post-hoc Tukey analizi
yapildi. Buna gore; ALZ+KY grubunun GSH ortalamasi kontrol, Kontrol+KY, T2DM+0A,
ALZ grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu. T2DM grubunun
GSH ortalamas1 kontrol ve ALZ grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulundu. T2DM+KY grubunun GSH ortalamasi kontrol ve ALZ grubuna gore istatistiksel
olarak anlaml diizeyde yliksek saptandi.

IL-1 icin yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel oneme sahip
farklilik bulundu. Farkin kaynaklandigi gruplart belirlemek amaciyla post-hoc Tukey analizi
yapildi. Buna gore; T2DM grubunun IL-1 ortalamasi kontrol, Kontrol+KY, ALZ, ALZ+KY
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu. T2DM+KY grubunun IL-1
ortalamas1 Kontrol+KY grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu.
T2DM+OA grubunun IL-1 ortalamas1 Kontrol+KY grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek bulundu.

GLUT4 i¢in yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel dneme sahip
farklilik bulundu. Farkin kaynaklandigi gruplari belirlemek amaciyla post-hoc Tukey analizi
yapildi. Buna gore; ALZ+KY grubunun GLUT4 ortalamast kontrol, Kontrol+KY, T2DM,
T2DM+KY, T2DM+OA ve ALZ grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
saptandi. T2DM+KY grubunun GLUT4 ortalamasi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek bulundu.

Amiloid B i¢in yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel oneme
sahip farklilik bulundu. Farkin kaynaklandigi gruplar belirlemek amaciyla post-hoc Tukey
analizi yapildi. Buna gore; kontrol grubunun amiloid B ortalamasi Kontrol+KY, T2DM,
T2DM+KY, T2DM+OA, ALZ, ALZ+KY grubuna gore istatistiksel olarak anlaml diizeyde
diisiik saptandi. T2DM grubunun amiloid B ortalamast ALZ grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek bulundu.
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GLP-1 i¢in yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel dneme sahip
farklilik bulundu. Farkin kaynaklandigi gruplart belirlemek amaciyla post-hoc Tukey analizi
yapildi. Buna gore; kontrol grubunun GLP-1 ortalamas1 Kontrol+KY, T2DM, T2DM+KY,
T2DM+0OA, ALZ+KY grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu.
T2DM grubunun GLP-1 ortalamast T2DM+OA ve ALZ grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml1 diizeyde yiiksek saptandi. T2DM+KY grubunun GLP-1 ortalamasi ALZ grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu. ALZ+KY grubunun GLP-1 ortalamasi
ALZ grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu.

ACHhE icin yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel 6neme sahip
farklilik bulundu. Farkin kaynaklandigi gruplart belirlemek amaciyla post-hoc Tukey analizi
yapildi. Buna gore; Kontrol+KY grubunun AChE ortalamasi kontrol, T2DM, T2DM+KY,
T2DM+OA, ALZ, ALZ+KY grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik
saptandi. T2DM grubunun AChE ortalamas1 kontrol, Kontrol+KY, ALZ, ALZ+KY grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu. T2DM+KY grubunun AChE
ortalamast ALZ+KY grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek saptandi.



4.4, SERUM PARAMETRELERI
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Tablo 4.4: Gruplarin serum GSK3-f, GSH, IL-1, GLUT4, B-Amiloid, GLP-1 ve AChE diizeyleri

Kontrol+ KY T2DM+KY | T2DM+OA P

Kontrol (n:5) (n:5) T2DM (n:8) (n:8) (n:7) ALZ (n:9) ALZ+KY (n:8) | degeri*
giﬁ“l_‘) 51,9749,89 58,45+12,17 | 56,54+7,49 | 63,58+7,49 | 57,74+1521 | 55431353 | 5512+12,35 | 0,668
GSH (ng/L) 114,92428.,47 148+56,53 97,08+49,61 ™ | 143,55+27,2 | 120,37+44,54 | 154,06+11,58°¢ | 161,95+24,29° | 0,009
IL-1 (ng/L) 36,3+4,68 34,62+5,42 F 40,91+2, 44 37,24+5,25 38,48+5,52 423+39° 42,01+2,04 0,01
(c;;/Lg4 4,4441,1 4,8+1,58 5,12+1,02 3,45+0,97 ¢ 5,16+1,56 4,05+1,32 ¢ 6,52+1,35 %f 0,001
AP (ng/L) 13,143,74 17,29+6,61 16,6+3,58 T 17,45+3,34 17,95+1,22 22,06+2,31 3¢ 18,16+3,63 0,004
GLP-1 eg [s} efg eg a.cd c a,b,cd
(pmol/L) 0,93+0,09 120,13 0,86+0,06 *" | 0,93+0,16°9 | 1,16+0,16 *° 1,0840,06 1,23£0,12 229 | <0,001

+ + + + +

'(An(r:nhollz/L) 08.2416,3 19 79.4£10.43 °19 125,4&918,59 98’6fe,f,1gz’43 121,33@10,8 164,3&@199,27 155,a1§01d}e6,92 <0,001

GSK3-B: Glikojen sentaz kinaz 3- beta; GSH: Glutatyon; IL-1: interlokin-1; GLUT4: Glukoz tasiyic1 4; GLP-1: Glukagon-benzeri peptid-1; AChE: Asetilkolinesteraz;
KY: Karayemis; T2DM: Tip 2 Diabetes Mellitus; OA: Oral antidiyabetik; ALZ: Alzheimer
*One-way ANOVA testi kullanildi. Post-hoc Tukey testi uygulandi.
a: Kontrol grubuna; b: Kontrol+KY grubuna; c: T2DM grubuna; d: T2DM+KY grubuna; e: T2DM+OA grubuna; f: Alzheimer grubuna; g: Alzheimer+KY grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir.
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Serum GSK3-B icin yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel 6neme

sahip farklilik saptanmadi.

Serum GSH i¢in yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel oneme
sahip farklilik bulundu. Farkin kaynaklandigi gruplar belirlemek amaciyla post-hoc Tukey
analizi yapildi. Ancak post-hoc analizlerde farkin hangi gruplardan kaynaklandigi ayirt

edilemedi.

Serum IL-1 i¢in yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel dneme
sahip farklilik bulundu. Farkin kaynaklandigi gruplart belirlemek amaciyla post-hoc Tukey
analizi yapildi. Buna goére; ALZ grubunun serum IL-1 ortalamasi Kontrol+KY grubuna gére

istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek saptandi.

Serum GLUT4 i¢in yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel dneme
sahip farklilik bulundu. Farkin kaynaklandigi gruplari belirlemek amaciyla post-hoc Tukey
analizi yapildi. Buna gore; ALZ+KY grubunun serum GLUT4 ortalamas1 ALZ ve T2DM+KY

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek saptandi.

Serum amiloid B i¢in yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel Gneme
sahip farklilik bulundu. Farkin kaynaklandigi gruplart belirlemek amaciyla post-hoc Tukey
analizi yapildi. Buna goére; ALZ grubunun serum amiloid B ortalamasi kontrol ve T2DM

grubuna gore istatistiksel olarak anlaml diizeyde yiiksek bulundu.

Serum GLP-1 i¢in yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel 6neme
sahip farklilik bulundu. Farkin kaynaklandigi gruplart belirlemek amaciyla post-hoc Tukey
analizi yapildi. Buna gore; Alzheimer+KY grubunun serum GLP-1 ortalamasi kontrol,
Kontrol+KY, T2DM ve T2DM+KY grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
saptandi. T2DM+OA grubunun serum GLP-1 ortalamasi kontrol, T2DM ve T2DM+KY
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu. ALZ grubunun serum
GLP-1 ortalamas1 kontrol, T2DM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek

saptandi.

Serum AChE igin yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel Gneme
sahip farklilik bulundu. Farkin kaynaklandig1 gruplart belirlemek amaciyla post-hoc Tukey
analizi yapildi. Buna gore; ALZ ve ALZ+KY grubunun serum AChE ortalamasi kontrol,
Kontrol+KY, T2DM, T2DM+KY ve T2DM+OA grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiikksek saptandi. T2DM+KY grubunun serum AChE ortalamast T2DM ve
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T2DM+OA grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu. T2DM+OA
grubunun serum AChE ortalamasi Kontrol+KY grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

diizeyde yiiksek saptandi.



4.5. BIYOKIMYASAL PARAMETRELER
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Tablo 4.5: Gruplarin serum biyokimyasal parametrelerinin diizeyleri

Kontrol Kontrol+ KY T2DM+KY T2DM+OA P
] (n:5) (n:5) T2DM (n:8) (n:8) (n:7) ALZ (n:9) ALZ+KY (n:8) | degeri*
+
(mlé;"gl_) SEEI0S 4460051 0900 | 63,549,53 2079 | 70,8845,03 20419 | 60,5742,37 2049 | 30114426 %% | 32,752443 % | <0,001
Kreatinin | 131601 0,45+0,03 0,39+0,04 0,35+0,02 0,28+0,04 4,28+11,89 0,31+0,03 0,631
(mg/dL)
+
ALT (UIL) 54’3(,,9,3;3 6 53+3,16 “9e9 39,88+4,91 P | 41,38+4,07 2" | 40,29+5,65 *Pf 49+6,2 ©9e9 38,75+3,49 #PT | <0,001
AST (U/L) | 40,8+3,42 42,6+2,3 45,88+2,64 ¢ | 38,63+4,47 °° 42,14%7,2 ¢ 45,89+5,82 43,75+2,92 0,029
'iz:‘;%e[;" 63.6£336°1 | 59,642,077 | 676332999 | 57.88+422%001 | 64202203000 | 83,23%3.37 61+3,67°%" | <0,001
+ +
(m-gzl_) 72’6&&&5’72 42242 77 2% | 61 884394249 | 5243 71 acef 63,1443,48 99 | 74 6343 25 P49 >3 383 c,f,'f’% <0,001
+ +
(r:g[/) d"L) 384158%9 | 42,842,599 3ELOD 1 40,75:427°0 | 44864344750 | 41,783,158 60.5:2.45 1 <0001
(nlﬁ_g[/)(!I_L) 11,241,92° 742 2odets 14,2542,25° | 11,63+1,77° 13,43+2,51 ° 14,75+2,66 ° 13,112,03° | <0,001

KY: Karayemis; T2DM: Tip 2 Diabetes Mellitus; OA: Oral antidiyabetik; ALZ: Alzheimer
*One-way ANOVA testi kullanildi. Post-hoc Tukey testi uygulandi.
a: Kontrol grubuna; b: Kontrol+KY grubuna; c: T2DM grubuna; d: T2DM+KY grubuna; e: T2DM+OA grubuna; f: Alzheimer grubuna; g: Alzheimer+KY grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir.
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Ure icin yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel éneme sahip
farklilik bulundu. Farkin kaynaklandigi gruplart belirlemek amaciyla post-hoc Tukey analizi
yapildi. Buna goére; T2DM+KY grubunun iire ortalamasi kontrol, Kontrol+KY, T2DM+0A,
ALZ ve ALZ+KY grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu. T2DM
grubunun {ire ortalamasi kontrol, Kontrol+KY, ALZ ve ALZ+KY grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek saptandi. T2DM+OA grubunun iire ortalamasi kontrol,
Kontrol+KY, ALZ ve ALZ+KY grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksektir.
Kontrol+KY grubunun iire ortalamast ALZ+KY grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

diizeyde yiiksek bulundu.

Kreatinin i¢in yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel oneme

sahip farklilik saptanmadi.

ALT i¢in yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel 6neme sahip
farklilik bulundu. Farkin kaynaklandigi gruplart belirlemek amaciyla post-hoc Tukey analizi
yapildi. Buna gore; kontrol, Kontrol+KY ve ALZ grubunun ALT ortalamasi T2DM,
T2DM+KY, T2DM+OA ve ALZ+KY grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yiiksek bulundu.

AST igin yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel oneme sahip
farklilik bulundu. Farkin kaynaklandigi gruplart belirlemek amaciyla post-hoc Tukey analizi
yapildi. Buna gore; T2DM ve T2DM+OA grubunun AST ortalamast T2DM+KY grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek saptandi.

Kolesterol i¢in yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel dneme
sahip farklilik bulundu. Farkin kaynaklandigi gruplar belirlemek amaciyla post-hoc Tukey
analizi yapildi. Buna gore; ALZ grubunun kolesterol ortalamasi kontrol, Kontrol+KY, T2DM,
T2DM+KY, T2DM+0A, ALZ+KY grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulunmustur. ALZ+KY grubunun kolesterol ortalamast T2DM, T2DM+OA, ALZ grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik saptandi. T2DM+KY grubunun Kolesterol
ortalamasi Kontrol, T2DM ve T2DM+OA, grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
disiik bulundu.

Trigliserid igin yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel dneme
sahip farklilik bulundu. Farkin kaynaklandigi gruplan belirlemek amaciyla post-hoc Tukey
analizi yapildi. Buna gore; ALZ+KY grubunun trigliserid ortalamasi1 kontrol, Kontrol+KY,
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T2DM, T2DM+0OA, ALZ grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu.
Kontrol grubunun trigliserid ortalamas1 Kontrol+KY, T2DM, T2DM+KY, ALZ+KY grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek saptandi. T2DM+OA grubunun trigliserid
ortalamasi Kontrol+KY ve T2DM+KY grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yiikksek bulundu. T2DM+KY grubunun trigliserid ortalamasi kontrol, T2DM, T2DM+0A,
ALZ grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek saptandi. ALZ grubunun
trigliserid ortalamasi1 Kontrol+KY, T2DM+KY ve ALZ+KY grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml diizeyde yliksek saptandi.

HDL igin yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel 6neme sahip
farklilik bulundu. Farkin kaynaklandigi gruplari belirlemek amaciyla post-hoc Tukey analizi
yapildi. Buna gore; ALZ+KY grubunun HDL ortalamasi kontrol, Kontrol+KY, T2DM,
T2DM+KY, T2DM+OA, ALZ grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulundu. T2DM grubunun HDL ortalamas1 T2DM+KY, T2DM+OA ve ALZ grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde disiik bulundu. T2DM+OA grubunun HDL ortalamasi
kontrol ve T2DM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu.
Kontrol4+KY grubunun HDL ortalamast T2DM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

diizeyde yiiksek bulundu.

LDL i¢in yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel oneme sahip
farklilik bulundu. Farkin kaynaklandigi gruplart belirlemek amaciyla post-hoc Tukey analizi
yapildi. Buna gore; kontrol+KY grubunun LDL ortalamasi kontrol, T2DM, T2DM+KY,
T2DM+0OA, ALZ ve ALZ+KY grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik

bulundu.



4.6. HAYVANLARIN YUZME SURELERI
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Tablo 4.6: Hayvanlarin MWM ile degisiklik gosteren yiizme siireleri (sn)

Kontrol Kontrol+ KY ) T2DM+KY T2DM+0OA ) . P degeri=|=
(n:5) (n:5) T2DM (n:8) (n-8) (n-7) ALZ (n:9) | ALZ+KY (n:8)
46,01 (40,88- ] 44,36 (36,35- | 45,855 (34,81- 51,87 (35,05- | 44,35(29,62-| 31,985 (15,92-
o 59,91) 37,96 (3,93-59,83) 54,05) 58,68) 58,17) ¢ 59,12) 44,41)° 0,023
.gun
57,46 (22,32- 9,2 (4.47-60) 43,65 (31,7- | 36,915 (8,32- 4345 (27,09- [22,77(11,93-| 18,275 (5,5-
5 i 58,63) e 54,54) 58,17) 53,38) 60) 34,96) 0,013+
.gun
29,85 (12,73- ] 36,185 (6,76- | 45,02 (22,65- 28,86 (20,84- | 17,87 (2,7- 11,465 (5,2-
3 i 36,46) 13,12 (4,64-50.84) 58,98) 55,21) ¢ 51,55) 46,32) 31,26) ¢ 0,007+
.gun
10,32 (9,7- ] 32,03 (16,89- ] 27,79 (12,97- | 20,9 (7,65- 6,345 (1,41-
4o 24,67) 7,13 (4:23-50.78) 5416)0 | 23190 (2:9487) 34,88) 31,52) 17,32) © 0,005+
.gun
4,1 (1,57- ] ] 12,095 (5,78- ] 20,55 (0,64- 13,43 (2,46-
o 11,01) 9,11 (3,48-18,59) | 17,49 (8,9-38) 50.72) 14,6 (7,57-31,11) 40,35) 47.17) 0,133+
.gun

MWM: Morris Su Labirenti

=|=: Kruskall-Wallis testi kullanildi. Post-hoc Bonferroni diizeltmesi uygulandi.
a: Kontrol grubuna; b: Kontrol+KY grubuna; c: T2DM grubuna; d: T2DM+KY grubuna; e: T2DM+OA grubuna; f: Alzheimer grubuna; g: Alzheimer+KY grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir.
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1. giin ylizme siireleri i¢in yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel
oneme sahip farklilik bulundu. Farkin kaynaklandigi gruplari belirlemek amaciyla Bonferroni
diizeltmesiyle ikili karsilastirmalar yapildi. Buna gore; T2DM+OA grubunun 1. giin yiizme

siire ortalamas1 ALZ+KY grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu.

2. giin ylizme siireleri i¢in yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel
oneme sahip farklilik bulundu. Ancak farkin kaynaklandigi gruplar1 belirlemek amaciyla
Bonferroni diizeltmesiyle ikili karsilastirmalar yapildiginda farkin hangi gruplardan

kaynaklandig1 belirlenemedi.

3. giin yiizme siireleri i¢in yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel
oneme sahip farklilik bulundu. Farkin kaynaklandigi gruplari belirlemek amaciyla Bonferroni
diizeltmesiyle ikili karsilagtirmalar yapildi. Buna gore; T2DM+KY grubunun 3. giin yiizme

stire ortalamast ALZ+KY grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu.

4. glin yiizme siireleri i¢in yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel
oneme sahip farklilik bulundu. Farkin kaynaklandigi gruplari belirlemek amaciyla Bonferroni
diizeltmesiyle ikili karsilagtirmalar yapildi. Buna gore; T2DM grubunun 4. giin ylizme siire
ortalamas1t ALZ+KY grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu.

5. giin ylizme siireleri i¢in yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda istatistiksel

oneme sahip farklilik gériilmedi.
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5. TARTISMA

Diyabet, diinya niifusunun %3'tinii etkiler ve prevalansi giderek artmaktadir. Hastalik,
glukoz homeostazindaki bir bozukluktan kaynaklanir. Glukoz seviyelerinin kontroliine
yardimcer olan etkili ilaglar bu komplikasyonlarin 6nlenmesinde ve T2DM semptomlarinin
hafifletilmesinde ¢ok Onemlidir. AH ile T2DM arasindaki baglanti hala tartisilmaktadir.
Bununla birlikte, kotii kontrol edilen kan sekeri, Alzheimer gelistirme riskini artirabilir. Bu
iliski o kadar gii¢liidiir Ki baz1 arastirmacilar Alzheimer "beynin diyabeti” veya "tip 3 diyabet
(T3DM)" olarak adlandirmistir. Yeni yapilan ¢aligmalar g6z 6niine alindiginda T3DM'i AH
ile iligkilendiren kanitlar1 géstermeye devam etmektedir (189).

Metformin, T2DM’lu hastalar i¢in en uygun baslangi¢ tedavisi olarak kabul edilen en
popiiler oral glukoz diisiiriicii ilaglardan biridir. Ilging bir sekilde, ilacin, hepatik glukoz
tiretimini distirdiigi diistiniilen etki mekanizmasi hakkinda hala tartismalar vardir. Aksine
yeni kanitlar bulunana kadar, metformin muhtemelen T2DM’da “temel tedavi" olarak
kalacaktir (190).

Kirsal bitkisel ilaglar, uzun siiredir yeni kemoterapétik ajanlar ve ilag ¢alismalarinda
miikemmel baslangi¢c noktalar1 sunmaktadir. Bu alandaki basarilar tamamlayici tibba artan

ilgiyi tesvik etmistir.

Bu tez ¢alismasinda, i.p ve i.c.v. sekilde verilen STZ ile T2DM ve uzamis diyabet
sonucu olusan nontransgenik Alzheimer modelindeki siganlarda karayemis meyvesinin ve
metforminin dgrenme/bellek fonksiyonlarma, anti-diyabetik aktiviteye ve antioksidan
parametreler iizerindeki etkileri arastirildi. Bu amagla beyin dokusunda ve serumda GSK3-,
B-Amiloid, GSH, IL-1, GLUT4, GLP-1, AChE diizeyleri saptanarak karayemis meyvesinin ve
metforminin bu parametreler lizerine etkisi T2DM ve Alzheimer gruplar ile karsilastirilarak

incelenmistir.

Bu tez calismasinda, yaygin olarak kullanilan antidiyabetik ila¢ olan metformin ile
antidiyabetik etkinligi olan karayemis karsilastirtlarak arastirilmistir. T2DM grubunun 7., 14.
ve 21. giin glukoz ortalamasi T2DM+KY, T2DM+OA gruplarina gore istatistiksel olarak
anlaml1 diizeyde yiiksek bulundu. T2DM+KY grubunun 7., 14. ve 21. giin glukoz ortalamas1
T2DM+OA grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu.
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T2DM, T2DM+KY ve T2DM+OA grubuna gore 7., 14. ve 21. giin glukoz ortalamasi kontrol,
Kontrol+KY, ALZ ve ALZ+KY grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
bulundu. ALZ grubunda kan glukoz diizeyinde deney boyunca degisiklik gozlenmedi.
Karayemis kan glukoz diizeylerini diisiirmekle birlikte, kan glukoz seviyelerinin metformin
tarafindan karayemisten daha iyi korundugu bulundu. Metformin bu aktiviteyi muhtemelen
insiilin salgilanmasini tesvik ederek gosterdi. Senayli ve ark. (185) karayemisin antidiyabetik
etkinligi, yaygin olarak kullanilan antidiyabetik ilag olan glibenklamid ile karsilastirdilar. Kan
glukoz diizeylerinin karayemis ekstrakti tarafindan glibenklamidden daha iyi korudugu
bulundu. Ayrica deney sonunda Slgiilen insiilin konsantrasyonlarinin ekstrakt grubunda diger
gruplara gore daha yiiksek oldugu bulundu. Anestezi sirasinda glukoz stabilitesi de ekstraktin
diizenleyici etkinligini dogruladi. Ayrica Karayemisin bu aktiviteyi insiilin salgilanmasini
tesvik ederek verdigini bildirdiler. Bu nedenle karayemisin diyabet icin etkinliginin bu
calisma ile kolayca oOngoriilebilecegini ve ekstraktin bir diyabet Onleyici ilag olarak

gelistirilmesine yonelik daha fazla ilgiyi hak ettigini dnerdiler.

Karayemis, Anadolu bolgesinde sadece kirsal alanlarda diyabete karsi kullanilan bir
bitkidir. Yapraklari ayrica Anadolu'da yore halki tarafindan bazi nérolojik rahatsizliklara karsi
cay seklinde kullanilmaktadir. Hipoglisemi senkopun en sik nedenidir ve oral antidiyabetikler
veya insiilin tedavisinin bir komplikasyonudur (191). Aktan ve ark. (192) Rize’de Universite
Hastanesindeki 75 yasinda erkek hastaya hipoglisemik atak ve bayilma sikayeti ile acil
miidahale yapilmistir. Hasta 2 yil 6nce prediyabet tanisi almasina ragmen herhangi bir anti-
diyabetik ila¢ kullanmadigin1 ve diyet tavsiyelerine uymadigini bildirmistir. Hasta cinsel giicii
artirdigina inanarak her giin Vaccinium corymbosum (VC) suyu igtigini bildirmistir.
Hipoglisemi gelismeden 6nce 200-300 gram karayemis meyvesi yemenin yani sira yaklasik
500 ml VC suyu tiikketmistir. Biling kaybi sirasinda Olgiilen plazma glukoz diizeyi 30
mg/dL’dir. Derin hipoglisemi, giiglii bir glukoz diisiiriicii etkiye sahip olabilen karayemis
meyve alimmin bir sonucu veya asirt VC suyu alimi ile ilgili olarak meydana gelen iki
bitkinin kimyasal bilesimleri arasindaki bir etkilesimin beklenmedik bir yan etkisi
olabilecegini diisiindirmiistiir. Her iki bitki de diyabetin alternatif tedavisinde diisiiniilebilir.
Hipoglisemi i¢in risk faktorii olmamasina ragmen, bu bitkilerin yiiksek dozlarda kullanimu ile
hipoglisemi  gelismesi, iki  bitkinin  birlikte  kullanilmasindan  kaynaklandigini
diisiindiirmektedir. Ayrica tibbi tedavi, diyet ve yasam tarzi degisikliklerine uymayan

prediyabetli hastalarin biiyiik cogunlugunda diyabet gelistigi de bilinmektedir. Her iki bitki de
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oksidatif stresi ve insiilin direncini azaltarak glukoz diizeylerini diisiirebilir ve diyabet igin
alternatif tedaviler olabilir (192).

Turan ve ark. (193) 2013 yilinda karayemis meyve ozitlerinin (500 ve 1000 mg/kg doz
seviyeleri) antidiyabetik etkilerini alloxan ile indiiklenen diyabetik si¢anlarda arastirdilar ve
gliklazid ile karsilastirdilar. Ayrica karayemis ekstraktinin tokluk kan seviyeleri ve gliklazidin
neden oldugu hipoglisemi tizerindeki etkisini arastirdilar. Ekstraktin kan sekerini bu dozda
onemli olciide diisiirdiigiinii bildirdiler. Ote yandan karayemis oziitii, gliklazid kaynakli
hipoglisemiden sonra kan seviyelerini normale getirdigini ve Karayemis ekstraktinin, agonist-
antagonist 6zelliklere sahip bir ajan oldugunu bildirdiler. Bu ¢alismanin sonuglar1 karayemis
ekstraktinin hem hipoglisemili hem de hiperglisemili hastalarda kullanilabilecegini gostermis
oldu.

Orhan ve ark. (186) karayemisin in-vivo olarak hipoglisemik ve antidiyabetik
aktivitelerini degerlendirdiler. Tohum 0Oziitii, deneysel diyabetik hayvanlarda kan sekeri
seviyelerinde %20 inhibisyon gosterdi. Biyoaktif tohum ekstraktinin kimyasal bilesimi GC-
MS ile analiz edildi. Bu ekstraktin ana bilesenleri olarak oleik, linoleik ve palmitik asitler
tespit edildi. Bu nedenle tohumlarmn hipoglisemik aktivitesi doymamis yag asitlerinden
kaynaklanabilecegini agikladilar.

Son c¢aligmalar, obezite ve diyabetin, AH i¢in risk faktorleri olmasi nedeniyle AH
insidansiin 6nemli dl¢lide artacagini diisiindiirmektedir. Diyabet ve ALZ arasinda giiglii bir
korelasyon ilk olarak genis bir popiilasyona dayali Rotterdam calismasinda rapor edilmistir
(194). Daha sonraki epidemiyolojik ¢aligmalarda T2DM'nin ALZ igin bir risk faktorii
oldugunu kuvvetle ileri siirmiistiir. Diyabetin, demansin ortaya g¢ikmasi i¢in gereken A
yiikiiniin esigini artirdig1 bildirilmistir. Bir meta-analiz ¢alismasinda, obezite ve diyabetin
yasli bireylerde AH riskini 6nemli 6lglide ve bagimsiz olarak artirdigi gosterilmistir (195).

Bu tez caligmasinda, kontrol grubunun diyabet giinii agirlik ortalamasi T2DM,
T2DM+KY, T2DM+OA ve ALZ+KY grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
diisiik bulundu. 7. ve 21. giin agirlik icin yapilan istatistiksel analizlerde gruplar arasinda
istatistiksel Ooneme sahip farklilik saptanmadi. 21. giin agirhik i¢in yapilan istatistiksel
analizlerde gruplar arasinda istatistiksel oneme sahip farklilik bulundu ancak yapilan post-hoc
Tukey analizi ile farkin kaynaklandig: gruplar belirlenememistir.

Obezite ve diyabetle iligkili kronik norodejeneratif yollar1 inceleyen caligsmalardan elde
edilen bilgiler, biligsel gerilemeyi geciktiren ve yasam kalitesini iyilestiren terapotik ajanlarin

gelistirilmesine yol agabilir. Diyabet yonetiminde birincil hedef glisemik kontrol olmasina
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ragmen bilinen noroprotektif etkileri olan mevcut antidiyabetik ilaglara ve karayemis gibi
noroprotektif etkili ve antioksidan aktivitesine sahip ekstratlara ciddi 6nem verilmesi
gerekmektedir (92).

AH, T2DM ile yakindan iliskilidir ve AH ayrica T3DM olarak da kabul edilir. Bununla
birlikte, AH ve T2DM arasindaki kesin baglanti hala belirsizdir. Son zamanlarda yapilan
caligmalarda GSK3-B, T2DM ve AH arasindaki potansiyel baglanti olabilecegini gosteren bir
kanit olabilmektedir. T2DM'de GSK3-B, kan sekerini diizenlemede anahtar rol oynayan
glikojen sentezinin 6nemli bir enzimidir. Daha da 6nemlisi GSK3-p, insiilin eksikligine ve
insiilin direncine yol agan kilit faktorlerden biridir ve insiilin direnci, DM'nin ortaya ¢ikmasi
ve gelismesinin 6nemli bir 6zelligidir (196). Calismamizda GSK3-f diizeyleri T2DM ve
ALZ’deki iligkisi sorgulanmigtir. T2DM grubunun beyin doku GSK3-B ortalamasi kontrol,
ALZ, ALZ+KY grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek saptandi. Hem
diyabet grubunda hem de Alzheimer grubunda karayemis etkili bir sekilde beyin doku GSK3-
B diizeylerini diisiirdi. Ancak serum GSK3-B diizeylerinde gruplar arasinda anlamli fark
bulunmadi. Bu sonuglar bize dokuda GSK3-f diizeylerinin etkili oldugunu ancak sistemik
dolagima yansimadigin1 gostermektedir. Yapilan literatlir taramasi sonucunda karayemisin
GSK3-B diizeyleri lizerine etkisini arastiran bir ¢alismaya rastlanmamistir. Calismamizin
sonuglar1 literatiirde ilk olarak karayemisin T2DM ve Alzheimer grubunda GSK3-§
diizeylerini azaltarak noéroprotektif etkilerini gostermistir. Metforminin ALZ'deki faydali
etkileri, ¢ogunlukla hastaligin ailesel formunu temsil eden hayvan modellerinde rapor
edilmistir (197). Bu ALZ formu, tim ALZ vakalarinin yalnizca %1-5'ini olusturur ve artan
amiloidojenik isleme ve tau hiperfosforilasyonuna yol acan genetik degisiklikler nedeniyle
hizli bir baglangig¢ gosterir. Tiim ALZ vakalarinin %95-99'unu olusturan STZ indiiklii ALZ'de,
ciddi biligsel bozukluklar ortaya ¢ikmadan 6nce demans Oncesi evrelerde erken patolojik
degisiklikler tespit edilebilmekte ve bdylece hastaligt modifiye edici yaklasimlar i¢in
terapotik bir yol agilmaktadir (197). Pilipenko ve ark. (198) SAH modeli si¢anlarda oral
metformin tedavisinin (ardisik 21 giin boyunca 75 ve 100 mg/kg) davranigsal ve biyokimyasal
parametreler tiizerindeki etkilerini incelediler. Sonuglarimiza benzer sekilde STZ'nin
uygulanmasi, incelenen tiim beyin bolgelerinde GSK3-f’nin ekspresyonunun artmasiyla
sonuglandi. Metformin tedavisinin SAH model siganlarinda incelendiginde tim beyin
bolgelerinde GSK3-B ekspresyonunu diisiirdiigiinii rapor ettiler. Metforminin  GSK3-
tizerindeki etkileri ALZ model siganlarinda calisilmamistir; ancak metformin, beyni

muhtemelen CREB/BDNF veya Akt/GSK3 sinyal yollarinin araciligi ile metamfetamin
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kaynakli norodejenerasyona karsi koruyabilecegi bildirilmigtir. Metforminin 75 mg/kg
dozunun degil, 100 ve 150 mg/kg'lik dozlarmin metamfetamin ile tedavi edilen siganlarda
toplam ve fosforile GSK-3’ii inhibe ettigi saptanmustir (199). GSK3-f'nin inhibisyonunun,
gelistirilmis glukoz tasinmasi ve alimi ile uyumlu olarak metforminin néroprotektif etkilerine
dahil olabilecegi gosterilmistir (198). Plaschke ve ark. (200) STZ uygulamasinin, GSK-3'iin
artmasima ve fosfo-GSK iceriginin azalmasina yol actigini gostermislerdir. Ayrica GSK-3
aktivitesinin dolayli bir 6lgiisii olarak fosfo/toplam GSK-3 orani, STZ'den sonra onemli
Olclide azalmistir. Sonuglar, STZ ile tedavi edilen si¢anlarin beyninde fosforile edilmemis,
aktif GSK-3'teki bir artigin artan tau hiperfosforilasyonuna yol agabilecegine dair dnceki in
vivo verileri desteklemektedir. Bu nedenle, GSK-3'iin inhibisyonunun, gelistirilmis glukoz
taginmast ve alimi ile uyumlu olarak metforminin néroprotektif etkilerine dahil olabilecegini
diistindiirmektedir (197).

GSH, glutamat, sistein ve glisinden sentezlenen gii¢lii bir antioksidandir. Diyabetik
hastalarda hem sistein hem de glisin eksikligi gosterilmistir. Boyle bir eksikligin, bozulmus
protein dongiisii ve diyet eksikliginin bir kombinasyonundan kaynaklandigi ileri
stirilmektedir (201). AH, Parkinson hastaligi (PH) ve amyotrofik latera skleroz (ALS) gibi
yasa bagli norodejeneratif hastaliklarda beyin GSH seviyeleri azalmig gibi gériinmektedir. Bu
norodejeneratif hastaliklar1 olan hastalarda beyin GSH oOl¢limlerini arastirmak igin birkag
caligmada proton manyetik rezonans spektroskopisi (LH-MRS) kullanilmistir (202). 1H-MRS,
GSH dahil olmak tizere gesitli nérokimyasallarin tespiti igin invazif olmayan bir tekniktir
(203). Bu tez ¢alismasinda da beyin dokusunda ve serumda GSH diizeyleri 6l¢iildii. ALZ+KY
grubunun beyin doku GSH diizeylerinin ortalamasi kontrol, kontrol+KY, T2DM+0OA, ALZ
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu. T2DM grubunun serum
GSH diizeylerinin ortalamas: kontrol ve ALZ grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diistik saptandi. ALZ grubunda karayemis alimindan sonra hem beyin doku GSH
diizeyleri hem de serum GSH diizeyleri anlamli sekilde yiiksek bulundu. T2DM grubunda da
karayemis alimindan sonra serum GSH diizeyinde anlamli sekilde yiikseldi. Karayemis
olduk¢a iyi diizeyde antioksidan aktiviteye sahip oldugu soOylenebilse de yontemlerde
standardizasyon olmamasi nedeniyle sonuglarimizi literatiir verileriyle karsilagtirmak
mimkiin degildir. Yegin ve ark. (204) karayemisin in vivo antidiyabetik aktivitesini STZ
indiiklii sigan modelinde Giresun Universitesinde arastirdilar. Ciinkii bu meyve Tiirkiye'de
Orta ve Dogu Karadeniz Bolgesi'nde dogal antidiyabetik {riinlerden biri olarak

kullanilmaktadir. GSH diizeyleri karayemis uygulanan si¢anlarda uygulanmayanlara gore
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anlamli yiiksek bulundu. Ayn1 zamanda diyabetik si¢anlarda (DG) ve kilo kaybi goriilen
sicanlardaki (DLO) kilo kaybi, karayemis verilen gruptan oldukc¢a fazladir (yaklasik 2 kat).
Kan glukoz diizeylerinde ise DG ve DLO'da sirasiyla %9,17 ve %54,2 oranida azalma
saptadilar. Diyabetin klinik belirti ve semptomlar1 arasinda kilo kaybi her iki grupta da
goriilse de DLO'da gozlenen oran DG'ye gore nispeten orta diizeydedir. Ayrica kan sekeri
diizeyleri dikkate alindiginda bu gruptan elde edilen degerler DLO'da (-%54,2) belirgin bir
iyilesme gosterdi. Hem kilo kayb1 hem de kan sekeri diizeyi sonuglarina gore, karayemis
ekstrakti diyabet tedavisi i¢in olumlu bir etkiye sahiptir (204). Karayemis, biyoaktif
bilesenlerinin dogal farmasétikler adayi oldugunu diisiindiiren terapétik antidiyabetik etkiye
sahip olabilir.

Uslu ve ark. (205) tip 1 diyabetli siganlarda karayemis tohumu, meyve ve yaprak
ekstraktlarinin insiilin duyarliligr ve oksidatif stres mekanizmalarinda etkili oldugu bilinen
hiperglisemi, adiponektin ve irisin diizeyleri iizerine etkilerini arastirdilar. Karayemis tohum,
meyve ve yaprak ekstraktlart GSH diizeylerini onemli 6l¢iide artirmistir. Karayemisin
ozellikle tohum ve meyve ekstraktlarinin acglik kan glukoz diizeylerini diisiirmede, kilo
degisimi dengesizligini diizenlemede, diyabete bagli oksidatif stres ve inflamasyonu
onlemede ve insiilin duyarliligini artirma potansiyelinde oldukga etkili oldugunu bildirdiler.

IL-1, periferde inflamatuvar ve konak savunma yanitlarini diizenleyen pluripotent,
proinflamatuvar bir sitokindir. IL-1, T hiicrelerini (ve dolayli olarak B hiicrelerini) aktive
eder, adezyon molekiillerinin ekspresyonunu up-regiile eder, bir dizi diger proinflamatuvar
sitokinlerin ekspresyonunu indiikler ve inflamatuvar yanitin kuvvetlendirici bir kaskadi
olusturan diger inflamasyonla iligkili proteinlerin ekspresyonunu indiikler. T2DM ve AH’nin
patogenezinde inflamatuvar yanitlarin roliine iligskin kanitlar son yillarda giderek artmaktadir.
Inflamatuvar bir sitokin olan IL-1B, pankreasin Langerhans adaciklarmin beta hiicre
harabiyetine neden oldugu bilinmektedir. Beta hiicrelerinin kendileri, glukoz uyarimi iizerine
IL-1B salgilar (18,206-208). Bu tez calismasinda T2DM grubunun beyin dokusu IL-1
diizeylerinin ortalamasi kontrol, kontrol+KY, ALZ, ALZ+KY grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu. T2DM+OA grubunun beyin doku IL-1 diizeylerinin
ortalamasi kontrol+KY grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek saptandi.
STZ ile aktive olan hiicrelerde IL-1 {iretiminin inhibit6rleri olarak gérev yapan karayemis,
inflamasyonun yarattigi kosullar1 normallestirebilecek iyi anti-inflamatuvar ajan olarak
Onerilebilir. Caligmada Alzheimer grubunda serum IL-1 diizeylerinin artmasi, IL-1’in bu

etkileri, Alzheimer hastaliginda sitokin dongiisii olarak tanimladigimiz bir dizi IL-1 tarafindan
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baslatilan kaskadlar1 diistindiirtir (208). IL-1’in asir1 ekspresyonu ve bunun sonucunda ortaya
cikan 'ndroinflamatuvar' yanit, Alzheimer hastaliginda patojenik dneme sahiptir. Metabolik
degisiklikler, beyin noroinflamasyonunu, T2DM ve ALZ patogenezini destekledigi bilinen
sitokinlerin iiretimini genis Ol¢iide tetikleyebilir ve siddetlendirebilir (209,210). Bu calisma,
inflamasyonla ilgili durumlarin tedavisinde karayemis meyvesinin geleneksel kullanimini
desteklemistir. Deneysel veriler, karayemis yapraklariin dikkate deger bir anti-inflamatuvar
ve antinosiseptif aktiviteye sahip oldugunu dogrulamistir (211). Alzheimer patogenezinde bu
tir 'noroinflamatuvar’ siireglerin rolii, anti-inflamatuvar ilaglarin Alzheimer hastaliginin
olusumu tizerinde koruyucu bir etkisi oldugunu gosteren epidemiyolojik ¢alismalardan (212)
ve karayemis uygulamasinin muhtemelen plak patolojisini ve IL-1 ekspresyonunu
baskilayabilecegini diisiindlirmektedir.

GLUT4, T2DM'nin patofizyolojisinde onemli bir rol oynar. Beyinde birka¢ glukoz
tastyicist tanimlannustir. Insan ve diger tiirlerdeki GLUT1 protein seviyelerine kiyasla daha
diisik GLUT3, GLUT4, SGLT1 ve SGLT2 seviyelerine sahip kan-beyin bariyeri (BBB)
endotel hiicrelerinde ek glukoz tasiyicilart da tamimlanmustir. Insiiline duyarlh GLUT4
ekspresyonunun ayrica ventromedial hipotalamusun BBB'sinde oldugu gosterilmistir, bu da
kan sekeri konsantrasyonunun beyin tarafindan algilanmasindaki roliinii dislindiiriir
(213,214). ALZ+KY grubunun beyin dokusu GLUT4 ortalamasit kontrol, kontrol+KY,
T2DM, T2DM+KY, T2DM+OA ve ALZ grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yiiksek bulundu. T2DM grubunun GLUT4 ortalamasi1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek saptandi. GLUT4’lin hiicre membranina baglanmasiyla glukozun
hiicre i¢ine alimi gerceklesir. GLUT4’iin insiiline bagimli ve AMPK yolag ile insiilinden
bagimsiz olarak translokasyonu gerceklesir. Calismamizda karayemis uygulanan Alzheimer
grubunda hem beyin dokusunda hem de serum GLUT4 diizeylerinde artis bulundu. Bu
bilgiler 15181nda GLUT4 diizeylerindeki artis karayemisin AMPK nin fosforilasyonunu aktive
ederek GLUT41in translokasyonunu tesvik ettigini diisiindiirmektedir. Bu sekilde hiicre igine
glukozun alimimi artirabilir. Bizim sonug¢larimizin aksine GLUT4 diizeylerinin db/db
sicanlarin  serebellumda arttign ve STZ ile indiiklenen diyabetik siganlarda azaldigi
gosterilmistir. Bu da iki farkli diyabet modelinde insiiline duyarli GLUT4 ekspresyonunu
diistindiiriir (215). Noral insiilin reseptorlerinin duyarsizlastirma mekanizmalar1 heniiz net
olmasa da bunun insiiline duyarli GLUT4 {izerindeki etkilerini ve bunun AH patogenezindeki
roliinii test etmek faydali olacaktir (216). GLUT4 yolu, T2DM ve AH'ye kars1 farmakolojik
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miidahale icin ortaya c¢ikan bir hedeftir. Karayemis bu mekanizmanin iyilestirilmesinde rol
oynayabilir.

Bu tez c¢alismasinda, ALZ grubunun serum AP ortalamasi kontrol ve T2DM grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek saptandi. T2DM grubunun beyin dokusu f-
Amiloid ortalamasit ALZ grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek saptandi.
ALZ+KY ve T2DM+KY uygulanan gruplar kontrol+KY grubuna gore kiyaslandiginda
sagirtict bir sekilde beyin dokusu AP diizeylerinin yaklasik 2 kati kadar arttigi bulundu.
Yapilan literatiir taramasina gore karayemis meyvesinin T2DM ve ALZ’de AP inhibisyonu
tizerine yapilan ilk ¢aligmadir. AH ve diyabet, yiiksek kolesterol, dejenerasyon, A birikimi
gibi cesitli risk faktorlerini paylasir. T2DM ile birlikte gelen hiperinsiilinemi, beyindeki A
birikimi ile iliskili olarak AH ve diyabeti birbirine baglayan bir faktordiir. Insiilini parcalayan
enzim i¢in rekabet ederek, beyin AP klirensini bozar (217). Ayn1 zamanda yaslanmada artan
oksidatif stresin etkisi altinda beyin lipoproteinleri i¢in koruyucu bir antioksidan olarak
yiiksek AP tiretiminin AH’nin gelisiminde 6nemli bir olay1 temsil ettigi varsayilmaktadir. Pro-
oksidatif ozelliklerin aksine, AP peptitlerinin antioksidatif aktivitesi ¢alismalari sinirhidir.
Giiglii metal selatorlerinin tipik olarak gii¢lii antioksidanlar oldugu ve AB'nin metal baglama
ozelliklerinin uzun siiredir bilindigi gercegi géz oniine alindiginda bu biraz sasirticidir. AP,
gecis metalleri tarafindan fibrillere toplanmalidir. Fibrillenmis AP, ndronlar ve diger hiicreler
icin oldukga toksiktir (218). Yani Af'nin toksik olabilmesi i¢in fibrile olmasi gerekir. Buna
karsilik, diisiik nanomolar konsantrasyonlarda (BOS ve plazmada dolagan), AB monomeriktir
ve bir antioksidan olarak islev goriir (20,21). Daha yiiksek AP konsantrasyonlarinda
antioksidan etkisi ortadan kalkar. Bu diisiik konsantrasyonlarda AP toksik degildir ve hatta
noronun hayatta kalmasi, aksonal uzunluk ve noron biiylimesi ilizerinde faydali etkilere
sahiptir. En onemlisi mitokondri tarafindan artan ROS {iretimi gibi yaslanmada gelistigi
bilinen patolojik mekanizmalar1 (AH i¢in en Onemli risk faktoriidiir) kapsarlar ve AP
olusumuna gore upstream yerlesimlidir (150). Bizim ¢alismamizin sonuglari, AB'nin gegis
metal iyonlarini selatlayarak islev géren BOS ve plazma lipoproteinlerinde fizyolojik bir
antioksidan gorevi gorebilecegini, karayemis AB'nin antioksidan etkisini indiikleyebilecegini
diistindiirmektedir (21).

GLP-1, proglukagon geninden tiiretilen ve besinler duodenuma girdiginde ince
bagirsaktan salgilanan 30 amino asit uzunlugunda bir peptid hormonudur. GLP-1 ayrica MSS,
agirlikli olarak beyin sapinda iiretilir ve daha sonra MSS'de ¢ok sayida bdlgeye tasinir (24).
T2DM’de inkretinlerin etkisinin bozulduguna dair kanitlar vardir. Azalmis GLP-1 seviyeleri
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ve hem inkretinlere (GLP-1) hem de GIP kars1 azalmis yanitin bir kombinasyonu ile iligkili
bir durumdur (219). Bu tez ¢alismasinda, kontrol grubunun beyin dokusu GLP-1 diizeylerinin
ortalamas1 kontrol+KY, T2DM, T2DM+KY, T2DM+0A, ALZ+KY grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu. T2DM grubunun beyin dokusu GLP-1 ortalamasi
T2DM+OA ve ALZ grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu.
T2DM+KY grubunun GLP-1 ortalamasi ALZ grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde vyiiksek saptandi. Stanchev ve ark.’nmin c¢alismasinda TIDM'li hastalar ile
karbonhidrat bozuklugu olmayan bireyler karsilastirildiginda, serum GLP-1 diizeyleri benzer
bulundu. Bu sonuglar TIDM’de intakt inkretin etkisi hipotezini destekledigini gostermektedir
(220). Benzer sekilde aglik inkretin peptidlerinin 6nemi T2DM'li hastalarda arastirilmistir ve
kotiilesen aclik glukozu varliginda azalan aglik inkretin seviyelerinin artan a-hiicre aktivitesi
ile baglantili zayiflamis aglik PB-hiicre fonksiyonuna ikincil oldugu one siiriilmiistiir. Bu
calismanin yazarlari, bazal inkretin seviyesinin erken degerlendirilmesinin T2DM tanisinda
faydali olacagini 6ne stirmiiglerdir (221). Bu peptidlerin diizenlenmesinde T2DM'li hastalari
tedavi etmek icin yeni bir olasilik olarak onerildigi T2DM'deki glukoz homeostazinda yer
alan bir eksiklik de Onerilmistir (222). Baska bir ¢alismada GDM ve T2DM ile iliskili olarak
daha diisiik aglik GLP-1 seviyesi bildirilmistir (223,224). Bu tez ¢alismasinda T2DM+OA
grubunun serum GLP-1 ortalamasi kontrol, T2DM ve T2DM+KY grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu. Calismanin sonuglarina gére metformin kullaniminin
karayemis uygulamasina gére GLP-1 diizeyleri {izerine daha etkili olmustur. Beyindeki GLP-
1 kaynagindan birisi de periferik kandir. Sirkiilasyondaki GLP-1'in basit difiizyonla
periferden beyne gecebilecegi gosterilmistir. ALZ hastalarinda, GLP-1 analogu, glukoz i¢in
serebral metabolik hizi 6nemli dl¢lide artirmistir (225). Kan beyin bariyerinde yeniden glukoz
taginmasini sagladi ve boylece AH’de biligsel bozulmaya kars1 koruma sagladi. Kappe ve ark.
(226) obez-insiiline direngli sican modelinde GLP-1 sekresyonunun azaldigini ve bu
siganlarda bilissel gerilemede rol oynayabilecegini bildirdiler. Bununla birlikte dolasimdaki
azalmig GLP-1'in diyabetli hastalarda biligssel bozulmaya ne 6l¢iide katkida bulunabilecegi
tam olarak ele alinmamistir. Diyabetik hastalarda GLP-1 diizeyinin disiip dismedigi bile
tartismalidir (227). Giliniimiizde T2DM'li hastalarda diisiik egitim diizeyi, hipertansiyon
Oyktist, ailede DM oykiisii, diisiik serum GLP-1 diizeyi, diisiik HDL-K diizeyi ve yiiksek
AKS (aclik kan sekeri) diizeyinin biligsel fonksiyon bozuklugu icin risk faktorleri oldugu
saptand1. Dolasimdaki diisiik GLP-1, bilissel fonksiyon bozuklugunun patogenezinde rol
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oynayabilir, bu da T2DM'li hastalarda biligsel fonksiyon bozuklugunun onlenmesi veya
tedavisi i¢in GLP-1'in veya analoglarinin kullanilmasi olasiligini artirir (228).
Asetilkolinesteraz (AChE), beyindeki sinir fonksiyonlarinda ve sinyal iletiminde rol
oynayan kritik bir enzimdir. Bununla birlikte yaslanma sirasinda, asir1 AChE aktivitesi
siklikla temel norotransmiter olan asetilkolinin (ACh) hizli ve ilerleyici tiikkenmesine yol agar.
ACh eksikligi, norotransmisyonun azalmasma demans ve AH gibi patolojik durumlarin
gelismesine yol agar. Bu nedenle AH'min klinik y0Onetimine yonelik kanitlanmis
yaklasimlardan biri, gelismis beyin ACh seviyeleri liretmek ve beyinde diizenli sinir
fonksiyonlarin1 eski haline getirmek i¢in AChE aktivitesini inhibe eden bilesiklerin
kullanilmasidir (229). Tez ¢alismasinda karayemis meyvesi kontrol ve ALZ grubunda beyin
doku AChE diizeylerini arttirirken T2DM grubunda metformin karayemis meyvesine gore
daha 1liml bir sekilde diisiirdiigii saptandi. Karayemis meyvesi serum AChE diizeylerini ise
kontrol ve T2DM grubunda 1limli arttirirken, ALZ grubunda azalttig1 bulundu. Giiglii serbest
radikal siipiirme aktivitesine ek olarak, karayemis meyvesi, beyindeki AChE aktivitesini
modiile etme kabiliyeti nedeniyle noroprotektif bir terapotik ajan olarak da kullanilabilir.
Orhan ve ark. (31) yaygin olarak tiiketilen bir besin bitkisi olan Tiirk kokenli karayemis
meyvesi, antioksidan parametrelerinin yani sira kolinesteraz enzim ailesinin inhibisyonu ile
karsilastirmali olarak test etmistir. Sonuglar, karayemis ekstraktlarinin, ozellikle yaprak
metanol ekstraktinin, hem kolinesteraz inhibisyonunun hem de antioksidan aktivitenin radikal
olusum ve demir ile ilgili yontemlerle belirlenmesi i¢in uygulanan test sistemlerinde iistiin
etkilere sahip oldugunu gostermistir. Bu nedenle, yaprak metanol 6ziitliniin bu mekanizmalar
yoluyla bir dereceye kadar noroprotektif etki gosterdigi tahmin edilebilir. Hem ALZ hem de
T2DM, sistemik ve noro-inflamasyonun varligini, B-amiloid peptidin artan iiretimini ve
birikimini, AChE ve butirilkolinesteraz (BuChE) enzimlerinin anormal seviyelerini paylasir
(31). Yamamoto ve ark. (230) vaskiiler demans ve Alzheimer tip demans arasinda serum
AChE diizeylerini farkli buldular. Bu nedenle plazma veya serum G4 AChE aktivitesinin
Olclimii demansin ayirict tanisinda yardimci olabilir. Plazma G4 AChE aktivitesi demansin
ayirict tanisina katkida bulunabilir ve asetilkolinesteraz inhibitorii ile tedaviye iliskin
rehberlik saglayabilir. Ayrica demansin klinik seyrini plazma veya serum G4 AChE
seviyelerindeki degisikliklerle iliskilendirmek miimkiin olmalidir. Ancak azalmis G4 AChE
aktivitesi bulgusu Alzheimer tip demans i¢in tanisal degildir ve demansl hastalarin tani ve
takibinde klinik ve radyolojik yontemler dnemini korumaya devam edecektir (230). Bu tez

calismasinin ardindan vaskiiler demans ve Alzheimer tip demans iizerine karayemisin
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antioksidan, anti-inflamatuvar ve AChE aktivitesinin inhibisyonu iizerine etkisini arastiran
klinik bir ¢aligma planlamayi diisiiniiyoruz.

Morris Su Labirenti (MWM) ilk olarak uzamsal hafiza ve uzun siireli uzamsal hafiza
edinimi dahil olmak itizere hipokampal bagimli 6grenmeyi test etmek i¢in kurulmustur (231).
MWM, tipik olarak alt1 giinlik denemelerden olusan nispeten basit bir prosediirdiir; ana
avantaji, mekansal (gizli platform) ve mekansal olmayan (goriiniir platform) kosullar
arasindaki ayrimdir (232). Bu tez ¢alismasinda her grupta bulunan siganlara 14. giinden
itibaren MWM testi 5 giin siiresince uygulanmistir. T2DM+OA grubunun 1.giin yiizme siire
ortalamas1 ALZ+KY grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu.
T2DM+KY grubunun 3.glin yiizme siire ortalamasi ALZ+KY grubuna gore istatistiksel
olarak anlaml diizeyde yiiksek bulunurken son giin gruplar arasinda farklilik saptanmadi.
Calismanin sonucu karayemis meyvesinin Ozellikle ALZ grubunda yiizme siirelerini
azaltigim1 gostermektedir. ALZ+KY grubu MWM testinde yiiksek ve iyi performans
gosterdigi anlagihiyor. Sonu¢ olarak, MWM testi karayemisin ALZ model siganlarin
semptomlarini hafifletebilecegini diisiindiirmektedir.

Yas, cinsiyet, tiir ve soy farkliliklar1 MWM performansini etkiler (233). Arastirmalar,
yasgh farelerin MWM'de disiik performans gosterdigini, erkek kemirgenlerin ise disilerden
daha iyi performans gosterdigini gosteriyor; ek olarak, siganlarda, farelere gore yiizme daha
belirgindir (234). Bu nedenle, bu unsurlar tiim testlerde esitlenmelidir. Kanitlar ayrica stresli
hayvanlarin MWM'de daha koétii performans gosterdigini, bu nedenle sicaklik, 151k ve giirtiltii
gibi strese neden olabilecek c¢evresel faktorlerin izlenmesi ve gorev boyunca sabit tutulmasi
gerektigini gostermektedir (235,236). Tian ve ark.’min manuel akupunktur ALZ modeli
farelerin MWM testlerinin sonuclari, uzamsal 6grenme ve hafiza yeteneklerini etkili bir
sekilde gelistirebilecegini gostermektedir. Titiz deneysel islemler, sonuglarin giivenilirligini
sagladigini bildirdiler (237). MWM, bilissel islevi degerlendirmek igin gii¢lii bir tekniktir ve
su anda ¢alismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak, havuz ve platformun boyutlari
da dahil olmak iizere MWM testini gerceklestirmek i¢in tanimlanmis, standart, tutarl bir
ekipman yoktur. Farkli laboratuvarlarin MWM ig¢in farkli 6zellikleri vardir. Bu nedenle
aragtirmacilar arasinda kafa karigikligina neden olabilecek bireysel deneysel gereksinimlerine
gbre uygun deney cihazim segerler. On deneyler de gereklidir. MWM gibi temel deneyler
tizerinde daha fazla calisma yapilmasi gerekmektedir. Su anda deneysel bir ara¢ olarak
MWM'nin esnekligi, yalnizca ¢aligmanin amacina gore temel protokolleri se¢gme yeteneginde

yatmaktadir. Bu nedenle bu test biligsel islevi daha derinlemesine degerlendirmek igin
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uygulanabilir (237). Calismamizda kullanilan MWM protokoliiniin, ALZ model hayvanlarin
uzamsal Ogrenmesini ve hafizasin1 degerlendirmeleri i¢in basit ve goriiniir bir yontem
saglamaktadir. Hafiza ve 6grenme yeteneklerini, giinliik isleyisi ve yasam kalitesini etkileyen
bilissel yetersizlikler ve davranis degisiklikleri ile karakterize olan ALZ deneysel modelindeki
sicanlara uygulanan karayemisin MWM testinde yiiksek ve iyi performans gosterdigi
anlasiliyor. Bu nedenle ALZ modelinde MWM testi arama stratejilerinin analiz edilmesi,
klinik dncesi ilag testi ve erken terapotik basarilarin belirlenmesi i¢in giiclii bir arag olabilir.
Sonug olarak oksidatif stres, AH ve T2DM i¢in ortak faktordiir. Oksidatif stres, hasarin
kapsamini ve ilerlemesini belirleyen 6nemli bir faktordiir. T2DM ve AH mutlaka ayni
patolojiler olmayabilir; ancak insiilin direnciyle ilgili baz1 mekanizmalar1 paylasirlar. Ayni
organda, ayn1 patojenik arka plan altinda birbiriyle ortiisen iki patolojidir. Karayemis meyvesi
kan glukoz diizeylerini, kilo degisimi dengesizligini diizenlemede, diyabete bagli oksidatif
stres ve inflamasyonu 6nleme potansiyelinde oldukga etkili oldugunu belirledik. AB'nin metal
baglama Ozelliklerinin uzun stiredir bilindigi gercegi géz oniline alindiginda fizyolojik bir
antioksidan ~ gorevi  gorebilecegini,  karayemisin =~ AP'nin  antioksidan  etkisini
indiikleyebilecegini disiindiirmektedir. Giiglii serbest radikal siiplirme aktivitesine ek olarak
karayemis meyvesi, beyindeki AChE aktivitesini modiile etme kabiliyeti nedeniyle
noroprotektif bir terapétik ajan olarak da kullanilabilir. Calismanin sonuglari, Karayemisin
T2DM ve AH’de antioksidan, anti-inflamatuvar ve glukoz diisiiriicii bir ajan olarak kullanilip
kullanilmayacaginin belirlenmesi i¢in ileri Klinik ve deneysel caligmalara ihtiya¢ oldugunu

gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERI

Karayemisin T2DM ve AH’de antioksidan, anti-inflamatuvar ve kan glukoz diisiiriicii
bir ajan olarak hastalara kullandiklar1 ilaglara ilaveten tibbi destek tedavisi seklinde
verilebilir. Bu tez ¢alismasimin ardindan TI1DM, T2DM, vaskiiler demans ve Alzheimer tipi
demans tizerine karayemisin antioksidan, anti-inflamatuvar ve AChE aktivitesinin

inhibisyonu iizerine etkisini aragtiran klinik bir ¢alisma planlamayi diigiiniiyoruz.
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ETiK KURUL iZIiN YAZISI

Uyari: Canli denekler iizerinde yapilan tim aragtirmalar i¢in Etik Kurul Belgesi alinmasi
zorunludur.

X  Etik Kurul izni gerekmektedir.
0 Etik Kurul izni gerekmemektedir.

FULYA OZSOY
(imza)
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KURUM IiZNi YAZILARI

Uyari: Canli ve cansiz deneklerle yapilan tiim caligmalar i¢in kurum izin belgelerinin
eklenmesi zorunludur. Gizlilik ve mahremiyet iceren durumlarda kurum adi kapatilmahdir.

0  Kurum izni gerekmektedir.

X  Kurum izni gerekmemektedir.

Fulya OZSOY
(imza)





