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Fizyoloji Anabilim Dalı 

ÖZET 

Yaşlanma, nörodejeneratif hastalıkların (NDH) gelişiminde en önemli risk 

faktörlerinden biridir. Ketojenik diyet (KD) yüksek yağlı, orta miktarda protein ve 

düşük karbonhidrat içerikli diyet tipidir ve NDH’ye neden olan Aβ gibi toksik 

proteinleri azalttığı bilinmektedir ancak mekanizması tam olarak aydınlatılamamıştır. 

Bu çalışmanın amacı, zeytinyağlı KD’nin yaşlı sıçanlarda AQP4 aracılı glimfatik 

sistem, öğrenme-bellek, davranış, Aβ1-42 ve kan lipitleri üzerindeki etkilerini ve 

bağırsak mikrobiyotasının bu etkideki rolünü araştırmaktır. 

Sprague-Dawley erkek sıçanlar 5 gruba ayrıldı. Genç-standart-diyet (G-

Kontrol), yaşlı-standart-diyet (Kontrol), yaşlı-ketojenik-diyet (KD), yaşlı-antibiyotik-

standart-diyet (AB) ve yaşlı-antibiyotik-ketojenik-diyet (KDAB), (n=45). Sıçanlara 

10-hafta boyunca ad libitum zeytinyağlı-KD ve standart-diyet uygulandı. Son hafta 

geniş spektrumlu antibiyotik tedavisi (ampisilin (1 g/l), neomisin (1 g/l), metronidazol 

(1 g/l) ve vankomisin (0,5 g/l), 1 litre içme suyu)  7-gün uygulandı. Öğrenme-bellek 

(Morris su tankı) ve anksiyete-lokomotor aktivite (açık alan (OFT) ve yükseltilmiş-

artı-labirent (EPM) testleri) davranışları değerlendirildikten sonra kan ve beyin 

dokuları alındı. 

Morris su tankında, Kontrol’e göre KD’de ve AB’ye göre KDAB’de platformu 

bulma süresi göre azaldı. KDAB’nin karşı kadrana geçirdiği süre AB’ye göre azaldı. 

Açık alan testinde, kenarda geçirilen süre KDAB’de AB’ye göre azaldı, KD ve Kontrol 

arasında anlamlı fark yoktu. Yükseltilmiş artı labirentte, KDAB’nin AB’ye göre açık 
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kollarda geçirdiği süre artarken kapalı kollarda geçirdiği süre azaldı. KD ve Kontrol 

arasında fark yoktu. 

KD ve KDAB’de β-hidroksi bütirat (BHB) seviyeleri Kontrol ve AB’ye göre 

arttı. KD’de LDL ve total kolesterol düzeyleri Kontrol’e göre arttı. FITC-dextran 

500’ün beyin korteksinden geçişi yaşlılarda gençlere göre azaldı ancak KD bu 

geçirgenliğini arttırdı. KD’de serebellum AQP4 seviyeleri ve ekspresyonu azaldı, 

GFAP ekspresyonu ise hipokampüste Kontrol’e göre azaldı. KDAB’de hipokampüs 

ve serebellumda AQP4 ve GFAP ekspresyonu azaldı AB’ye göre azaldı. Kontrol’e 

göre KD’de hipokampüs ve serebellumda Aβ1-42 seviyeleri azaldı. AB’ye göre 

KDAB’de serum Aβ1-42 seviyeleri azaldı.   

Kısacası, KD glimfatik fonksiyonu arttırarak yaşlılarda kognitif fonksiyonu 

iyileştirdi. KD, bağırsak disbiyozu iyileştirerek bu sistem üzerinde etkilerini arttırdı. 

KD’nin ve bağırsak mikrobiyotasının bu sistem üzerindeki etki mekanizmaların 

anlaşılması için daha fazla araştırma yapılmasına ihtiyaç duyulmaktadır. 

Anahtar Kelimeler: Ketojenik diyet, zeytinyağı, yaşlılık, AQP4-aracılı glimfatik 

sistem, bağırsak mikrobiyotası, kognitif fonksiyon 
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INVESTIGATION OF THE ROLE OF GUT MICROBIOTA IN THE 

EFFECT OF A KETOGENIC DIET ON THE AQUAPORIN-4 (AQP4) 

MEDIATED GLYMPHATIC SYSTEM IN ELDERLY RATS 

Doctoral Thesis 

Rabia ILGIN 

DOKUZ EYLUL UNIVERSITY HEALTH SCIENCE INSTITUTE 

100/2000 YOK Doctoral Scholarship  

Department Of Physiology 

ABSTRACT 

Aging is one of the most important risk factors for the development of 

neurodegenerative diseases (NDDs). Ketogenic diet (KD) is a high-fat, moderate 

protein and low-carb diet-type, and it is known to reduce toxic proteins such as Aβ that 

cause NDDs, but its mechanism has not been fully elucidated. The aim of this study 

was to investigate the effects of KD with olive oil on AQP4-mediated glymphatic 

system, learning-memory, behavior, Aβ1-42 and blood lipits in aged rats, and the role 

of gut microbiota in this effect. 

Sprague-Dawley male rats were divided into 5 groups. Young-standard-diet (G-

Kontrol), old-standard-diet (Kontrol), old-ketogenic-diet (KD), old-antibiotic-

standard-diet (AB) and old-antibiotic-ketogenic-diet (KDAB) groups, (n=45). Rats 

were given KD with KD and standard-diet ad libitum for 10-weeks. In the last week, 

broad-spectrum antibiotic treatment (ampicillin(1 g/l), neomycin-sulfate(1 g/l), 

metronidazole(1 g/l) and vancomycin(0.5 g/l), 1 liter of drinking water) was 

administrated during 7 days. After evaluating learning-memory (Morris water tank) 

and anxiety-locomotor activity (open field test (OFT) and elevated plus maze test 

(EPM)) behaviors, blood and brain tissues were collected. 

In the Morris water maze, the time to find the platform decreased in KD 

compared to Control, it decreased in KDAB compared to AB. The time spent in the 

opposite quadrant in KDAB decreased compared to AB. In OFT, the time spent in 

periphery decreased in KDAB compared to AB however there was no significant 

difference between KD and Control. In EPM, time spent in open arms in KDAB 
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increased while time spent in closed arms decreased compared to AB and there was 

no difference between KD and Control.  

Βeta-hydroxy butyrate (BHB) levels increased in KD and KDAB compared to 

Control and AB. LDL and total-cholesterol levels increased in KD compared to 

Control. The permeability of FITC-dextran 500 into the cerebral cortex decreased in 

the aged rats compared to young rats however KD increased this permeability. AQP4 

levels and its expression decreased in cerebellum in KD, and GFAP expression 

decreased in hippocampus in KD compared to Kontrol. AQP4 and GFAP expression 

decreased in hippocampus and cerebellum in KDAB compared to AB. Aβ1-42 levels 

decreased in hippocampus and cerebellum in KD compared to Kontrol. Aβ1-42 levels 

decreased in plasma in KDAB compared to AB.  

In conclusion, KD improved cognitive function in aged via increasing 

glymphatic function. KD enhanced its effects on this system by improving intestinal 

dysbiosis. Further research is needed to understand the mechanisms of action of KD 

and the gut microbiota on this system. 

Keywords: Ketogenic diet, olive oil, aging, AQP4-mediated glymphatic system, gut 

microbiota, antibiotic, cognitive function 
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1 GİRİŞ VE AMAÇ 

Beyin ve omurilikten oluşan merkezi sinir sisteminin (MSS), herhangi bir 

bilinen lenfatik sistem bulunmamaktadır (1). Nörofizyolojik işlevler sırasında sinir 

dokusunda biriken potansiyel toksik moleküllerin uzaklaştırılması son derece 

önemlidir (2). 2012 yılında Iliff ve arkadaşları, MSS’de lenfatik sistemin yerine bu 

fonksiyonu gerçekleştiren alternatif bir yolun varlığı beyin görüntüleme (fonksiyonel 

MRI) yöntemleri ile tanımlanmış ve bu sisteme glimfatik sistem adı verilmiştir (3). Bu 

sistem, bir serebral lenfatik sistem olarak çalışır ve esas olarak beyin omurilik sıvısı 

(BOS)-interstisyel sıvı (ISF) değişiminin olduğu perivasküler yol aracılığıyla nöronal 

ekstraselüler atık proteinlerin beyinden temizlenmesi sağlar (4). BOS, beyin 

parankimine geçerek beyindeki ISF ile karışır. BOS, ISF’den ekstraselüler proteinleri 

alarak, beynin ihtiyaç fazlası olan maddelerden temizlenmesine aracılık eder. 

Subaraknoid BOS'un büyük çoğunluğunun beyin parankimine geçtiği gösterilmiştir. 

Floresan maddeler kullanılarak yapılan two-foton görüntüleme tekniği ile BOS’un, 

beyin parankimine penetran arterleri çevreleyen perivasküler aralıklar boyunca girdiği 

ve daha sonra paravenöz aralığa geçtiği görülmüştür. Beyin ISF’deki çözünen 

maddelerin, paravenöz aralıktaki BOS’a geçerek temizlendiği gösterilmiştir (4). BOS 

aracılığıyla temizlenen bu ekstraselüler proteinler, astrositik aquaporin 4 (AQP4) su 

kanalının kolaylaştırdığı bir yolla paravenöz aralığa geçiş yapmaktadır. Paravenöz 

aralığa geçen BOS’daki ekstraselüler proteinler; kan dolaşımı, subaraknoid aralık veya 

drene olan ven duvarlarını takiben servikal lenfatiklere ulaşarak beyinden uzaklaştırılır 

(3). 

Aquaporin alt grubuna ait olan AQP4, MSS’deki suya seçici geçirgendir ve 

suyun homeostatik dengede kalmasına yardım eder (5). ISF’de çözünen proteinler, atık 

ürünler ve fazla ekstraselüler sıvının atılımı, astrositik AQP4 kanalının aracılığıyla 

gerçekleştirilir (6). AQP4’ün yapısında yer alan porlar seçici olarak suyun geçişine 

izin verirken; sudan daha büyük moleküllerin geçişini zorlaştırır (7). AQP4, beyinde 

en çok bulunan moleküllerden biri olup, kan beyin bariyerindeki (KBB) astrosit 

membranlarında yaygın olarak bulunur (8). Ayrıca fare beyninde yapılan 

immunohistokimyasal çalışmalarda en düşük AQP4 ekspresyonun kortekste ardından 

hipokampüs ve inferior kolliküllerde; en yüksek ekspresyonun ise serebellum ve 



2 
 

omurilikte olduğu gösterilmiştir (8). Ayrıca, astrositik AQP4 su kanalının 

lokalizasyonu perivasküler son ayaklarda da yoğun bir şekilde bulunmaktadır. 

Perivasküler astrositik son ayaklar sahip olduğu AQP4 su kanalı aracılığıyla, 

paravenöz BOS ile beyin interstisyumu arasında seçici bir geçirgenlik sağlamaktadır. 

Bu şekilde su ve düşük ağırlıklı moleküller iki kompartman arasında geçiş 

yapabilirken; yüksek ağırlıklı moleküller geçiş yapamazlar (9). Astrositik AQP4 su 

kanalının perivasküler aralıklardaki BOS ile beyin interstisyumu arasında düşük 

dirençli yollar oluşturarak sıvı hareketliliğini sağladığı düşünülmektedir. Böylece 

beyin parankiminde biriken ISF’de çözünen maddelerde ortamdan 

uzaklaştırılmaktadır (10). Nörodejeneratif hastalıklarla (NDH) ilişkili Aβ, α-sinüklein 

ve tau gibi proteinler, beyin hücrelerini çevreleyen interstisyel aralıkta bulunurlar. 

Periferik dokudaki lenf damarları, fazlalık olan interstisyel proteinleri genel dolaşım 

aracılığıyla karaciğere parçalanmaları için ulaştırır (11-14).  

     İnterstisyel ortamdaki atık proteinlerin temizlenmesindeki bozulma ile karakterize 

olan glimfatik disfonksiyon, doğal beyin yaşlanması ve Alzheimer (AH), travmatik 

beyin hasarı (TBH), iskemik ve hemorajik inme gibi MSS hastalıklarının temel 

nedenlerinden biridir (3, 15, 16). Glimfatik sistem fonksiyonu yaşla birlikte 

azalmaktadır (17). İlerleyen yaşla ilişkili NDH’lerin oluşumu sırasında AQP4 su kanal 

proteinlerinin olası rollerini gösteren çeşitli araştırmalar bildirilmiştir. AQP4 knock 

out farelerde glimfatik disfonksiyonun Aβ plak oluşumunun hızlandırdığını ve 

APP/PS1 Alzheimer modeli farelerde ise kognitif fonksiyon bozulmasına neden 

olduğu gösterilmiştir (18). Astrositik AQP4 knockdown hayvanlarda, BOS akışının 

yavaşladığı ve interstisyel çözünen maddelerin beyin parankiminden temizlenmesinde 

%70’lik bir düşüş yaşandığı görülmüştür (3). Bu çalışmalarla beyindeki ekstraselüler 

maddelerin temizlenmesinde astrositik AQP4 su kanalının önemli bir fonksiyona sahip 

olduğunu ortaya koymuştur.  

Beyin için toksik olan veya ihtiyaç fazlası bazı ekstraselüler proteinlerin 

birikimi beyin parankimindeki paravenöz yol sayesinde önlenmektedir (3). Glimfatik 

fonksiyonun azalması, beynin nörotoksik maddelerin birikimine daha duyarlı olmasına 

neden olmaktadır. Bu nedenle, ilerleyen yaşla birlikte fonksiyonu azalan glimfatik 

sistemin gözlemlenmesi önemlidir. Çünkü NDH’ler için en yüksek risk faktörü 
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yaşlılıktır (17). Yaşlılıkta glimfatik sistemin bozulması yanlış katlanmış ve 

hiperfosforile olmuş proteinlerin birikimine neden olabilir. Böylece beyni bir 

nörodejeneratif patolojisi gelişimine veya kognitif fonksiyon bozukluğunun artmasına 

daha duyarlı hale getirir (3). Bunun yanı sıra uyanık evreden uykuya geçiş sırasında 

glimfatik aktivite artışının beyin laktat seviyelerini azalttığı gösterilmiştir (19). 

Anestezi edilmiş farelerde glimfatik aktivitenin inhibisyonu veya AQP4 delesyonu, 

asetozolamid tedavisi, sisterna magna puncture ve baş pozisyonundaki değişiklikler, 

beyinde laktat seviyelerinin artmasına neden olduğu rapor edilmiştir (19). Bu glimfatik 

yolağın beyni temizlemesinin haricinde beyinde glukoz gibi besinlerin dağılımı ve 

teröpatik ajanların iletimi için önemli bir role sahip olduğu gösterilmiştir (4). Glimfatik 

sistem, sadece çözünebilir proteinlerin ve metobolitlerin beyinden atılmasında değil 

büyüme faktörleri, nöromodülatörler, glukoz, lipitler ve amino asitlerin de beyin 

çevresindeki dağılımında önemli bir rol oynamaktadır (4).  

      Yapılan çalışmalarda Aβ peptidin, AH başlamadan önce kan dolaşımında, BOS’ta, 

beyin parankimasında ve vasküler yapılarda biriktiği gösterilmiştir (20, 21). 

Nörovasküler yolaklarda bu proteinlerin aşırı birikmesi BOS’un azalmasına, KBB’nin 

ve vasküleritenin bozulmasına neden olmaktadır (21). Beynin nörovasküler 

fonksiyonu öğrenme ve hafıza gibi kognitif süreçlerde kritik bir rol oynamaktadır. 

Kognitif fonksiyonlardaki azalmanın nörovaskülarizasyondaki bozulmayla ilişkili 

olduğu gösterilmiştir (22).  

    Son on yılda, bağırsak mikrobiyotasının sadece beyin gelişimi ve fonksiyonunda 

değil aynı zamanda yaşlanan beyin ve AH, PH ve MS gibi NDH’lerin 

patofizyolojisinde de rol oynadığı düşünülmektedir (23). Özellikle yaşlanmanın 

sonucu olarak mikrobiyal çeşitlilik azalmaktadır. Bağırsak mikrobiyotası ve MSS 

arasında hormonal, nöronal (parasempatik yolak ve omurilik, immun (sitokinler) ve 

metabolik (kısa zincirli yağ asitleri (KZYA) serbestlemesi) gibi birçok yol aracılığıyla 

karşılıklı bir iletişim vardır (24). Bağırsak mikrobiyotasından serbestlenen bileşikler 

lokal olarak enterik sinir sistemini etkileyebilir ve kan yolu ya da vagus siniri ile beyine 

ulaşır.  

Bağırsak mikrobiyotasını oluşturan bakteriler hasarlı bağırsak bariyerindeki 

immün aktiviteden sorumludurlar. Bu aktivite inflamasyon yanıt oluşmasına neden 
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olur ve bunun sonucunda KBB bozulur. KBB’nin bozulması nöral hasara ve 

dejenerasyona neden olur (24). KBB fonksiyonunun ve serebral kan akışının azalması, 

beyinden Aβ plaklar ve nörotoksik maddelerin temizlenmesi zorlaştırır ve beyinde 

birikmesine neden olur (25). Bağırsak mikrobiyotasının ve nörovasküler bütünlüğünü 

korumak amacıyla uygulanan tedavi yöntemleri NDH’lerin engellenmesi için çok 

önemli olabilir.  

Ketojenik diyet (KD), çok düşük karbonhidratlı, yüksek yağlı ve orta miktarda 

protein içeren beslenme çeşididir. KD, glukoz metabolizmasından enerji için substrat 

olarak asetoasetat ve β-hidroksi bütirat gibi keton cisimcikleri veren yağ asitleri 

metabolizmasına doğru sistematik bir kaymaya neden olur (26). 24 saatten daha uzun 

sürede yetişkin beyni bazal metabolizmanın yaklaşık %20’sini 100-120 gr glukoz 

oksidasyonu ile sağlanır (27). KD, büyüme ve gelişme için yeterli proteini sağlar ancak 

metabolik gereksinimler için kullanılan karbonhidrat yeterli değildir. Böylece, beyin 

temel enerji kaynağı olarak glukoz yerine keton cisimciklerini kullanmak zorunda 

kalır (28). KD epilepsi, PH ve otizm gibi birçok nörolojik hastalıkta etkili bir tedavi 

yöntemi olarak kullanılmaktadır. Ayrıca AH, TBH ve iskemik inmede beyin 

fonksiyonunu koruduğuna dair birçok preklinik çalışma yapılmıştır. Alzheimer modeli 

olan APP/V7171 transgenik farelerde KD’nin mitokondriyal fonksiyonu düzelttiği, 

oksidatif stresi ve Aβ birikimini azalttığı gösterilmiştir (29). Ayrıca diğer Alzheimer 

modeli APP/PS1 ve Tg4510 farelerde KD’nin motor ve kognitif fonksiyonlarını 

arttırdığı ve Aβ birikimini azalttığı rapor edilmiştir (30, 31).  

KD, bağırsak mikrobiyotasını değiştirerek nörovasküler gelişime katkı 

sağlamaktadır. Yapılan bir çalışmada KD’nin kısa zincirli yağ asidi (KZYA) ürettiği 

bilinen A. muciniphila ve Lactobacillus gibi bakterilerin önemli derecede arttığı 

gösterilmiştir (31, 32). KZYA, KBB’de eksprese olan monokarboksilat transporterler 

tarafından taşınır, KZYA’ların yokluğu ise KBB’nin geçirgenliğinin artmasına neden 

olur (33). Diğer bir çalışmada KD, glukoz transporter-1 eksikliği sendromunda 

Desulfovibrio bakteri miktarını azaltmış. Desulfovibrio bağırsak bariyerine bozduğu 

bilinen hidrojen sülfiti üreten bakteri üyelerindendir (34). Sonuç olarak, Desulfovibrio 

miktarındaki azalma KBB’ni ve nörovakülarizasyonu korumaktadır. A. muciniphila 

ve Lactobacillus ve Desulfovibrio miktarlarındaki değişiklikler nörovakülarizasyon 
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da ve burdan yola çıkarak glimfatik sistem üzerinde de olası pozitif etkiler 

oluşturabilir. Yine yapılan bir çalışmada, KD’nin iskemik inmeli fare modelinde 

bölgesel SKA’sını arttırdığı gösterilmiştir. Otizm modeli fare çalışmalarında ise 

KD’nin bağırsak mikrobiyotasını değiştirerek potansiyel olarak nörolojik semptomları 

azaltmıştır (22). 

Erken hasat sızma zeytinyağı (EVOO) ve fenolik bileşikler, AH gibi bazı 

NDH’lerin önlenmesi ve tedavisi için umut vericidir. İnsanlar üzerinde yapılan 

araştırmalar, EVOO açısından zengin bir Akdeniz diyetinin AH riskini önemli ölçüde 

azaltabileceğini göstermiştir (35). AH fare modellerinde EVOO ve EVOO fenolik 

içeriklerinin ağızdan verilmesi Aβ birikimini ve tau nöropatolojilerini azalttığı ve 

bellek ve kognisyonu iyileştirdiği gösterilmiştir (36). Zeytinyağı içerdiği fenolik 

bileşikler sayesinde hem yararlı bakterilerin çoğalmasını uyaran prebiyotik özelliğine 

hem de patojenik bakterilerin çoğalmasını baskılayan antibakteriyel özelliğine 

sahiptir. Ağız yoluyla alınan fenolik bileşiklerin yaklaşık olarak %90-95’i ince 

bağırsakta sindirilmeden kolona ulaşır ve burada biyoaktif sekonder yapılara 

katabolize edilirler. İlgili ana fenolik bileşiklerin metabolitleri yerleşik mikrobiyota 

tarafından taşınır ve bağırsak mikrobiyota kompozisyonunu değiştirebilir (37). 

Martinez ve arkadaşları, Swiss Webster farelerine uygulanan EVOO ve rafine edilmiş 

zeytinyağı tedavisi sonrasında Desulfovibrionaceae türünün seviyesinde azalma 

olduğunu göstermiştir. Bunun gibi patojenik bakteri türlerine karşı antibakteriyel 

etkilerinin EVOO’daki fenolik içeriklerin neden olduğu bildirilmiştir (38). Bu sonucu 

destekleyen başka bir çalışmada, C57BL6/J farelerde gavaj ile uygulanan 

hidroksitirozolün (50 mg/kg/gün), yüksek yağlı diyetle indüklenen bağırsak 

mikrobiyota disbiyozundan koruduğu ve Proteabacteria ve Ferribacteria gibi 

patojenik bakterilerin seviyelerini azalttığını ve bunun yanı sıra bakteriyel çeşitliliği 

tekrar arttırdığı ve plazmadaki lipopolisakkarit bağlayıcı proteini azaltarak bağırsak 

bariyer bütünlüğünü koruduğunu bildirmişlerdir (39). 

EVOO’nun mukozal bağışıklık, kardiyometabolik ve kognitif fonksiyon 

üzerindeki pozitif etkileri bağırsak mikrobiyotası ile ilişkili olabilir. Farelerin EVOO 

tüketimi sonrasında Bacteroides cinsinin miktarı yükselmiş ve plazma trigliserit 

seviyeleri ile aralarında negatif korelasyon saptanmıştır (40). Bununla birlikte, 
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Lachnospiraceae miktarı EVOO tüketimi ile artmış ve insanlardaki plazma HDL 

kolesterol ile aralarında pozitif korelasyon saptanmıştır (40). İnsan ve hayvan 

çalışmalarında, probiyotik formda kullanılan EVOO’nun Lactobacillus miktarını 

arttırdığı ve plazma total kolesterol seviyelerini azalttığı görülmüştür (41). Bakteriler 

tarafından üretilen KZYA’lar EVOO tüketimi ile artar ve kan glukozu homeostazı 

üzerindeki töropatik etkilerini ortaya çıkarır. Alzheimer hastalarında Lactobacillus ve 

Bifidobacterium bakterileri genellikle azalır ve EVOO bağırsak mikrobiyotasında bu 

bakteri popülasyonunu arttırarak kognitif fonksiyonu iyileştirir (42). Ayrıca, EVOO 

patojen etkileşim hipotezinde AH için bir risk faktörü olarak kabul edilen bazı 

patojenik bakteri türlerine karşı antibakteriyel aktivitesi sayesinde kognitif 

fonksiyonlar üzerinde koruyucu etkiye sahip olabilir. Bu hipotez, Aβ’nın başlangıçta 

antimikrobiyal bir peptit olarak işlev gördüğünü ve patojenik bakterilerin 

popülasyonunu kontrol ettiğini öne sürmektedir (43). Ancak, mikrobiyal patojenlerin 

neden olduğu kronik enfeksiyon; uzun süreli inflamasyonun artması, mikroglial 

yaşlanma, mikrobiyal film oluşumu, Aβ birikimi ve plak oluşumunun neden olduğu 

sporadik AH’nin gelişimini tetikleyebilir (44). KZYA’lar, bağırsaktaki sıkı bağlantı 

protein ekspresyonunun arttırarak bağırsakta inflamasyonun azalmasını ve bağırsak 

bariyerinin bütünlüğünü korunmasını sağlar (45). 

Yaşlanma ve Aβ, tau ve α-sinuklein gibi nörotoksik proteinlerin beyin 

parankiminde birikmesi, NDH’lerin gelişiminde en önemli risk faktörlerinden biri 

olarak karşımıza çıkmaktadır. Günümüzde artan beslenme çeşitlerinden biri olan 

KD’nin ve EVOO’nun birçok NDH’nin tedavisinde belirgin pozitif etkilere sahip 

olduğu gösterilmiştir. EVOO ve KD’nin beyinde biriken Aβ protein seviyelerini 

azaltması nedeniyle bu atık moleküllerin temizlenmesinde rol alan glimfatik sistem 

arasında olası bir ilişki olabilir. Yağ kaynağının EVOO olduğu KD’nin yaşlanma ile 

fonksiyonu azalan glimfatik sistemi oluşturan AQP4 su kanalı üzerinde etkilerinin 

anlaşılması önemli olacaktır. Ayrıca KD’nin bağırsak mikrobiyotasını değiştirerek 

KBB geçirgenliği etkilediği bilinmekte ancak glimfatik sistemle ilişkisi 

bilinmemektedir. KD’nin AH gibi NDH’lerde etkilenen beyin bölgesi hipokampüste 

biriken Aβ protein miktarını azalttığı birçok çalışmada gösterilmiştir. Son zamanlarda 

yapılan çalışmalarda Aβ gibi atık proteinlerin beyinden temizlenmesine AQP4 aracılı 

glimfatik sistemin rol oynadığı rapor edilmiştir. Ancak literatürde KD’nin glimfatik 



7 
 

sistem üzerinde etkilerine dair az çalışma bulunmamaktadır. AQP4 beyinde en çok 

bulunan moleküllerden biri olup, kan beyin bariyerindeki (KBB) astrosit 

membranlarında yaygın olarak bulunur. KD’nin bağırsak mikrobiyotasını değiştirerek 

KBB fonksiyonu üzerinde pozitif etkilere sahip olduğu birçok çalışmada 

gösterilmiştir. Buradan yola çıkarak bağırsak mikrobiyotası ve AQP4 su kanalı 

arasında bir ilişki söz konusu olabilir. Ancak doğrudan bağırsak mikrobiyotasının 

AQP4 ile ilişkisini gösteren çalışma bulunmamaktadır. 

Bu tezin amacı, EVOO’nun yağ kaynağı olduğu KD’nin ilerleyen yaşla birlikte 

fonksiyonu azalan glimfatik sistemin kognisyonla ilişkili beyin bölgeleri hipokampüs 

ve serebellumda AQP4 su kanalı ekspresyonu ve seviyeleri üzerindeki etkilerini 

araştırmaktır. Ayrıca, KD’nin glimfatik sistem üzerindeki etkisinde antibiyotik 

tedavisiyle değişen bağırsak mikrobiyotasının olası rolünün araştırılmasıdır. 

1.1 Problemin Tanımı ve Önemi 

Son yüzyılda sağlık ve teknoloji alanındaki gelişmeler sayesinde insan ömrü 

uzamıştır. Ancak ömrün uzaması dünya popülasyonun giderek yaşlanmasına ve bunun 

beraberinde birçok NDH’nin ortaya çıkmasına neden olmuştur. AH ve PH gibi 

yaşlanma ile ilişkili NDH’lerde, ekstraselüler proteinlerin yanlış katlanması ve aşırı 

birikerek normal fizyolojik rollerini kaybedip nörotoksik özellik kazanması sonucunda 

meydana gelmektedir. Nörofizyolojik işlevler sırasında biriken, potansiyel toksik 

moleküllerin, sinir dokusundan uzaklaştırılması gerekmektedir. Beyinde lenfatik 

dolaşım olmadığı için, beyin parankiminde biriken ekstraselüler proteinleri temizleyen 

alternatif bir mekanizmaya ihtiyaç vardır (3).  

Beyin omurilik sıvısı (BOS), beyin parankimine geçerek beyin interstisyel 

sıvısı (ISF) ile karışır. BOS, ISF’den ekstraselüler proteinleri alarak, beynin ihtiyaç 

fazlası olan maddelerden temizlenmesine aracılık eder. Ekstraselüler proteinler, AQP4 

su kanalının kolaylaştırdığı bir yolla paravenöz aralığa geçiş yapar (3). Buraya geçen 

ekstraselüler proteinler; kan dolaşımı, subaraknoid aralık veya ven duvarlarını takip 

ederek ortamdan uzaklaştırılır (3). Bu sisteme glimfatik sistem adı verilir. AQP4 

beyinde en çok bulunan moleküllerden biri olup, kan beyin bariyerindeki (KBB) 

astrosit membranlarında ve BOS bariyerinde yaygın olarak bulunur. Ayrıca fare 
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beyninde yapılan immunohistokimyasal çalışmalarda en düşük AQP4 ekspresyonun 

kortekste ardından hipokampüs ve inferior kolliküllerde; en yüksek ekspresyonun ise 

serebellum ve omurilikte olduğu gösterilmiştir (8). ISF’de çözünen proteinler, atık 

ürünler ve fazla ekstraselüler sıvının atılımı, astrositik AQP4 kanalı aracılığıyla 

gerçekleştirilir. 

AH’de AQP4’ün sinaptik plastisiteyi etkilediği ve Aβ temizliğine aracılık 

ettiği, eksikliğinin ise öğrenme ve hafızayı bozduğu rapor edilmiştir . AH başlamadan 

önce Aβ peptidi kan dolaşımında, BOS’ta, beyin parankimasında ve vasküler yapılarda 

birikmektedir. NDH’lerin oluşum süreçlerinde proteinlerinin olası rollerini gösteren 

çeşitli çalışmalar yapılmıştır. Ölüm sonrası yapılan mikroskobik incelemeler AH’de, 

Aβ içeren senil plaklar ile fosforile tau içeren nörofibriler yumakların beyinde 

biriktiğini ortaya koymuştur (46). Yapılan klinik çalışmalarda AH’de beyin iyon ve su 

homeostazisinin önemli ölçüde bozulduğu tespit edilmiştir. Başka bir çalışmada ise 

AH’de, beyinde AQP4 kanalının gen ekspresyonunun önemli derecede azaldığı 

bulunmuştur. Bu nedenle nörovasküler yolaklarda, BOS’un azalmasına, KBB’nin ve 

vasküleritenin bozulmasına neden olur (24). Beynin nörovasküler fonksiyonu öğrenme 

ve hafıza gibi kognitif süreçlerde kritik bir rol oynamaktadır. Yapılan çalışmalarda, 

kognitif fonksiyonlardaki azalmanın nörovaskülarizasyondaki bozulmayla ilişkili 

olduğu gösterilmiştir. Son zamanlarda yapılan çalışmalar; bağırsak mikrobiyotasının 

beyin vasküler bütünlüğünü belirlemede önemli bir rol oynadığını göstermektedir. 

Germ-free farelerde yapılan bir araştırmada, Clostridium tyrobutyricum gibi 

mikroorganizmalar tarafından üretilen kısa zincirli bir yağ asidi (KZYA) olan bütirat 

eksikliğinin KBB geçirgenliğini arttırdığı gösterilmiştir (47). Benzer şekilde, asetat ve 

propiyonat gibi KZYA'ları üreten bir bakteri olan Akkermansia muciniphila 

eksikliğinin ise KBB’nin ve bağırsakların sıkı bağlantılarına zarar verdiği 

gösterilmiştir (48). KBB fonksiyonunun ve SKA’nın azalması, beyinden Aβ plaklar 

ve nörotoksik maddelerin temizlenmesi zorlaştırır ve beyinde birikmesine neden olur 

(25). Bu sebeple, bağırsak mikrobiyotasını ve beynin nörovasküler bütünlüğünü 

korumak NDH’lerin engellenmesi için tedavi yöntemleri oluşturulmasında büyük 

önem taşımaktadır. 

          Ketojenik diyet (KD) çok düşük karbonhidratlı, yüksek yağlı ve orta miktarda 

protein içeren beslenme çeşididir. Bu beslenme ile temel enerji kaynağı olarak glukoz 



9 
 

yerine keton cisimcikleri kullanılmaktadır. EVOO ve KD’nin AH modeli farelerin 

beyinlerinde Aβ seviyelerini azalttığı ve kognitif fonksiyonlar üzerinde pozitif etkileri 

olduğu birçok yayında rapor edilmiştir. Yapılan son araştırmalarda KD’nin, 

nörovasküler fonksiyonu iyileştirmesi ve sağlıklı bir bağırsak mikrobiyotasının 

sürdürülmesi ile çeşitli nörolojik hastalıklara karşı koruyucu etkileri olabileceği 

gösterilmiştir. Ancak, KD’nin NDH’lerde yararlı etkileri bilinse de sağlıklı koşullarda 

etkisi tam olarak bilinmemektedir. Bunun yanı sıra literatürde EVOO ve KD’nin 

sağlıklı yaşlılarda nörovaskülarizasyon ve astrositik AQP4 ile ilişkili glimfatik sistem 

üzerinde etkilerine dair çalışma bulunmamaktadır.  

1.2 Araştırmanın Amacı  

Bu çalışmanın amacı, zeytinyağlı KD uygulamasının ve antibiyotikle 

oluşturulan bağırsak disbiyozun yaşlı sıçanlarda özellikle kognitif fonksiyonlarla 

ilişkili beyin bölgelerinde (hipokampüs ve serebellum) Aβ42 protein ve AQP4 

seviyelerini ve GFAP ve AQP4 floresan yoğunluğunu değerlendirerek bağırsak 

mikrobiyotasının zeytinyağlı KD’nin glimfatik sistemdeki etkisinde olası rolünü 

araştırmaktır.   

1.3. Araştırma Hipotezleri 

Ho: Zeytinyağlı ketojenik diyet uygulamasının sağlıklı yaşlı sıçanlarda AQP4-aracılı 

glimfatik sistem, kognitif fonksiyonla ilişkili beyin bölgelerinde (hipokampus, 

serebellum) AQP4 ve GFAP ekspresyonu ve seviyeleri, hipokampus, serebellum ve 

serum Aβ42 protein seviyeleri, kognitif fonksiyonlar ve davranış üzerindeki etkisinde 

bağırsak mikrobiyotasının rolü yoktur.  

H1: Zeytinyağlı ketojenik diyet uygulamasının sağlıklı yaşlı sıçanlarda AQP4-aracılı 

glimfatik sistem, kognitif fonksiyonla ilişkili beyin bölgelerinde (hipokampus, 

serebellum) AQP4 ve GFAP ekspresyonu ve seviyeleri, hipokampus, serebellum ve 

serum Aβ42 protein seviyeleri, kognitif fonksiyonlar ve davranış üzerindeki etkisinde 

bağırsak mikrobiyotasının rolü vardır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1 Yaşlanan Beyin ve Nörodejeneratif Hastalıklar (NDH) 

Yaşlılık, insan hayatının en önemli bir süreçlerinden birisidir ve fiziksel 

bozulmalarla birlikte artan hastalıklar ve ölüm riskleri ile ilişkilidir. Yaşlanma, farklı 

hızlarda ve farklı türlerde gerçekleşebilir. Bireyler arasında ve türler içinde farklılıklar 

gösterir. Yaşlanmanın nörodejeneratif hastalıklar (NDH) üzerindeki etkisi de önemli 

bir araştırma konusudur. Yaşlanma süreci, nörodejeneratif hastalıkların başlangıcında 

ve ilerlemesinde önemli bir rol oynar (49). Bu nedenle, yaşlanmanın temel 

mekanizmalarını ve bunların NDH’lerin tedavisindeki rolünü anlamak ve buna göre 

tedavi yöntemleri geliştirmek son derece önemlidir. NDH, yaşlı popülasyonda yaygın 

olarak bulunmaktadır ve beyin yaşlanmasının nörodejenerasyon ile hızlandığı 

görülmektedir (49). Genetik ve çevresel faktörlerinin, NDH’lerin ilerlemesini 

belirlediği düşünülmektedir. Bu nedenle, NDH’leri hızlandırılmış yaşlanman olarak 

görmek mümkündür.  

 En yaygın NDH olan Alzheimer (AH) ve Parkinson hastalığı (PH) ağırlıklı 

olarak yaşlı bireylerde görülmektedir ve bu hastalıkların oluşma riski yaşla birlikte 

artmaktadır (50). Beyin yaşlanmasındaki ilerleme, yaşlanmayla ilişkili fizyolojik ve 

patolojik süreçler arasındaki ilişkilerin tam olarak tanımlanmasına katkıda bulunur. 

Yaşlanma sürecinde somatik hücreler çeşitli stresler tarafından indüklenerek yaşlanır. 

Yaşlanan hücreler bölünemez fakat tipik bir fenotip kazanır ve inflamasyonu 

tetikleyen kimyasallar salar. Beyinde astrositler veya mikroglia gibi glial hücreler ve 

nöronlar bu kimyasallardan etkilenir (50, 51). Dendritik dallanma azalır, bu da beyin 

yaşlanmasıyla ilişkili sinaptik plastisite ve kognitif fonksiyonlarda azalmaya neden 

olur. Yaşlanma ayrıca beyinde bireken atık proteinleri temizleyen glimfatik sistemi de 

etkiler. NDH, fizyolojik proteinlerin patolojik konformasyonlarından kaynaklanan 

proteinopatilerdir. Normalde glimfatik yolakla ile temizlenen bu proteinler, glimfatik 

sistemin bozulmasıyla beyinde birikir ve ardından nöronların ölümüne neden olur . 
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2.2 Beynin Sıvı Kompartmanları 

2.2.1 Beyin Omurilik Sıvısı (BOS)  

Beyin omurilik sıvısı (BOS), beyin ventriküllerinde, kraniyal ve subaraknoid 

boşluklarda bulunan berrak ve renksiz bir sıvıdır. BOS’un temel görevi beyin için 

hidromekanik koruma sağlamaktır ve bununla birlikte elektrolit dengesini 

düzenleyerek ve katabolik ürünleri uzaklaştırarak beyin interstisyel sıvı (ISF) 

homeostazının korunmasına yardımcı olur. Yetişkinlerde BOS hacmi yaklaşık olarak 

150 ml’dir; serebral ventriküllerde 30 ml, kraniyal subaraknoid boşlukta 50 ml ve 

spinal subaraknoid boşlukta 75 ml. Bir günde salgılanan BOS miktarı 400-600 ml’dir 

ve bu nedenle toplam BOS günde 3 kez devir yapar ve bu devir sayısı yaşlanmayla 

birlikte azalır (52). 

2.2.1.1 BOS Üretimi ve Dolaşımı 

BOS’un çoğunluğu (%75), lateral ventriküllerin koroid pleksusları ve az 

miktarda da üçüncü ve dördüncü vetriküllerin pleksusları tarafından üretilir. 

Pleksuslar, ventriküllere uzanan meningeal çıkıntılardan oluşur ve epitel yüzeyleri ise 

ependimal hücrelerle devam eder. Ayrıca, sadece glukoz ve amino asitler gibi basit 

moleküllerin beyne ulaşmasına izin veren seçici taşıma mekanizmalarına sahiptir 

(KBB’nin önemli bir bileşenidir). BOS’un geri kalanı ise bariyer boyunca serebral 

kapiller damarlardan salgılanır.  

BOS üretimi iki aşamada gerçekleşir. Koroidal interstisyel boşluklar içindeki 

koroidal kan damarlarından plazmanın pasif filtrasyonunu intersitisyumdan ventrikül 

lümenine ve Na/K adenozin trifosfataz (ATPaz) ve karbonik anhidraz ile aktif 

transport takip eder. Sonuç olarak, BOS’un içeriği plazmadan farklıdır (Tablo 1).  
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Tablo 1: Normal plazma ve BOS içeriği (52) 

Bileşenler (mmol/litre) Plazma BOS 

Sodyum (Na+) 138 138 

Potasyum (K+) 4,5 2,8 

Kalsiyum (Ca+2) 2,4 1,1 

Klor (Cl-) 102 119 

Bikarbonat (HCO3
-) 24 22 

Glukoz 5,0 3,3 

Total Protein 70 0,35 

 

BOS’un üretimi, otonom sinir sistemi ve dopamine ve atriyal natriüretik peptit 

(ANP) gibi nöropeptitler tarafından ince bir şekilde düzenlenir. Bu, BOS basıncından 

bağımsızdır. BOS’un koroid pleksuslarından salgılanmasından sonra lateral 

ventriküllerde Magendia foramen yolu ile üçüncü ventriküle ve oradan dördüncü 

ventriküle geçer. Daha sonra dördüncü ventrikülün porlarından sisterna magnaya 

geçer. BOS yolağı daha sonra serebral hemisferik subaraknoid boşluk, spinal 

subaraknoid boşluk ve omuriliğin merkez kanalı boyunca az BOS akışı olması ile 

birlikte üç yola ayrılır (52, 53) (Şekil-1). BOS akışı, sistolik nabza karşılık gelen 

nabızdır. BOS, araknoid granülasyonlar aracılığıyla venöz sisteme geri emilir. 

Serebral venöz sinüslerine uzanan subaraknoid boşluğun parmak benzeri çıkıntıları 

vardır. Bu çıkıntılar, BOS’un sinüslere geçişine izin veren tek yönlü kapı gibi hareket 

eder ve subaraknoid boşluklara kanın geçmesine engel olur. Geri emilimin büyük bir 

kısmı superior sagital sinüstedir, ancak sinir kılıflarında ve nöral lenfatik damarlarda 

da bir miktar emilim meydana gelir. Sağlıklı koşullarda, geri emilim hızı üretim hızına 

eşittir. Geri emilim, BOS basıncı artarsa artar ya da serebral venöz sinus basıncı artarsa 

azalır.(52).   
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Şekil-1: Beyin omurilik sıvısı (BOS) dolaşımı (52) 

2.2.2 Beyin İnterstisyel Sıvısı (ISF) 

Beyin interstisyel sıvısı (ISF), beyin parankiminin metabolik aktivitesivve 

kandan kaynaklanır. KBB çözünen maddelerin MSS ‘ne geçişini zorlaştırmasına 

rağmen MSS’deki ISF vücudun diğer dokularındaki ISF ile benzerdir.  Göz ve MSS 

dışındaki diğer organ ve sistemlerdeki ISF tek ekstraselüler sıvıdır ve BOS’a 

benzemez (54). Beyinden ISF drenajını göstermek için yapılan çalışmalarda 

hayvanların beyin parankimlerine izleyici madde ile beyin arterlerine enjeksiyonu 

sonrasında ipsilateral olarak lenf düğümlerine doğru izleyici maddelerin drene 

olduğunu göstermişlerdir (55, 56). 

BOS ve ISF hem beyin hem de spinal kordla kısacası MSS ile ilişkili iki 

ekstraselüler sıvıdır (56). BOS drenajının bozulması hidrosefali ile ilişkiliyken, ISF 

drenajının bozulması ise intraserebral hemoraji, genişlemiş perivasküler alanlar ve 

demans ile ilişkilidir (57). MSS’deki ISF hem kandan hem de doku 

metabolizmasından oluşur ve insan beyni yaklaşık olarak 280 ml ISF içerir (10). 

BOS’ta ISF’ye belli bir miktarda sıvı sağlar. İnsan ve diğer memelilerin beyinlerinde 

lenfatik sistem damarları bulunmamaktadır. Buna rağmen ISF’nin beyinden yaklaşık 



14 
 

olarak 0,11-0,29 µl/dk/gr hızla drenajı sağlanmaktadır (10). Vücuttaki ortalama 

lenfatik drenaja eşdeğer bir hızdır (58). 

ISF, AH’nin patofizyolojisinde önemli olan atık protein Aβ’yı beyinden, bazal 

membrandan ve endotel tabaka arasında bulunan ve astrositleri çevreleyen 

membranlar ve düz kas hücrelerinin arasındaki baziller membranların içerisinden 

geçirir (55, 59). Bu ISF ve çözünmüş olan maddeler beyinden servikal lenf 

düğümlerine doğru drene olmalarını sağlar (60). Rodentlerde yapılan izleyici maddeler 

beynin Willis poligonundaki arterlerin adventisya katmanlarında lokalize olmuşlardır. 

İzleyici maddenin karotis arterlerin adventisyasındaki varlığının olması ISF’nin arter 

duvarlarından servikal lenfatiklere drene olduğunu göstermektedir (54). İnsan internal 

karotis arteri ile bağlantılı servikal lenf düğümleri beyin için ilk lenf düğümleri olarak 

görev alır. Çözünmüş maddeler ve ISF, beyinden serebral arterler boyunca drene edilir 

ve bu lenf düğümlerine ulaşırlar (54). 

2.3 Beyin Damarları ve Perivasküler Boşluk 

Perivasküler boşluklar (PVS), kan damarlarını çevreleyen ve beyin dokusu ile 

kan dolaşımı arasında molekül alışverişine izin veren sıvı dolu boşluklardır (61). Bu 

molekül değişimi, beyindeki iyon ve besin dengesini korumak için önemlidir. 19. 

yüzyılın ortalarında ilk olarak iki bilim insanı tarafından tanımlanan bu boşluklar, 

Virchow-Robin boşlukları (VRS) olarak da bilinmektedir (62). Ayrıca, PVS BOS'un 

beyinden akışında rol oynar. BOS, PVS’den geçerek atık ürünlerin atılmasına ve beyin 

sağlığının korunmasına yardımcı olur. Beyin damarları ve PVS birbiriyle yakından 

bağlantılıdır. Kan damarları beyne oksijen ve besin sağlamaktan sorumluyken, PVS 

bu damarları çevreler ve beyin omurilik sıvısının (BOS) akışında ve glimfatik sistem 

yoluyla atıkların temizlenmesinde rol oynar. Beyinde ki kan damarları da glimfatik 

sistemde yer alır. Glimfatik sistem, BOS'un PVS’den geçişine ve atık ürünlerin 

beyinden temizlenmesine dayanmakatdır. Kan damarları, beyin ve kan dolaşımı 

arasındaki molekül alışverişini düzenleyerek bu sistemde rol oynar. Genel olarak, 

beyin damarları ve PVS arasındaki ilişki, beyin sağlığını ve işlevini korumak için çok 

önemlidir. Bu sistemin fonksiyonun bozulması, AH, MS gibi nörolojik bozuklukların 

meydana gelmesine neden olmaktadır (62). 
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2.4 Astrositler ve Astrositik Son Ayaklar 

Beynin genel sağlığını ve fonksiyonunu korumaktan sorumlu olan astrositler 

MSS’de en çok bulunan hücre tipidir. Glial fibriler asidik protein (GFAP) ve vimentin 

(Vim), astrositlerdeki hücre iskeletinin bir parçası olarak ara filamentleri 

(nanofilamentler) oluşturur (63). Reaktif gliozis, soma hipertrofisi ve süreçleri, 

değişmiş gen ekspresyonu, GFAP, Vim ve kalsiyum bağlayıcı protein S100β 

ekspresyonunda artış, çeşitli beyin hasarlarına ve bazı NDH’lere karşı astrositlerin 

verdiği yanıtlardır (63, 64). Yaşlı MSS dokusunda her yerde bulunan reaktif astrositler,  

aksonal rejenerasyonu engelleme, gereksiz sitotoksin ve kemokinleri salgılama ve 

inflamasyonu arttırması nedeniyle zararlı olarak kabul edilmektedir (65). In vitro 

koşullardaki astrosit aktivitelerinin gösterilmesi, MSS dejenerasyonundan sonra 

yararlı mı yoksa zararlı mı olup olmadığı konusundaki belirsizliğe katkı sağlamaktadır. 

Örneğin, potansiyel koruyucu etkileri glutamat alımı ve nörotropin salgılanmasıyken, 

potansiyel zararlı etkileri inflamatuar sitokinlerin ve sitotoksik radikallerin 

salgılanması olabilir (65). In vivo NDH deneysel modellerine, yanıtta reaktif 

astrositlerin oynadığı roller hakkında bilgiler kısıtlıdır.  Örneğin, yaşlı astrositler 

yüksek bir GFAP ve S100β içeriği sergiler (66). Oligonükleotit dizilerinin kullanımı, 

farelerin yaşlanan beyninden gen ekspresyonunun ilk profilini vermiştir ve insan 

NDH’lerine paralel olarak yaşlanmanın hem neokorteks ve hipokampüste hem de 

serebellumdaki inflamasyon ve oksidatif stres ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (67, 68). 

GFAP, ayrıca ekspresyonda iki kat artışa uğrayan genlerden biridir. Bu nedenle, 

yaşlanan astrositlerin GFAP artışları, yaşlanan beynin inflamatuar ve oksidatif strese 

verdiği bir yanıtın sonucu olabilir. Aslında nörodejeneratif bir hastalığın erken 

evresindeki bir beyinden normal "sağlıklı" yaşlı bir beyni ayıran özelliklerin daha iyi 

anlaşılması ve tedavi geliştirilmesinde önemli bir biyobelirteç olacaktır. Yaşlanan 

beyindeki astrositlerin sayısı normal beyindeki astrosit sayısından yaklaşık % 20 kadar 

daha fazladır (69, 70). Yaşlanma sırasında astrositlerdeki hasar görmüş nöronlara karşı 

bu artış yanıtı ve reaktif gliozis ile karşılaştırılmıştır. Ayrıca, genç beyninde mevcut 

olan aynı düzeyde nöroprotektif etkiyi sağlamak için yaşlanan beyindeki astrosit 

sayısının artması bir diğer neden olarak açıklanabilir (71). 
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Astrositik son ayaklar, beyindeki kan damarları ve pia mater ile temas kuran 

astrositlerin özelleşmiş süreçleridir. Glimfatik sistem, beyindeki kan damarlarını saran 

son ayaklar olarak bilinen özel süreçlere sahip astrositler tarafından düzenlenir (72). 

Glimfatik sistemdeki rollerine ek olarak, astrositik son ayaklar beyinde kan akışını 

düzenlemek, iyon dengesini korumak ve nöronlara yapısal destek sağlamak da dahil 

olmak üzere çeşitli fonksiyonlara sahiptirler. 

Astrositik son ayaklar, kan ve beyin dokusu arasındaki madde alışverişini 

kontrol eden glial limitanslar olarak bilinen fiziksel bir bariyer oluşturur (72). Glial 

limitans su, iyonlar ve diğer küçük moleküller için geçirgendir, ancak proteinler ve 

bağışıklık hücreleri gibi daha büyük moleküllerin geçişini kısıtlar. Böylece, KBB 

boyunca BOS ve ISF değişimini düzenleyerek bu süreçte önemli bir rol oynar.  Astrosit 

son ayaklar, glimfatik sistemin KBB’sini bozmadan beyindeki atık ürünleri 

temizlemesine olanak tanır (73). 

  AQP4, BOS’un beyne akmasına izin verdiği ve atık ürünlerin beyinden 

temizlenmesini kolaylaştırdığı için glimfatik sistemin işlevi için kritik bir öneme 

sahiptir. Kısacası, astrositik son ayaklar kan ve beyin dokusu arasındaki madde 

alışverişini düzenleyen fiziksel bir bariyer oluştururular ve sıvı ve atık ürünlerin 

hareket için önemli olan yüksek AQP4 su kanallarını eksprese oldukları için glimfatik 

sistemin düzgün çalışması için gereklidir (71, 74) 

2.5 Glimfatik Sistem 

MSS’deki toplam su hacminin %68’ini intrasellüler sıvı geri kalan %32’sini ise 

ekstrasellüler sıvı oluşturmaktadır (4). Ektraselüler sıvı ISF, BOS ve kan damarlarında 

olmak üzere dağılır. MSS’de, çeşitli besinler beyinde metabolize olmaktadır daha 

sonra oluşan metabolik atıkların etkili bir şekilde beyinden temizlenmesi 

gerekmektedir (73).  

Illiff ve arkadaşları, farelerin sisterna magnasından enjekte ettikleri floresan 

dekstran boyanın   drenaj venlerin PVS’lerinde ve parankimal kapillerin bazal 

membranında bulunduğunu gösterdiler (3). Bu PVS temizleme sistemine glial 

hücrelere bağlı olması ve periferdeki lenfatik sisteme benzemesi nedeniyle “glia” ve 

lenfatik” kelimelerinden oluşturulan “glimfatik sistem” adını verdiler (3). Diğer bir 

deyişle glimfatik sistem, astrositlerin vasküler son ayağında ve vasküler adventisya 
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arasındaki boşluk içinde uzanan bir perivasküler yolaktır. Glimfatik sistem daha fazla 

damar geçirgenliğine sahiptir ve beyin parankiminden makromoleküllerin 

temizlenmesine katkı sağlar (75).  

2.5.1 Glimfatik Sistem Anatomisi 

Glimfatik sistem, bir serebral lenfatik sistem gibi çalışır. BOS- ISF değişiminin 

olduğu perivasküler yol aracılığıyla beyindeki ekstraselüler atık proteinlerin 

temizlenmesi sağlar (4).  Koroid pleksusta üretilen BOS, beyin parankimine geçerek 

beyindeki ISF ile karışır. (Şekil 2). Serebral kan damarlarının perivasküler boşluğu 

(PVS), BOS/ISF madde alışverişinin yapıldığı yerdir. Buna ek olarak, PVS’yi dışını 

sınırlayan glial hücreler atıkların dönüşümünde ve atılımında önemli rol oynar.  BOS, 

ISF ile ekstraselüler proteinlerin paravenöz boşluk boyunca lenfatik dolaşıma 

akmasını sağlar. BOS aracılığıyla temizlenen bu ekstraselüler proteinler, astrositik 

aquaporin 4 (AQP4) su kanalının kolaylaştırdığı bir yolla paravenöz aralığa geçiş 

yapar. Paravenöz aralığa geçen BOS’daki ekstraselüler proteinler; kan dolaşımı, 

subaraknoid aralık veya drene olan ven duvarlarını takiben servikal lenfatiklere 

ulaşarak beyinden uzaklaştırılır. Yaşlanma ile glimfatik sistem bozularak metabolik 

atıkların birikmesine, AQP4 ekspresyonun azalmasına ve polarizasyonunun 

bozulmasına neden olur (Şekil-2) (76). 

 

Şekil-2: Yaşlı ve gençte glimfatik fonksiyon modeli (76) 
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Floresan maddeler kullanılarak yapılan two-foton görüntüleme tekniği ile BOS’un, 

beyin parankimine penetran arterleri çevreleyen perivasküler aralıklar boyunca girdiği 

ve daha sonra paravenöz aralığa geçtiği görülmüştür. Beyin ISF’deki çözünen 

maddelerin, paravenöz aralıktaki BOS’a geçerek temizlendiği gösterilmiştir (4).  

2.5.2 Aquaporin-4 (AQP4) su kanalları 

1992 yılından bulunan ilk AQP’den beri insanda 13 çeşit AQP (AQP0-AQP12) 

tanımlanmıştır  (77, 78). Aquaporinlerin fizyolojik rolü, plazma membrane boyunca 

suyun taşınmasını kolaylaştırmaktır. Beyinde ve omurilikte, AQP4 öncelikle serebral 

damarları çevreleyen astrositik son ayaklarında eksprese olur. AQP4’ün soma yerine 

son ayakta büyük ölçüde polarize olması ve beyin endotel hücrelerinde su kanallarının 

olmaması AQP4’ün nöropile BOS akışını kolaylaştırdığını düşündürmektedir. 

“Glimfatik” terimi ilk olarak, glial AQP4 su kanalı olmayan farelerin vahşi tip (wild-

type) farelere kıyaslandığında hem BOS hem de ISF akışının azalması gözlemine 

dayanmaktadır (77).   

Aquaporin-4 (AQP4), beyin ve omurilik dahil olmak üzere MSS’de ve astrositik 

son ayaklarda yüksek oranda eksprese olan bir su kanalı proteinidir (78). AQP4 

kanallarının görevi, suyun hücre membranı boyunca hareketini kolaylaştırmaktır. 

Beyindeki su dengesinin korunmasından sorumludurlar ve beyin hacminin 

düzenlenmesinde kritik bir rol oynarlar (78). 

 AQP4 su kanalları, AH’nin gelişiminde rol oynayan Aβ42 protein gibi atık 

ürünlerin beyinden temizlenmesinde de yer almaktadır. Su hareketi ve atık 

temizliğindeki rollerine ek olarak, AQP4 kanalları çeşitli patolojik durumlarda rol 

oynar (78) . Örneğin, optik siniri ve omuriliği etkileyen nadir bir otoimmün hastalık 

olan nöromiyelit optikada (NMO), antikorlar AQP4 kanallarını hedefleyerek 

inflamasyona ve sinir sisteminde hasara yol açar (79). AQP4 kanalları beyin sağlığını 

ve fonksiyonun korumak için gereklidir ve bu kanalların disfonksiyonu nörolojik 

bozukluklara yol açabilir(78, 79). Rapor edilen çalışmalarda AQP4'ün glimfatik 

sistemin fonksiyonunda kritik bir rol oynadığını göstermiştir. Örneğin, AQP4 nakavt 

farelerde yapılan çalışmalar, AQP4 ekspresyonunun yokluğunun, bozulmuş glimfatik 

fonksiyon ve beyinden Aβ plaklarının azalmış klirensi ile ilişkili olduğunu göstermiştir  
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(80). Ayrıca bazı çalışmalarda, AQP4 ekspresyonunun AH, MS ve TBH dahil olmak 

üzere çeşitli nörolojik bozukluklarda değiştiğini gösterilmiştir (80). Bu nedenle, AQP4 

ekspresyonundaki değişikliklerin bu hastalıkların gelişmesine veya ilerlemesine neden 

olabileceği düşünülmektedir. 

2.5.2.1 Hipokampüs ve AQP4 

Hipokampüs, kognitif fonksiyon ve uzun süreli hafıza ile ilişkili beyin bölgesi 

olarak bilinmektedir . Hsu ve arkadaşları, hipokampüsün laminar spesifik AQP4 

immunoreaktivitesi sergilediği gösterilmiştir (81). Hipokampüsün CA1 bölgesinde 

AQP4’ün yoğun bir şekilde boyandığı görülmüştür. Dentat girusta AQP4’ün astrositik 

son ayak ve astrositik süreçlerinin yokluğu ile büyük ölçüde boyamanın yok olduğu 

görülmüştür. CA1 startum radiatum ve dentat girus hilusundaki astrositlerde AQP4 

gözlemlenmiştir (81). Daha önce yapılan çalışmalarda, AQP4’ün sinaptik plastisitede 

önemli rol oynadığını gösterilmiştir (82). Özellikle, AQP4 eksikliği olan farelerde, 

bazal geçişte herhangi bir değişiklik olmaksızın uzun süreli güçlendirme (LTP) ve 

uzun süreli depresyonda (LTD) bozulma olduğu bildirilmiştir (82). Ayrıca, temporal 

lob epilepsisi olan fare modellerinde AQP4’ün azaldığı gözlemlendi (83). AQP4 

eksikliği olan farelerde ise K+ kinetiğinin bozulduğu ve nöbet sürelerinin uzadığı 

bildirildi. Temporal lob epilepsi hastalarında sıklıkla kognitif fonksiyonlarda özellikle 

hipokampüse bağlı spasyal bellekte bozulma görülmektedir (84). AQP4, 

hipokampüsteki sinaptik uyarılması süresince ekstraselüler K+’u modüle eder (85). Bu 

nedenle, AQP4, sinaptik plastisite için önemlidir. 

2.5.2.2 Serebellum ve AQP4 

Serebellum, motor kontrol ve motor öğrenme ile ilişkili beyin bölgesi olmasının 

yanı sıra son zamanlarda kognitif fonksiyonlarda da rol oynadığı düşünülmektedir 

(86). Bütün beyin bölgelerine göre serebellum, AQP4’ün en yoğun olarak eksprese 

olduğu beyin bölgesidir (86, 87). Ancak, serebellumdaki AQP4’ün motor kontrol ve 

kognitif fonksiyon arasındaki ilişkiyi inceleyen çalışma sayısı çok kısıtlıdır. 

Hipokampüste AQP4 eksikliği olan farelerde sinaptik plastisitenin azaldığı 

bildirilmiştir (82). Ancak AQP4 eksikliği olan farelerde serebellar sinaptik plastisite 

ve serebellar öğrenmeyi nasıl etkilediği gösteren bir çalışma bulunmamaktadır.  
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2.5.3 Glimfatik Sistemi Etkileyen Faktörler 

Glimfatik sistemi etkileyen birçok faktörden bahsedilmektedir. Bunlar arasında 

yaşlanmaya bağlı nöroinflamasyon, vücut postürü, uyku, diyet ve egzersiz ön plana 

çıkmaktadır.  

2.5.3.1 Yaşlanma 

Yaşlanma,  mikroglia ve astrositlerin aktivasyonu ile morfolojisinde ve 

fonksiyonunda değişikliklere yol açarak kognitif disfonksiyona neden olan kronik ve 

düşük dereceli inflamasyon ile karakterize edilir (88, 89). Glimfatik sistemin 

fonksiyonu için temel olan ve astrositlerin son ayağında bulunan AQP4’lerin 

fonksiyonunun ve polarizasyonunun bozulması, BOS-ISF’nin perivasküler 

yolaklardan madde değişimini engelleyerek glimfatik sistemin bozulmasına neden 

olmaktadır (90). Nöroinflamasyon, beyinde protein dengesizliği ile ilişkilidir (91). 

Glimfatik sistem homeostazının bozulması sonucunda hiperfosforile olmuş ve yanlış 

katlanmış atık proteinlerin birikimi beyinde artmaya başlar. Normal şartlarda, 

proteasomal degredasyon ve otofaji gibi intrasellüler süreçler herhangi bir yan etki 

oluşturmadan bu atıkları temizler (92). Ancak, bu atık temizleme mekanizmaları 

tamamen temizleme yapamaz çünkü bazı proteinler ISF’ye salınır. Ayrıca, yaşlanma 

ile BOS hareketini sağlayan arteriyel pulsasyonlar azalır ve bu da glimfatik taşımayı 

bozar (93). Alzheimer gibi NDH’lerin neden yaşlıları etkilediğini bu sebepler 

açıklayabilir.  

Yakın zamanlarda yapılan bir çalışmada yaşlı farelerin genç farelere göre 

glimfatik fonksiyonunum %80-90 oranında dramatik bir azalış olduğunu bildirdi (94). 

Glimfatik aktivitenin baskılanması hem BOS izleyici maddelerin akışı hem de radyo 

işaretli Aβ ve inülinin temizlemesi üzerindeki etkileri gösterilmiştir ve GFAP+ astrosit 

süreçlerinin hipertrofisi olarak tanımlanan reaktif gliozis yaşlanmayla birlikte artar 

(95). GFAP ekspresyonundaki değişikliklerin değişen glimfatik fonksiyona nasıl 

katkıda bulunacağı konusu belirsizliğini korusa da glimfatik fonksiyondaki yaşa bağlı 

azalmasıyla ilişkili olduğu düşünülmektedir. Genç hayvanlarda astrositik son 

ayaklarda yerleşmiş olan AQP4 periarteriyel akışı yolağı boyunca BOS-ISF değişimini 

kolaylaştırmada merkezi bir rol oynar (3). AQP4’ün genetik olarak silinmesi BOS-ISF 

değişimini %65 oranında bozduğu ve Aβ klirensinin %55 oranında azaldığı 
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gösterilmiştir (96). BOS-ISF değişimindeki düşüş ile Aβ klirensi arasındaki dengenin 

olmaması, muhtemel enjekte edilen Aβ’nın bir kısmı LRP-1/RAGE aracılı 

transendotelyel taşıma yoluyla doğrudan kana geçmesiyle ilişkili olabileceğini öne 

sürmüştür (96). Bununla birlikte, astrositik AQP4 vasküler polarizasyonu yaşlanan 

beyindeki reaktif astrositlerde kısmen bozulmuştur (93). Bu sonuçlar doğrultusunda 

yaşlanmanın, özellikle penetran arteriyoller boyunca perivasküler AQP4 

polarizasyonunun kaybıyla ilişkilidir ve kortikal parankimal AQP4’ün varlığı BOS-

ISF değişimi ile korele olduğu bulunmuştur (92). Glimfatik fonksiyondaki yaşa bağlı 

azalmanın astroglial su taşınmasındaki düzenin bozulması ile ilgili olabileceği öne 

sürülmüştür. 

2.5.3.2 Uyku, Vücut Postürü, Egzersiz ve Diyet 

Glimfatik sistemi etkileyen faktörlerden birisi uykudur. Geçmişten kadar 

günümüze uykunun iyileştirici ve onarıcı bir etkisi olduğu bilinmektedir. Ancak bunun 

altında yatan temel mekanizmalar tam olarak aydınlatılamamıştır. 2013’te Xie ve 

arkadaşları, uykunun glimfatik sistem üzerindeki etkisini araştırdıkları çalışmada iki-

fotonlu mikroskop görüntüleme yöntemi kullanarak anestezi altındaki ve uyanık olan 

(97)farelerde BOS akışını karşılaştırmışlardır. Çalışma sonucunda, uyku sırasındaki 

toplam Aβ protein klirensinin %40’ından ve metabolik klirensin etkinliğinden sorumlu 

olan glimfatik sistemde uykunun hayati bir rol oynadığını bildirmiştir (98).  Uyku 

yoksunluğunda kognitif fonksiyonların bozulması, demansa ve hatta ölüme neden 

olması bu keşfi desteklemektedir (99). Benzer şekilde, anestezi sırasındaki interstisyel 

alan uyanık duruma göre karşılaştırıldığında genişler bu da sirkadiyen ritmin değil 

hacim değişikliklerini takiben klirensin etkilendiğini göstermektedir (98).  

Bir diğer etkileyen faktör ise vücut postürüdür. 2015 yılında Lee ve arkadaşları, 

vücut postürünün beynin glimfatik sistem üzerindeki etkilerini değerlendirmiş ve 

serebral hemodinamiğin ve intrakraniyal basınçların vücut postürü ile önemli ölçüde 

etkilendiğini öne sürmüşlerdir (97, 100). Glimfatik taşınmanın ve Aβ protein 

klirensinin yan ve sırtüstü yatışla daha fazla olduğunu bildirmişlerdir (100). 

Egzersiz, glimfatik sistemi etkileyen faktörler arasındadır. He ve arkadaşları, 

gönüllü egzersiz uygulamasının yaşlı farelerde Aβ proteinin glimfatik sistem ile 

temizlenmesi ve yaşlanmaya bağlı nöroinflamasyon üzerindeki etkisi araştırılmıştır. 
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Bu çalışma sonucunda, gönüllü egzersizin Aβ protein birikimini azalttığı ve glial 

hücrelerin inflamatuar aktivasyonunu iyileştirdiği rapor edilmiştir. Egzersiz ile 

glimfatik fonksiyonun optimizasyonu sonucunda kognitif fonksiyonların 

iyileştirildiğini gösterdiler (101, 102). 

Diyette benzer şekilde glimfatik sistemi etkileyen faktörlerdendir (103). Yapılan 

bir çalışmada, yüksek yağlı diyetin glimfatik sistemin fonksiyonunu bozarak beyinde 

toksik madde birikimine neden olabileceği gösterilmiştir. Polifenol bakımından 

yüksek bir diyetin ise glimfatik sistemi pozitif yönde etkilediği ve kognitif 

disfonksiyonu azalttığını göstermişlerdir. Aralıklı açlık uygulamasının glimfatik 

fonksiyonu arttırdığı bildirilmiştir (103). 24 saatlik aç bırakılan farelerde beyindeki 

toksik maddelerin glimfatik sistemin artması ile azaldığı gözlemlenmiştir. Genel 

olarak, diyet ve açlık glimfatik sistemin işlevi üzerinde önemli bir etkisi olabilir ve bu 

da beyin sağlığını ve kognitif fonksiyonları etkileyebilir (103). Özellikle, polifenoller 

açısından zengin bir diyet yapmak ve aralıklı açlık uygulamak sağlıklı bir glimfatik 

sistemi sürdürmek ve kognitif gerileme riskini azaltmak için faydalı olabilir (104). 

2.6. Ketojenik Diyet 

Ketojenik diyet (KD), yüksek yağ, düşük karbonhidrat ve orta düzeyde protein 

içeren bir diyet çeşididir (105). Açlık durumunu taklit eden KD, organizma için enerji 

kaynağı olarak karbonhidratların yerine yağın kullanmasını sağlar. KD sırasında yağ 

asitleri karaciğer metabolizması tarafından keton cisimciklerine dönüştürülür ve daha 

sonra beslenme ketozisini indüklemek ve sonraki fizyolojik veya patolojik etkilerini 

göstermek için kan dolaşımına girer (106). 

2.6.1 Tarihçesi  

1921 yılında Woodyatt ve arkadaşları, β-hidroksi bütirik asit (BHB) ve aseton 

düzeylerinin, aç veya düşük karbonhidrat ve yüksek yağlı diyet uygulayan sağlıklı 

deneklerde yükseldiğini buldu (107). Başka bir çalışmada ise yüksek yağ ve düşük 

karbonhidrat özel bir diyetin ilaca dirençli epilepsi hastalarında epileptik nöbet 

kontrolüne sağladığını gösterdi (107). Bu önemli bulgular, klasik KD’nin ortaya 

çıkmasına neden oldu . Klasik KD'nin öne çıkan özellikleri, yüksek yağ ve düşük 

karbonhidrat içeriği ile yağın proteine ve karbonhidrata makro besin oranı 4:1'dir. 
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Günlük toplam karbonhidrat alımı 20-50 g ile sınırlıdır ve bu da günlük toplam enerji 

alımının %5-10’unu oluşturmaktadır (105). Karbonhidrat kısıtlaması, insülin 

seviyelerindeki artışı engelleyerek yağ asitlerinin keton cisimciklerine (BHB, 

asetoasetat ve aseton) dönüşmesini tetikler ve klasik KD'de diyet enerjisinin yaklaşık 

%90'ını sağlar (105). 

2.6.2 Keton Oluşumu ve Ketojenik Diyetin Etki Mekanizması 

Ketozis, KD veya karbonhidrat kısıtlamalı diyetler nedeniyle karbonhidrat 

metabolizmasındaki değişim sonucunda elde edilen fizyopatolojik bir süreçtir. 

Diyabetik ketoasidozun aksine beslenme ketozisi, 0,5 ila 5 mmol/L arasında değişen 

plazma BHB konsantrasyonları ile güvenli ve sürdürülebilir fizyolojik bir durumdur 

(108, 109). Beslenme ketozisinin fizyolojik özellikleri arasında normal kan gazı, 

yüksek keton cisimcikleri ve düşük ve stabil kan glukozudur. KD'nin yanı sıra açlık 

orta zincirli yağ asitleri ve eksojen ketonlar da beslenme ketozisini indükleyebilir 

(108). 

İnsülin, karbonhidratlardan elde edilen enerjiyi depolayan yolaklardaki anahtar 

enzimleri aktive eder. Karbonhidrat yokluğunda ya da kısıtlanmasında insülin seviyesi 

azalması lipojenez ve yağ birikiminin azalmasına neden olur (110). Birkaç gün 

açlıktan veya karbonhidrat alımının büyük ölçüde azalmasından (yaklaşık 50 g/gün’ün 

altında) sonra glukoz depoları azalır (111). Vücut glukoz depolarının tükenmesi 

durumunda, normal yağ oksidasyonu için KREBS döngüsüne giren oksaloasetat 

tedarikinde azalma meydana gelir. Bu durum, "yağ yakmak" olarak adlandırılan 

sürecin oluşmasına neden olur (112). Ayrıca, MSS için glukoz tedariki de azalır, çünkü 

MSS glukozu enerji kaynağı olarak kullanabilen tek organ olarak bilinir. Bu nedenle, 

MSS’i 3-4 günün ardından sonra alterantif enerji kaynağını bulmaya zorlanır. Bu 

alternatif kaynaklar için aşırı üretilen asetil koenzim A (asetil-CoA)’dan elde edilir. 

Uzun süreli açlık, tip 1 diyabet ve ketojenik diyetlerde görülen bu durum keton 

cisimciklerinin yani asetoasetat, aseton ve BHB üretimini arttırır. Ketojenez adı 

verilen bu süreç karaciğerin mitokondriyel matriksinde meydana gelir (112, 113) 

(Şekil-3).  
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Şekil-3: Keton cisimciklerinin metabolizması (113) (Asetoasetil-CoA: asetoasetil-

koenzim, açil-CoA: açil-koenzim, BHB: β-hidroksi bütirik asit, BHD1: beta 

hidroksibütirat dehidrojenaz-1, CPT: karnitin palmitol transferaz, FFAs: serbest yağ 

asitleri, HMG-CoA: 3-hidroksimetilgulitail-CoA, HMGCS2: 3-hidroksimetilgulitail-

CoA sentaz 2, HMGCL: 3-hidroksimetilgulitail-CoA liaz, MCT: monokarboksşlat 

tarnsporter, SCOT: süccinil-CoA-3-ketoacid CoA tranferaz, TCA: trikarboksilik asit) 

Ketonlar, karaciğerdeki mitokondrilerde yağ asitlerinin oksidasyonundan 

kaynaklanır. Ana keton cisimler asetil CoA ve asetoasetattır. Asetoasetat, özellikle 

karaciğerde üretilir ve daha sonra dolaşım sistemiyle diğer dokulara taşınır (113). 

Ancak, asetoasetat karaciğer dışındaki dokularda pek kullanılmaz ve daha sonra 

BHB’ye dönüştürülür. Bu nedenle, BHB genellikle vücudun ana ketonu olarak kabul 

edilir. Ancak, BHB hidroksil grubu içerdiği için kesin bir anlamda bir keton 

olmayabilir (112). 

Astrositler, beyinde serbest yağ asiti oksidasyonunun yapıldığı yer olarak 

bilinmektedir (114). Glukoz kısıtlaması olduğunda serbest yağ oksidasyonu ile 

üretilen astrosit kaynaklı keton cisimciklerinin nöronlar için önemli bir oksidatif enerji 
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kaynağı olduğunu gösteren çalışmalar literatürde mevcuttur (115-117). Beyindeki 

ketozis durumunda, periferden taşınan keton cisimcikler yerine astrosit aracılı serbest 

yağ asiti oksidasyonu tarafından sağlanan keton cisimciklerin daha baskın olduğu 

düşünülmektedir (118, 119). 

2.6.3 Ketojenik Diyetin Nöroprotektif Etkileri 

Ketojenik diyet, glikolizi inhibe ederek ortaya çıkan keton cisimcikleri 

aracılığıyla MSS'de nöroprotektif roller oynar.  Plazmadaki keton cisimciği seviyeleri 

4 nM’ı geçince bu moleküllerin beyine geçişi artar (120). In vivo PET teknikleri 

kullanan bazı çalışmalar, insan ve kemirgenlerde uzun süreli ketojenik diyet sonrası 

indüklenen keton cisimciği konsantrasyonunun normal diyetle beslenenlerle 

karşılaştırıldığında yaklaşık sekiz kat arttığı gösterilmiştir (121) . Bununla birlikte, 

deneysel araştırmalarda hafif ketozisin beyindeki keton cisimciği seviyelerinin 

yalnızca iki katına çıkması nedeniyle ketozisin boyutu önemli olduğu bildirilmiştir 

(122). Plazma keton cisimciği seviyeleri beyindeki keton cisimciği seviyeleri ve 

metabolizması için önemlidir çünkü indüklenen keton cisimciğinin MSS’nde glukoz 

metabolizmasının baskılanmasını belirler (120, 121). Keton cisimciği ile indüklenen 

MSS’nde glukoz metabolizmasının baskılanması plazmadaki keton cisimciği 

seviyelerindeki her 1 nM artış için yaklaşık %9 arttığını göstermektedir (123). Diyet 

veya açlık ile indüklenen ketozis durumunda enerji kaynağı olarak kullanılan keton 

cisimciğinin beynin enerji ihtiyacının yaklaşık %60-70’ini sağladığı bildirilmiştir 

(124). Keton cisimciklerinin artması ile glikolizin inhibisyonu insülin sekresyonunu 

düzenler. Böylece, insülin duyarlılığını ve glikoz toleransını iyileştirir (104). Sonuç 

olarak yaşa bağlı ortaya çıkan hastalıkların başlamasını geciktirir ve çeşitli türlerin 

ömrünü uzatır (113). 

2.6.3.1 Ketojenik Diyetin Aβ Plakları Üzerindeki Etkileri 

KD’nin hücresel metabolizmayı modifiye etmesine ek olarak, keton 

cisimciklerin AH ile ilişkili toksik Aβ plak birikimine karşı tedavi edici ve koruyucu 

etkisi olduğu bulunmuştur (125). İnsan yakın AH modeli transjenik farelerde KD’nin 

serum BHB düzeylerinde artışa neden olduğu ve kontrolle karşılaştırıldığında Aβ plak 

birikimini önemli derecede azalttığı gösterildi. KD’nin sadece Aβ plak birikimini 

azaltması değil aynı zamdan Aβ nörotoksisitesine karşı koruyucu etkiye sahip olduğu 
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düşünülmektedir. Kashiwaya ve arkadaşları, BHB, Aβ ve BHB ve Aβ kombinasyonu 

ile tedavi edilen sıçan hipokampal hücre kültüründe sadece Aβ alan hücre ölümünü 

arttığı,  kontrolle karşılaştırıldığında nörit sayısında ve uzunluğunda azalama olduğunu 

ve bunun hipokampal Aβ toksisite etkisi olduğunu gösterdiler (126). BHB eklenen 

hücre kültüründe ise Aβ toksisitesi azaldı, büyüme faktörleri salgılayarak hücre 

sağkalımını arttırdığı bildirdiler (126). Böylece bu sonuçlarla BHB’nin var olan hasara 

karşı potansiyel onarıcı etkisi olduğunu gösterdiler. Bu yüzden, Aβ karşı KD’nin 

nöroprotektif mekanizması AH tedavisinde ve önlenmesinde kullanılan alternatif bir 

tedavi yöntemi olarak kabul edilmektedir (125). 

2.7 Beyin Bağırsak Aksı 

Mevcut literatüre göre, bağırsak mikrobiyotasının beyni etkilemek için beş 

önemli iletişim yolu vardır. Bunlar sinir ağları, nöroendokrin sistem, bağırsak 

mikrobiyota metabolik sistemi, bağırsak immun sistemi ve bariyer sistemidir. Bağırsak 

bakterileri, beyin ve nörolojik fonksiyonlar üzerinde önemli bir etkiye sahiptir (127).  

Bağırsak mikrobiyotası, bağırsakta üretilen bir dizi metabolit, peptit ve hormon 

gibi biyoaktif maddeleri salgılar. Bu maddeler, bağırsak ve beyin arasındaki iletişimi 

sağlayan bağırsak-beyin aksı aracılığıyla beyne ulaşabilirler. Bağırsak bakterileri, 

özellikle bağırsakta üretilen kortikotropin salgılayan hormon (CRH) ve kortizol gibi 

stres yanıtı hormonlarının üretimini etkileyebilirler. Araştırmalar, bağırsak 

mikrobiyotasının değiştirilmesinin, kortizol seviyelerinde artışa ve nörolojik 

fonksiyonlarda bozulmaya neden olabileceğini göstermektedir. Ayrıca, bağırsak 

mikrobiyotasının değiştirilmesinin, depresyon, anksiyete ve diğer psikiyatrik 

bozukluklar gibi nörolojik hastalıklarla da ilişkili olduğu öne sürülmektedir. Bazı 

çalışmalar, bağırsak mikrobiyotasındaki belirli bakteri türlerinin, nörotransmitterlerin 

(örneğin serotonin) üretimini etkileyerek nörolojik hastalıklara neden olduğunu öne 

sürmektedir. Ayrıca, bağırsak mikrobiyotası beyin inflamasyonunu kontrol eden 

KZYA ve triptofan gibi metabolitleri de salgılar (128). Bağırsak mikrobiyotası, 

triptofan gibi çeşitli besinlerin sindirilmesi sırasında biyolojik işlevler için önemli olan 

metabolitleri üretir. Triptofan, nörotransmitterlerin ve diğer biyolojik moleküllerin 

sentezinde önemli rol oynayan bir amino asittir (128). Triptofan diyeti, mikroglial ve 

astrosit aktivasyonunu kontrol etmek için bağırsak mikrobiyotası ile etkileşime giren 
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bir mekanizma sağlayabilir (128). Yapılan bir çalışmada, diyet takviyesi olarak KZYA 

tedavisinin, germ-free hayvanlarda bozulan mikroglial fonksiyonunu iyileştirdiğini 

bildirmiştir. KZYA'lar, bağırsak mikrobiyotası tarafından üretilen, sindirilemeyen 

karbonhidratların fermantasyonundan, proteinlerin ve peptitlerin sindiriminden 

türetilen metabolitlerdir (129). 

Asetik, bütirik, propiyonik, valerik, izovalerik ve izobütirik asitler gibi 

metabolitler en çok çalışılan mikrobiyota metabolik ürünleridir (130). Fizyolojik 

koşullar altında, KZYA'lar bağışıklık sistemini düzenleme ve aktive etme, mikroglial 

hücre homeostazına kadar çeşitli fizyolojik işlevleri yerine getirir (131).  

2.7.1 Bağırsak Mikrobiyota Değişimleri ve Normal Yaşlanma Süreçleri 

Bağırsak homeostazındaki dengesizlik, normal yaşlanma süreci ve yaşlılarda 

birçok enfeksiyöz ve nörodejeneratif hastalık ile bağlantılıdır (132). Sağlıklı yaşlanan 

insanlar, genç yetişkinlerden farklı bir bağırsak mikrobiyota kompozisyonuna ve 

çeşitliliğine sahip olma eğilimindedir (127). Claesson ve arkadaşlarının yaptığı bir 

klinik çalışmada, yaşlı (65 yaş ve üstü) ve genç (28-46 yaş) arasındaki mikrobiyota 

disbiyoz değişimi dışkı örneklemesi kullanılarak analiz edilmiştir (133). Çalışma, 

yaşlılarda Bacteroidetes filumunun %57 oranında baskın olduğunu ve Firmicutes 

filumunun %40 oranında baskın olduğunu gözlemledi. Bununla birlikte, genç 

deneklerde Bacteroidetes filumu %41 ve Firmicutes filumu ise %51 oranlarındaydı 

(133). Benzer şekilde Mariat ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada, yetişkinler (25 

ila 45 yaş) ve yaşlılar (70-90 yaş) arasında insan mikrobiyotasının Firmicutes/ 

Bacteroidetes oranında (10,9'dan 0,6'ya) bir düşüş olduğunu gösteren diğer 

çalışmalarda gözlemlenmiştir (134). 

Başlıca mikrobiyal filum olan Firmicutes ve Bacteroidetes, insan ve rodentlerin 

bağırsak mikrobiyotasında benzer şekilde bulunur (135, 136). Bu filum oranı 

düzeylerinde, topluluklarında ve kompozisyonlarında gözlemlenen önemli farklılıklar 

bulunmaktadır. İnsanlardan farklı olarak fare ve sıçanlardaki Firmicutes/ 

Bacteroidetes oranı, ileri yaştaki rodentler (18-20 ay) genç rodentlerle (2-6 ay) 

karşılaştırıldığına yaklaşık olarak dokuz kat artmış ve buna kognitif bozukluklar ve 

artmış anksiyete davranışları gözlemlenmiştir (137, 138). Benzer şekilde, 

Bacteroidetes ve Tenericutes seviyelerini düşürerek ve Firmicutes ve Actinobacteria 
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seviyelerini artırarak mikrobiyota değişikliği incelenmiş ve sonuçta Firmicutes / 

Bacteroidetes oranında bir artış görülmüştür  (139). 

Yaşlanma sürecinde mikrobiyota değişikliği, mikrobiyota çeşitliliğinin azalması 

ve patolojik bakteriler olan Proteobacterium ve nispeten düşük oranlarda faydalı 

bakteri olan Bifidobacterium'daki artışla gerçekleşir. Mikrobiyal biyoçeşitlilikteki 

değişikliklerin yanı sıra, KZYA'lar gibi yararlı mikrobiyota metabolitlerinin üretimi 

de büyük ölçüde azalır ve bu da yaşlanmayla ilişkili süreçle bağlantılı olabilir (140). 

2.7.2 Bağırsak Disbiyosiz ve Kognitif Disfonksiyon 

Bağırsak disbiyozu, bağırsak mikrobiyotasında normal denge bozulduğunda 

ortaya çıkan bir durumdur. Antibiyotik kullanımı, zararlı bakterilerin yanı sıra yararlı 

bakterilerin de öldürülmesine neden olabilir ve bu durum bağırsak disbiyozuna yol 

açar (141). Benzer şekilde yüksek yağlı beslenme gibi beslenme türleri gibi faktörler 

bağırsak disbiyozun oluşmasına neden olabilir (142). 

2.7.3 Bağırsak Mikrobiyotası, Antibiyotik Kullanımı ve Kognitif Fonksiyon 

Mikrobiyota ile ilgili araştırmalarda model olarak kullanılan rodentler, bağırsak 

mikrobiyota ve beyin aksını daha iyi anlamak için standart koşullar altında uygulanan 

önemli araştırmalardır. Yaşlanmayla birlikte normal ve patojenik koşullarda 

mikrobiyotayı incelemek için kullanılan hayvan modellerinde birisi antibiyotik 

kullanımıdır. Bu modelde, şiddetli bağırsak mikrobiyota disbiyozunu tetiklemek için 

hayvanlar birkaç gün antibiyotiklerle tedavi edilir (143). Antibiyotik uygulaması, 

bakteriyel biyoyararlanımı önemli ölçüde azaltır. Ayrıca, antibiyotik uygulaması, 

farklı beyin bölgelerinde kognitif fonksiyonlarla ilgili BDNF ve sinaptofizin 

ekspresyonunu azaltarak kognitif fonksiyonları olumsuz etkiler. Frohlich ve 

arkadaşları, vankomisin, neomisin, metranidazol ve ampisilinden oluşana geniş 

spektrumlu antibiyotik kokteyli bağırsak disbiyozise neden olmuştur ve vankomisin 

KBB’yi geçerek plazmaya göre beyinde düzeyleri artmış ancak diğer antibiyotikler 

KBB’yi geçmeden plazmada kalmışlardır. Çalışmanın sonucunda antibiyotikle 

oluşturan bağırsak disbiyozun BDNF düzeylerini azaltarak kognitif gerilemeye neden 

olduğunu gösterilmiştir (143). 
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Yetişkin farelerde antibiyotik uygulaması, kontrol grubuna karşılaştırıldığında 

kısa zincirli yağ asitleri (KZYA) konsantrasyonlarında azalmaya ve kognitif 

bozukluğa neden oldu (143). Bu bulgular, KZYA'ların yaşlanma ile değiştiğini, 

hastalık ve kognitif gerilemenin patofizyolojisinde önemli bir rol oynayabileceğini 

göstermektedir. Genç fareler yaşlı farelerle karşılaştırıldığında, KZYA 

metabolitlerinde %68 asetat ve propiyonat ve %80 bütirat seviyelerinde azalmaya 

neden oldu ve bu azalma kognitif bozukluklarla paralellik göstermiştir (138). Bu 

çalışma, bağırsak mikrobiyotası ile bilişsel işlev arasındaki bağlantıya dair kanıt sağlar 

ve bağırsak mikrobiyotasındaki yaşa bağlı değişikliklerin bilişsel gerilemeye katkıda 

bulunabileceğini öne sürer. Yapılan bu çalışmalar, yaşlanmayla birlikte hem 

insanlarda hem de hayvanlarda bağırsak mikrobiyotasında önemli değişiklikler 

gözlemlenmiştir ve bu değişiklikler giderek mikrobiyota disbiyozisi aşamasına 

gelmiştir. Bu nedenle yaşlanmayla birlikte bağırsak mikrobiyotasındaki meydana 

gelen değişiklikleri anlamak yaşlanma sürecinin başlamasına ilişkin potansiyel 

biyobelirteçler olabilecektir. 

3 GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1 Araştırmanın tipi  

Araştırmanın tipi deneysel niteliktedir. 

3.2 Araştırmanın yeri ve zamanı  

Araştırmanın hayvan deneyleri kısmı, Eylül 2022 – Kasım 2022 tarihleri 

arasında, Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Fizyoloji Anabilim Dalı Deneysel 

Araştırma Laboratuvarı’nda yapılmıştır (Tablo 2). 

Etik kurul onayı Aralık 2021’de alınmış olup; ıslak laboratuvar testleri, 

ölçümler ve istatistiksel analiz Aralık 2022 – Mart 2023 tarihleri arasında yapılmıştır.  
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Tablo 2. Araştırma planı ve takvimi   

Projelenin planlanması Aralık 2021- Ocak 2022 

Etik Kurul Onayı Aralık 2021 – Ocak 2022 

Bap Projesi Giriş ve Onayı Haziran 2022 – Haziran 2023 

Sarfların ve analizler için gerekli malzemelerin   

alımı 

Haziran 2022 – Ocak 2023 

Deney gruplarında ketojenik diyet ve antibiyotik 

uygulanması ve davranış deneyleri 

Eylül 2022 – Kasım 2022 

Biyokimyasal ve immunofloresan boyama deney 

aşamaları 

Aralık 2022 – Şubat 2023 

Bulguların değerlendirilmesi ve istatiksel analizler Aralık 2022 – Mart 2023 

 

3.3 Araştırmanın evreni ve örneklemi  

Araştırma deney hayvanları üzerinde yapıldığı için araştırmanın evreni ve 

örneklemi bulunmamaktadır. 

3.4 Çalışma materyali 

Bu çalışmada, 41 adet Sprague Dawley ırkı genç (8 aylık) ve yaşlı (18 aylık) 

erkek sıçanlar (ortalama 400-550 gr) kullanılmıştır. Tüm hayvanlar deney 

sonlanıncaya kadar Deneysel Araştırmalar Biriminde standart koşullarda altında 

bakılmıştır. Haftada bir kez tüm grupların vücut ağırlığı ölçülürken, yedikleri yem 

miktarı günlük olarak ölçülmüştür. 10 hafta boyunca ketojenik diyet gruplarına kalori 

değeri 70 % zeytinyağı, 20 % protein, 1 % karbonhidrat içeren kalıp yemler sıçanların 

yiyebileceği boyutta dilimlenerek sıçanlara ad libitum verilmiştir. Beslenme düzeninin 

son haftasında antibiyotik gruplarına, bağırsak mikrobiyotasını bozmak ve disbiyozisi 

uyarmak için içme suyuna ampisilin (1 gr/L), neomisin (1 gr/ L), metronidazol (1 gr/L) 
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ve vankomisin (0,5 gr/L) eklenerek geniş spektrumlu bir antibiyotik kokteyli 

verilmiştir. Diyet programının son haftasında öğrenme ve bellek ve anksiyete testleri 

uygulanmıştır. Hayvan sakrifikasyonu sonrası elde edilen kan plazması ve beyin 

dokularında histolojik ve biyokimyasal değerlendirme yapılmıştır. 

3.5 Araştırmanın değişkenleri 

Bağımlı değişkenler: Ağırlık, tüketilen yem miktarı ve kalorisi, deney 

hayvanlarındaki öğrenme ve bellek ve anksiyete benzeri davranışlar, deney 

hayvanlarının kan plazmasındaki β-hidroksi bütirat (BHB), glukoz, düşük yoğunluklu 

lipoprotein (LDL), yüksek yoğunluklu lipoprotein (HDL), trigliserit (TG), total 

kolesterol (TC), ürik asit, alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz 

(AST), Aβ42 seviyeleri, beyin korteksinin izleyici maddeye geçirgenliği, beyin 

dokularında (hipokampüs ve serebellum) astrositik AQP4, Aβ42 seviyeleri, 

hipokampüs ve serebellumda astrositik AQP4 su kanalı ve glial fibriler asidik protein 

(GFAP) immunofloresan yoğunluğu 

Bağımsız değişkenler: yaşlılık, ketojenik diyet ve antibiyotik uygulaması. 

3.6 Veri toplama araçları 

Çalışmanın veri toplama aşamaları Tablo 2’de belirtilmiştir. 

3.6.1 Çalışma Grupları 

Bu çalışma, Dokuz Eylül Üniversitesi Hayvan Yerel Etik Kurulu tarafından 

22.12.2021 tarihinde 46/2020 kararı ile deneyin yapılması için etik açıdan uygun onayı 

alınmıştır. Bu çalışmada Sprague Dawley ırkı genç (7 aylık) sıçanlar (ortalama 300-

450 gr) ve yaşlı (18 aylık) erkek sıçanlar (ortalama 500-600 gr) kullanılmıştır. Deney 

başlangıcında sıçanlar; Genç Standart Diyet (G-Kontrol) (1), Yaşlı Standart Diyet 

(Kontrol) (2) ve Yaşlı Ketojenik Diyet (KD) 3 gruba ayrılmıştır. Daha sonra yaşlı 

gruplar kendi arasında rastgele seçilerek 2 gruba daha ayrılmıştır; KD-Antibiyotik 

(KDAB) ve Antibiyotik (AB) grupları oluşturulmuştur. Toplamda 5 grup olarak 

incelenmiştir. 
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Gruplar 

1. Genç Standart Diyet Grubu (G-Kontrol) (n=9) 

2. Yaşlı Standart Diyet Grubu (Kontrol) (n=9) 

3. Yaşlı Ketojenik Diyet Grubu (KD) (n=9) 

4. Yaşlı Standart Diyet Antibiyotik Grubu (AB) (n=9) 

5. Yaşlı Ketojenik Diyet Antibiyotik Grubu (KDAB) (n=9) 

3.6.2 Ketojenik diyet uygulaması  

Ketojenik yem özel olarak hazırlatıldı (ARDEN ARAŞTIRMA DENEY 

YEMLERİ) (yem içeriğinin enerji yüzdeleri Tablo 2’de gösterilmiştir) ve kullanılana 

kadar -20 buzdolabında saklandı. Kullanılacak yemler bir gün önceden oda 

sıcaklığında bırakılarak yemin çözünmesi beklenildi. Ketojenik diyet gruplarının, 

diyete uyum sağlaması için 2 hafta boyunca alıştırma diyetleri uygulandı. İlk hafta, 

%30 ketojenik yem ve %70 standart yem olarak sıçanlara uygulandı. İkinci hafta ise 

sıçanlara %50 ketojenik yem ve %50 standart yem olacak şekilde alıştırma diyeti 

uygulandı. Deney gruplarına ketojenik yem günlük olarak verildi ve hayvanların yeme 

serbest erişimi sağlandı. Deney boyunca her gün tüketilen yem miktarı tartıldı. Kontrol 

gruplarına standart pellet yem uygulandı (ARDEN ARAŞTIRMA DENEY 

YEMLERİ) (yem içeriğinin enerji yüzdeleri Tablo 3’de gösterilmiştir). 

Tablo 3. Ketojenik diyet (KD) ve standart diyet (SD) besin taşlarının enerji 

yüzdeleri 

       KD (zeytinyağlı)               SD 

BESİN YAPI 

TAŞLARI 
Gr (%) Kcal /kg Gr (%) Kcal /kg 

Protein 18 10,20 18 16,5 

Karbonhidrat 0,2 0,50 70 62,9 

Yağ 68,4 89,30 10 20,6 

Toplam  100  100 
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3.6.3 Antibiyotik uygulaması 

Antibiyotik gruplarında bağırsak disbiyozu oluşturmak toz formdaki ampisilin 

(1 g/l), neomisin sülfat (1 g/l), metronidazol (1 g/l) ve vankomisin (0,5 g/l) 1 litre içme 

suyuna eklenerek geniş spektrumlu antibiyotik kokteyli hazırlandı. Daha önceki 

çalışmalarda uygulanan bu antibiyotik kokteylinin Bacteroidetes, Actinobacteria, ve 

Verrucomicrobia inhibe ettiği, 7 günü geçen antibiyotik tedavisinde ise 1 gr feçesteki 

bakteri sayısının anlamlı olarak arttığı gösterildi (141, 144, 145). Bu nedenle her gün 

taze olarak hazırlanan antibiyotik kokteyli bakteri sayısındaki artışı göz önünde 

bulundurarak 7 gün boyunca uygulanması yapıldı.    

3.6.4 Morris su tankı testi  

Morris su tankı testi, sıçanlarda öğrenme ve bellek gibi kognitif fonksiyonların 

değerlendirilmesi için kullanıldı (146). Morris su tankı, derinliği ve yerden yüksekliği 

75 cm, çapı 140 cm opak malzemeden yapılmış ışık geçirmeyen yuvarlak bir havuzdan 

oluşmaktadır. Tank, 50 cm’e kadar 26 C (±2 oC) suyla dolduruldu ve daha sonra 10 

cm çapında silindirik bir platform su seviyesinden daha aşağı seviyede görünmeyecek 

şekilde tank içine yerleştirildi. Havuzdaki su seviyesi hayvanın kuyruğunun havuz 

dibine değemeyeceği yükseklikte ayarlandı. Ortalama erişkin bir sıçanın gövde ve 

kuyruk boyunun toplamda en fazla 50 cm'e kadar ulaşabildiği bilinmesi nedeniyle 

havuz 50 cm'lik seviyeye kadar suyla doldurulmuştur. Havuzun bulunduğu odanın 

duvarlarına deney hayvanlarının yön bulmalarında ipucu olarak kullanabilecekleri 

tablo, renkli ve ışıklı objeler gibi işaretler yerleştirilmiştir. Bu işaretler, sıçanlar 

tarafından ipucu olarak kullanılarak yönlerini belirlemesini ve sudan kurtulmak için 

platformu bulmalarını sağlar. Sıçanların suya bırakılmasından gizli platformu 

bulmasına kadar harcanan süre, bu süre içinde aldıkları mesafe ve hayvanların 

hareketleri tankın merkezinden yaklaşık 2 m yükseklikte olan bir video kamera sistemi 

ile izlenerek kayıt altına alındı. Tank, havuzun tam merkezinden birbirini dik kesecek 

şekilde 2 çizgi ile kuzey doğu (KD), kuzey batı (KB), güney doğu (GD) ve güney batı 

(GB) olmak üzere dört eşit kadrana bölündü. Çizgilerin havuzun kenarlarını kestiği 

noktalar kuzey, güney, doğu ve batı yönü olarak belirlendi. GB kadranının tam ortasına 

su yüzeyinin altında kalacak şekilde platform yerleştirildi ve deney süresince yerinde 

sabit kaldı. Sıçanlar, her gün sırasıyla güney, batı, kuzey ve doğu yönlerinden yüzleri 
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tankın duvarına dönük olacak şekilde suya bırakıldı. Suya bırakılan sıçanın 60 sn 

içerisinde platformu bulması beklendi. Bu süre içerisinde platformu bulamayan 

sıçanların çevreyi tanımasını sağlamak için 20 sn kadar platformun üzerinde tutuldu 

ve daha sonra kafesine alındı. Bu işlemler günde 5 kere ard arda 4 gün tekrarlandı. 

Böylece her sıçana 4 günde toplam 20 deney uygulandı. Sıçanların her denemeleri 

arasında süre 5-10 dakika vardı. Öğrenme deneyleri bittikten sonra beşinci günde her 

bir sıçana hatırlatma deneyi (probe trial) yapıldı. Probe trail sırasında platform 

havuzdan çıkartıldı ve sıçanın 60 sn boyunca serbestçe yüzmesine izin verildi. Sıçanın 

her bir kadranda harcadığı süre ve toplam katettiği mesafe kaydedildi. Probe trail 

değerlendirmesinde, platformun daha önce bulunduğu kadranda geçirdiği süre 

değerlendirildi. Davranışsal veriler, Noldus Ethovision image video tracking sistemi 

kullanılarak yüzme mesafesi, platformu bulma süresi ve her kadranda harcadığı süre 

değerlendirildi. 

3.6.5 Anksiyete Benzeri Davranışların Değerlendirilmesi 

Gruplar arasındaki anksiyete benzeri davranışlar, açık alan ve yükseltilmiş artı 

labirent testleri kullanılarak değerlendirilmiştir. 

3.6.5.1 Açık alan testi (Open Field Test) 

Lokomotor aktivite ve anksiyete benzeri davranışları değerlendirmek için açık 

alan testi kullanılmıştır (147). Açık alan testi, 1 metrekarelik bir alan 35 lükslük bir 

ışık kaynağı tarafından aydınlatılmakta ve deney hayvanı bu alanın merkezine konulup 

5 dakika boyunca bu alanda tutulmaktadır. Deneye hayvanının test süresince 

hareketleri kamera sistemi ile kaydedilmektedir. Açık alan testinde zemin, 12 tanesi 

kenarlarda 4 tanesi merkezde olmak üzere 16 eş kareye bölünmüştür. Kamera sistemi 

otomatik olarak alanın kenarlarında ve ortasında geçirilen süreleri kayıt altına 

almaktadır. Ayrıca deney hayvanının test boyunca yaptığı dışkı sayısı sayılmıştır. 

Deney düzeneği her testin yapılmasının ardından % 70‘lik alkol ile temizlenmiştir. 

Deneyin sonucunda hayvanın test alanındın kenarlarında ve ortasında geçirilen süre ve 

toplam aldığı mesafe değerlendirildi. Testin kayıt ve analizinde Noldus Ethovision 

image video tracking sistemi kullanıldı.  
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3.6.5.2 Yükseltilmiş artı labirent testi 

Deney hayvanının anksiyete seviyesinin test edilmesine yarayan diğer bir 

düzenek yükseltilmiş artı labirent testidir (147). Ayrıca deney hayvanının lokomotor 

aktivitesi bu test ile değerlendirilebilir. Yükseltilmiş artı labirent testi, zeminden 75 

cm yükseklikte, merkezde 5×5 cm’lik bir merkez platform ile yanlarda 50 cm 

uzunluğunda, 10 cm genişliğinde, 0,5 cm yüksekliğinde duvarları bulunan iki açık ve 

50 cm uzunluğunda, 10 cm genişliğinde, 40 cm yüksekliğinde duvarları bulunan iki 

kapalı koldan oluşan bir düzenekten oluşmaktadır. Deney hayvanı açık kollardan 

birine bakacak şekilde merkez platforma bırakılarak 5 dakika boyunca kamera sistemi 

izlenerek açık ve kapalı kollara giriş sayısı ile merkez platformda ve kollarda geçirilen 

süre ölçülmüştür. Deney düzeneği her testin yapılmasının ardından % 70‘lik alkol ile 

temizlenmiştir. Bu testin kayıt ve analizinde bölümümüzde bulunan Noldus 

Ethovision XT video tracking sistemi kullanılmıştır. 

3.6.6 Sakrifikasyon, serum ve doku örneklerinin toplanması 

Karbondioksit (CO2) anestezisi altında sıçanın sol kardiyak ventrikülden tüm 

kanı alınarak yaşamı sonlandırılmıştır. Beyin hızla çıkarılarak hipokampüs ve 

serebellum olmak üzere bölgelere ayrılmıştır. Doku homojenat ve süpernatanlar 

ölçümler yapılana kadar -80°C’de buzdolabında saklanmıştır. 

3.6.6.1 Doku homojenatlarının ve serumun hazırlanması 

Deney hayvanlarının sakrifikasyonundan sonra kalbin sol ventrikülünden 

alınan kan örnekleri 5000 g’de 15 dakika +4°C’de santrifüje edilerek serumları 

ayrılmıştır. Ayrıştırılan serumlar ıslak laboratuvar işlemleri yapılıncaya dek -80°C’ de 

buzdolabında saklanmıştır. 

 Sakrifikasyon sonrası -80°C’ de saklanan hipokampüs ve serebellum dokuları 

ilk olarak hassas doku tartısı ile tartıldı. Ardından dokular, zirkonyum silikat boncuklar 

kullanılarak Doku ağırlığı (g): PBS hacmi (ml) oranı 1:10 olacak şekilde doku üzerine 

PBS eklendikten sonra Biospec MiniBeadbeater-16 (BioSpec Products Inc., USA) 

cihazı ile homojenizasyon işlemi yapıldı. Homojenatlara 5000 g’de 15 dakika 
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süresince 4°C’de santrifüj işlemi uygulandı. Elde edilen süpernatanlar yapılacak tüm 

biyokimyasal analizler için kullanıldı. 

3.6.7 Biyokimyasal analizler 

Kan plazmasında lipit profili, alanin aminotransferaz (ALT), aspartat 

aminotransferaz (AST), ürik asit ölçümü için DEÜ Merkez Laboratuvarından hizmet 

alınmıştır. Kan keton ve glukoz düzeyleri ketometre ve glukometre ile ölçülmüştür. 

Kit protokolüne uygun olarak ELISA yöntemiyle plazma Aβ42 düzeyleri; hipokampüs 

ve serebellum beyin dokularında ise AQP4 ve Aβ42 düzeylerine bakılmıştır.  

3.6.7.1 Kan keton ve glukozu ölçümü  

 Sıçanlar, sakrifikasyondan önce 2 saat aç bırakıldı. Sakrifikasyon sırasında 

kalpten alınan kanda glukoz ve keton test stribi kullanarak glukometre ve ketometre 

(On.Call Advanced GK Dual) ile keton ve glukoz düzeyleri ölçüldü.  

3.6.7.2 Kan lipit profili, alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz 

(AST), ürik asit ölçümü 

-80 buzdolabından çıkarılan kan serumlarının oda sıcaklığında çözünmesi için 

beklenilmiştir. Daha sonra, düşük dansiteli lipoprotein (LDL), yüksek dansiteli 

lipoprotein (HDL), trigliserit, total kolesterol, ALT, AST ve ürik asit düzeyleri Dokuz 

Eylül Üniversitesi Merkez Laboratuvarı’ndaki oto analizör (Siemens Healthineers, 

ADVIA 1800 Chemistry System) ile ölçülmüştür. 

3.6.7.3 Amiloid Beta- 42 (Aβ42) ölçümü 

Hipokampüs, serebellum ve kan plazmalarında Aβ42 analizleri için Bioassay 

Technology Laboratory (BT-LAB) Rat Aβ1-42 beta peptid ELISA kiti (katalog no: 

E0093Ra, China) kullanılmıştır. 

Kit duyarlılığı 2,52 pg/ml, ölçüm aralığı ise 5 pg/ml- 2000 pg/ml’dir. 

Tekrarlanabilirlik değişim katsayısı %10’dan küçüktür. 
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ELİSA Kit içeriği: 

1. 96 kuyucuklu mikroplak 

2. Standart solüsyonu 

3. Streptavidin-HRP 

4. Biyotinize edilmiş Rat A beta 1-42 antikoru 

5. Konsantre Yıkama solüsyonu (25x) 

6. Substrat reaktif maddeleri (A ve B) 

7. Reaksiyon durdurma solüsyonu   

Kit içeriğinin hazırlanması:  

1- Kullanım öncesi tüm materyaller oda ısısına (18-25°C) getirildi.  

2- Yıkama solüsyonu: Yoğunlaştırılmış yıkama tampon solüsyonu (25x, 20 ml) 500 

ml distile su içerisine eklenerek seyreltildi. 

3- Standart çalışma solüsyonu: 120 µl’lik referans standardın (2400 pg/ml) üzerine 

120 ml referans standart&örnek solüsyonu eklenip karıştırıldı ve ardından 1200 pg/ml 

konsantrasyonunda çalışma solüsyonu hazırlandı. Sonrasında seri seyreltmeler yapıldı. 

Seyreltme metodu: 6 adet 2 ml’lik (ependorf) tüp alınarak her birine 120 μl referans 

standart&örnek solüsyonu eklendi. İlk tüpte hazırlanan 1200 pg/ml 

konsantrasyonundaki çalışma solüsyonundan 120 μl ilave edildi. Sonrasında her tüpe 

(son tüp hariç) sırayla bir önceki tüpten 120 μl alınıp eklenerek standartlar 2400, 1200, 

600, 300, 150, 75 pg/ml ve 0 pg/ml konsantrasyonlarında olacak şekilde hazırlandı.  

Analizin yapılışı:  

1- ELISA plağındaki ilk sütuna standartlar ve blank/kör yerleştirildi. Diğer 

kuyucuklara örnekler koyuldu. Standart kuyucuklarına 50 μl standartlar koyuldu. 

Ardından uygun kuyucuklara 40 μl örnek ve 10 μl biyotinize Aβ1-42 antikoru çalışma 

solüsyonu koyuldu. Daha sonra standart ve örnek kuyucuklarına 50 μl Streptavidin-

HRP koyuldu. Sonrasında plağın üzeri kapatıldı ve 37 °C’deki inkübatörde 60 dakika 

inkübe edildi. 
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2- İnkübasyon sonrasında multiplak yıkama cihazında (Thermo Scientific™ 

Wellwash™ Versa Microplate Washer) plak 30 sn ila 1 dk arasında 300 μl yıkama 

solüsyonu ile 5 kez yıkandı.  

3- Her kuyucuğa 50 μl Substrat A solüsyonu koyuldu. Ardından 50 μl Substrat B 

solüsyonu konuldu ve plağın üzeri kapatılarak 37 °C’de 10 dakika inkübasyona 

bırakıldı.  

4- Her kuyucuğa 50 μl reaksiyon durdurma solüsyonu koyuldu. Kuyucuklardaki mavi 

renk sarı renge döndü.  

5- Thermo Scientific Multiscan GO marka multiplak okuyucuda 10 dk içinde 450 nm 

dalga boyunda optik yoğunluk değerleri (OD) ölçüldü. Değerler pg/ml olarak 

hesaplandı. 

3.6.7.4 Aquaporin-4 (AQP4) ölçümü  

Hipokampüs ve serebellumda AQP-4 analizleri için Bioassay Technology 

Laboratory (BT-LAB) Rat AQP4 ELISA kiti (katalog no: E058Ra, China) 

kullanılmıştır. 

Kit duyarlılığı 0,034 pg/ml, ölçüm aralığı ise 0,06 ng/ml- 18ng/ml’dir. 

Tekrarlanabilirlik değişim katsayısı %10’dan küçüktür. 

ELİSA Kit içeriği: 

1. 96 kuyucuklu mikroplak 

2. Standart solüsyonu (19,2 ng/ml) 

3. Streptavidin-HRP 

4. Biyotinize edilmiş Rat AQP-4 antikoru 

5. Konsantre Yıkama solüsyonu (25x) 

6. Substrat reaktif maddeleri (A ve B) 

7. Reaksiyon durdurma solüsyonu   
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Kit içeriğinin hazırlanması:  

1- Kullanım öncesi tüm materyaller oda ısısına (18-25°C) getirildi.  

2- Yıkama solüsyonu: Yoğunlaştırılmış yıkama tampon solüsyonu (25x, 20 ml) 500 

ml distile su içerisine eklenerek seyreltildi. 

3- Standart çalışma solüsyonu: 120 µl’lik referans standardın (19,2 ng/ml) üzerine 120 

ml referans standart&örnek solüsyonu eklenip karıştırıldı ve ardından 9,6 ng/ml 

konsantrasyonunda çalışma solüsyonu elde edildi. Sonrasında seri seyreltmeler 

yapıldı. Seyreltme metodu: 6 adet 2 ml’lik (ependorf) tüp alınarak her birine 120 μl 

referans standart&örnek solüsyonu eklendi. İlk tüpte hazırlanan 9,6 ng/ml 

konsantrasyonundaki çalışma solüsyonundan 120 μl ilave edildi. Sonrasında her tüpe 

(son tüp hariç) sırayla bir önceki tüpten 120 μl alınıp eklenerek standartlar 19,2, 9,6, 

4,8, 2,4, 1,2 ng/ml ve 0,6 ng/ml konsantrasyonlarında olacak şekilde hazırlandı.  

Analizin yapılışı:  

1- ELISA plağındaki ilk sütuna standartlar ve blank/kör yerleştirildi. Diğer 

kuyucuklara örnekler koyuldu. Standart kuyucuklarına 50 μl standartlar koyuldu. 

Ardından uygun kuyucuklara 40 μl örnek ve 10 μl biyotinize Aβ1-42 antikoru çalışma 

solüsyonu koyuldu. Daha sonra standart ve örnek kuyucuklarına 50 μl Streptavidin-

HRP koyuldu. Sonrasında plağın üzeri kapatıldı ve 37 °C’deki inkübatörde 60 dakika 

inkübasyona bırakıldı. 

2- İnkübasyon sonrasında multiplak yıkama cihazında (Thermo Scientific™ 

Wellwash™ Versa Microplate Washer) plak 30 sn ila 1 dk arasında 300 μl yıkama 

solüsyonu ile 5 kez yıkandı.  

3- Her kuyucuğa 50 μl Substrat A solüsyonu koyuldu. Ardından 50 μl Substrat B 

solüsyonu konuldu ve plağın üzeri kapatılarak 37 °C’de 10 dakika inkübasyona 

bırakıldı.  

4- Her kuyucuğa 50 μl reaksiyon durdurma solüsyonu koyuldu. Kuyucuklardaki mavi 

renk sarı renge döndü.  
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5- Thermo Scientific Multiscan GO marka multiplak okuyucuda 10 dk içinde 450 nm 

dalga boyunda optik yoğunluk değerleri (OD) ölçüldü. Değerler pg/ml olarak 

hesaplandı. 

3.6.7.5 BCA protein analizi 

Hipokampüs ve amigdala BCA (bikinkoninik asit) protein analizleri ABP Biosciences 

marka BCA Protein Assay Kit (katalog no: P011) kullanılarak gerçekleştirildi. Kitin 

duyarlılığı 5 μg/ml. Örnek hacmi aralığı 1-20 μl, konsantrasyon aralığı 20-2000 μg/ml 

idi. 

 Kit içeriği:  

1- Reaktif A  

2- Reaktif B  

3- Protein standardı 

Analizin yapılışı:  

1- Protein standardı 1 ml protein standart solüsyonu ile karıştırıldı. Böylece 10 mg/ml 

konsantrasyonunda stok solüsyon elde edildi. 

2- Stok solüsyonu 1 mg/ml konsantrasyonda seyreltildi.  

3- BCA çalışma solüsyonunun hazırlanması: reaktif A ve reaktif B 50:1 oranında 

karıştırıldı. 

4- Standart solüsyondan sırayla 0, 4, 8, 12, 16, ve 20 μl alınarak boş bir düz tabanlı 

plaktaki kuyucuklara konuldu. Her kuyucuğa standart diluent eklenerek hacim 20 

μl’ye tamamlandı ve seyreltildi.  

5- Örneklerden 20 μl alınarak mikroplaktaki diğer kuyucuklara eklendi.  

6- Her bir kuyucuğa 200 μl BCA çalışma solüsyonu eklendi ve 37°C’de inkübatörde 

30 dakika inkübasyona bırakıldı.  

7- Sonuçlar 562 nm’de Thermo Scientific Multiscan GO marka multiplak okuyucuda 

analiz edildi. 
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3.6.8 İntrasisternal yolla izleyici (tracer) maddenin beyin içine infüzyonunun 

yapılması  

Floresein isothiocyanate (FITC)- dekstran (Sigma-Aldrich, 500 kDa) kan akışı, 

vasküler drenaj gibi süreçlerin ölçümünü takip etmek için kullanılan izleyici floresan 

boya olup aynı zamanda mikrodolaşım, perfüzyon ve hücre membran geçirgenliği 

araştırmalarında kullanılmaktadır. Floresein-dekstran (500 kDa), beyin omurilik sıvısı 

izleyicisi olarak kullanılmaktadır (148). 

Ramos ve arkadaşlarının glimfatik fonksiyon çalışmak için uyguladığı yöntem 

kullanılarak sisternal magna (CM) enjekiyonu yapılmıştır (149). 

İntrasisternal enjeksiyon için öncelikle kanül hazırlandı. 30 GA dental iğnenin 

5-10 mm kadar ucundan kesildi. Kırılan iğne ucu 30 cm’lik polietilen tüp (PE10) ucuna 

yerleştirildi. Yapay beyin omurilik (126 mM NaCI, 2,5 mM KCI, 1,25 mM NaH2PO4, 

2 mM MgSO4, 2 mM CaCI2, 1 mM glukoz, 26 Mm NaHCO3, 1 litre distille su) 

hazırlandı ve izleyici floresan boya %5’lik konsantrasyonla yapay beyin omurilik sıvı 

içerisinde çözüldü. 100 µL’lik Hamilton şırıngasına 30 GA hipodermik iğne ucu 

takıldı ve 20 µL floresan boya çekildi. Tübülün diğer ucuna eklendi. 

 İzleyici madde verilecek sıçanların ilk olarak ağırlıkları tartıldı. Daha sonra, 

sıçanlara intraperitoneal (i.p.) olarak 21 GA insülin enjektörü ile genel anestezi 

(ketamine+ksilazin; sırasıyla, 50 mg/kg ve 5 mg/kg) uygulandı. Yaklaşık 5-10 dk 

kadar sıçanların anestezi altına girmesi beklenildi ve ara sıra arka ayak refleksi ve 

nefesi alışverişi kontrol edildi. Anesteziye giren sıçanın kafasının arkası bir tıraş 

makinesi aracılığıyla tıraş edildi. Sıçan stereotaksik alete yerleştirilerek kafa ve burun 

sabitlendi. Gözlerine göz damlası damlatıldı. Kafatasının arkasından kulak hizasından 

ince bir makas yardımı ile orta hat (oksipital tepe noktası referans alındı) boyunca 

yaklaşık 1 cm kadar bir kesi yapıldı.  

Boyun kaslarını ortaya çıkarmak için kavisli forseps ile yüzeysel bağ dokusu 

ayırıldı ve bağ dokusunun ayrılması sırasında ortaya çıkan kanamalar pamuklu çubuk 

aracılığıyla temizlendi. Kasların ayrılması ile sisterna magna (CM) ortaya çıkarıldı. 

CM, serebellum ve medulla arasında ters çevrilmiş üçgene benzer gri renkte bir 

yapıdır. Ekartör aracılığıyla kaslar ayrıldı ve pamuklu çubuk yardımıyla CM 

membranı silindi.  
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Tübülün ucuna yerleştirilen iğnenin eğimli ucu duraya dik olarak CM’nin 

ortasına yerleştirildi. Yerleştirilme sırasında dışarı çıkan beyin omurilik sıvısı silindi. 

İğne ucunun sabitlenmesi için yapıştırıcı damlatıldı. Daha sonra enjeksiyon işlemine 

başlandı. 5 dk boyunca 2 µL/dk hız (toplam 10 µL) ile izleyici floresan boya enjekte 

edildi. Enjeksiyondan sonra tübülün ucu koter yardımı ile kesildi ve sıçan ısıtma 

pedine alınarak sağ tarafa yatırılıp 30 dk boyunca floresan boyanın beyin omurilik 

sıvısında dolaşmasına izin verildi.  

3.6.9 Beyin kesitlerinin hazırlanması 

Sıçanlara genel anestezi (ketamine+ksilazin; sırasıyla, 50 mg/kg ve 5 mg/kg, 

intraperitoneal (i.p.)) uygulandıktan sol kardiyak ventrikülün apeksinden şırınga 

yardımıyla önce serum fizyolojik (SF) verildi ve kanın uzaklaşması sağlandı daha 

sonra fiksasyon için %4’lük para formaldehit (PFA) sol kardiyak ventrikülün 

apeksinden şırınga ile verildi. Perfüzyon sonrası sıçanın beyni çıkartıldı ve +4℃ 

buzdolabında 48 saat boyunca %4’lük PFA içinde bekletildi. Daha sonra %4’lük 

PFA’dan çıkarılan beyin dokuları farklı konsantrasyonlardaki sükroz solüsyonlarına 

sırasıyla koyuldu: önce oda sıcaklığında %10 sükroz solüsyonu 1 saat, %20 sükroz 

solüsyonu daha sonra 1 saat ve %30 sükroz solüsyonunda beyin dokusu dibe çökene 

kadar +4℃ buzdolabında bekletildi. Sükroz solüsyonundan çıkarılan beyinlerin 

hipokampüs ve serebellum bölgelerini içeren kısımları kesilerek uygun doku gömme 

kalıplarına konuldu ve O.C.T ile dolduruldu. Leica (CM 1950) marka kryostat -25℃ 

ayarlandı ve O.C.T.’ye gömülü dokuların donması beklenildi. İzleyici madde enjekte 

edilen sıçan beyinlerinden 8 µm kalınlıkta 10 adet frozen kesit alınarak pozitif şarjlı 

lamlar üzerine alındı ve -80℃ buzdolabında saklandı. İmmunofloresan boyama 

yapılacak beyin dokularından her sıçandan 10 adet 50 µm kalınlıkta kesitler alındı. 

Alınan beyin kesitleri 1x PBS ile dolu 6 kuyucuklu plaklara alındı ve 5 dk boyunca 3 

kez yıkama işlemi yapıldı. Daha sonra görüntüleme yapana kadar frozen beyin kesitleri 

2 ml’lik mikrosantifüj tüplerine koyulan 1-1,5 ml saklama solüsyonu (250 ml için 70 

gr sükroz, 75 ml etilen glikol ve 0,1 M fosfat tamponu uygun hacime ulaşana kadar 

eklenir) içine transfer edildi ve çalışılana kadar -80℃ buzdolabında saklandı. 
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3.6.9.1 İzleyici floresan maddenin beyine nüfuzu, DAPI ile boyanması ve floresan 

mikroskopla görüntülenmesi 

-80℃ buzdolabından alınan örneklerin olduğu preparatlar karanlık bir ortamda 

oda sıcaklığına gelmesi için 20 dk kadar bekletildi. Daha sonra 3 kez 1x TBS ile 

yıkandı ve DAPI (4',6-Diamidino-2-Fenilidol, Dihidroklorik, katalog no: D1306 ve 1x 

PBS ile 1:1000 seyreltildi) boyandı ve 15 dk kadar oda sıcaklığında bekletildikten 

sonra OLYMPUS BX61 markalı floresan mikroskop altında hem FITC-dextran 500 

hem de DAPI ile beyin kesitlerinden görüntü alınarak izleyici maddenin beyin 

korteksinden geçişini görüntüsü alınmıştır. 

3.6.9.2 Glial Fibrial Asidik Protein (GFAP) ve Aquaporin-4 (AQP4)’ün 

immunofloresan boyanması ve görüntülenmesi   

İmmunofloresan boyama için Potts E.M ve arkadaşlarının kullandığı serbest yüzdürme 

(free-floating) yöntemi kullanılmıştır (150). 

Bloklama Solüsyonunun Hazırlanması 

1- 1x TBS 

2- 0.3% Triton X-100 (Sigma, T-8787, 100 ml) 

3- 3 % Goat Serum (Capricorn Scientific, 100 ml) 

Antikor Dilüsyon Solüsyonunun Hazırlanması 

1- 1x TBS 

2- 0.3% Triton X-100 (Sigma, T-8787, 100 ml) 

3- 1 % Goat Serum (Capricorn Scientific, 100 ml) 

Primer Antikorlar 

-Aquaporin-4 su kanalını hipokampüs ve serebellumda işaretlemek için Aquaporin-

4 Poliklonal Primer Antikoru (Bioss Antibodies, katalog no: bs-0634R, Host: 

Rabbit, Reaktive Species: Human, Mouse, rat,) 1:100 dilüsyon yapılarak kullanıldı. 
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-Hipokampüs ve serebellumdaki astrositler için GFAP Poliklonal Primer Antikoru 

(Bioss Antibodies, katalog no: bs-0199R, Host: Rabbit, Reaktive Species: Human, 

mouse, rat, others) 1:100 dilüsyon yapılarak kullanıldı. 

Sekonder Antikorlar 

-Aquaporin-4 su kanalı için Anti-rabbit IgG (H+L), F(ab’)2, Fragment (Alexa 

Fluor 594 Conjugate) (Cell Signaling Technology, USA, katalog no: #8889, 

Source: Goat) sekonder antikoru 1:500 oranında dilüsyon yapılarak kullanıldı. 

- Astrositler için Anti-rabbit IgG (H+L), F(ab’)2, Fragment (Alexa Fluor 488 

Conjugate) (Cell Signaling Technology, USA, katalog no: #4412, Source: Goat) 

sekonder antikoru 1:500 oranında dilüsyon yapılarak kullanıldı. 

Birinci gün boyama basamakları 

1- -80℃ buzdolabından çıkarılan saklama solüsyonu içerisindeki kesitlerin oda 

sıcaklığına gelmesi için 20 dk kadar bekletildi. 

2- Saklama solüsyonundan arındırmak için 6-kuyucuklu plaklar içerisine alındı. 

3- Her kuyucukta yaklaşık 6 ml kadar 1xTBS eklendi. Beyin kesitleri 1x TBS ile 3 

kez 5 dk boyunca yıkandı. Hafif bir şekilde her yıkamada plak çalkalandı. 

4- Her kuyucuğa yaklaşık 7 ml kadar blok solüsyonu koyuldu ve yıkanan beyin 

kesitleri blok solüsyonuna alındı ve 30 dk boyunca bekletilerek bloklama işlemi 

yapıldı. 

5- Daha sonra 2 ml mikrosantrifüj tüpler içerisine 1-1,5 ml kadar primer antikor 

koyuldu ve bloklama işlemi sonrası dokular primer antikorun içine alınarak 1 

gece boyunca (12-14 saat) +4℃ buzdolabında saklandı. 

İkinci gün boyama basamakları 

1- Primer antikordan alınan kesitler 1x TBS ile 3 kez yıkandı (ilk iki yıkama 30 sn, 

son yıkama 10 dk). 

2- Sekonder antikorlara uygun 1:500 dilüsyon yapıldıktan sonra 2 ml’lik 

mikrosantrifüj tüp içine alındı ve kesitler bu tüplere aktarıldıktan sonra 2 saat 

boyunca karanlık ortamda oda sıcaklığında tutuldu. 
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3- 2 saat sonra kesitler 3 kez 1x TBS ile yıkandı (ilk iki yıkama 30 sn, son yıkama 

15 dk). 

4- Son yıkama sırasında 1:1000 dilüsyon yapılan DAPI eklendi. 

5- Kesitler fırça yardımıyla pozitif şarjlı lam üzerine yüzdürülerek yerleştirildi. 

6- 10-15 dk kuruması için bekletildi ve üzerine lamel kapatıldı. 

ZEISS (LSM880) marka lazer taramalı konfokal mikroskop kullanılarak hipokampüs 

ve serebellumda AQP-4 ve GFAP immufloresan boyama görüntülenmesinden sonra 

10X ve 40X görüntüler alındı. 8 örneğin beyin bölgelerinde AQP-4 ve GFAP 

ortalama floresan yoğunluk yüzdesi alınarak hesaplama yapıldı. 

3.7 Verilerin değerlendirilmesi 

İstatistiksel analiz için Graph.Pad Prism 9.0 programı kullanılmıştır. Gruplar 

arasındaki farklılıklar 2’den fazla olan gruplarda tek yönlü varyans analizi (ANOVA), 

tekrarlayan ölçümlerde ANOVA (GLM-repeated measures) testi ile 

değerlendirilmiştir ve anlamlılık olması durumunda gruplar arasındaki farkı 

değerlendirmek için post-hoc Bonferroni testi yapılmıştır. 3’ten az grupların 

karşılaştırılmasında bağımsız gruplar arasında t-testi (Independent samples t-Test) ile 

değerlendirilme yapılmıştır. p<0.05 değeri istatistiksel olarak anlamlılık sınır değeri 

olarak kabul edilmiştir. 

3.8 Araştırmanın sınırlılıkları  

Çalışmanın başlangıç planında büyük ve küçük moleküler ağırlıklı tracer 

maddenin beyine geçişi araştırılacaktı ancak yetersiz bütçe nedeniyle sadece büyük 

moleküler ağırlıklı izleyici madde kullanılabildi. Ketojenik diyet ve antibiyotik sonrası 

hayvanların gaita örneklerindeki mikrobiyota değişimi analizi yapılamadı bu nedenle 

gaita örnekleri toplandı ve -80’de mikrobiyota analizi yapılana kadar saklanacaktır. 

Çalışmanın inflamasyon ayağı başta planlandı ancak yetersiz bütçe nedeniyle 

bakılamadı. İmmünofloresan boyama yöntemi sadece GFAP ve AQP4’ün lokalizayon 

ve floresan yoğunluğuna bakıldı. Kognitif fonksiyonlarda önemli bir biyobelirteç olan 

BDNF düzeylerine bakılamadı. 
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3.9 Etik Kurul Onayı 

Bu çalışma, Dokuz Eylül Üniversitesi Hayvan Yerel Etik Kurulu tarafından 

22.12.2021 tarihinde 46/2020 kararı ile “Ketojenik Diyetin, Yaşlı Sıçanlarda 

Aquaporin-4 (AQP-4) Aracılı Glimfatik Sistem Üzerindeki Etkisinde Bağırsak 

Mikrobiyotasının Rolünün Araştırılması” olarak kabul edilip onaylanmıştır. 

4 BULGULAR 

4.1 Vücut Ağırlığı ve Ortalama Günlük Alınan Enerji Miktarı ve Gaita Renk 

Değişimi 

G-Kontrol, Kontrol ve KD gruplarının ve antibiyotik gruplarının 10 hafta 

boyunca tekrarlayan ağırlık ölçümlerinde anlamlı bir fark görülmedi (p>0,05) (Şekil-. 

4a ve 4b).  

 

       

a 

   

     b 

Şekil- 4. Haftalık vücut ağırlığı değişimi 

KD gruplarının 10 hafta boyunca ortalama günlük alınan kalori miktarı ve 

günlük tüketilen yem miktarı ilk 4 hafta boyunca azalma eğiliminde giderken sonraki 

haftalarda alınan kalori miktarı ve tüketilen yem miktarı aynı oranlarda devam etti 

(Şekil- 5.a ve 5.b). 
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a 

 

b 

Şekil- 5: Ortalama alınan kalori miktarı ve günlük tüketilen yem miktarı değişimi 

 

  
 

  

G-Kontrol Kontrol KD AB KDAB 

Şekil- 6: Diyet ve antibiyotik tedavisi sonrası gaita renk değişimi 

4.2 Davranış Deneylerinin Bulguları 

4.2.1 Morris Su Tankı Bulguları 

Morris su tankı testinde, G-Kontrol grubunun 1.gün, 2.gün ve 3. günde platformu 

bulma süreleri Kontrol grubuna göre anlamlı olarak azalmıştır (1. gün ve 2. gün için 

p<0,01**, 3. gün için p<0,05*). Ayrıca, KD grubunun 1.gün, 2.gün ve 3. günde 

platformu bulma süreleri Kontrol grubuna göre anlamlı olarak azalmıştır (1.gün, 2.gün 
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ve 3. gün için p <0,01##). G-Kontrol ve KD grubunda arasında ilk üç gün ve 4.gün ise 

tüm gruplar arasında platformu bulma süreleri açısından istatistiksel olarak anlamlı 

fark bulunamamıştır (p>0,05) (Şekil- 7.a). AB ve KDAB gruplarının 4 günlük 

platformu süreleri değerlendirilmiştir. KDAB grubunun, 1. gün ve 2. gün platformu 

bulma süresi AB grubuna göre anlamlı şekilde azaldı (1. gün için p<0.05* ve 2. gün 

için p<0.01**), 3. gün ve 4. gün ise grupla arasında anlamlı fark bulunmamıştır 

(p>0.05) (Şekil- 7.b). 

 Morris su tankı testinde, belleğin değerlendirildiği 5. gündeki probe testinde 

hedef kadranda ve karşı kadranda geçirilen zaman bakımından diyet grupları arasında 

anlamlı bir fark saptanmamıştır (p>0,05) (Şekil- 8.a). Morris su tankı probe testinde, 

AB ve KDAB gruplar arasında hedef kadranda geçirilen zaman bakımından 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmazken (p>0,05), karşı kadranda geçen süre 

KDAB grubunda AB grubuna göre anlamlı olarak azalmıştır (p<0,05*) (Şekil- 8.b).  

 

 

 

a 

 

b 

Şekil- 7: Morris su tankı testinde dört günlük platformu bulma süreleri 
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a 

 

b 

Şekil- 8: Morris su tankı probe testi. Beşinci gün platformun olduğu hedef 

kadranda ve karşı kadranda geçirilen zaman 

4.2.2 Açık Alan Testi Bulguları 

Açık alan testinde, diyet grupları arasında toplam katettiği mesafe 

karşılaştırıldığında anlamlı bir fark saptanmamıştır (p>0,05)  (Şekil- 9.a). Ancak, orta 

alan ve kenarda geçirilen zaman bakımından gruplar arasında anlamlı bir fark 

saptanmamıştır (p>0,05) (Şekil- 9.b). 

AB ve KDAB grupları arasında toplam katettiği mesafe karşılaştırıldığında 

anlamlı bir fark saptanmamıştır (p>0,05) (Şekil- 9.c). AB grubu ile kıyaslandığında 

KDAB grubunun kenarda geçirdiği süre bakımından aralarında anlamlı bir fark 

bulunamazken (p>0,05), orta alanda geçirilen süre KDAB grubunda AB grubuna göre 

anlamlı olarak artmıştır (p<0,01**##) (Şekil- 9.d). 
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a 

 

b 

 

c 

 

d 

 

Şekil- 9: Açık Alan Testi Bulguları 
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4.2.3 Yükseltilmiş Artı Labirent Testi Bulguları 

Yükseltilmiş artı labirent testinde, açık ve kapalı kollarda geçen zaman 

bakımından G-Kontrol, Kontrol ve KD grupları arasında anlamlı bir fark 

görülmemiştir (p>0,05) (Şekil-10.a ve 10.b). 

 KDAB grubu, AB grubu ile karşılaştırıldığında açık kollarda geçirilen zaman 

anlamlı düzeyde arttı (p<0,01**) (Şekil- 10.c.). Kapalı kollarda geçirilen zaman 

KDAB grubu AB grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı düzeyde azaldı (p<0,05*) 

(Şekil-10.d). 

 

a 

 

b 

  

c d 

Şekil- 10: Yükseltilmiş artı labirent test bulguları 
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4.3 Biyokimyasal Analiz Sonuçları 

4.3.1 Kan BHB, Glukoz, Lipit Profili, AST, ALT ve Ürik Asit Seviyeleri 

KD grubunun kan β-hidroksi bütirat (BHB) düzeyleri, kontrol gruplarına göre 

anlamlı olarak artmıştır (p<0,01).  Grupların kan glukoz düzeyleri arasında anlamlı bir 

fark saptanmamıştır (p>0,05). Kan lipit profili incelendiğinde, TG ve HDL düzeyleri 

açısından gruplar arasında anlamlı bir fark bulunamazken (p>0,05), LDL düzeyleri 

KD grubunda kontrol gruplarına göre anlamlı olarak artmıştır (p<0,01). TK düzeyleri 

KD grubu G-Kontrol grubuna göre anlamlı bir şekilde artarken (p<0,01), Kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı bir fark bulunamamıştır (p>0,05). Metabolik 

sendrom marker olarak kullanılan TG/HDL oranı açısından gruplar arasında anlamlı 

bir fark bulunamamıştır. Kan plazma ürik asit düzeylerinde gruplar arasında anlamlı 

bir fark saptanmamıştır (p>0,05). Plazma AST ve ALT düzeyleri karşılaştırıldığında 

gruplar arasında anlamlı fark bulunamamıştır (p>0,05) (Tablo-4). 
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KDAB grubu, AB grubu ile karşılaştırıldığında kan BHB düzeyleri anlamlı 

olarak arttı (p<0,01). Glukoz, TG, LDL, HDL, TK, TG/HDL oranı, ÜA, AST ve ALT 

düzeyleri bakımından antibiyotik grupları arasında anlamlı bir fark görülmemiştir 

(p>0,05) (Tablo-5). 

 

 

Tablo-4: Diyet grupları için biyokimyasal ölçümler  

G-Kontrol                Kontrol                            KD 

BHB (mmol/L) 1,28 ± 0,1 1,2 ± 0,1 2,5 ±0,1xx, ## 

Glukoz (mg/dl) 347,8 ± 29,9 324 ± 15,5 411,0 ± 37,3 

TG (mg/dl) 53,20 ± 10,4 73,8 ± 6,0 77,4 ± 8,3 

LDL (mg/dl) 9,32 ± 0,5 11,28 ± 1,3 26,15 ± 0,4 xx, ## 

HDL (mg/dl) 36,5 ± 2,5 41,25 ± 1,9 54,6 ± 6,5 

TK (mg/dl) 55,7 ± 4,0 66,2 ± 4,4 99,8 ± 12,5## 

TG/HDL 1,46 ± 0,1 1,80 ± 0,2 1,43 ± 0,1 

Ürik asit (mg/dl) 3,12 ± 0,4 2,96 ± 0,3 3,52 ± 0,6 

AST (mg/dl) 98,7 ± 9,7 104,2 ± 13,3 118,4 ± 17,8 

ALT (mg/dl) 69,7 ± 6,5 67,8 ± 2,7 80,5 ± 9,2 

BHB:  β-hidroksi bütirat HDL: yüksek dansiteli lipoproteim; LDL: Düşük dansiteli 

lipoprotein; TG: Trigliserit; TK: Total kolesterol; AST: Aspartat aminotrasferaz; 

ALT: Alanin aminotrasferaz. Değerler, ortalama ± standard hata (SEM) olarak 

verilmiştir ve p <0,05 değeri anlamlı bulunmuştur. G-Kontrol x Kontrol, p<0,05* ve 

p<0,01**; G-Kontrol x KD, p<0,05# ve p<0,01##; Kontrol x KD, p<0,05x ve p<0,01xx. 
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4.3.2 Diyet Gruplarında Hipokampüs, Serebellum AQP4 Su Kanalı ve Aβ1-42 

Protein Seviyeleri ve Serum Aβ1-42 Protein Seviyeleri 

Kontrol ile kıyaslandığında, hem G-Kontrol grubunda hem de KD grubunda 

serebellumdaki AQP4 seviyeleri azaldı (p<0,05# ve p<0,05*). Hipokampüsteki AQP4 

düzeyleri açısından gruplar arasında anlamlı bir fark bulunmamıştır (p>0,05) (Şekil- 

11.a). 

Kontrol ile kıyaslandığında, KD grubunun hem hipokampüs hem de 

serebellumunda, G-Kontrol grubunun ise hipokampüs Aβ1-42 seviyeleri anlamlı olarak 

azalmıştır (her ikisi için p<0,05) ve serumdaki Aβ1-42 seviyeleri bakımından diyet 

grupları arasında anlamlı bir fark bulunmamıştır (p>0,05) (Şekil- 11.b).   

Tablo-5: Antibiyotik grupları için biyokimyasal ölçümler 

 AB KDAB 

 BHB (mmol/L) 1,76 ± 0,1 2,4 ± 0,1** 

Glukoz (mg/dl) 412,4 ± 37,3 426 ± 30,6 

TG (mg/dl) 65,3 ± 10,4 49 ± 9,1 

LDL (mg/dl) 17,6 ± 1,8 16,4 ± 5,1 

HDL (mg/dl) 35,3 ± 2,4 48,5 ± 8,9 

TK (mg/dl) 61,2 ± 6,7 78,5 ± 13,5 

TG/HDL 1,84 ± 0,3 1,12 ± 0,2 

Ürik asit (mg/dl) 2,8 ± 0,3 2,7 ± 0,5 

AST (mg/dl) 78,5 ± 8,7 78,6 ± 9,8 

ALT (mg/dl) 51,3 ± 6,2 55 ± 9,7 

HDL: yüksek dansiteli lipoproteim; LDL: Düşük dansiteli lipoprotein; TG: 

Trigliserit; TK: Total kolesterol; AST: Aspartat aminotrasferaz; ALT: Alanin 

aminotrasferaz. Değerler ortalama ± standard hata (SEM) olarak verilmiş ve p 

<0,05 değeri anlamlı kabul edilmiştir. p<0,05* ve p<0,01** olarak gösterilmiştir. 
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a 

 

b 

Şekil-11: Diyet gruplarında AQP4 ve Aβ1-42 seviyeleri 

4.3.3 Antibiyotik Gruplarında Hipokampüs, Serebellumda AQP4 Su Kanalı ve 

Aβ1-42 Protein Seviyeleri ve Serum Aβ1-42 Protein Seviyeleri 

Serebellum AQP4 seviyeleri, KDAB grubunda AB grubuna göre anlamlı olarak 

arttı (p<0,01**) (Şekil-12.a). KDAB grubunun hipokampüs AQP4 seviyeleri AB grubu 

ile karşılaştırıldığında anlamlı bir fark bulunmamıştır (p>0,05) (Şekil-12.b). 

Antibiyotik grupları arasında serebellum ve hipokampüsteki Aβ1-42 seviyeleri 

bakımından istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmamıştır (p>0,05). Ancak, serum 

Aβ1-42 seviyeleri KDAB grubunda AB grubuna göre anlamlı olarak azaldı (p<0,01**) 

(Şekil-12.b). 
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Şekil-12: Antibiyotik gruplarında AQP4 ve Aβ1-42 seviyeleri 

4.4 İmmunofloresan Boyama Sonuçları 

4.4.1 Diyet Gruplarında Hipokampüs ve Serebellumda AQP4 Su Kanalı ve Glial 

Fibriler Asidik Proteinin (GFAP) İmmunofloresan Yoğunluğu 

Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, G-Kontrol ve KD grubunda hipokampüs 

GFAP floresan yoğunluğu anlamlı olarak azalmıştır (p<0,01**).  Ancak, serebellumda 

GFAP floresan yoğunluğu bakımından gruplar arasında anlamlı bir fark bulunmamıştır 

(p>0,05) (Şekil-13). 

Serebellum ortalama AQP4 floresan yoğunluğu, KD ve G-Kontrol grubunda 

Kontrol grubuna göre anlamlı olarak azaldı (p<0,05*), KD ve G-Kontrol grupları 

arasında anlamlı bir fark bulunamamıştır (p>0,05). Hipokampüs AQP4 su kanalı 

floresan yoğunluğu bakımından gruplar arasında anlamlı bir fark bulunamamıştır 

(p>0,05). (Şekil- 14).  
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Şekil- 13:  Diyet gruplarında hipokampüs ve serebellumda ortalama GFAP floresan 

yoğunluğu (40X lazer taramalı konfokal mikroskop görüntüsü) Bar 20µm (n=2). 
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Şekil- 14: Diyet gruplarında hipokampüs ve serebellumda ortalama AQP4 floresan yoğunluğu 

(40X lazer taramalı konfokal mikroskop görüntüsü) Bar 20µm (n=2) 
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4.4.2 Antibiyotik Gruplarında Hipokampüs ve Serebellumda AQP4 Su Kanalı ve 

Glial Fibriler Asidik Proteinin (GFAP) İmmunofloresan Yoğunluğu 

Kontrol grubuna göre, AB grubunda serebellum ve hipokampüs GFAP floresan 

yoğunluğu anlamlı olarak artarken (p<0,01##), KDAB grubunda serebellum GFAP 

floresan yoğunluğu anlamlı olarak azalmıştır (p<0,01##). AB grubu göre KDAB 

grubunda hem hipokampüs hem de serebellum da GFAP floresan yoğunluğu anlamlı 

olarak azaldı (p<0,01**) (Şekil-15). 

AB grubu ile karşılaştırıldığında, hem hipokampüs hem de serebellumda AQP4 

su kanallarının floresan yoğunluğu KDAB grubunda anlamlı olarak azaldı (p<0,05*) 

(Şekil-16). 
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Şekil-15: Antibiyotik gruplarında hipokampüs ve serebellumda ortalama GFAP 

floresan yoğunluğu (40X lazer taramalı konfokal mikroskop görüntüsü) Bar 

20µm.(n=2) 
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Şekil-16: Antibiyotik gruplarında hipokampüs ve serebellumda ortalama AQP4 

floresan yoğunluğu (40X lazer taramalı konfokal mikroskop görüntüsü) Bar 20µm  

(n=2) 
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4.5 İzleyici (Tracer) Floresan Maddenin Beyine Penetrasyonu 

FITC-Dextran (500 kDa) intrasisternal infüzyonu sonunda, G-Kontrol grubuna 

göre Kontrol ve KD grubunda izleyici madde (tracer) penetrasyonu anlamlı olarak 

azaldı (sırasıyla p<0,01** ve p<0,05*). Kontrol ve KD grupları arasında anlamlı bir 

farklılık bulunmamıştır (p>0,05). Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında AB grubunda 

tracer geçişi arasında anlamlı fark bulunamamıştır (p>0,05). Benzer şekilde, AB ve 

KDAB grupları arasında anlamlı bir fark bulunamamıştır. KDAB grubunda tracer 

madde geçişi Kontrol grubuna göre anlamlı olarak artmıştır (p<0,05*) (Şekil-17). 
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Şekil-17: FITC-500 tracer maddenin beyine penetrasyonu (10x motorize floresan 

mikroskop görüntüsü) Bar 200 pixel (DAPI: mavi FITC-500: yeşil) 
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Tablo-6: Tez çalışmasında kullanılan sarf malzemeler 

Malzeme Adı Markası/Kod Kullanım Amacı 

Ketojenik diyet yemi ARDEN YEM BESLENME 

Standart diyet yemi ARDEN YEM BESLENME 

FITC-500 dextran Thermoscientific İzleyici madde 

Goat serum Capricorn Bloklama 

Anti-rabbit IgG (H+L), 

F(ab’)2, Fragment (Alexa 

Fluor 594 Conjugate)  

Cell Signaling Technology Sekonder Antikor 

(Immunofloresan boyama) 

Anti-rabbit IgG (H+L), 

F(ab’)2, Fragment (Alexa 

Fluor 488 Conjugate) 

Cell Signaling Technology Sekonder Antikor 

(Immunofloresan boyama) 

BCA protein analiz kiti ABP Biosciences Protein Analizi 

Rat-AQP4 Elisa Kiti BT-LAB/E058Ra ELİSA 

Rat-Aβ1-42 Elisa Kiti BT-LAB/E0093Ra ELİSA 

Aquaporin-4 Poliklonal 

Primer Antikoru  

Bioss Antibodies/ bs-

0634R, 

Prime Antikor 

(Immunofloresan boyama) 

GFAP Poliklonal Primer 

Antikoru 

Bioss Antibodies/ bs-

0199R 

Prime Antikor 

(Immunofloresan boyama) 

PFA Thermoscientific Doku Fiksasyonu, 

Perfüzyon 

Triton-X100 Thermoscientific Antikor Dilüsyonu 

Ketamin  Ketasol Anestezi 

Ksilazin  Anestezi 

Antibiyotikler Sigma Tedavi 

21G iğne ucu  Enjeksiyon 

İnsülin enjektörü  Enjeksiyon 

Serum fizyolojik  Perfüzyon 

Sükroz  Doku 

PBS  Dilüsyon/Yıkama işlemi 
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Keton stribi On Call GK/Dual Keton ölçümü 

Glukoz stribi On Call GK/Dual Glukoz ölçümü 

TBS Kimyalab Yıkama işlemi 

 

5 TARTIŞMA 

Bu çalışmada, ketojenik diyette (KD) tüketilecek yağ kaynağı olarak polifenol 

düzeyi yüksek olan zeytinyağı (TUAY, cardiolive) kullanılmıştır. Zeytinyağlı KD 

uygulamasının yaşlı sıçanlarda AQP4 aracılı glimfatik sistem üzerindeki etkisinde 

bağırsak mikrobiyotasının rolünü araştırmak için literatürde bağırsak disbiyozise 

neden olan geniş spektrumla antibiyotik kokteyli uygulanmıştır. Çalışmada on hafta 

boyunca uygulanan KD ve yedi gün boyunca dört farklı antibiyotikle (metronidazol, 

ampisilin, neomisin ve vankomisin) hazırlanan geniş spektrumlu kokteyl verilen yaşlı 

sıçanlarda hipokampüs ve serebellumda AQP4 su kanalı ve glial fibriler asidik protein 

(GFAP) immunofloresan yoğunluğu ve seviyelerini nasıl etkilediği ve bağırsak 

mikrobiyotasının bu süreçteki rolü değerlendirilmiştir. Bunun yanı sıra yaşlılıkla 

birlikte değişen hafıza ve kognisyon ile ilişkili hipokampüs ve serebellum bölgelerinde 

ve serumda potansiyel toksik molekül olan Aβ1-42 protein düzeyleri araştırılmıştır. 

Uygulanan KD’nin ve antibiyotik kokteylinin haftalık ağırlık değişimi, günlük kalori, 

yem tüketim miktarları ve gaita renk değişimi üzerindeki etkisi takip edilmiştir. 

KD’nin kan keton ve glukoz düzeyleri, kan lipit profili, AST ve ALT düzeyleri ve ürik 

asit düzeyleri üzerindeki etkilerine bakılmıştır. Ayrıca Morris su tankı testi ile öğrenme 

ve bellek fonksiyonları, açık alan ve yükseltilmiş artı labirent testleri ile sıçanların 

anksiyete benzeri davranışları değerlendirilmiştir. 

Son zamanlarda, kilo verdirici etkisi nedeniyle toplumda KD popüler hale 

gelmiştir. KD’nin ortalama günlük yem tüketimi, kalori alımı ve vücut ağırlığındaki 

etkisini araştıran bazı çalışmalar rapor edilmiştir. Roberts ve arkadaşları, KD 

uygulanan erkek C57BL/6 farelerin kontrol diyete göre daha az besin tüketimi 

yaptıklarını ve vücut ağrılıklarının azaldığını göstermiştir (151). Çalışmamızda, 10 

hafta boyunca uygulanan diyetin sıçanların haftalık ortalama ağırlık üzerindeki 

değişimi takip edilmiştir. KD grubunun Kontrol grubuna göre ilk beş hafta ağırlıkları 

azalma eğilimindeyken sonraki haftalarda Kontrol grubu ile benzer olarak devam 

etmiştir. İki diyet çeşidi de serbest erişimle hayvanlara verilmiştir ve bu nedenle kalori 
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bakımından farklı değerlere sahiptirler. Murray ve arkadaşları, 66 gün boyunca 

uygulanan KD’nin erişkin sıçanlarda kontrol diyete göre daha fazla kalori almasına 

rağmen enerji harcamasının artması sonucunda vücut ağırlıklarının azaldığını 

göstermiştir (152). Bu çalışmalardan farklı olarak çalışmamızda yaşlı sıçanlarda 

uygulanan iki diyetin kalori düzeyleri farklı olmasına rağmen ağırlık değişiminde, 

kalori alımında ve günlük tüketilen yem miktarı bakımından belirgin bir fark 

görülmemiştir. Ancak KD gruplarının beşinci haftadan sonra ağırlıklarının arttığı 

görülmüştür Antibiyotik gruplarında ise, yedi gün boyunca uygulanan antibiyotik 

tedavisi AB grubundaki hayvanlarda 9. hafta ve 10. hafta karşılaştırıldığında ortalama 

ağırlıklarında azalma görülmüştür ancak KDAB grubunda bir değişiklik 

görülmemiştir. Çalışmalardaki uygulanan diyet içeriklerinin farklı olmasına veya 

kullanılan hayvan modeli, yaş, diyetle alınan kalorinin kas hacminde artışa neden 

olması ve antibiyotik kullanımı sonrası oluşan yan etkiler ve benzeri faktörler ağırlık 

artışına ya da azalmasına neden olmuş olabilir. 

Yaşlanma sürecinde beyinde gerçekleşen değişiklikler öğrenme ve bellek gibi 

kognitif fonksiyonları etkilemektedir (153). Yapılan birçok çalışmada yaşlanma 

sürecinin kognitif fonksiyonların azalmasına neden olduğu gösterilmiştir ve kognitif 

fonksiyonlardaki bu azalmaya beyindeki nöron kaybı, oksidatif stres, inflamasyon, 

anormal protein birikimi (örneğin Aβ ve tau proteini), glial hücreler ve bağırsak 

mikrobiyotasındaki değişimlerin neden olduğu öne sürülmüştür (154-157). Son 

yapılan araştırmalarda yaşlanmanın beynin lenfatik sistem olarak adlandırılan 

glimfatik sistem fonksiyonunun bozulmasının da kognitif fonksiyonları azalttığı rapor 

edilmiştir (158). Ancak yaşlanmanın neden olduğu glimfatik sistemdeki bozulmanın, 

diyet ve egzersiz gibi yaşam tarzı değişiklikleriyle tersine çevrilebileceğini öne 

sürülmektedir. Tüm bu nedenlerden dolayı, yaşlanmanın neden olduğu kognitif 

azalmayı önlemek veya geciktirmek için yaşam tarzı değişiklikleri yapmak önemlidir. 

Bu değişiklikler arasında sağlıklı bir diyet uygulamak, düzenli egzersiz yapmak ve 

uyku düzenini önemsemek yer alabilir. 

Ketojenik diyetin (KD) yaşlılarda öğrenme ve bellek gibi kognitif fonksiyonlar 

üzerindeki etkileri inceleyen araştırmalar rapor edilmiştir (159).  Xu ve arkadaşları, üç 

hafta uygulanan KD’nin yaşlı sıçanlarda spasyal öğrenme ve belleği arttığını 

bulmuştur ve KD’nin beyindeki mitokondriyal biyogenezi arttırarak kognitif 
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fonksiyonlara katkı sağladığını göstermiştir (160). Balietti ve arkadaşları, yaptığı bir 

çalışmada bir ay uygulanan KD’nin yaşlı farelerde spasyal belleği iyileştirdiği ancak 

işletim belleği ve dikkat gibi diğer kognitif fonksiyonlar üzerinde etkisi olmadığını 

bildirmiştir (161). Beckett ve arkadaşları, KD’nin AH modeli farelerde öğrenmeyi 

arttırdığını göstermiş ve KD’nin beynin enerji kaynağı olarak glukoz yerine keton 

cisimciklerinin kullanmasının kognitif fonksiyonları arttırdığını ileri sürmüştür (162). 

Qosa ve arkadaşları, AH fare modellerinde EVOO ve EVOO fenolik içeriklerinin 

ağızdan verilmesi Aβ birikimini ve tau nöropatolojilerini azalttığı ve bellek ve 

kognisyonu iyileştirdiği gösterilmiştir (36). Çalışmamızda Morris su tankı testinin ilk 

üç gününde platformu bulma süreleri KD ve G-Kontrol grubunda Kontrol grubuna 

göre azaldı. Deney prosedüründe uyguladığımız antibiyotik kokteylinin, sıçanların 

Morris su tankındaki performansı üzerindeki etkilerini inceleyen bazı çalışmalar rapor 

edilmiştir. Wang ve arkadaşları,  antibiyotik kokteyli uygulanan farelerde kontrole 

göre spasyal belleğin ve Morris su tankı performasının bozulduğunu belirtmiştir (163). 

Benzer şekilde, Fröhlich ve arkadaşları vankomisin, neomisin, metronidazol ve 

ampisilin içeren antibiyotik kokteylinin farelerde spasyal öğrenme ve belleği bozduğu 

gösterilmiştir (143). Benzer şekilde çalışmamızda da standart diyetle birlikte 

antibiyotik uygulanan yaşlı sıçanlarda ilk iki gün platformu bulma süreleri Kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında arttı. Antibiyotik uygulaması spasyal öğrenmeyi bozdu. 

Diğer yandan zeytinyağlı KD ile antibiyotik uygulanan KDAB grubu AB grubuna göre 

platformu bulma süreleri azaldı. Sonuçlar doğrultusunda antibiyotik kullanımı 

öğrenmeyi olumsuz yönde etkilerken KD ile antibiyotik uygulanması ise öğrenmeyi 

arttırdı. KD’nin bağırsak disbiyozi azaltması ya da yararlı bakteri sayısını artması 

sonucu kognitif fonksiyonları arttırmış olabilir. Beşinci gün bellek testinde ise hem 

diyet grupları ve hem de antibiyotik grupları arasında hedef kadran ve karşı kadran 

geçirilen süre bakımından anlamlı fark bulunmadı. Ancak, KD ve KDAB gruplarında 

karşı kadranda geçen süre Kontrol ve AB gruplarına göre azaldı. Kısacası, 

çalışmamızda KD’nin spasyal öğrenmeyi arttırdığını ancak spasyal bellek üzerinde 

etkisi olmadığını gözlemledik. Antibiyotik kullanımın ise öğrenmeyi bozduğu ancak 

zeytinyağlı KD ile uygulandığında öğrenme davranışında negatif bir etki 

oluşturmadığı bulunmuştur. Diğer çalışmalarla karşılaştırıldığında diyet içeriği ve 

süresi, antibiyotik kullanımı nedeniyle değişen bağırsak mikrobiyotası ve hayvan 



68 
 

modellerindeki farklılıklar nedeniyle spasyal bellek üzerinde etkisi görülmemiş 

olabilir. 

KD’nin anksiyete ve motor davranışı üzerinde iyileştirici etkisi olduğuna dair 

birçok çalışma rapor edilmiştir (164, 165).  Oral ya da içme suyuna verilen geniş 

spektrumlu antibiyotik tedavileri ile anksiyete benzeri davranışları indükleyen 

çalışmalar literatürde mevcuttur. Soto ve arkadaşları, bağırsak mikrobiyotasındaki 

değişikliklerin beyin insülin duyarlılığının düzenlenmesi yoluyla davranışları 

değiştirebileceğini rapor etmiştir (166). Oral metronidazol veya vankomisin ile tedavi 

edilen diyete bağlı obeziteye sahip farelerde beyin insülin sinyal duyarlılığında artış 

ve anksiyete ve depresyon belirtilerinde azalma gözlenmiştir (167). Antibiyotik 

kullanımı sonrası Lactobacillus ve Bifidobacterium gibi yararlı bakterilerin azalması 

anksiyete ve depresyon davranışını arttırdığı gözlemlenmiştir (167). Bazı araştırmalar, 

bağırsak mikrobiyotasındaki antibiyotik aracılı değişikliklerin hipokampal beyin 

kaynaklı nörotrofik faktörün (BDNF) azalmasının anksiyolitik etki ve kognitif 

fonksiyonlardaki azalma ilişkili olduğunu göstermiştir (168). 

Açık alan testi , deney hayvanlarında anksiyete benzeri davranışlar ve lokomotor 

aktiviteyi değerlendirmek için kullanılan testlerden biridir (169, 170). Bir diğer 

anksiyete testi ise geçerliliği kanıtlanmış olan korku temelli anksiyeteyi 

değerlendirmek için kullanılan yükseltilmiş artı labirent testidir (171). Çalışmamızda, 

KD ve antibiyotik uygulamasının anksiyete benzeri davranışlar ve lokomotor aktivite 

değerlendirilmiştir. Çalışmamızın açık alan testi sonuçlarında, G-Kontrol, Kontrol ve 

KD grupları arasında toplam katettiği mesafe açısından anlamlı bir fark görülmedi. 

KD’nin yaşlı sıçanlarda lokomotor aktiviteyi etkilemediği görülmüştür. Benzer şekilde 

hem orta alanda hem de kenarlarda geçirilen süre bakımından diyet grupları arasında 

anlamlı bir fark yoktu.  Bu nedenle, KD’nin yaşlı sıçanlardaki anksiyete üzerinde bir 

etkisi görülmemiştir. Antibiyotik grupları arasında toplam katedilen mesafe 

bakımından anlamlı fark görülmedi. Ancak KDAB grubu, AB grubuna göre açık 

alanın kenarlarında daha az thigmotaksis yaptı. Orta alanda geçirilen süre ise KDAB 

grubunda anlamlı olarak arttı.  

Çalışmamızın yükseltilmiş artı labirent testi sonuçlarında, G-Kontrol, Kontrol 

ve KD gruplarının açık kollar ve kapalı kollarda geçen süre bakımından aralarında 
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anlamlı bir fark bulunamamıştır. Ari ve arkadaşları çalışmamızdan farklı olarak, 

eksojen keton verilen sıçanlarda yükseltilmiş artı labirent testinde keton alan grupların 

kontrole göre açık kollarda daha fazla zaman harcarken kapalı kollarda geçirdiği 

sürenin azaldığını ve keton düzeylerinin artmasının anksiyeteyi azalttığını rapor 

etmiştir (172). Desbonnet ve arkadaşları, antibiyotik kokteyli ile bozulan bağırsak 

mikrobiyotasının yetişkin beyninde anksiyeteyi azalttığı ancak kognitif fonksiyonları 

bozduğunu bildirmiştir ve bu antibiyotik tedavisinin triptofan metabolik yolağının 

değişen dinamikleri, BDNF, oksitosin ve vazopressin ekspresyonunu önemli ölçüde 

azaltması ile ilişkili olduğunu öne sürmüştür (173). Ancak antibiyotik gruplarında 

KDAB grubunun açık kollarda geçirdiği süre AB grubuna göre anlamlı olarak 

artmıştır. Aynı şekilde labirentin kapalı kollarında geçen süre KDAB grubunda AB 

grubuna göre anlamlı derecede azalmıştır. Kısacası, KD’nin tek başına kognitif 

fonksiyonları arttırırken, anksiyete üzerinde etkisi olmadığı görülmüştür. Antibiyotik 

kullanımı kognitif fonksiyonları bozarken ve anksiyete üzerinde önemli bir etkisi 

olmadığı görüldü. Ancak değişen bağırsak mikrobiyotası nedeniyle KD antibiyotik 

kullanımın oluşturabileceği anksiyete benzeri davranışları ise azaltmıştır.  

Çalışmamızda zeytinyağlı KD’nin yaşlı sıçanların metabolizması üzerindeki 

etkilerini değerlendirmek için BHB , glukoz, kan lipit profili(TG, TC, HDL, LDL), 

AST ve ALT ve ürik asit seviyeleri ölçüldü. Çalışmamızda KD ile beslenen yaşlı 

sıçanlarda kan BHB düzeyleri, TK ve LDL seviyeleri Kontrol grubuna göre anlamlı 

olarak arttı. Glukoz, HDL, TG, AST ve ALT düzeyleri bakımından anlamlı bir fark 

bulunmamıştır. Roberts ve arkadaşları, geç orta yaşta başlanan KD’nin metabolizma 

üzerindeki etkilerini incelemek için dolaşımdaki metabolitlerini değerlendirmişler ve 

18 aylık farelerde TK seviyelerinin arttığı görülürken, 12 aylıkken başlanan KD’nin 

TK üzerinde bir etkisi olmadığını birleştirmişler (151). KD’nin total kolesterolü 

arttırması, anti-inflamatuar ilişkili HDL’deki artış nedeniyle olabileceğini öne 

sürmüşlerdir. KD, yaşlanmaya bağlı olarak TK düzeylerinin artışına neden olmuş 

olabilir (174). Yapılan bir çalışmada , farelerin EVOO tüketimi sonrasında 

Bacteroides cinsinin miktarı yükselmiş ve plazma trigliserit seviyeleri ile aralarında 

negatif korelasyon olduğu saptanmıştır (40). Bununla birlikte, Lachnospiraceae 

miktarı EVOO tüketimi ile artmış ve insanlardaki plazma HDL kolesterol ile 

aralarında pozitif korelasyon saptanmıştır (40). İnsan ve hayvan çalışmalarında, 
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probiyotik formda kullanılan EVOO’nun Lactobacillus miktarını arttırdığı ve plazma 

total kolesterol seviyelerini azalttığı görülmüştür (41). Bakteriler tarafından üretilen 

KZYA’lar EVOO tüketimi ile artar ve kan glukozu homeostazı üzerindeki töropatik 

etkilerini ortaya çıkarır. Çalışmamızda, 18 aylıkken başladığımız KD’nin total 

kolesterol seviyelerindeki artışın sebebi yaşlanmaya bağlı olarak gelişmiş olabilir. KD, 

vücuttaki yağ depolarının parçalanmasına ve serbest yağ asitlerinin artmasına neden 

olur. Bu durumda, karaciğerde LDL kolesterol üretimi artar ve kanda LDL kolesterol 

seviyeleri yükselebilir. Ziegler ve arkadaşları, çalışmamıza benzer şekilde 8 haftalık 

KD’nin 30 günlük Wistar sıçanlarda TG, LDL, HDL, TK, glukoz, ürik asit ve TG/HDL 

düzeyleri açısında kontrol diyete göre değişmediği ancak BHB düzeylerinin arttığını 

göstermiştir (175).  Benzer şekilde KDAB ve AB grupları arasında sadece BHB 

düzeyleri bakımından fark görülürken lipit profili, glukoz ve ürik asit bakımında 

gruplar arasında anlamlı fark bir yoktu. KDAB grubunda AB grubuna göre BHB 

düzeyleri anlamlı olarak arttı. Kısacası, antibiyotik uygulanan KD yaşlı sıçanlarda lipit 

profilini pozitif ya da negatif yönde bir etkisi olmadığını gözlemledik. 

Genç hayvanlarda AQP4 su kanalı, astrosit son ayağında eksprese olmaktadır ve 

periarteriyel akış yolakları boyunca BOS-ISF değişimini ve maddelerin ISF’den 

çıkışını kolaylaştırır (4). Yaşlılarda ise, AQP4 su kanalı astrositlerin sadece vasküler 

son ayağı ile sınırlı kalmayıp aynı zamanda parankimal astrosit süreçlerine de katılır. 

Bu yüzden, reaktif astrositlerde astrositik AQP4’ün vasküler polarizasyonu azalır. Bu 

nedenle, astrogliaların su taşıma fonksiyonunun bozulması glimfatik fonksiyonda 

azalmaya neden olur.  AQP4 genetik olarak silindiğinde BOS-ISF değişimini %65 

oranında bozar ve Aβ atılımını azaltır. Yaşlanma, NDH’ler için önemli bir risk 

faktörüdür. Yaşlanma sürecinde glimfatik sistemin disfonksiyonu, kognitif bozulmaya 

ve sinir sistemi hastalıklarına sebep olan yanlış oluşturulmuş ve hiperfosforile olmuş 

proteinlerin birikmesine neden olur. Anormal protein birikimi birçok NDH’de 

meydana gelir (4). Glimfatik sistemin bozulması astrositleri ve mikrogliaları aktive 

ederek inflamasyon gelişimine, motor ve kognitif bozukluklara neden olur (176). 

Hipokampüs öğrenme-bellek gibi kognitif fonksiyonlarla ilişkili beyin bölgesidir. 

Özellikle yaşlanma ve yaşa bağlı ortaya çıkan NDH’lerde hipokampüs hacminde bir 

azalma olduğu gösterilmiştir. Geçmişten günümüze kadar serebellumun sadece 

hareket koordine ettiği kabul edilirdi ancak günümüzde kognitif ve davranış 
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süreçlerinin düzenlenmesi dahil olmak üzere motor olmayan fonksiyonları sahip 

olduğu düşünülmektedir bu nedenle serebellumun AH gibi kognisyonu etkileyen 

nörodejeneratif koşullarda potansiyel bir rol olduğunu düşündürür (177). 

Çalışmamızda, KD ve G-Kontrol grubunun serebellumunda AQP4 seviyeleri 

Kontrole göre anlamlı bir şekilde azaldı. Benzer şekilde KD, hipokampüs AQP4 

seviyeleri Kontrol grubuna göre azalttı ancak anlamlı bir fark yoktu. Yaşlı sıçanlar 

genç sıçanlarla karşılaştırıldığında hem hipokampüs hem de serebellum AQP4 

seviyelerinde anlamlı bir fark olmasa da KD serebellumda G-Kontrol grubuna göre 

AQP4 seviyeleri azaldı. Genç ve yaşlı bağırsak mikrobiyotasının farklı olduğunu 

gösteren yayınlarda yararlı bakteri sayısının yaşlanmaya bağlı olarak azaldığı 

gösterilmiştir. KDAB grubunda ise hem hipokampüste hem de serebellumda AB 

grubuna göre anlamlı olarak azaldı.  

Son araştırılmalarda plazma Aβ1-42’nın AH’nin tanısında bir biyobelirteç 

olabileceği konusu hala tartışmalıdır. Ancak Shallie ve arkadaşları, AH modeli 

sıçanlarda kognitif gerileme ile plazma Aβ1-42’nın seviyesindeki artış arasında pozitif 

korelasyon olduğunu gösterdiler (178). Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, G-

Kontrol ve KD gruplarının hipokampüs ve serebellum Aβ1-42 seviyeleri anlamlı olarak 

azalırken serum Aβ1-42 seviyeleri açısından gruplar arasında anlamlı bir fark 

görülmemiştir. KDAB grubunun serum Aβ1-42 düzeyleri AB grubuna göre azalmıştır. 

KDAB ve AB grupları arasında hipokampüse ve serebellum Aβ1-42 düzeylerinde 

anlamlı bir fark bulunamamıştır. KD’yle antibiyotik tedavisi uygulandığında, bağırsak 

mikrobiyotasındaki disbiyoza karşı oluşturduğu yanıt kognitif gerilemeyi azaltmış 

olabilir. Plazma Aβ1-42 seviyelerindeki azalma kognitif gerilemenin bir biyobelirteci 

olabilir. 

AQP4, ilk olarak MSS’nde ve astrositlerde eksprese olmaktadır. Astrositlerin 

genellikle sinaptik plastisitede önemli bir rol oynadığına inanılmaktadır (179). 

AQP4’ün sinaptik plastisite, öğrenme ve bellek, kognitif fonksiyon üzerindeki etkileri 

yeni araştırılmaya başlandı. Hipokampüs, limbik sistemin önemli bir parçası olup bu 

bölgede AQP4’ün görevleri araştırılmaya devam etmektedir (179).  
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İmmunofloresan boyama sonuçlarında, hipokampüs AQP4 ortalama floresan 

yoğunluğu bakımından KD, Kontrol ve G-Kontrol arasında anlamlı bir fark yoktu 

ancak KD ve G-Kontrol grubunda AQP4 ortalama floresan yoğunluğu Kontrole göre 

kısmen azaldı. Benzer şekilde, KD ve G-Kontrol grubunda serebellum AQP4 ortalama 

floresan yoğunluğu Kontrol grubuna göre azaldı. Antibiyotik tedavisi alan KDAB 

grubunda ise AQP4 ortalama floresan yoğunluğu AB grubuna göre hem hipokampüste 

hem de serebellumda anlamlı olarak azaldı. Literatürde, KD’nin serebellumda ve 

hipokampüste AQP4 seviyeleri üzerindeki etkilerini inceleyen ilk araştırmadır. Bu 

sonuçlar doğrultusunda, KD inflamasyonu azaltarak AQP4 seviye ve ekspresyonunu 

azaltarak yaşlılığa bağlı olarak artabilecek reaktif astrogliozisin oluşumunu azaltmış 

olabilir. Bu nedenle kognitif fonksiyonu artırmış olabilir.  

Hücre iskeletini oluşturan proteinlerin biri olan GFAP, nörodejenerasyon ve 

beyin hasarları gibi birçok patolojik durumda ekspresyonundaki artış nedeniyle yaygın 

olarak kullanılan astroglial aktivasyon biyobelirtecidir (180). Bondan ve arkadaşları, 

yüksek kalorili diyete bağlı olarak hipokampal inflamasyonun ve GFAP düzeylerinin 

arttığını bunun kısa ve uzun süreli belleği bozduğunu bildirdiler (181). Serebellum ve 

hipokampüste reaktif astrositleri belirlemek için ortalama GFAP floresan 

yoğunluğunu inceledik. Çalışmamızda, KD ve G-Kontrol grubunda hipokampüs 

GFAP ortalama floresan yoğunluğu Kontrol grubuna göre azalırken, serebellum 

GFAP ortalama floresan yoğunluğu bakımından anlamlı bir fark yoktu. Benzer şekilde 

antibiyotik gruplarında hem hipokampüs hem de serebellum GFAP floresan 

yoğunluğu KDAB grubunda AB grubuna göre azaldı. KD, inflamasyona bağlı olarak 

artan GFAP düzeylerini azaltmış olabilir. 

Anestezi altında intrasisternal yolla sıçan beynine enjekte edilen FITC-dextran 

(500 kDa) moleküler ağırlığı büyük olan izleyici bir floresan maddedir. BOS izleyicisi 

floresan boyanın enjeksiyonundan sonra alınan beyin kesitleri floresan mikroskopla 

maddenin beyin korteksine penetrasyonunu değerlendirildi. G-Kontrol grubunda 

Kontrol grubuna göre anlamlı olarak arttı. KD grubu Kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında anlamlı bir artış vardı. Bu sonuçlarla KD glimfatik akışı arttırdığını 

söyleyebiliriz. Benzer şekilde, KDAB grubu AB grubu ile kıyaslandığında floresan 

madde penetrasyonunda anlamlı bir artış vardı. KD, bağırsak mikrobiyotasını 

koruyarak bu glimfatik sisteme pozitif etki sağlamış olabilir. KD, astrositik AQP4 
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polarizasyonunu pozitif yönde etkileyerek glimfatik fonksiyonu arttırmış olabilir. 

Floresan maddenin beyine penetrasyonunun artması glimfatik aktivitenin arttığını 

göstermektedir (94). Bu nedenle, zeytinyağlı KD’nin hem bağırsak disbiyozu 

engellediğini hem de glimfatik fonksiyonu arttırdığını ve buna bağlı olarak öğrenme 

süreçlerini pozitif yönde etkilediğini söyleyebiliriz. 

6 SONUÇ VE ÖNERİLER 

Çalışmamızda, zeytinyağlı ketojenik diyet ve standart diyetin yaşlı sıçanlarda 

AQP4 ilişkili glimfatik sistem, kognitif fonksiyonlar, davranış, kan biyokimyası 

değişimi üzerine etkilerini inceledik. Bu süreçte bağırsak mikrobiyotasının rolünü 

araştırmak için antibiyotik ile bağırsak disbiyoz oluşturduğumuz sıçanlarda 

zeytinyağlı ketojenik diyetin etkilerini de değerlendirdik. Bu çalışmada şu sonuçları 

elde ettik: 

Ketojenik diyet, kan BHB seviyelerini yükseltti. Kan lipit profilini ve glukoz 

düzeylerini önemli ölçüde değiştirmedi. Ketojenik diyet, standart diyete göre yaşlı 

sıçanların öğrenme ve bellek gibi fonksiyonları üzerinde olumlu etki oluşturdu. 

Antibiyotik kullanımı kognitif fonksiyonları bozdu ancak ketojenik diyet bu 

bozulmayı iyileştirdi. Benzer sonuçlar yaşlılarda anksiyete ve benzeri davranışlarda da 

standart diyete göre ketojenik diyetin az da olsa tedavi edici etkisi olduğunu gösterdi.  

AQP4 aracılı glimfatik sistemi değerlendirmek için serum Aβ1-42’i seviyeleri, 

serebellum ve hipokampüs Aβ1-42 ve AQP4 seviyeleri, AQP4 ve GFAP 

immunofloresan yoğunluğu değerlendirildi. Ketojenik diyet ve antibiyotik ile 

uygulanan ketojenik diyet, standart diyetle karşılaştırıldığında yaşlı sıçanlarda 

hipokampüs ve serebellum AQP4 seviyelerini ve immunofloresan yoğunluğunu ve 

GFAP immunofloresan yoğunluğu azaldı. Ketojenik diyet serum, hipokampüs ve 

serebellum Aβ1-42 seviyeleri azalttı. Benzer sonuçlar antibiyotik ile uygulanan 

ketojenik diyet serum, hipokampüs ve serebellum Aβ1-42 seviyeleri azalttı. Bu 

sonuçlar, ketojenik diyetin GFAP’ı azaltması bu bölgelerdeki inflamasyonun azalması 

ile ilişkili olabiliceğini düşündürmektedir. İnflamasyon artışına bağlı olarak reaktif 

astrositlerin azalması AQP4 seviyelerini azaltmış olabilir. Ketojenik diyet beyin 

bölgelerinde inflamasyonu azaltarak glimfatik akışı hızlandırmış böylece kognitif 
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fonksiyonları arttırmış olabilir. Uyguladığımız ketojenik diyetteki zeytinyağının 

prebiyotik ve antibakteriyel özelliği sayesinde bağırsak disbiyoz oluşumuna 

engellemesi veya yararlı bakteri sayısını arttırması kognitif fonksiyonları iyileştirmiş 

olabilir.  

Kısacası, ketojenik diyeti kognitif fonksiyonlarla ilişkili serebellum ve 

hipokampüs gibi beyin bölgelerinde AQP4 su kanalı seviyelerini azaltarak 

astrogliozise karşı glimfatik akışı hızlandırmış ve yaşlılarda kognitif fonksiyonlar 

üzerinde pozitif etki oluşturmuştur. Ketojenik diyet bu etkiyi bağırsak mikrobiyotasını 

ve kompozisyonunu değiştirerek yapmış olabilir.  

Çalışmamızda, zeytinyağlı ketojenik diyetin bağırsak mikrobiyotasını nasıl 

etkilediğini ve bağırsak mikrobiyotasındaki değişim ve hangi bakterilerin bu süreçte 

rol oynadığı değerlendirilememiştir ve beyin bölgelerinde inflamasyonuna 

bakılamamıştır. Ketojenik diyetin yaşlı sıçanlarda AQP4 aracılı glimfatik sistem 

üzerindeki etkisinde bağırsak mikrobiyotasının rolünün anlaşılması için daha fazla 

araştırma yapılmasına ihtiyaç duyulmaktadır. Ketojenik diyetin bu sistem üzerindeki 

etki mekanizmalarını araştırmak gelecekte oluşabilecek nörodejeneratif hastalıklara 

karşı koruyucu tedavi olarak kullanımına olanak sağlayacaktır. 
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