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ALUMINYUM KLORUR (AICL) iLE OLUSTURULAN DENEYSEL ALZHEIMER
HASTALIGI MODELINDE iRiSIN HORMONU DUZEYLERININ DiSi VE ERKEK
SICANLARDA ARASTIRILMASI

Yiiksek Lisans Tezi

Metehan SEN

OZET

Alzheimer hastaliginin patogenezinde yer alan onemli etkenler; bozulmus bir kan
beyin bariyeri, oksidatif stres ve bagisiklik sisteminin bozulmasidir. Irisinin oksidatif stresin
neden oldugu néronal hiicre hasarimi 6nledigi bilinmektedir. Irisin’in beynin prefrontal
korteksinde enerji metebolizmasini diizenleyerek anti-depresan benzeri etkiyi indiiklemede
onemli rolii oldugu belirtilmistir. Irisin’in, insiilin hormonunu yeniledigi ve pankreas beta

hiicrelerinin olusumu ile sayilarini arttirabildigi gorilmiistiir.

Bu calismada oksidatif stres ve inflamasyonla iliskili oldugu bilinen Alzheimer
hastaliginin irisin ile iligkisini ortaya koymak amaciyla disi ve erkek siganlarin serum ve
beyin dokusunda irisin, siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-PXx),
malondialdehit (MDA), protein karbonil (PC) vetimoér nekroz faktér alfa (TNF-a.)

diizeylerinin arastirilmasi amaglanmaistir.

Calismada Wistar-albino tiirii disi (kontrol grubu (n=10), sham grubu (n=10),
Alzheimer grubu (n=10)) ve erkek (kontrol grubu (n=10), sham grubu (n=10), Alzheimer
grubu (n=10)) siganlar kullanildi. Siganlarda Alzheimer hastaligi modeli aliiminyum kloriir
(AICI3) ile olusturuldu. Beyin dokusunda immiinohistokimyasal olarak irisin, amiloid-beta
protein (1-42) [AB (1-42)] diizeyleri incelendi. Hematoksilen-eozin ve kristal viyole

boyanarak beyin dokusunda hiicrelerdeki degisimler incelendi.

Serumda hem disi hem de erkek sicanlarin kontrol ve sham grubuna kiyasla Alzheimer
grubunda SOD (p<0,001) ve GSH-Px (p<0,001) seviyelerinde azalma, MDA (p<0,001) vePC
(p<0,001) seviyelerinde ise artig goriildi. Tiim deney gruplarinda disilerde serum SOD
seviyesi erkeklere gore daha yiiksek bulundu. Beyinde hem disi hem erkek siganlarin

Alzheimer grubunda diger gruplara kiyasla SOD (p<0,001) seviyelerinde azalma, MDA



(p<0,001), PC (p<0,001) ve GSH-Px (p<0,001) seviyelerinde ise artis goriildi. Tiim deney
gruplarinda disilerde beyin MDA seviyesi erkeklere gore diisitk bulundu. Tiim sicanlarin
serum ve beyin TNF-a seviyelerinin Alzheimer grubunda diger gruplara kiyasla arttig
goriildii. Ayrica disilerde serumda irisin hormunun kontrol ve sham grubuna kiyasla
Alzheimer grubunda arttig1 goriildi. Erkeklerde ise serum irisininin kontrol ve sham grubuna
kiyasla Alzheimer grubunda azaldigir goriildii. Alzheimer hastaliginda irisin hormonunun
etkin oldugu ayn1 zamanda disi ve erkek cinsiyetler arasinda 6nemli farkliliklarin oldugu

tespit edilmistir.
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INVESTIGATION OF IRISIN HORMONE LEVELS IN FEMALE AND MALE RATS
IN ALUMINUM CHLORIDE (AICI3)-INDUCED EXPERIMENTAL ALZHEIMER'S
DISEASE MODEL

Master Thesis

Metehan SEN

ABSTRACT

Important factors in the pathogenesis of Alzheimer's disease; oxidative stress is a
disturbed blood brain barrier, oxidative stress and immune system impairment. It is known
that iris prevents neuronal cell damage caused by oxidative stress. It has been stated that irisin
plays an important role in inducing an antidepressant-like effect by regulating energy
metabolism in the prefrontal cortex of the brain. It has been observed that irisin regenerates

the insulin hormone and can increase their number with the formation of pancreatic beta cells.

In our study, we measured the serum and brain levels of irisin, in order to reveal the
relation of Alzheimer's disease with irisin, tumor necrosis factor alpha (TNF-a), superoxide in
serum and brain. It was aimed to investigate the levels of dismutase (SOD), glutathione

peroxidase (GSH-Px), malondialdehyde (MDA), protein carbonyl (PC), irisin.

Wistar-albino type male (control group (n=10), sham group (n=10), Alzheimer group
(n=10)) and female (control group (n=10), sham group (n=10), Alzheimer group (n=10)) rats
were used in the study. Alzheimer's disease model in rats was created with aluminium
chloride (AICIs). Irisin, amyloid-beta protein (1-42) [AP (1-42)] levels were examined
immunohistochemically in the brain tissue. Haematoxylin-eosin and crystal violet staining

examined changes in the cells of the brain tissue.

In serum, all rats showed a decrease in SOD (p<0.001), GSH-Px (p<0.001) levels, and
an increase in MDA (p<0.001), PC (p<0.001) levels in the Alzheimer group compared to the
other groups. Serum SOD levels in females were higher than males in all experimental
groups.In all rats in the brain, a decrease in SOD (p<0.001) levels and an increase in MDA
(p<0.001), PC (p<0.001), GSH-Px (p<0.001) levels were observed in the Alzheimer group

compared to other groups. Brain MDA level was found to be lower in females than males in

v



all experimental groups.Increase in GSH-Px (p<0.05) levels in Alzheimer group compared to
other groups in all rats in pancreas, higher GSH-Px level in Alzheimer group compared
tomales in females (p<0.05),a decrease in SOD (p<0.05) level in females in the Alzheimer
group compared to other groups, in males PC (p<0.001) level increased in Alzheimer group
compared to other groups, a higher PC (p<0.05) level was found in males in the Alzheimer
group than in females. Serum, brain TNF-a. levels of all rats increased in the Alzheimer group
compared to the other groups, and pancreatic TNF-o. (p<0.05) levels were increased in the
Alzheimer group compared to the other groups. In addition, in serum, it was observed that the
hormone of irisin in females increased in the Alzheimer group compared to the control and
sham groups. In men, serum irisin decreased in the Alzheimer group compared to the control
and sham groups. It has been determined that the hormone irisin is effective in Alzheimer's
disease and that there are significant differences between the male and female genders.

Key Words : Alzheimer's disease, antioxidant, brain, gender, irisin.
Page Number: 82
Supervisor : Prof. Dr. Mehmet BOSNAK
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ABD
AP
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AICl;
AMP
APP
APOE
ATP
BNDF
BOS
Camp
EOAD
FNDC5
GSH-Px
HDL

HSL

IL-1p
LTP
LOAD
MSS
MCA
mMRNA

MDA

: Amerika Birlesik Devletleri

: Amiloid-Beta

. Alzheimer Hastalig1

> Aliminyum Klortir

: Adenozin Monofosfat

: Amiloid Oncii Protein

: Apolipoprotein-E

: Adenozin Trifosfat

: Beyinde Tiiretilmis Sinir Hiicresi Biiylime Faktorii
: Beyin Omurilik Sivist

- Siklik Adenozin Monofosfat

. Erken Baslangigli Alzheimer Hastaligi

: Fibronektin Tip III Alan1 Igeren Protein 5
: Glutatyon Peroksidaz

. Yiiksek Dansiteli Lipoprotein

: Hormona Duyarl Lipaz

: Interldkin

. Interlokin—1 beta

: Long Term Potentiation (Uzun Siireli Giiglendirme)
: Geg Baslangicli Alzheimer Hastaligi

: Merkezi Sinir Sistemi

: Orta Serebral Arter

: Mesajc1 Riboniikleik Asit

: Malondialdehit
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PC : Protein Karbonil
PGCl-a  : Peroksizom Cogaltici — Aktive Edilmis Reseptor gama koaktivator 1-alfa
PKA : Protein Kinaz A

PPAR-7vy : Peroksizom Cogaltic1 — Aktive Edilmis Reseptor — y

SOD > Stiperoksit Dismutaz
UCP1 : Uncoupling Proteinl; Ayirici Proteinl
TNF-a : Timor Nekroz Faktor — Alfa



1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastaliginin sebebi kesin olarak bilinmemekle beraber; ileri yas, kalitimsal
faktorler, beyin hiicrelerinin 6liimii, sinirsel iletimin bozulmasi ve gesitli zehirli maddelerin
hastaliga yol ag¢tig1 diisiiniilmektedir. Sinir hiicrelerinin ¢alisirken olusturduklar: beta-amiloid
ve tau gibi protein birikintilerinin beyinden temizlenememesi Alzheimer’in temel nedenleri
arasinda sayilmaktadir (1). Beyinde, detoksifiye edilemeyen bu protein birikintileri, sinir
hiicrelerinin kendi aralarinda iletim bozuklugu yasamasina neden olmakta ve beyinde sinir
hiicreleri arasindaki elektriksel baglantilart azaltarak Alzheimer’in belirtilerini ortaya
cikarmaktadir (2). Bu yiizden Alzheimer’in nedeni ve tedavisi i¢in yapilan ¢aligmalar, beyinde
bulunan protein birikintilerinin temizlenmesi {izerine yogunlasmaktadir. Ancak yaslanmanin
oldugu her bireyde bu tiir protein birikintileri goriilmedigi i¢in bu birikimin oldugu Alzheimer

hastalarinda bu durumun ortaya ¢ikis nedeni arastirilmaktadir.

Irisin ilk kez 2012 yilinda Bostrom ve arkadaslar1 tarafindan kesfedilmistir. irisin
olusumu temel olarak peroksizom g¢ogaltict — aktive edilmis reseptdr — y — koaktivator 1 — o
(peroxisome proliferator-activated receptor — y — coactivator 1 —a; PPAR—y — PGC1 — a) adli
bir gen tarafindan indiiklenmektedir. PPAR —y — PGC1 — a enerji harcamasina neden olur ve
kas tabakasinda egzersizle uyarilmaktadir. Egzersiz sonrasi kas hiicrelerinde FNDCS5
(fibronektin tip III alan1 igeren protein 5) geninin aktive oldugu; FNDCS5’in proteolizi sonucu
irisin olustugu ve dolasima salindig1 saptanmustir. Irisin’in ilk kez kas dokusundan izole
edilmis ve 12 kDa agirliginda, 112 amino asitten olusan glikoprotein yapili bir hormon oldugu
bulunmustur. Irisin beyaz yag dokusunu kahverengi yag dokusuna cevirerek enerji

harcanmasina neden olan termojenik bir protein olarak islev gérmektedir (3).

Irisin pek ¢ok dokuda sentezlenip salgilanmakla beraber en ¢ok iskelet kasi ve yag
dokusunundan sentezlenmektedir. Ayrica miyelin kilif, néral hiicreler, optik sinir ve punkinje
hiicrelerinin irisin sentezleyen diger dokular oldugu bilinmektedir (4). FNDC5'in, dayaniklilik
egzersiziyle farelerin hipokampusunda artti§1 gosterilmistir (5). Irisin, kan beyin bariyerini
gecebilmekte ve dayamiklilik egzersizi sirasinda beynin islevini korumak i¢in ndrokinin
hormonlar1 gibi davranabilmektedir (6). Irisin, MSS'deki metabolik cevaplari diizenleyerek
noral farklilagmaya katkida bulunmakta ve ilgili niikleuslardan kalbe gelen parasempatik
noronlarin noronal depolarizasyonunu tesvik ederek bradikardiye neden olmaktadir (7).

Alzheimer hastaliginda (AH) da beynin ¢esitli bolgelerinde beyinde tiiretilmis sinir hiicresi

1



biiyiime faktorii (Brain Derived Neurotrophic Factor; BDNF) gibi diger norotrofin
seviyelerinin de azaldig1 gosterilmistir. Yapilan bir ¢alismada, deneysel AH fare modelinde
FNDC5/irisin diizeylerinin hipokampus ve beyin omurilik sivisinda azaldigi gosterilmistir.
Ayni galismada, beyindeki irisin diizeyinin diismesinin uzun siireli giiglendirmeyi (long term

potentiation; LTP) ve yeni nesne tanima hafizasini bozdugu bildirilmistir (8).

Oksidatif stres, norodejeneratif hasarla ilerleyen Alzheimer hastaliginin patogenezinde
yer alan Onemli bir etkendir (9). Yapilan bir calismada orta serebellar artere kan akisi
durdurularak yapilan deneysel iskemik fare modelinde oksijen ve glikozdan yoksun birakilan
noron hiicrelerinde irisinin hiicre hasarini1 oOnledigi gosterilmistir. Ayni g¢aligmada irisin
tedavisinin beyin enfarktiisiinlin hacmini, noérolojik hasarlari, beyin 6demini ve viicut
agirhigindaki diistisii azalttigi da belirtilmistir (10). Ayrica, irisin’in beynin prefrontal
korteksinde enerji metebolizmasini diizenleyerek anti-depresan benzeri etkiyi indiiklemede

onemli rolii oldugu belirtilmistir (11).

Avrupa’da yapilan bir ¢alismada Alzheimer hastaliginin kadinlarda, erkeklerden daha
fazla oranda oldugu tespit edilmistir (12). Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde 65 yas {istli
insanlarin topluluga dayali iki calismasindan elde edilen verilerde Alzheimer insidansinin,
1000 kisi basma 15.05 (erkek, 13.0; kadm, 16.9) oldugu saptanmistir (13,14). Saglikl
insanlarin beyin omurilik sivisindaki (BOS) irisin diizeylerinde yasa bagli bir artis olmaktadir.
Insanlar iizerinde yapilan bir arastirmada; dolasimdaki plazma irisin diizeylerinin, saglikli

erkeklerde saglikli kadinlardakinden daha yiiksek oldugu belirlenmistir (15).

Bu calisma glikoz ve enerji metabolizmasinda 6nemli miyokinlerden olan irisinin,
aliminyum Kkloriir (AICl3) ile deneysel olarak olusturulmus Alzheimer hastalig1 sigan
modelinde; disi ve erkek siganlardaki doku ve serum diizeyleri ile oksidan/antioksidan
parametreler ve inflamatuar sitokinlerin beyindeki seviyelerinin tespit edilmesi ve Alzheimer
hastalig1 ile irisin diizeyi arasindaki iliskiyi cinsiyet farkliliklarini g6z oniine alarak fizyolojik,
biyokimyasal, histokimyasal, molekiiler ve immunohistokimyasal olarak ortaya koymak

amaciyla planlanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastahg:

Alzheimer hastaligi (AH); ilerleyici hafiza disfonksiyonu, oksidatif stres ve beyinde
amiloid beta (AP) birikimi ile olusan yashilik plaklarinin varligi ile karakterizedir. Alzheimer
patolojisine sebep olan A plaklari, p — ve y — sekretaz’lar tarafindan AP onciisii olan amiloid
prekiirsor proteinin (APP) proteolizi ve intrandronal amiloid plaklarin birikmesiyle olusur. Af
plaklar1 mikrogliozis, distrofik norit ve astrositik stireglere eslik eder. Alzheimer hastaliginin
patolojisinde amiloid plaklar, norofibril diiglimler ve norofibril iplikler goriilir (16).
Norofibril digiimler piramidal néronlarin perikaryal stoplazmasi i¢inde anormal tau
fosforilasyonu sonucu olusur. Alzheimer hastaligin primer patolojisini A plaklar1 birikimi ve

norofibril diiglimler gosterir (17).

M A A S
ST M A BEOPLS S5 S

Sekil 1. Alzheimer hastaligi olan bir hastanin temporal korteksinin mikrofotografi (modifiye
Bielschowski lekesi; orijinal biiyiitme, 40x). Cok sayidaki senil (noritik) plak (siyah ok) ve

ndrofibriler diiglimler (kirmiz1 ok) gosterilmistir (16).

Alzheimer hastaligi, diinya ¢apinda morbidite ve mortalitenin en 6nemli nedenlerinden

biridir (18). Alzheimer hastaligi'nin baglangic1 ve gelisimi genetik faktorler, mitokondriyal



disfonksiyon, oksidatif hasar, cevresel faktorler ve enerji metabolizmasi bozuklugu ile

iliskilidir (19, 20).

2.1.1. Alzheimer hastaliginin tarihcesi ve yayginligi

Alzheimer hastaligit 1906 yilinda Alois Alzheimer tarafindan bulunmustur. Alois
Alzheimer 55 yasinda 6len demans hastast Auguste D.’nin beyninde plaklarin ve fibrillerin
oldugunu gostermis ve demansta beklenmeyecek belirtiler olarak ortaya koymustur (21).

Hastaliga kidemli meslektasi Kraepelin (22) tarafindan Alzheimer’in ismi verilmistir.

Alzheimer hastaligi yasa bagimli olarak 2 sinifa ayrilir. Tiim vakalarin %1-5'ini
olusturan erken baslangicli AH (early onset Alzheimer disease, EOAD, baslangi¢c <65 yas) ve
%95'ini olusturan ge¢ baslangighi AH (late onset Alzheimer disease, LOAD, baslangi¢c > 65
yas) olarak simiflandirilir. EOAH ve LOAH olarak klinik anlamda tam olarak ayrim
yapilamazken EOAH daha hizli bir seyir izler (18).

Alzheimer hastalig1 goriilme siklig1 65 yasin tizerinde %5-11 iken bu oran 85 yas
tizerine ¢ikildik¢a %50’ye ulasmaktadir. Amerika’da 5 milyon, diinyada 47 milyon Alzheimer
hastas1 oldugu tahmin edilmektedir. Ulkemizde 2015 yilinda 600 bin Alzheimer tanih
hastasinin oldugu bilinmektedir (24).

Avrupada yapilan bir ¢alismada Alzheimer hastaliginin kadinlarda erkeklerden daha
fazla oranda oldugu tespit edilmistir (12). ABD’de 65 yas {istii insanlarda yapilan iki
caligmadan elde edilen verilerde Alzheimer insidansinin, 1000 kisi bagina 15.05 (erkek, 13.0;
kadin, 16.9) oldugu saptanmustir (13, 14).

2.1.2. Alzheimer hastalifinda rol oynayan etmenler

Alzheimer hastali§inda rol oynayan baslica etmenler yas, kadin cinsiyeti, diisiik egitim
seviyesi, genetik etkenler (APOE), major depresyon Oykiisiidiir. Biling kayipli kafa travmasi,
kiigiik kafa ¢evresi, hipotiroidi AH nin bazi risk faktorleridir. Diyabetli hastalarda Alzheimer
riski %65 daha fazladir (25).

Yapilan bir aragtirmada uyku problemi, kotii uyku kalitesi ve giindiiz siirekli uyuklama

halinin biligsel fonksiyonlara zarar verip AH riskini artirdigi gosterilmistir (23).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0896627306007239?via%3Dihub#bib2
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0896627306007239?via%3Dihub#bib74

2.1.3. Alzheimer hastaliginin patofizyolojisi

Alzheimer hastaligi patofizyolojisini olusturan 3 temel bilesen; B-amiloid plaklar,
norofibriller yumaklar ve noronal hiicre Sliimiidiir. Amiloid dongiisiiniin ilk ortaya ¢ikan
bileseni AP tiretimi ve plaklardir. Bir dizi eszamanli gergeklesen oksidasyon, eksitotoksisite,
inflamasyon ve tau proteini hiperfosforilasyonu ile devam eden bu siire¢ norotransmitter

yetmezligi ve tetiklenen apoptotik hiicre 6liimii ile sonuglanir (26).

Norofibriller ag ve amiloid plaklarin ilk olarak olfaktor bulbusda birikmeye basladigi
belirtilerek Alzheimer hastaliginda en erken belirtilerden birinin koku duyusunun bozulmasi

oldugu bulunmustur (27).

Alzheimer hastaliginin ayni zamanda beyinin iflamatuar cevabi oldugunu gosteren
bulgular da bulunmaktadir. Mikroglialardan olan astrositler inflamasyon sirasinda hipertrofiye
ugrayarak inflamasyonda gorev alirlar. Astrositler, TNF-a ve IL-1B gibi proinflamatuar
sitokinler salinmasim1 saglarken, ayn1 zamanda apolipoprotein E (APOE) {iretimini
gerceklestirir. Bu molekiiller, amiloid plakta fibrillenmeyi saglayarak amiloid plak

birikmesine neden olurlar. Amiloid plak birikimi ise néronal hasar1t meydana getirir (26).

2.2. Alzheimer Hastalig1 ve Egzersiz Arasindaki iliski

Egzersizin beyni 3 sekilde etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. Bunlar:

1. Vaskiiler fizyoloji,
2. Hipokampal hacim ve
3. Norogenez (28).

Beyin kan akimi biling diizeyi ile iliskili olup yaslanmayla azalmaktadir (28). Antrene
erkeklerde sedanterlere goére serebral kan (MCA, orta serebral arter) akist daha yiiksek
cikmustir (29). Bilissel olarak saglikli yetiskinlerde (57-75 yas) haftada 3 uygulama ve her
uygulama 1 saat olmak iizere aerobik egzersiz 12 hafta boyunca yaptirilmis ve egzersiz

grubunda 6n singulat bolgede daha yiiksek dinlenme kan akisi oldugu gdsterilmistir (30).

Hipokampal hacim artisginin bilissel islevsellik ile iligkili oldugu disiiniilmektedir.

Yiiksek seviyelerde aerobik kondisyonun, yasl insanlarda hipokampal hacim artisiyla ile



iligkili oldugunu ve bunun da daha iyi hafiza fonksiyonuna doniistiigli gosterilmistir (31).
Egzersizin yetigkin kemirgenlerin dentat girusundaki norogenezi artirdigi tespit edilmistir
(32).

Genetik Alzheimer riski tasiyan gruptan 26 orta yash 23’ olgun bireyin 26 hafta
boyunca haftada 3 seans, her seans 50 dakika iizere seans boyunca %70-80 kalp atis hizi
seviyesinde kosu bandinda yiiriiyiis egzersizi yaptirilmigtir. Alzheimer hastaligi riski tagiyan
bireylerde aerobik egzersizin beyin glikoz metabolizmasi {izerinde yararl etkiler gosterdigi

rapor edilmistir (33).

Biligsel bozuklugu olan ve olmayan yasli bireylerde en az 52 saat egzersiz
yapilmasinin bilissel diizeyi gelistirdigi bulunmustur. Bu egzersizler aerobik, direng, zihinsel

veya bunlarin kombinasyonu olabilir (34).

Calismalar hafif ve orta siddetteki fiziksel aktivitenin bile demans ve Alzheimer

hastalig1 riskini azaltabilecegini gostermektedir (35, 36).

2.3. Diyabet, Insiilin ve Alzheimer Hastahg

AH’de beyinde olusan insiilin eksikligi ve direncine dikkat ¢ekmek igin Tip 3 diyabet
terimi  kullanmilmaktadir. Insiilin; ndrotransmitter salimi ve sinaptik modiilasyon yaparak
O0grenme ve uzun siireli bellek etkileri olusturmaktadir. Alzheimer hastalifi otopsilerinde
beyinde insiilin hormonu miktarinin azaldig1r ve Alzheimer hastalig1 riskinin; insiilin direnci,

metabolik sendrom ve tip 2 diyabet hastalarinda iki kat arttig1 tespit edilmistir (37).

Insiilin; tirozin kinaz, fosfatidilinozitol-3-kinaz (akt-protein kinaz B) ve mitojen
(hiicrenin mitoz ile béliinmesine yol acan) ile aktiflesen protein kinaz reseptdrleri iizerinden
apopitoz inhibisyonu saglar. Insiilinin ayn1 zamanda kinaz sistemleri iizerinden N-metil-D-

aspartat kanalindan kalsiyum akisini artirarak bellek olusturma siirecine katki sagladigi rapor

edilmistir (38, 39).

Hafif ve orta duzeyde Alzheimer hastalarina 6zellikle APOE-g4 geni tasiyicilarinda
0,1mg insiilin intranazal olarak 21 giin boyunca her giin olmak sartiyla verildiginde sozel
hafizay1 artirmada tedavi olarak kullanilabilecegi; ayrica APOE-¢4 tastyicilarinda bu dozdan

daha fazla verilmesinin insulin direncine yol agabilecegi ifade edilmistir (40).



Insiilin, beyinde biiyiime faktdrii benzeri etki gosterdigi ve insiilin reseptdrlerinin
beyinde glikoz metabolizmasini diizenledigi; ayn1 zamanda néronal biiylimeyi destektedigi
bulunmustur. Beyindeki insiilin ve insiilin reseptér yogunluklarinin ise yaslanma ile iligkili

olarak azaldigi belirtilmistir (41).

2.4 irisin Hormonu

2012 yilinda Bostrom ve arkadaslar1 egzersiz yapildiginda, kisiyi metabolik
hastaliklardan koruyan ve egzersiz sonrasi iskelet kasindan salinan bir protein kesfetmiglerdir.
Bu bir membran proteini olup fibronektin tip III alani igeren protein 5 (fibronektin tip III
domain containing protein 5 (FNDC5)) olarak adlandirilmistir. Irisin bu proteinin proteolizi
sonucu meydana gelir. irisin beyaz adipoz dokuyu kahverengi adipoz dokuya cevirerek enefji
harcanmasina neden olan termojenik bir proteindir (3). FNDCS5 kas hiicrelerinin membraninda

bulunurken, irisin interseliiler alanda lokalize olmustur (42).

ENDC5 Irisin

IIT up>fauo.qiy

Hiicre ici

Sekil 2. FNDCS5 ve irisin’in kas memranindaki sekli (8).



2.4.1. irisin’in yapisi ve sentezlenmesi

Irisin; ilk kez kas dokudan izole edilmis, 12 kDa agirliginda 112 aminoasitten olusan
glikoprotein yapida bir hormondur. Irisin hormonunun yapisinin insan ve farelerde %100

benzer oldugu bildirilmistir (3).

Tablo 1. irisin sentezleyen baslica dokular; (4)

Iskelet kasi Ekrin ter bezi Optik sinir Miyelin kilif
Interkranial arterler Dil Rektum Overler
Noral hiicreler Yag dokusu Mide Tiikriik bezleri
Purkinje hiicreleri Bobrekler Kalp dokusu Testisler

Tablo 1°de goriildiigii gibi irisin pek ¢ok dokudan sentezlenmekle birlikte en ¢ok kas
dokusundan ardindan yag dokusundan sentezlenmektedir. Hem kas hem yag dokusundan
sentezlendigi i¢in hem miyokin ailesine hem de adiponektin ailesine kabul edilmektedir (3,4).
Ancak irisinin adipositlerden salgilanmasi iskelet kasindan salgilanmasindan daha azdir
(43,44). Insanda beyaz adipoz dokudaki irisin seviyesi, iskelet kasinda bulunan seviyenin

yalnizca %5'idir (45).

Irisin prekiirsérii olan FNDC5’in mRNA’s1, dokularda yiiksek konsantrasyondan
diistik konsantrasyona dogru su sekilde siralanmaktadir: Kas, rektum, perikardium,
intrakranial arter, kalp, dil, gbz siniri, beyin, over, over kanali, hipofiz, seminal vezikiil,
adrenal bez, 6zefagus, vena cava, bobrek, penis, retina, testis, liretra, karaciger, incebagirsak,

tonsil, tiroid, vajina (46).

Irisin olusumu temel olarak peroksizom ¢ogaltici — aktive edilmis reseptdr — 7y
(peroxisome proliferator-activated receptor — y; PPAR- y) — koaktivator 1 — a (PGC1 — a) adli
bir gen tarafindan indiiklenir. PPAR-y — PGCl-a enerji harcamasina neden olur ve kas
dokusunda egzersizle uyarilir. PGC1-a ekspresyonunun, bir membran proteini olan FNDC5'in

ekspresyonunda bir artis1 uyardigi gosterilmistir (3).

FNDC5, UCPI’in (uncoupling proteinl; termogenin, ayirici proteinl) mRNA
ekspresyonunu 7-1500 kez artirir. Artan UCP1 adenozin trifosfat (ATP) sentezini bloke
ederken 1s1 olusturarak enerji harcanmasina neden olur. Tiim bu verilerden anlasildig1 gibi,
kahverengi adipoz dokuda termogenezin aktiflesmesini FNDCS5 diizenler (3).
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2.4.2. irisin’in metabolik etkileri

Irisin prekiirsorii olan FNDC5’in asir1 salmimi; oksijen kullanimini, karbondioksit ve
1s1 {iretimini artirir. Irisin, enerji harcanmasini ve 1s1 ¢ikisini artirmak igin hiicre icinde iki yol

izler:

IIk yol; irisin hormonu reseptoriine baglandiginda, lipolizi aktive eden siklik adenozin
monofosfat (CAMP) — protein kinaz A (PKA) — hormona duyarli lipaz (HSL) / perilipin yolagi
aktive olur. Oncelikle hiicre membranindaki adenilat siklaz enzimi aktive olarak hiicre iginde
cAMP artisint gerceklestirir. Artan CAMP, protein kinazi aktive ederek hormona duyarh
lipazin aktive edilmesini saglar. Hormona duyarli lipazin aktive olmasi, yag yikimini ve enerji

harcamasini artirir (47).

FNDCS gen transferi — FNDCS —» lﬂsln

-Adenilat Siklaz Reseptor
i >
AMP ATP Nikleus
I 4
3 yog = '

Trigliserit

Adiposit Hﬂc'eﬂ— éozmzo S e

v
Glukoz/lipid metabolizmasinda ve insiilin direncinde
diizelme

Sekil 3. Irisin’in hiicre ici etkisi (47).

Ikinci yol ise; FNDC5 — irisin, adiposit hiicresinin ¢ekirdegini heniiz bilinmeyen bir
yol ile uyarir ve UCP1 ekspresyonunu artirir, UCP1’in artis1 ile beyaz yag dokusu kahverengi
yag dokusuna doniisiir. Kahverengi yag dokusuna doniisen hiicrenin mitokondri i¢ zarindaki

UCP1, oksidatif fosforilasyon sonucu mitokondri i¢ zarinda olusan proton artigini bozarak



mitokondri matriksine dogru proton kagisina neden olur. Bu durum ATP sentezini durdurur ve
bu proton kagisi sirasinda 1s1 iretilir. UCP1 ekspresyonunun artigiyla artan 1s1 {iretimi,
obezlerde ve insiilin direnci olan kisilerde glikoz / yag metabolizmasi agisindan enerji

harcamasini artirir (47).

2.4.3. irisin’in egzersizle iliskisi

Besse-Patin ve arkadaslarinin ¢alismalarinda, diyabet olmayan erkeklerin olusturdugu
bir gruba 10 hafta boyunca aerobik egzersiz yaptirarak egzersiz 6ncesi ve sonrast kan ve kas
biyopsi 6rneklerini incelemisler ve egzersiz sonrasi dolasimdaki irisin diizeyinin iki katina

ciktigini bildirmislerdir (48).

Insanlarin bazal irisin seviyelerindeki farkliliklara ragmen, egzersize bagl irisin
sekresyonu yas veya zindelik seviyesinden bagimsizdir. Artan irisin miktari, AMP kinaz
aktivasyonu ile dogrudan kas metabolizmasini diizenleyebilir. Dolagimdaki irisinin yiiksek
yogunluklu aralikli egzersizden hemen sonra arttig1 ve ardindan 1 saat sonra normal seviyeye

geri dondiigii tesbit edilmistir (49).

Wiecek ve arkadaslar1 akut anaerobik egzersizin kan irisin konsantrasyonuna etkisini
incelemek icin 10 erkek ve 10 kadina 20sn.’lik bisiklet hareketi yaptirmislardir. Kadinlarda
kan irisin konsantrasyonu egzersizden 15, 30 ve 60 dakika sonra oOlgiilmiis ve egzersiz
oncesine gore anlamli derecede yiliksek bulunmustur. Ancak erkeklerde irisin

konsantrasyonunun degistigi gézlemlenmemistir (50).

Brailoiu ve arkadaslari, irisin’in ilgili ¢ekirdeklerden kalbe gelen parasempatik
noronlarin noéronal depolarizasyonunu tesvik ederek bradikardiye neden oldugunu
soylemislerdir (7). FNDC5'in, dayaniklilik egzersiziyle, farelerin hipokampusunda arttigi
gosterilmistir (5). Irisin’in, farelerde ve insanlarda egzersiz ile indiiklendigi ve kanda hafifce
artan irisin seviyelerinin, farelerde hareket veya yiyecek aliminda herhangi bir degisiklik

olmadan, enerji harcamalarinda bir artisa neden oldugu rapor edilmistir (3).
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Sekil 4. Egzersizin enerji tiiketimini artirdigin1 gosteren FNDC5 ve irisin yolu (51).

Bostrom ve arkadaslar fareleri 3 hafta boyunca her giin serbest tekerlek egzersizine
maruz birakmis egzersizden sonra kontrol grubuyla plazma irisin  diizeylerini
karsilastirdiklarinda kontrol grubuna gore egzersiz grubunda plazma irisin diizeylerinin %65
oraninda artigimi goézlemlemislerdir. Ayni g¢alismada 10 haftalik denetimli dayaniklilik
egzersizi egitimine tabi tutulan saglikli yetiskin insanlarda yapilan benzer analizler, plazma

irisin seviyelerinde, egzersiz yapmayan duruma gore 2 kat artis gostermistir (3).

2.4.4., irisin’in diabetes mellitus ile iliskisi

Mevcut calismalar, irisin’in insiilini yenileyici bir hormon oldugunu ve spesifik olarak
farelerde beta hiicrelerinin olusumunu hizlandirabilecegi ve sayisint arttirabilecegini
gostermistir (52,53). Bircok deneysel calisma, irisinin, pankreas beta hiicreleri lizerinde hiicre
olimiinii engelleyici (anti-apoptotik) etkilere sahip oldugunu ve beta hiicre ¢ogalmasini,
insiilin biyosentezini ve salgilanmasini uyardigint kanitlamistir. Ayrica, dolasimdaki irisin

seviyesinin, glikoz toleransini iyilestirdigi ve insiilin direncini azalttig1 gosterilmistir (54, 55).
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Irisin’in, iskelet kas1 ve kalpte glikoz alimim tesvik ederek, hepatik glikoz ve lipit
metabolizmasini gelistirerek ve pankreatik  hiicrelerinin fonksiyonunu tesvik ederek insiilin
direncinde ve tip 2 diyabette metabolik diizensizliklerin azaltilmasinda etkili bir tedavi

stratejisi olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir (56).

2.4.5, irisin’in Alzheimer hastahgi ile iliskisi

Irisin’in &nciilii olan FNDC5'in glia (6rnegin astrositler ve mikroglia) ve gesitli beyin

bolgelerindeki néronlarda yiiksek oranda eksprese edildigi bilinmektedir (57, 58).

Irisin kas dokusunda sentezlendigi ve serebellar Purkinje hiicrelerinde ve hiicreler

arasi sinir uclarinda bulundugu belirlenmistir (59.4).

Miyokinlerden irisin, kan beyin bariyerini gecebilir ve dayaniklilik egzersizi sirasinda
beyin islevini korumak i¢in bir ndrokinin gibi davranabilir. Kantitatif kiitle spektrometresi ile
insan beyin omurilik sivisinda irisin varligi tanimlanmistir. Bununla birlikte, kandan beyin

omurilik sivisina tasinma mekanizmasi bilinmemektedir (60).

Zhang ve arkadaglar1 (61) yaptiklar1 calismada, siganlara intraserebroventrikiiler olarak
irisin enjekte ettiklerinde, siganlarin lokomotor aktivitesinin arttigini gozlemlemislerdir.
Ayrica, fiziksel aktivitenin irisin araciliiyla metabolik aktiviteyi ve lokomosyonu koordine
edebilmek i¢in merkezi sinir sistemine sinyal yolladigin1 ve irisin’in, MSS'deki metabolik
cevaplar1 diizenleyerek noéral farklilasmaya katkida bulundugunu gostermislerdir (61).
Irisin’in, prefrontal kortekste enerji metabolizmasmin diizenlenmesi yoluyla antidepresan

benzeri etkiler yaptig1 da rapor edilmistir (63).

Irisin’in, beyin kaynakl1 ndrotrofik faktoriin (BDNF) iiretimini diizenleyerek dgrenme
ve hafiza islevini gelistirdigini gosteren bir¢ok kaynak mevcuttur. BDNF beyinde yaygin
olarak bulunan bir nérotrofindir ve sinaptik fonksiyonlarda ve ndronlarin hayatta kalmasinda
kritik rol oynadigi bilinmektedir (62). BDNF, LTP (long term potentiation; uzun siireli
giiclendirme)'yi uyarir ve sinaptik baglantilarin giiclinii arttirir (64). BNDF; amigdala,

prefrontal korteks ve hipokampustaki sinaptik plastisite ve ndrogenezi modiile eder (65).

[risin, BDNF fiiretiminde artis1 saglayan ve iiretimi tekikleyen bir aracidir. FNDC5
ekspresyonunun kortikal néronda siRNA (silencing RNA; susturucu RNA) kullanilarak

yonlendirilmesinin BDNF ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (65, 66). Egzersizde, irisin
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salimmin artmasi, noéronlarda BDNF {iretiminin artmasma neden olur. Irisin’in terapétik
belirtileri, hastalik durumlarinda néron koruyucu olarak ya da yaslt populasyonda idrakin

iyilestirilmesi i¢in verilen bir polipeptid ilag olarak gelistirilebilecegi bildirilmistir (66).

Moon ve arkadaslar1 (67) hipokampal noérogenezin doza bagimli olarak irisin
tarafindan diizenlendigini gostermistir. Bu arastirmada fizyolojik irisin konsantrasyonlar1 (5-
10 nmol/L) fare H19-7 hipokampal ndronal hiicre gogalmasi iizerine herhangi bir etki
yapmazken, farmakolojik konsantrasyonlarda (50-100 nmol/L) hiicre gogalmasini arttirdigi

saptanmustir (67).

Deneysel AH fare modelinde FNDC5/irisin diizeylerinin hipokampus ve beyin
omurilik sivisinda azaldigi gosterilmistir. Ayrica, beyindeki irisin diizeyideki azalmanin LTP

ve yeni nesne tanima hafizasini bozdugu bildirilmistir (8).

2.4.6. Irisin’in cinsivet ile iliskisi

Insanlar iizerinde yapilan bir arastirmada; dolasimdaki plazma irisin diizeylerinin,
sagliklh erkeklerde saglikli kadinlardakinden daha yiiksek oldugu belirlenmistir (15). Yagsiz
viicut kitlesine gore diisiiniildiigiinde dolasimdaki irisin seviyesi kadinlarda erkeklere gore
daha yiiksek bulunmustur. Ancak irisin seviyesinini belirlemede cinsiyetten ziyade yagsiz
viicut kitlesinin etkili oldugu ileri siiriilmistiir (68). Cinsiyet ile irisin diizeyleri arasindaki
iliskiye bakilacak olursa yapilan ¢aligmalarda ¢eliskili sonuglar oldugu goriilmektedir. Lopez-
Legarrea ve arkadaslar1 (69) ile Bliiher ve arkadaslar1 (70) yaptiklar1 ¢caligmalarda cinsiyet ile
irisin arasinda bir iliski olmadigim1 belirtirken; Al-Daghri ve arkadaglari (71) yaptiklari
calismada, disilerde serum irisin diizeylerinin erkeklerden daha yiiksek oldugunu ileri

stirmuslerdir.

13



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari ve Uygulanan Prosediirler

Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (KSU
HADYEK) tarafindan onaylanan (Ek-1) mevcut calismada toplam 60 adet (denek sayilari
literatlir taramasina gore belirlendi), 200-250 gr agirhiginda 12-16 haftalik Wistar-albino tiirii
disi sicanlar ile 300-350 gr agirliginda 12-16 haftalik Wistar-albino tiirii erkek si¢anlar
kullanildi. Hayvanlar her grupta on tane olmak sartiyla rastgele alt1 esit gruba boliindii. Deney
hayvanlari, Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama

Birimi’nden (KSU DETAB) temin edildi ve deney protokolii de ayni1 yerde gergeklestirildi.

Grup | Erkek Kontrol grubu (n=10),
Grup Il Erkek Sham grubu (n=10)
Grup 111 Erkek Alzheimer grubu (n=10)
Grup IV Disi Kontrol grubu (n=10),
Grup V Disi Sham grubu (n=10)

Grup VI Disi Alzheimer grubu (n=10)

o g~ w N E

Calismamizdaki hayvanlar sessiz, stressiz, 12 saat karanlik/aydinlik dongiisiinde, 1s1 ve
nemi standardize edilmis (22 + 3°C, %62 = 7 nem orani), 5 kisilik gruplar halinde icerisinde
su ve yiyecege serbest erisim olan kafeslerde ve havalandirilan odalarda muhafaza edildi.
Hayvanlarin agirliklarima goére madde uygulamasit yapildigindan hayvanlarin  ayirt
edilebilmesi i¢in kuyruklar1 boyanarak isaretlendi. Calisma siiresince hayvanlara su ya da yem
kisitlamast yapilmadi. Hayvanlara yapilan madde uygulamalar1 sirkadiyen ritime uygun
olarak her giin ayni zaman diliminde yapildi. Hayvanlarin agirlik degisimleri deneyin

baglangicinda, her hafta baginda ve sonunda olmak tizere 6lgiilerek takip edildi.

Irisin’in hem beyin ve beyinle iliskili yapilarda hem de nérolojik bir rahatsizlik olan
Alzheimer hastaliginda muhtemel koruyucu etkilerinin aragtirilmasi i¢in deneysel Alzheimer
hastaligi modeli olusturuldu. Bunun i¢in noéral hasara neden olan aliiminyum kloriir (AlCl3)
(sigma-Aldrich) toksik maddesi kullanildi. Bu Alzheimer modeli, 45 giin siireyle
intraperitoneal yolla (40 mg/kg/giin/ip) fizyolojik serumda ¢oziilmiis AICl3 enjeksiyonu ile

meydana getirildi (72). Giinliik olarak hazirlanan ¢ozeltiler enjeksiyon yapilincaya kadar
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+4°C sicaklikta hava ile temasi kesilerek korundu. Cozeltiler deney sirasinda oda sicakligina
getirilerek insiilin ignesi yardimiyla enjekte edildi. Enjeksiyon yapilan bolgenin irrite

olmamasi i¢in enjeksiyon yapilan bolge her giin degistirildi.

Kontrol gruplari deney sonlanana kadar herhangi bir isleme tabi tutulmamigken, sham
gruplarina enjeksiyonun ve stres faktoriiniin deneyde nasil bir etki olusturdugunun anlasilmasi
icin Alzheimer grubuna yapilan miidahalenin aynisi yapildi, ancak aliiminyum kloriir yerine

serum fizyolojik kullanild.

Alzheimer modelleri olusturulduktan sonraki giin (46.giin) kontrol, sham ve patolojik
gruplardaki hayvanlar ketamin-ksilazin (50/10 mg/kg) anestezisi altinda intrakardiyak kanlar
alindiktan sonra eksanguinasyon ve servikal dislokasyon yolu ile deney sonlandirildi.

Sekil 5. Alzheimer grubundan alinan beyin dokusu

Her bir hayvanmn tiim beyin dokusunun diseksiyonu yapilarak sivi azota tankina
aktarildi. Doku homojenatindan bakilacak parametreler Kahramanmaras Siitgii Imam
Universitesi Biyoteknoloji Arastirma Merkezi (KSUBAM)’ne gétiiriilerek -80°C’lik derin
dondurucuda (Sanyo MDF-U6086) saklandi. Histolojik inceleme igin ayrilan dokular ise
%210'luk formaldehitte tespit edildi. Deney sonlandirma asamasinda intrakardiyak

eksanguinasyon metodu ile tlim hayvanlarin kanlar1 hem plazma hem de serum c¢aligmalar:
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icin EDTA’l1 tiipler ve kuru tiiplere alindi ve santrifiij isleminden sonra biyokimyasal

analizleri yapildi.

3.2. Biyokimyasal Analizler

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) test metodu ve spektrofotometrik
yontemler ile oksidatif stres, antioksidan aktivite, protein, antikor seviyeleri ile pro ve anti-

inflamatuar parametrelerin tespiti:

Asagida isimleri verilen kitler ticari olarak temin edildikten sonra {iretici firmanin
prosediirii dogrultusunda ¢alismalar gerceklestirildi. Ardindan primer antikorlar ve
horseradish peroksidaz (HRP) konjugatlar kullanilarak elde edilen renk degisiklikleri 450/630

nm dalga boyunda spektrofotometre ile 6l¢iildii.

Malondialdehit (MDA) reaktif oksijen tiirleri, glutatyon peroksidaz (GSH-PX),
stiperoksit dismutaz (SOD), protein karbonil (PC) enzim seviyeleri, spektrofotometrik metot
ile; irisin ve timor nekroz faktor — alfa (TNF-a) seviyeleri ELISA yontemi ile hem kan
serumu hem de beyin doku homojenatinda bakildi. Beta-amiloid-42 (AB42) antikor seviyeleri
immunohistokimyasal olarak tiim beyin dokusunda analiz edildi. Histopatolojik olarak

hematoksilen-eozin ve crystal violet boyamalar1 yapildi ve patolojik yapilar tespit edildi.

3.2.1. Dokularin homojenizasyonu

Alman beyin dokusu yas agirliklar: tartildi. Dokular izotonik tuzlu su ¢ozeltisiyle
yikandiktan sonra kiyilmistir. Buz tlizerinde %1.15 potasyum kloriir (KCI), 0.01 M fosfat
tamponlu tuz soliisyonu (PBS) (pH 7.4) igeren tampon ¢ozeltisi igerisinde mekanik
homojenizator ile homojenize edildi. 2000-3000 RPM hizla yaklagik 20 dakika santrifiij
edildi. Santrifiijden sonra elde edilen siipernatanlar analiz yapilincaya kadar -80°C da

saklandi.

3.2.2. Doku ve serum irisin diizeyinin 6lciimii

Doku ve serum irisin miktarinin belirlenmesinde Bt lab marka (Katolog No: E6281Ra)
sayisal sandvig enzim immunoassay teknigi kullanildi. Irisin analizi, sicanlardan elde edilen
serum ve doku orneklerinde, ELISA yontemiyle iiretici firmanin direktifleri dogrultusunda

calisildi. Analiz basamaklar1 asagidaki sekilde yapildi:
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Kullanilmadan once tiim reaktifler oda sicakligina getirildi ve deney oda sicakliginda
gerceklestirildi. Standart kuyucuga 50ul standart eklendi. Ornek kuyucuklara 40pl numune
eklendi, sonra numune kuyucuklarma 10ul anti-irisin antikoru eklendikten, sonra numune
kuyucuklarma ve standart kuyucuklara 50ul streptavidin-HRP eklendi. lyice karistirldiktan
sonra plaka sizdirmaz bir madde ile kapatilip 37°C'de 60 dakika inkiibe edildi. Sizdirmazlik
saglayan madde cikarildiktan sonra plaka 5 kez yikama tamponu ile yikandi. Her yikama i¢in
30 sn ile 1 dk arast en az 0,35 ml yikama tamponu kuyucuklarda bekletilerek yikama
sonrasinda plaka kagit havlu veya baska bir malzeme ile kurulandi. Her kuyucuga 50ul
substrat soliisyonu-A eklendikten sonra her kuyucuga 50ul substrat soliisyonu-B eklendi.
Tekrardan sizdirmazlik maddesiyle kapli plaka karanlikta 37°C'de 10 dakika inkiibe
edildi.Her kuyucuga 50ul durdurma soliisyonu eklendi ve mavi rengin hemen sariya
dontstiigii goézlemlendi. Durdurma c¢ozeltisi eklendikten sonraki 10dk i¢inde 450nm
mikroplate okuyucuda her kuyucugun optik yogunlugu hemen okundu ve sonuglar ng/ml
olarak elde edilerek veriler kaydedildi.

3.2.3. Doku ve serum TNF-o diizeyinin élciimii

Serum TNF-a (Timor nekroz faktorii-o) miktarmin belirlenmesinde, Bt lab marka
(Katalog No:C1QTNF15) sayisal sandvi¢ enzim immunoassay teknigi kullanildi. Tiim
reaktifler, standart ¢ozeltiler ve ornekler talimatlara gére hazirlandi. Kullanilmadan 6nce tiim
reaktifler oda sicakligina getirildi. Deney, oda sicakliginda gerceklestirildi.Standart kuyucuga
50ul standart eklendi. Ornek kuyucuklarina 40ul numune eklendikten sonra numune
kuyucuklarma 10ul anti-C1QTNF15 antikoru eklendi. Daha sonra numune kuyucuklarina ve
standart kuyucuklara 50ul streptavidin-HRP eklenerek iyice karistirildi. Plaka bir sizdirmaz
madde ile kapatildi. 37°C'de 60 dakika inkiibe edildi. Sizdirmazlik ¢ikarildi ve plaka 5 kez
yikama tamponu ile yikandi. Her yikama i¢in en az 0.35 ml yikama tamponu kullanildi ve 30
saniye ila 1 dakika arasinda kuyucuklarda bekletildi. Plaka, kagit havlu veya baska bir emici
malzemeyle kurulandi. Her kuyucuga 50ul substrat soliisyonu-A ve sonra her kuyucuga 50ul
substrat sollisyonu-B eklendi. Yeni bir sizdirmazlik maddesi ile kapli plaka karanlikta 37°C'de
10 dakika inkiibe edildi. Her kuyucuga 50ul durdurma soliisyonu eklenerek mavi rengin
hemen sariya doniistiigli gozlemlendi. Durdurma c¢ozeltisi eklendikten 10dk ig¢inde 450nm

mikroplate okuyucuda her kuyucugun optik yogunlugu hemen okundu ve sonuglar ng/ml
olarak kaydedildi.
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3.2.4. Suiperoksit dismutaz (SOD) aktivite tayini

Stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin belirlenmesinde, Sun ve arkadaglarinin (103)
yontemi ile Durak ve arkadaglarimin (104) yaptigi modifikasyon kullanildi. Eger ortamda
SOD yoksa mavi-mor renk olusmaktadir. Ortamda SOD varsa mavi-mor renk agiga

cikmamakta ve enzim miktar ve aktivitesine bagli olarak farkli tonlarda renk olugmaktadir.
Bu amagla kullanilan kimyasallar sunlardir:

1. 400 ml ksantin (18.26 mg),

2. 200 ml EDTA (50 mg),

3. 120 ml Na,COs (5.08 gr)
Yontem ise su sekildedir:

Deney tiiplerine dncelikle 2,85 ml SOD reaktifi konuldu. Uzerlerine 0.1 ml numune
ekstraktlarindan eklendi. Kor tlipiine ekstrat yerine 0.1 ml distile su konuldu. Sonra tiim
karisimlarin {izerine 0,05 mltaze hazirlanmig Xantine-oksidaz ilave edilip hizli bir sekilde
altiist edilerek karistirildi ve 25°C’de 20 dakika inkiibasyona alindi. Inkiibasyon sonrasi
tiiplere bekletilmeden durdurma soliisyonu olarak 0.1 ml CuCl; eklendi ve numunelerin kore

kars1 560 nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii.

3.2.5. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) diizeyinin tayini

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi Paglia ve Valentine (105)’in yontemine
gore tayin edildi. Bu yonteme gore; rediikte glutatyonun (GSH), okside glutatyona (GSSG)
yikseltgenmesi GSH-Px katalizorliiginde ve hidrojen peroksit (H202) varliginda
gerceklestirildi. Reaksiyon sonunda olusan GSSG’nin, GSH’a indirgenmesi glutatyon
rediiktaz ve NADPH’mn yardimi ile olmaktadir. GSH-Px aktivitesi; NADPH i hidrojenini
kaybetmesi ile NADP’ye yiikseltgenmesi sirasinda azalan absorbans degerinin 340 nm’de

spektrofotometrede okunmasiyla belirlenmektedir.

Yontem ise su sekildedir:
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Cam deney tiiplerine 2.65 ml EDTA’l1 fosfat tamponu, 0.1 ml rediikte GSH, 0.1 ml
NADPH, 0.01 ml GSH rediiktaz, 0.01 ml NaN3 konduktan sonra 0.02 ml numune eklenerek
30 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan 0.1 ml H20, eklenen tiiplerin
spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda 0. ve 90. saniyedeki absorbans degerleri 6lgiilerek
kaydedildi.

Hesaplama: GSH-Px (U/L): [(AA/t) / 6.22x1076] x (1/0.02)

3.2.6. N-Butanol ekstraksiyonu ile malondialdehit MDA diizeylerinin tayini

Lipid peroksidasyonunun (LPO) son firiinii olan MDA 95°C’de tiyobarbitiirik asit
(TBA) ile reaksiyona girerek pembe renkli kromojen olusturur. MDA tayini, olusan bu

kromojenin 537 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6lgiimii ile yapilmaktadir.

Yontem ise su sekildedir:

Kapakli cam deney tiiplerine 1,5 ml %0.1 lik fosforik asit, 0.5 ml %0.6’lik TBA (0.6
gr TBA nin 100 ml %1 lik fosforik asitte ¢ozdiiriilmesi ile hazirlandi) konulmasinin ardindan
iizerlerine 0.25 ml numune ilave edilerek calkalayici ile karistirildi. islem sonrasinda tiiplerin
agizlar1 kapatilarak 95°C de 45 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda tiiplerde
pembe-kirmizi renk olusumu goézlendi. Tiipler soguk su altinda sogutularak her tiipe 2 ml n-
butanol eklendi ve 5 dakika boyunca vorteksle karistirildi. Vorteksleme islemi sonrasinda
numuneler 1500 rpm de 10 dakika santrifiij edildi. Tiiplerde iistte kalan siipernatantlar (n-
butanol fazi) temiz tiiplere alindi. Kor tiipiine numune yerine 1 ml n-butanol konuldu (Kor
AD: 0.036) ve 537 nm dalga boyunda kore karst numunelerin MDA tayinleri yapildi (MDA
tayinleri yapilirken spektrofotometrenin kuartz kaplari her numune 6l¢iim 6ncesi butanol ile

yikandi).

3.2.7. Protein karbonil (PC) seviyesinin belirlenmesi

Oksidatif stresin gostergesi olan protein karbonil seviyesi daha once gergeklestirilen
prosediire gore Olciildii (78, 79). Bu yonteme gore protein karbonil gruplari, proteinlerin
karbonil gruplarinin 2,4 dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile reaksiyonu sonucunda hidrazin
olusmas1 temel alinarak 370 nm dalga boyunda ve toplam protein miktar1 280 nm dalga

boyunda spektrofotometrik olarak dl¢iilmesi esasina dayanmaktadir.
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Deneyin yapilisi ise su sekilde gerceklestirildi: DNPH’11 ve DNPH’s1z olarak iki tane
cam deney tiipii PC igerigini 6lgmek i¢in alindi. 0.5 ml doku homojenat iki tiipe de eklendi ve
sonrasinda 2 ml HC1 DNPH’siz tiipe koyuldu, 2 ml DNPH da DNPH’11 tiipe koyuldu. Tiipler
karistirma islemi igin vortekste 15 dakikada bir karistirildiktan sonra 1 saat kadar oda
sicakliginda bekletildi. 2.5 ml %20’ lik TCA iki tiipe de eklendi ve tiipler 5 dakika kadar
12000 RPM’de santrifiij edilerek elde edilen siipernatant atildi ve ¢aligmaya pelletle devam
edildi. Daha sonra tiiplere 2 ml kadar %10’ luk TCA koyuldu ve tiipler 5 dakika kadar 12000
RPM’de santrifiij edilerek aymi sekilde siipernatant uzaklastirilarak calismaya pelletle devam
edildi. Tiplere 2 ml Ethanol/Etil asetat [1:1 (v/v)] koyuldu ve tiipler 5 dakika kadar 12000
RPM’de santrifiij edildi gene ayni sekilde siipernatant uzaklastirildi ve galismaya pelletle
devam edilerek bu islem {i¢ kez tekrar edildi. Tiiplere 1 ml Guanidin-HCI [20mM Dipotasyum
Fosfat (KH2PO4) tamponunda hazirlandi, pH=2.3] koyuldu ve vortekste 10 dakika kadar
karistirildiktan bir siire kadar 6rneklerin ¢6ziinmesi i¢in bekletildi. Guanidin-HCI’ye kars1
orneklerin absorbanslari 280 nm dalga boyunda ve 370 nm dalga boyunda o6l¢iilerek veriler

kaydedildi.

3.3. Histolojik Cahsmalar

3.3.1. Isik mikroskobik islemler

Tiim gruplardaki siganlardan alinan beyin dokularina kod numaralar1 verilerek iginde
%10’liik formaldehit iceren siselere birakildi ve asagida belirtilen doku takip islemleri sirasi

ile uygulandi:

Cesme suyunda yikama (giin boyu)
%70°lik alkolde 1 gece bekletme
%80°lik alkolde 1 saat bekletme
%96°lik alkolde 1 saat bekletme
%96°11k alkolde 1 saat bekletme
%100°liik alkolde 1 saat bekletme
%100°liik alkolde 1 saat bekletme
Ksilen’de 10 dakika bekletme
Ksilen’de 10 dakika bekletme

10. Ksilen’de 10 dakika bekletme

© o N o o bk~ w0 D PRE
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11. Ksilen + boncuk parafin 60°C’lik etiivde 1 saat bekletme
12. Boncuk parafinde 60°C’lik etiivde 1 saat bekletme
13. Boncuk parafinde 60°C’lik etiivde 2 saat bekletme.

Dokular, kesit alinmasi iglemlerine parafin bloklara gomiilerek hazir hale getirildi.
Parafin bloklardan mikrotom (Leica RM2125RT) ile 5 um’lik kesitler cam lamlar iizerine

alindiktan sonra asagida siralanan islemlere tabi tutularak boyama islemi gergeklestirildi:

Ksilolde (20 dk.) bekletme
Ksilolde (10 dk.) bekletme
Iki ayr1 %9611k alkol serisinde (5 dk.) bekletme
%80°lik alkol (10 dk.) bekletme
Cesme suyunda yikama
Hematoksilen boyasinda (1 dk.) bekletme
Asit-alkol karigimina batirilip ¢ikarma
Eozin soliisyonunda (1 dk.) bekletme
Suda (1 dk.) yikama
. %80°lik alkolde (10 dk.) bekletme
. Iki ayr1 %96°lik alkol serisinde (10 dk.) bekletme
. Ksilol serilerinde (20 dk.) bekletme

. Entellan ile kapatma islemi gerceklestirildi.
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Incelemeye hazir hale gelen kesitler, Olympus BH 40 marka kamera atagmanli 151k

mikroskobu altinda incelenerek ilgili tiim gruplara ait fotograflar ¢ekildi.

3.3.2. Parafin kesitlerde histopatolojik 1s1k mikroskobisi islemleri

Konvansiyonel 1sik mikroskobik inceleme i¢in parafine gomiilen dokulardan yine
mikrotom (Leica RM2125RT) ile 5 um’lik kesitler polilizinli cam lamlar {izerine alindiktan
sonra asagida siralanan islemlere tabi tutularak Hematoksilen-Eozin boyama islemi

gerceklestirildi:

1. 48°C’lik etiivde 1 gece bekletme

2. Ug degisik ksilolde 5’er dakika bekletme

3. Sirasiyla, absolute, %96 ve %80°lik alkolde 5’er dakika bekletme
4. Distile suda 5 dakika yikama
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5. Sitrat buffer soliisyonu (pH=6) ile mikro dalga firinda 15 dakika (5x3) antijen
retrieval islemi

6. 20 dakika oda 1sisinda bekletme

7. 5 dakika PBS’de yikama

8. 15 dakika %3’liikk hidrojen peroksidaz’da bekletildi

9. 5 dakika PBS’de yikama

10. Hematoksilen ve eozin soliisyonlarinda 60 dakika bekletme

11. 5 dakika PBS’de yikama

12. Converter-POD? soliisyonunda 30 dakika yikama

13. 5 dakika PBS’de yikama

14. DAB-kromojen’de 7 dakika bekletme

15. Distile suda 1yice yikama

16. Mayer's hematoksilen’de 10 saniye zit boyama

17. Su bazli kapatma soliisyonu ile kapatma islemi.

3.3.3. Parafin kesitlerde immiinohistokimvasal 1s1k mikroskobisi islemleri

Incelemeye hazir hale gelen kesitler Olympus BH 40 marka kamerali 151k mikroskobu
altinda incelenerek ilgili tiim gruplara ait fotograflar ¢ekildi. Doku takipleri yapilip parafin
bloklara gomiilen doku Orneklerinden 5 um kalinliginda histopatolojik kesitler alindi ve

immiinohistokimyasal boyama i¢in asagidaki islemler sirasiyla uygulandi:
Boyama Teknigi,

Alinan kesitler, bir gece 60°C’lik etiivde tutularak sogutulduktan sonra 30 dk siireyle
iki kez ksilen’de bekletildi. Gerekli bilgiler lamin iizerine kursun kalemle yazildi. Kesitler
sirastyla; %96, %80, %70 ve %60'lik etil alkol’de 2'ser dk dinlendirildikten sonra distile su ile
10 dk yikandi. Kesitlerin ¢evreleri sinirlayict kalem ile ¢izildi. PBS soliisyonu ile 3 kez 5 dk
yikandi. Kullanilacak antikor i¢in Onerilen antijen “retrival” yontemi uygulanarak yeniden
PBS soliisyonu ile 3 kez 5 dk yikandi. 5 dakika endojen peroksit blokaji yapildi (%3 H20).
Tekrardan PBS soliisyonu ile 3 kez 5 dk yikandi. Kesitler iizerine blok soliisyonu (non-
immiin serum) damlatilarak 1 saat bekletildi. Blok soliisyonu yikamadan uzaklastirildi, uygun
sekilde diltisyonu yapilmig 50 pl primer antikor damlatildi ve kapali nemli kutuda 1 saat oda
isisinda bekletildi. PBS soliisyonu ile 3 kez 5 dk yikandi. Primer antikor ile uyumlu

biyotinlenmis sekonder antikor damlatilarak, kapali nemli kutuda 30 dakika oda 1sisinda
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bekletildi. PBS soliisyonu ile 3 kez 5dk yikandi. Hazirlanan streptavidin ile isaretli sekonder
antikor damlatilarak kapali nemli kutuda 30 dk oda 1sisinda bekletildi. PBS soliisyonu ile 3
kez 5 dk yikandi. DAB soliisyonu damlatilarak 10-15 dk kapali nemli kutuda bekletildi. PBS
soliisyonu ile 3 kez 5 dk yikandi. Distile su ile yikandi. Mayer hematoksileni ile ¢ekirdek
boyanmasi kontrol edilerek 1-5 dk boyandi. Distile su ile yikandi. Sirasiyla %80, %96 ve
%100'lik etil alkolde 1'er dakika bekletildi. Kesitler kuruduktan sonra 2 kez 5’er dakika
ksilende seffaflagtirildi.

3.3.4. istatistiksel Yontem

Verilerin degerlendirmesinde, degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk
testi ile incelenmistir. Normal dagilim gosteren degiskenlerde Kontrol, Sham ve Alzheimer
gruplar arasindaki farklilik tek yonlii varyans analizi (One-Way Anova) ile incelendi. Coklu
karsilastirma i¢in post-hoc testlerinden Tukey HSD, Tamhane T2 ve Dunnett testleri
uygulandi. Erkek sigan ve disi sigan Kkarsilastirmalarinda bagimsiz Orneklerde t testi
uygulandi. Normal dagilmayan degiskenlerde Kontrol, Sham ve Alzheimer gruplar
arasindaki farklilik Kruskal Wallis H testi ile incelendi. Coklu karsilastirma i¢in Dunn-Sidak
testi uygulandi. Erkek si¢can ve disi si¢an Kkarsilastirmalarinda Mann-Whitney-U testi
uygulandi. istatistik parametreleri mean+SD (Ortalama+Standart sapma) ve Median (Q1-Q3)
Medyan (%25 ceyreklik- %75 ¢eyreklik) olarak ifade edildi. istatistiksel anlamlilik p<0,05
olarak kabul edildi. Veriler IBM SPSS Statistics for Windows versiyon 22 programinda
degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Siganlarda AICl3 uygulamasiyla Alzheimer modeli basarili bir sekilde olusturuldu.
Erkek sicanlardan ii¢ tanesi, disi sicanlardan iki tanesi muhtemel toksikasyon sebebiyle

kaybedildi. Bunlarin yerine ayni grup yeni sicanlar deney prosediiriine uygun bir sekilde ilave
edildi.

Alzheimer hastaliginda beyinde goriilen patolojik degisikleri ortaya koymak amaciyla
hematoksilen-eozin ile boyanan preparatlar incelenerek goézden gecirildi. Kontrol ve sham
grubunda erkek ve disi siganlarin beyin dokularinin korteks morfolojisi ve néronal yapisinin
normal oldugu gozlendi (Sekil 6, Sekil 7) (Sekil 9, Sekil 10). Kontrol ve sham grubunda;
normal piramidal hiicreler, hiicreler arasi sinirlarin normal oldugu ve normal kan damarlar
gozlendi. Alzheimer grubunda ise beyin korteksinde fokal vakuoler dejenerasyon

(abselesmeler), ¢ok sayida norofibriler yumaklar tespit edildi. Ayrica belirgin derecede kan

damarlarinda asir1 genislemeler ve hiicreler arasi smirlarda belirgin kayiplar gézlendi (Sekil 8)
(Sekil 11).

W % " 1
Ve d ¥ 3 |

A) Kontrol erkek grubu 20X
blyltme
B) Kontrol erkek grubu segili alan
C) Kontrol erkek grubu 100X
blyltme

Sekil 6. Erkek siganlarda AlCls ile olusturulan AH modelinde beyin dokusunda histopatolojik

degisimlerin H&E boyamasi ile gosterimi.
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A) Erkek Sham grubu 20X

blyldtme

B) Erkek Sham grubu segili alan ‘ )

C) Erkek Sham grubu 100X Wt A 3 AAY M
biiyiitme [R N : fved . 4]
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Sekil 7. Erkek siganlarda AICl3 ile olusturulan AH modelinde beyin korteksinde
histopatolojik degisimlerin H&E boyamasi ile

gosterimi.

A) Alzheimer Erkek grubu 20X bilyiitme
B) Alzheimer Erkek grubu segili alan

C) Alzheimer Erkek grubu secili alanda
nérofibriler yumak olugumu, piramidal
hiicrelerde ki degigim ve kan damarinin
100X buyiitme de gosterimi

Norofibrilepyumak olusumu

Sekil 8. Erkek siganlarda AICI; ile olusturulan AH modelinde beyin korteksinde

histopatolojik degisimlerin H&E boyamasi ile gosterimi.
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A) Disi kontrol grubu 20X
blyutme

B) Disi kontrol grubu segili alan
C) Disi kontrol grubu 100X
blyutme

Sekil 9. Disi siganlarda AICI3 ile olusturulan AH modelinde beyin korteksinde histopatolojik

degisimlerin H&E boyamasi ile gdsterimi.

C;ramld,pl‘mnrﬂer Ty

\‘o

A) Disi sham grubu 20X
blylitme

B) Disi sham grubu segili alan
C) Disi sham grubu 100X
blylutme

Sekil 10. Disi siganlarda AICIs ile olusturulan AH modelinde beyin korteksinde histopatolojik

degisimlerin H&E boyamasi ile gosterimi.
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A) Alzheimer Disi grubu 20X biiyiitme
B) Alzheimer Disi grubu segili alan
C) Alzheimer Disi grubu secili alanda (

norofibriler yumak olusumu, piramidal p¥fEss
hiicrelerde ki degisim 100X biiyiitme de }
gosterimi

YA

Sekil 11. Disi siganlarda AlCls ile olusturulan AH modelinde beyin korteksinde histopatolojik

degisimlerin H&E boyamasi ile gosterimi.

Beyin dokusunda, kristal viyole boyama yapilmis kesitler incelendiginde ise; erkek ve
disi siganlarin kontrol ve sham gruplarinda spesifik bir boyanma goézlenmedi (Sekil 12, Sekil
13) (Sekil 15, Sekil 16). Ancak erkek ve disi siganlarin Alzheimer grubundaki Kesitleri
incelendiginde ise boyanma yogunlugunda belirgin bir artis oldugu ve senil plaklarin
biiylikliiklerinin ve sayisinin arttigi tespit edildi. Noronlarin hiicre gdvdelerinin ve
uzantilarinin etrafinda amiloid plaklarin depolandigi ve bu alanlarin genisleyerek senil

plaklar1 olusturdugu gézlendi (Sekil 14) (Sekil 17).
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A) Erkek kontrol grubu 20X Y.
biyiitme o I S AR

i alan (SRR Ry P Y
B) Erkek kontrol grubu segili alan R i e ,’,,',.'.{4‘ ’,;' /'\ o
C) Erkek kontrol grubu 100X i I el
blyldtme

Sekil 12. Erkek sigcanlarda AICIs ile olusturulan AH modelinde beyin korteksinde kristal

viyole boyamasiyla senil plaklarin olusumunun gosterimi.

buytutme
B) Erkek Sham grubu secili alan
C) Erkek Sham grubu 100X
blylitme

Sekil 13. Erkek si¢anlarda AICI3 ile olusturulan AH modelinde beyin korteksinde kristal

viyole boyamastyla senil plaklarin olusumunun gdsterimi.
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A) Alzheime
biiyiitme

B) Alzheimer Erkek grubu segili alan
C) Alzheimer Erkek grubu segili
alanda senil plak olusumunun 100X
biiyiitme de gosterimi

Sekil 14. Erkek siganlarda AICIs ile olusturulan AH modelinde beyin korteksinde kristal

viyole boyamasiyla senil plaklarin olusumunun gdsterimi.

A) Disi Kontol grubu 20X
blayatme

B) Disi Kontol grubu segili alan
C) Disi Kontrol grubu 100X
buyutme

Sekil 15. Disi siganlarda AlCI3 ile olusturulan AH modelinde beyin korteksinde kristal viyole
boyamasiyla senil plaklarin olusumunun gosterimi.
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A) Disi sham grubu 20X
blyltme

B) Disi sham grubu secili alan
C) Disi sham grubu 100X
blylitme

Sekil 16. Disi siganlarda AlCI3 ile olusturulan AH modelinde beyin korteksinde kristal viyole

boyamasiyla senil plaklarin olusumunun gosterimi.

A) Alzheimer
biiyiitme

B) Alzheimer Digi grubu se¢ili alan :
C) Alzheimer Digi grubu secili alanda §
senil plak olugumunun 100X
biiyiitme de gosterimi

Disi grubu 20X

Sekil 17. Disi siganlarda AICI3 ile olusturulan AH modelinde beyin korteksinde kristal viyole

boyamasiyla senil plaklarin olusumunun gosterimi.
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Calismamizda, Alzheimer’in varligini ortaya koymak icin; tim deney gruplarindaki
erkek ve disi siganlarin beyin doku kesitlerinde yapilan immiinohistokimyasal boyamada
AP1-42 proteini immiin reaktivitesi gézden gegirildi. AB1-42 proteininin beyin dokusunda
gorliniir hale getirilerek incelenmesi igin yapilan bu boyamada, saptanan reaksiyonun
yogunluguna gore semi kantitatifdegerlendirme yapildi.

Erkek ve disi siganlarin kontrol ve sham grubuna ait beyin kesitleri incelendiginde,
beyin korteksi bolgelerindeki hiicre sitoplazmalarinda, immiinohistokimyasal olarak AB1-42
proteini immiin reaktivitesinin negatif oldugu (0) goriildii (Sekil 18, Sekil 19) (Sekil 21, Sekil
22). Alzheimer grubunda ise erkek ve disi si¢anlarin beyin korteksi hiicre sitoplazmalarinda
yogun bir sekilde (3+) AB1-42 proteini immiin reaktivitesinde artis meydana geldigi tespit
edildi (Sekil 20) (Sekil 23).

A) Erkek kontrol grubu 20X
blylutme

B) Erkek kontrol grubu segili alan
C) Erkek kontrol grubu 100X
blylutme

Sekil 18. Erkek siganlarda AIClz ile olusturulan AH modelinde beyin korteksinde

immiinohistokimyasal olarak AB1-42 protein gosterimi.
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buylitme
B) Erkek sham grubu secili alan
C) Erkek sham grubu 100X

blyitme 2 Y "'i ) & 1 P
S e S RN R

£y N >

Sekil 19. Erkek siganlarda AIClz ile olusturulan AH modelinde beyin korteksinde

immiinohistokimyasal olarak AB1-42 protein gosterimi.

A) Alzheimer Erkek grubu 20X bityiitme
B) Alzheimer Erkek grubu segili alan

C) Alzheimer Erkek grubu segili alanda
AP1-42 proteini immiinreaktivitesinin
pozitif oldugunun 100X bityiitmede ;
gosterimi < ° i

Sekil 20. Erkek si¢anlarda AIClz ile olusturulan AH modelinde beyin korteksinde

immiinohistokimyasal olarak ApB1-42 protein gosterimi.
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A) Disi kontrol grubu 20X
blylitme

B) Disi kontrol grubu secili alan
C) Disi kontrol grubu 100X
blylitme

Sekil 21. Disi siganlarda AIClz ile olusturulan AH modelinde beyin korteksinde

immiinohistokimyasal olarak AB1-42 protein gosterimi.

A) Disi sham grubu 20X biyitme
B) Disi sham grubu segili alan

C) Disi sham grubu 100X
blylutme

d;..-“' ‘;"" &'

Sekil 22. Disi siganlarda AICI3 ile olusturulan AH modelinde beyin korteksinde

immiinohistokimyasal olarak ApB1-42 protein gosterimi.
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birikmiy toksik Af1-42 proteini

A) Alzheimer Disi grubu 20X biiviitme
B) Alzheimer Disi grubu segili alan

C) Alzheimer Disi grubu segili alanda
AP1-42 proteini immiinreaktivitesinin
pozitf oldugunun 100X biiviimede
gosterimi

Sekil 23. Disi siganlarda AICls ile olusturulan AH modelinde beyin korteksinde

immiinohistokimyasal olarak AB1-42 protein gosterimi.

Calismamizda, Alzheimer’ in varligini ortaya koymak i¢in hem erkek hem de disilerde her
iki gruba ait beyin doku kesitlerinde yapilan immiinohistokimyasal boyamada irisin hormonu
proteini immiin reaktivitesi gdzden gecirildi. irisin hormonu proteininin beyin dokusunda
gorlinlir hale getirilerek incelenmesi icin yapilan bu boyamada, saptanan reaksiyonun
yogunluguna gore semi kantitatif degerlendirme yapildi.

Disi ve erkek siganlarin kontrol ve sham grublarina ait beyin kesitleri incelendiginde,
beyin korteksi bolgelerindeki hiicre sitoplazmalarinda, immiinohistokimyasal olarak irisin
hormonu proteini immiin reaktivitesinin yogun olarak boyandigi (3+) goriildi (Sekil 24, Sekil
25) (Sekil 27, Sekil 28.B).

Disi ve erkek siganlarin Alzheimer grubunda ise, beyin korteksi hiicre sitoplazmalarinda
azalmig (1+) irisin hormonu proteini immiin reaktivitesi meydana geldigi tespit edildi (Sekil

26, Sekil 29).
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A) Erkek kontrol grubu 20X
buylitme

B) Erkek kontrol grubu segili
alan

C) Erkek kontrol grubu 100X
blyutme

Sekil 24. Erkek siganlarda AIClz ile olusturulan AH modelinde beyin korteksinde

immiinohistokimyasal olarak Irisin hormonu gdsterimi.

A) Erkek sham grubu 20X
blyutme

B) Erkek sham grubu segili alan
C) Erkek sham grubu 100X
buylitme

Sekil 25. Erkek siganlarda AICIs ile olusturulan AH modelinde beyin korteksinde

immiinohistokimyasal olarak Irisin hormonu gdsterimi.
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A) Erkek Alzheimer grubu 20X
blyltme

B) Erkek Alzheimer grubu segili
alan

C) Erkek Alzheimer grubu 100X
blylitme

Sekil 26. Erkek siganlarda AICIl3 ile olusturulan AH modelinde beyin dokusunda

immiinohistokimyasal olarak Irisin hormonu gdsterimi.

A) Disi kontrol grubu 20X
blyltme

B) Disi kontrol grubu segili alan
C) Disi kontrol grubu 100X

2 Irisin'hormonuy
blyltme W <

Sekil 27. Disi sicanlarda AIClz ile olusturulan AH modelinde beyin korteksinde

immiinohistokimyasal olarak Irisin hormonu gdsterimi.
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A) Disi sham grubu 20X biyiitme
B) Disi sham grubu segili alan

C) Digi sham grubu 100X
blylutme

"

Sekil 28. Disi siganlarda AICIlz ile olusturulan AH modelinde beyin dokusunda

immiinohistokimyasal olarak Irisin hormonu gdsterimi.
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A) Disi Alzheimer grubu 20X
blyutme

B) Disi Alzheimer grubu segili
alan

C) Disi Alzheimer grubu 100X
blyltme

Sekil 29. Disi siganlarda AIClz ile olusturulan AH modelinde beyin dokusunda

immiinohistokimyasal olarak Irisin hormonu gdsterimi.
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Tablo 2’te erkek sigan serumundaki SOD degerlerine iligkin bulgularin gruplara gore
karsilastirmalar1 gosterilmektedir. SOD degerleri erkek sicanlar i¢in kontrol grubunda
5,95+0,12 U/mg protein sham grubunda 5,94+0,12 U/mg protein ve Alzheimer grubunda
5,22+0,08 U/mg protein olarak elde edildi. Erkek siganlarda SOD degerleri agisindan; kontrol,
sham ve Alzheimer gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001).
Yapilan ikili karsilagtirmalarda da Alzheimer grubu ile kontrol ve sham grubu arasindaki
farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,001). SOD degerleri Alzheimer
grubunda, sham grubundan ve kontrol grubundan istatistiksel olarak onemli diizeyde daha

diisiik olarak tespit edildi (p<0,001).

Serumda disi sicanlarda SOD degerlerine iliskin gruplara gore karsilastirma bulgular
belirtilmistir. SOD degerleri disi siganlar i¢in kontrol grubunda 5,60+0,32 U/mg protein sham
grubunda 5,59+0,32 U/mg protein ve Alzheimer grubunda 4,67+0,41 U/mg protein olarak
elde edilmistir. Disi siganlarda SOD degerleri acgisindan kontrol, sham ve Alzheimer gruplari
arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). Yapilan ikili
karsilagtirmalarda Alzheimer grubu ile kontrol grubu arasinda farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0,001). Benzer sekilde Alzheimer grubu ile sham grubu arasindaki
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001). SOD degerleri Alzheimer grubunda,
sham grubundan ve kontrol grubundan istatistiksel olarak onemli diizeyde daha diistik

bulundu (p<0,001).

Serumda SOD degerleri her grup i¢in erkek ve disi siganlar arasinda karsilastirildi.
Kontrol grubunda erkek sicanlar ile disi sicanlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0,05; (p=0,029)). SOD degerleri disi siganlarda erkek si¢anlara gére daha
diisiik bulundu. Sham grubunda erkek sigcanlar ile disi si¢anlar arasindaki farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0,05; (p=0,029)). SOD degerleri disi si¢anlarda erkek siganlara
gore daha diisiik bulundu. Alzheimer grubunda erkek sicanlar ile disi sicanlar arasindaki

farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05; (p=0,008)).
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Alzheimer

Sekil 30. Serumdaki SOD’un; kontrol, sham ve Alzheimer grubu arasindaki degisimi

Tablo2. Serumdaki SOD’un kontrol sham ve Alzheimer grubu arasindaki degisimi

Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama=SD | Ortalama=SD | Ortalama+SD P
c c a,b
Serum Erkek | 5,95 +0,12 5,94 +0,12 5,22 +0,08 p<0,001*
SOD Disi 5,60 +£0,32°¢ 5,59 £0,32¢ | 4,67 ﬂ:0,41a'b p<0,001*
U/mg
p<0,05 p<0,05 p<0,05
P (0,029%) (0,029%) (0,008*)

* Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli; ® Kontrol grubu ile farklilik

istatistiksel olarak anlamli; ® Sham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ¢ Alzheimer

grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli, SD: Standart sapma

Tablo 3’te beyinde erkek sicanlarda SOD degerlerine iliskin gruplara gore
karsilagtirma bulgular1 belirtilmistir. SOD degerleri erkek sicanlar i¢in kontrol grubunda
0,78+0,09 U/mg protein sham grubunda 0,77+0,09 U/mg protein ve Alzheimer grubunda
0,54+0,11 U/mg proteinolarak elde edildi. Erkek sicanlarda SOD degerleri agisindan kontrol,
sham ve Alzheimer gruplar
(p<0,001). Yapilan ikili karsilastirmalarda Alzheimer grubu ile kontrol grubu arasinda

farklilik anlamli bulundu. Benzer sekilde Alzheimer grubu ile sham grubu arasindaki farklilik

arasindaki
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istatistiksel olarak anlamli bulundu. SOD degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve

kontrol grubundan istatistiksel olarak dnemli diizeyde daha diisiik bulundu.

Beyinde disi sicanlarda SOD degerlerine iliskin gruplara gore karsilastirma bulgulari
belirtilmistir. SOD degerleri disi siganlar igin kontrol grubunda 0,7340,13 U/mg protein sham
grubunda 0,72+0,13 U/mg protein ve Alzheimer grubunda 0,46+0,12 U/mg protein olarak
elde edilmistir. Disi siganlarda SOD degerleri agisindan kontrol, sham ve Alzheimer gruplari
arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05 (p=0,002)). Yapilan ikili
kargilastirmalarda Alzheimer grubu ile kontrol grubu arasinda farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulundu. Benzer sekilde Alzheimer grubu ile sham grubu arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulundu. SOD degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve

kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli olarak daha diisiik bulundu.

Beyinde SOD degerleri her grup igin erkek ve disi siganlar arasinda karsilastirildi.
Kontrol grubunda erkek sicanlar ile disi siganlar arasindaki anlamli bir farklilik bulunamadi
(p=0,407). SOD degerleri Disi siganlarda erkek sicanlara gore daha diisiik bulundu. Sham
grubunda erkek siganla ile disi si¢anlar arasindaki anlamli bir farklilik bulunmadi (p=0,407).
SOD degerleri disi sicanlarda erkek sicanlara gore daha diisiik bulundu. Alzheimer grubunda
erkek sicanlar ile disi siganlar arasindaki anlamli bir farklilik bulunmadi (p=0,180). SOD
degerleri disi siganlarda erkek siganlara gore daha diisiik bulundu (p<0,05; (p=0,008)).

Beyin
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0,00~

Kontrol Sham Alzheimer

Sekil 31. Beyin dokusundaki SOD’un; kontrol, sham ve Alzheimer grubu arasindaki degisimi
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Tablo 3. Beyin dokusundaki SOD’un; kontrol, sham ve Alzheimer grubu arasindaki degisimi

Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama+SD | Ortalama+SD | Ortalama+SD P
Beyin|gop [Erkek|  0,78+0,09° 0,77+0,09° 0,54+0,112P p<0,001*
UMY pigi | 0,7320,13¢ | 0,72+0,13¢ 0,46+0,12*°  |p<0,05(0,002*)
P p>0,05 (0,407) | p>0,05 (0,407) | p>0,05 (0,180)

* Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli; # Kontrol grubu ile farklilik
istatistiksel olarak anlamli; ® Sham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ¢ Alzheimer
grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli, SD: Standart sapma

Tablo 4’te serumda erkek siganlarda GSH-Px degerlerine iliskin gruplara gore
karsilastirma bulgular1 belirtilmigtir. GSH-PX degerleri erkek siganlar i¢in kontrol grubunda
884,72+23,49U/mg protein sham grubunda 884,72+23,49 U/mg protein ve Alzheimer
grubunda 736,00+47,31 U/mg proteinolarak elde edilmistir. Erkek siganlarda GSH-Px
degerleri agisindan kontrol, sham ve Alzheimer gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0,001). Yapilan ikili karsilastirmalarda Alzheimer grubu ile
kontrol grubu arasinda farklilik anlamli bulundu. Benzer sekilde Alzheimer grubu ile sham
grubu arasindaki farklilik anlamli bulundu. GSH-Px degerleri Alzheimer grubunda, sham

grubundan ve kontrol grubundan 6nemli diizeyde daha diisiik bulundu.

Serumda disi siganlarda GSH-Px degerlerine iliskin gruplara gore karsilastirma
bulgular1 belirtilmistir. GSH-PX degerleri disi siganlar i¢in kontrol grubunda 893,20+24,46
U/mg protein sham grubunda 893,20+24,46 U/mg protein ve Alzheimer grubunda
785,85+56,01 U/mg protein olarak elde edilmistir. Disi siganlarda GSH-Px degerleri
acisindan kontrol, sham ve Alzheimer gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0,001). Yapilan ikili karsilastirmalarda Alzheimer grubu ile kontrol grubu
arasinda farklilik anlamli bulundu. Benzer sekilde Alzheimer grubu ile sham grubu arasindaki
farklilik anlamli bulundu. GSH-Px degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol

grubundan 6nemli diizeyde daha diigiik bulundu.

Serumda GSH-Px degerleri her grup icin erkek ve disi siganlar arasinda
karsilastirilmistir. Kontrol grubunda erkek siganlar ile disi sicanlar arasindaki anlamli bir

farklilik bulunmamistir (p=0,539). GSH-Px degerleri erkek siganlarda disi siganlara gére daha
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diisiik bulundu. Sham grubunda erkek si¢canlar ile disi siganlar arasindaki anlamli bir farklilik
bulundu (p=0,539). GSH-Px degerleri erkek siganlarda disi si¢anlara goére daha diisiik
bulundu. Alzheimer grubunda erkek sicanlar ile disi si¢anlar arasindaki anlamli bir farklilik
bulunmadi (p=0,114).
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Kontrol Sham Alzheimer

Sekil 32. Serumdaki GSH-Px’in kontrol, sham ve Alzheimer grubu arasinda degisimi

Tablo 4. Serumdaki GSH-Px’in;kontrol, sham ve Alzheimer grubu arasindaki degisimi

Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama+SD | Ortalama+SD | Ortalama+SD P

Erkek |884,72+23,49°|884,72+23,49¢ 736,00ﬂ:47,31""'b p<0,001*
GSH-Px

Uimg Disi |893,20+24,46° | 893,20+24,46° |785,85+56,01*%|p<0,001*

Serum

D p>0,05 (0,539) | p>0,05 (0,539) | p>0,05 (0,114)

* Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli; ® Kontrol grubu ile farklilik

istatistiksel olarak anlamli; ® Sham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ¢ Alzheimer

grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli, SD: Standart sapma

Tablo 5’da beyinde; erkek siganlarda GSH-Px degerlerine iliskin gruplara gore
karsilagtirma bulgular belirtilmistir. GSH-Px degerleri erkek siganlar i¢in kontrol grubunda
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0,02+0,00 U/mg proteinsham grubunda 0,02+0,00 U/mg protein ve Alzheimer grubunda
0,03+0,00 U/mg proteinolarak elde edilmistir. Erkek siganlarda GSH-Px degerleri agisindan
kontrol, sham ve Alzheimer gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,001). Yapilan ikili karsilastirmalarda Alzheimer grubu ile kontrol grubu arasinda
farklilik anlamli bulundu (p<0,001). Benzer sekilde Alzheimer grubu ile sham grubu
arasindaki farklilik anlamli bulunamadi (p<0,001). GSH-Px degerleri Alzheimer grubunda,
sham grubundan ve kontrol grubundan énemli diizeyde daha yiiksek bulundu (p<0,001).

Beyinde disi si¢anlarda GSH-Px degerlerine iliskin gruplara gore karsilastirma
bulgulari belirtilmistir. GSH-Px degerleri disi siganlar i¢in kontrol grubunda 0,02+0,00 sham
grubunda 0,02+0,00 ve Alzheimer grubunda 0,03+0,00 olarak elde edilmistir. Disi si¢anlarda
GSH-Px degerleri acisindan kontrol, sham ve Alzheimer gruplar1 arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001). Yapilan ikili karsilastirmalarda Alzheimer
grubu ile kontrol grubu arasinda farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001).
Benzer sekilde Alzheimer grubu ile sham grubu arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulundu ( p<0,001). GSH-Px degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol
grubundan farklilik istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek bulundu (p<0,001).

Beyinde GSH-Px degerleri her grup igin erkek ve disi siganlar arasinda
karsilagtirilmistir. Kontrol grubunda erkek siganlar ile disi siganlar arasindaki anlamli bir
farklilik bulunmadi (p=0,488). Sham grubunda erkek siganlar ile disi siganlar arasindaki
anlamli bir farklilik bulunmadi (p=0,488). Alzheimer grubunda erkek siganlar ile disi si¢anlar
arasindaki anlaml1 bir farklilik bulunmadi (p= 0,914).
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Sekil 33. Beyindeki GSH-Px’in kontrol, sham ve Alzheimer grubu arasindaki degisimi
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Tablo 5. Beyindeki GSH-Px’in kontrol, sham ve Alzheimer grubu arasindaki degisimi

Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama+SD | Ortalama+SD | Ortalama+SD P
:i: C :i: C :l: a,b
Beyin Erkek| 0,02+0,00 0,02+0,00 0,03+0,00 p<0,001*
« o ‘b
GSH-Px | Disi | 0,02+0,00° 0,02+0,00¢ | 0,03£0,002 p<0,001*
U/mg
p>0,05 p>0,05 p>0,05
P (0,488) (0,488) (0,914)

* Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli; * Kontrol grubu ile farklilik
istatistiksel olarak anlaml1; ® Sham grubu ile farkhlik istatistiksel olarak anlaml; ¢ Alzheimer

grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli, SD: Standart sapma

Tablo 6’de serumda erkek sicanlarda MDA degerlerine iligkin gruplara gore
karsilagtirma bulgular1 belirtilmistir. MDA degerleri erkek si¢anlar i¢in kontrol grubunda
4,65+0,47 nmol/g/iislak doku sham grubunda 4,64+0,47 nmol/g/islak dokuve Alzheimer
grubunda 6,36+0,71 nmol/g/1slak dokuolarak elde edilmistir. Erkek siganlarda MDA degerleri
acisindan kontrol, sham ve Alzheimer gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0,001). Yapilan ikili karsilastirmalarda Alzheimer grubu ile kontrol grubu
arasinda farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu. Benzer sekilde Alzheimer grubu ile
sham grubu arasindaki farklilik anlamli bulundu. MDA degerleri Alzheimer grubunda, sham
grubundan ve kontrol grubundan farklilik istatistiksel olarak onemli diizeyde daha yiiksek

bulundu.

Serumda disi sicanlarda MDA degerlerine iligskin gruplara gore karsilagtirma bulgulari
belirtilmistir. MDA degerleri disi siganlar i¢in kontrol grubunda 4,71+0,49 nmol/g/1slak doku
sham grubunda 4,70+0,49 nmol/g/i1slak doku ve Alzheimer grubunda 6,25+0,71 nmol/g/i1slak
doku olarak elde edilmistir. Disi sicanlarda MDA degerleri agisindan kontrol, sham ve
Alzheimer gruplart arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001).
Yapilan ikili karsilagtirmalarda Alzheimer grubu ile kontrol grubu arasinda farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulundu. Benzer sekilde Alzheimer grubu ile sham grubu
arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu. MDA degerleri Alzheimer grubunda,

sham grubundan ve kontrol grubundan 6nemli diizeyde daha yiiksek bulundu.
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Serumda MDA degerleri
karsilastirilmistir. Kontrol grubunda erkek sicanlar ile disi siganlar arasindaki anlamli bir
farklilik bulunmadi (p=0,824). MDA degerleri erkek sicanlarda disi siganlara gore daha diisiik
bulundu. Sham grubunda erkek siganlar ile disi siganlar arasindaki anlamli bir farklilik
bulunmadi (p=0,824). MDA degerleri erkek sicanlarda disi sicanlara gore daha diisiik
bulundu. Alzheimer grubunda erkek si¢anlar ile disi si¢anlar arasindaki anlamli bir farklilik

bulunmadi (p=0,781). MDA degerleri erkek sicanlarda disi siganlara gore daha yiiksek

bulundu.
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Sekil 34. Serumda MDA ’nin kontrol, sham ve Alzheimer grubu arasindaki degisimi

Tablo 6. Serumda MDA ’in kontrol, sham ve Alzheimer grubu arasindaki degisimi

Serum

Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama+SD|Ortalama+SD| Ortalama+SD P
MDA |Erkek| 4,65+£0,47 | 4,64+0,47 | 6,36+0,71 |p<0,001*
nmol/g/1slak
doku Disi | 4,71£0,49 | 4,70£0,49 | 6,25+0,71 |p<0,001*
p>0,05 p>0,05
P (0,824) (0,824) p>0,05 (0,781)

* Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli; ? Kontrol grubu ile farklilik

istatistiksel olarak anlamli; ® Sham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ¢ Alzheimer

grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli, SD: Standart sapma
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Tablo 7°de beyinde erkek siganlarda MDA degerlerine iligkin gruplara gore
karsilastirma bulgulart belirtilmistir. MDA degerleri erkek siganlar icin kontrol grubunda
6,19+0,26 nmol/g/islak doku sham grubunda 6,18+0,25 nmol/g/islak doku ve Alzheimer
grubunda 7,84+1,23 nmol/g/islak doku olarak elde edilmistir. Erkek sicanlarda MDA
degerleri agisindan kontrol, sham ve Alzheimer gruplari arasindaki farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0,001). Yapilan ikili karsilastirmalarda Alzheimer grubu ile
kontrol grubu arasinda farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001). Benzer sekilde
Alzheimer grubu ile sham grubu arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,001). MDA degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol grubundan
onemli diizeyde daha yiiksek bulundu (p<0,001).

Beyinde disi sicanlarda MDA degerlerine iligkin gruplara gore karsilagtirma bulgulari
belirtilmistir. MDA degerleri disi sicanlar icin kontrol grubunda 5,59+0,43 nmol/g/islak doku
sham grubunda 5,58+0,43 nmol/g/islak doku ve Alzheimer grubunda 6,72+0,52 nmol/g/islak
doku olarak elde edilmistir. Disi sicanlarda MDA degerleri agisindan kontrol, sham ve
Alzheimer gruplart arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001).
Yapilan ikili karsilastirmalarda Alzheimer grubu ile kontrol grubu arasinda farklilik anlamli
bulundu (p<0,001). Benzer sekilde Alzheimer grubu ile sham grubu arasindaki farklilik
anlamli bulundu (p<0,001). MDA degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol
grubundan 6nemli diizeyde daha yiiksek bulundu (p<0,001).

Beyinde MDA degerleri her grup igin erkek ve disi siganlar arasinda karsilastirilmistir.
Kontrol grubunda erkek sicanlar ile disi sicanlar arasindaki farklilik anlamli bulundu.
(p<0,05;(p=0,007)). MDA degerleri disi siganlarda erkek si¢anlara gore daha diisiikk bulundu.
Sham grubunda erkek sicanlar ile disi siganlar arasindaki farklilik anlamli bulundu
(p<0,05;(p=0,007)). MDA degerleri disi siganlarda erkek siganlara gore daha diisiik bulundu
(p<0,05;(p=0,007)). Alzheimer grubunda erkek sicanlar ile disi si¢anlar arasindaki farklilik
anlamli bulundu (p=0,043). MDA degerleri disi siganlarda erkek siganlara gore daha diisiik

bulundu.
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Sekil 35. Beyinde MDA ’nin kontrol, sham ve Alzheimer grubu arasindaki degisimi

Tablo 7. Beyinde MDA ’nin kontrol, sham ve Alzheimer grubu arasindaki degisimi

Kontrol Sham Alzheimer

Ortalama=SD | Ortalama+SD | Ortalama+SD P

C c a,b
Erkek| 6,19£0,26° | 6,18£0,25° | 7,84£1,23%" | 4 37

Beyin MDA e + c + c + ab
armol/gislak Disi | 5594043 | 5.58£043° | 6,72+0.52°" | | o 007+
doku p<0,05 p<0,05 p<0,05

P (0,007%) (0,007%) (0,043%)

* Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli; ? Kontrol grubu ile farklilik
istatistiksel olarak anlamli; ® Sham grubu ile farkhlik istatistiksel olarak anlamli; ¢ Alzheimer

grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli, SD: Standart sapma

Tablo 8’da serumda erkek siganlarda PC degerlerine iliskin gruplara gore karsilagtirma
bulgular1 belirtilmistir. PC degerleri erkek siganlar i¢in kontrol grubunda 267,65+14,52
nmol/mg protein sham grubunda 267,63+14,52 nmol/mg protein ve Alzheimer grubunda
398,87+22,65 nmol/mg protein olarak elde edilmistir. Erkek sicanlarda PC degerleri agisindan
kontrol, sham ve Alzheimer gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,001). Yapilan ikili karsilagtirmalarda Alzheimer grubu ile kontrol grubu arasinda
farklililk anlamli bulundu (p<0,001). Benzer sckilde Alzheimer grubu ile sham grubu
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arasindaki farklilik anlamli bulundu (p<0,001). PC degerleri Alzheimer grubunda, sham
grubundan ve kontrol grubundan 6nemli diizeyde daha yiiksek bulundu (p<0,001).

Serumda disi siganlarda PC degerlerine iligkin gruplara gore karsilagtirma bulgular
belirtilmistir. PC degerleri disi si¢anlar i¢in kontrol grubunda 282,04+29,07 nmol/mg protein
sham grubunda 282,03+29,07 nmol/mg protein ve Alzheimer grubunda 401,72+57,22
nmol/mg protein olarak elde edilmistir. Disi sicanlarda PC degerleri agisindan kontrol, sham
ve Alzheimer gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001).
Yapilan ikili karsilastirmalarda Alzheimer grubu ile kontrol grubu arasinda farklilik anlamli
bulundu. Benzer sekilde Alzheimer grubu ile sham grubu arasindaki farklilik anlamli bulundu.
PC degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol grubundan 6nemli diizeyde

daha yiiksek bulundu.

Serumda PC degerleri her grup icin erkek ve disi siganlar arasinda karsilastirilmistir.
Kontrol grubunda erkek siganlar ile disi siganlar arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi
(p=0,297). PC degerleri disi siganlarda erkek si¢anlara gore daha yiiksek bulundu. Sham
grubunda erkek siganlar ile disi siganlar arasindaki anlamli bir farklilik bulunmadi (p=0,296).
PC degerleri disi siganlarda erkek siganlara gore daha yiiksek bulundu. Alzheimer grubunda
erkek siganlar ile disi siganlar arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (p=0,911). PC

degerleri disi siganlarda erkek siganlara gore daha yiiksek bulundu.
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Sekil 36. Serumdaki PC’nin kontrol, sham ve Alzheimer grubu arasindaki degisimi
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Tablo 8. Serumdaki PC’nin kontrol, sham ve Alzheimer grubu arasindaki degisimi

Kontrol Sham Alzheimer

Ortalama+SD | Ortalama+SD | Ortalama+SD P

C c a,b
Erkek| 267,65+14,52°| 267,63+14,5° | 398,87+22,65%"| ) 51#

SeruM|  pc  ["Disi |282,04+29,07°| 282,03+29,0° | 401,72+57,22%F 0<0,001*
nmol/mg ’

p>0,05 p>0,05

P (0,297) (0.206) | P>005(0911)

* Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli; * Kontrol grubu ile farklilik
istatistiksel olarak anlaml1; ® Sham grubu ile farkhlik istatistiksel olarak anlamli; ¢ Alzheimer

grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli, SD: Standart sapma

Tablo 9’da beyinde erkek si¢anlarda PC degerlerine iligskin gruplara gore karsilagtirma
bulgulari belirtilmistir. PC degerleri erkek siganlar igin kontrol grubunda 0,25+0,03 nmol/mg
protein sham grubunda 0,24 +0,03 nmol/mg protein ve Alzheimer grubunda 0,33+0,03
nmol/mg protein olarak elde edilmistir. Erkek si¢canlarda PC degerleri agisindan kontrol, sham
ve Alzheimer gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001).
Yapilan ikili karsilastirmalarda Alzheimer grubu ile kontrol grubu arasinda farklilik anlaml
bulundu. Benzer sekilde Alzheimer grubu ile Sham grubu arasindaki farklilik anlamli
bulundu. PC degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol grubundan onemli

diizeyde daha yiiksek bulundu.

Beyinde disi siganlarda PC degerlerine iliskin gruplara gére karsilastirma bulgular
belirtilmistir. PC degerleri disi siganlar i¢in kontrol grubunda 0,22+0,02 nmol/mg protein
sham grubunda 0,22+0,02 nmol/mg protein ve Alzheimer grubunda 0,31+0,05 nmol/mg
protein olarak elde edilmistir. Disi sicanlarda PC degerleri agisindan kontrol, sham ve
Alzheimer gruplari arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001). Yapilan
ikili kargilagtirmalarda Alzheimer grubu ile kontrol grubu arasinda farklilik anlamli bulundu.
Benzer sekilde Alzheimer grubu ile sham grubu arasindaki farklilik anlamli bulundu. PC
degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol grubundan 6nemli diizeyde daha
yiiksek bulundu.

Beyinde PC degerleri her grup icin erkek ve disi Sicanlar arasinda karsilastirilmistir.
Kontrol grubunda erkek sicanlar ile disi sicanlar arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi

(p=0,057). PC degerleri disi siganlarda erkek sigcanlara gore daha diisiik bulundu. Sham
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grubunda erkek siganlar ile disi siganlar arasindaki anlamli bir farklilik bulunmadi (p=0,064).
PC degerleri disi siganlarda erkek siganlara gore daha diisiik bulundu. Alzheimer grubunda
erkek sicanlar ile disi sicanlar arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (p=0,347). PC

degerleri disi siganlarda erkek siganlara gére daha diisiik bulundu.
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Sekil 37. Beyindeki PC’nin kontrol, sham ve Alzheimer grubu arasindaki degisimi

Tablo 9. Beyindeki PC’nin kontrol, sham ve Alzheimer grubu arasindaki degisimi

Kontrol Sham Alzheimer

Ortalama=SD | Ortalama+SD | Ortalama+SD P

C c a,b
Erkek | 0,25+0,03° | 0,2420,03° | 0,330,03%" | | 509

Beyin| PC — : c ab
nmol/img Disi 0,22+0,02 0,22+0,02 0,31+0,05 p<0,001*

protein p>0,05 p>0,05 p>0,05
P (0,057) (0,064) (0,347)

* Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli;  Kontrol grubu ile farklilik

istatistiksel olarak anlamli; ® Sham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ¢ Alzheimer

grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli, SD: Standart sapma
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Tablo 10’de serumda erkek siganlarda irisin degerlerine iligkin gruplara gore
karsilastirma bulgular1 belirtilmistir. Irisin degerleri erkek siganlar igin kontrol grubunda
2,624+0,34 ng/ml sham grubunda 2,49+0,38 ng/ml ve Alzheimer grubunda 2,06+0,30 ng/ml
olarak elde edilmistir. Erkek siganlarda irisin degerleri agisindan kontrol, sham ve Alzheimer
gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulundu (p<0,05 (0,030%*)). Yapilan
ikili karsilastirmalarda Alzheimer grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik
bulundu. Benzer sekilde Alzheimer grubu ile sham grubu arasinda anlamli bir farklilik
bulundu. Irisin degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol grubundan daha

diistik bulundu.

Serumda disi sicanlarda irisin degerlerine iliskin gruplara gore karsilastirma bulgular
belirtilmistir. Irisin degerleri disi sicanlar igin kontrol grubunda 1,84+0,17 ng/ml sham
grubunda 1,82+0,30 ng/ml ve Alzheimer grubunda 2,63+0,41 ng/ml olarak elde edilmistir.
Disi si¢anlarda irisin degerleri ag¢isindan kontrol, sham ve Alzheimer gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklihk bulundu (p<0,05 (0,002*)). Yapilan ikili
karsilastirmalarda Alzheimer grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik bulundu.
Benzer sekilde Alzheimer grubu ile Sham grubu arasinda anlamli bir farklilik bulundu. Irisin
degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol grubundan diizey olarak daha

yiiksek bulundu.

Serumda irisin degerleri her grup igin erkek ve disi si¢anlar arasinda karsilagtirilmistir.
Kontrol grubunda erkek siganlar ile disi siganlar arasindaki faklilik anlamli bulundu (p<0,05
(0,001%*)). irisin degerleri disi siganlarda erkek siganlara gore daha diisiik bulundu. Sham
grubunda erkek siganlar ile disi siganlar arasindaki faklilik anlamli bulundu (p<0,05
(p=0,005)). Irisin degerleri disi sicanlarda erkek sicanlara gore daha diisiik bulundu.
Alzheimer grubunda erkek siganlar ile disi siganlar arasinda anlamli bir farkliik bulundu

(p<0,05 (0,036%)). Irisin degerleri disi siganlarda erkek siganlara gére daha yiiksek bulundu.
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Sekil 38. Serumdaki Irisinin kontrol, sham ve Alzheimer grubu arasindaki degisimi

Tablo 10. Serumdaki Irisinin konrol, sham ve Alzheimer grubu arasindaki degisimi

Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama=SD | Ortalama+SD | Ortalama+SD P
Erkek] 5 62:0,34° 2,49+0,38 2,06+0,30° ('gf%gf)
E| iRiSiN | Disi | p<005
S| ng/ml 1,84+0,17° 1,8240,30° | 2,63x0,41°° | (0 002%)
(j) )
p |p<0,05 (0,001*) 0,005* p<0,05 (0,036*)

* Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli; ® Kontrol grubu ile farklilik

istatistiksel olarak anlamli; ® Sham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ¢ Alzheimer

grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli, SD: Standart sapma

Tablo 11°de beyinde erkek siganlarda irisin degerlerine iliskin gruplara gore
karsilastirma bulgular1 belirtilmistir. irisin degerleri erkek siganlar igin kontrol grubunda
42,28+12,70 ng/ml sham grubunda 41,72+12,47 ng/ml ve Alzheimer grubunda 35,87+14,41
ng/ml olarak elde edilmistir. Erkek sicanlarda irisin degerleri agisindan kontrol, sham ve
Alzheimer gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulundu (p<0,005).
Yapilan ikili karsilagtirmalarda Alzheimer grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir

farklilik bulundu. Benzer sekilde Alzheimer grubu ile sham grubu arasinda anlamli bir
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farklilik bulundu. irisin degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol grubundan
daha diistik bulundu.

Beyinde disi si¢anlarda irisin degerlerine iligkin gruplara gore karsilagtirma bulgulari
belirtilmistir. irisin degerleri disi siganlar icin kontrol grubunda 35,66+13,02 ng/ml sham
grubunda 35,26+12,81 ng/ml ve Alzheimer grubunda 26,45+6,03 ng/ml olarak elde edilmistir.
Disi si¢anlarda irisin degerleri agisindan kontrol ve Alzheimer gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulundu(p<0,005). Yapilan ikili karsilastirmalarda Alzheimer
grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik bulundu. Ancak Alzheimer grubu ile
Sham grubu arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi. irisin degerleri Alzheimer grubunda,

kontrol grubundan diizey olarak daha diisiik bulundu.

Beyinde irisin degerleri her grup icin erkek ve disi siganlar arasinda karsilagtirilmistir.
Kontrol grubunda erkek siganlar ile disi siganlar arasinda anlamli bir farklilik bulundu
(p<0,05 (0,037%)). Irisin degerleri disi siganlarda erkek sicanlara gore daha diisiik bulundu.
Sham grubunda erkek siganlar ile disi siganlar arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi
(p=0,358). Alzheimer grubunda erkek si¢anlar ile disi siganlar arasinda anlamli bir farklilik
bulundu (p<0,05 (0,010%)). Irisin degerleri disi siganlarda erkek siganlara gére daha diisiik
bulundu.
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Sekil 39. Beyindeki irisin’in kontrol, sham ve Alzheimer grubu arasindaki degisimi
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Tablo 11. Beyindeki irisin’in kontrol, sham ve Alzheimer grubu arasindaki degisimi

Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama+SD Ortalama+SD | Ortalama+SD P
IRISIN| Erkek | 44,30+£6,42°¢ | 41,72+12,47° | 35,32+4,69*° |p<0,05
BEYIN | ng/ml | Disi | 35,29+7,91¢ | 3526+12,81° | 26,45+6,03*® |p<0,05
p | p<0,05(0,037%) 0,358 p<0,05 (0,010%)

* Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli; ® Kontrol grubu ile farklilik
istatistiksel olarak anlaml1; ® Sham grubu ile farkhlik istatistiksel olarak anlamli; ¢ Alzheimer

grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli, SD: Standart sapma

Tablo 12 de Serumda erkek sicanlarda TNF-o degerlerine iligkin gruplara gore
karsilagtirma bulgular1 belirtilmistir. TNF-o0 degerleri erkek sicanlar i¢in kontrol grubunda
medyan 12,20+1,22 ng/ml, sham grubunda 13,86+3,26 ng/ml ve Alzheimer grubunda
19,36+1,35 ng/ml olarak elde edilmistir. TNF-oo degerleri Alzheimer grubunda, sham
grubundan ve kontrol grubundan istatiksel olarak onemli diizeyde daha yiiksek bulundu
(p<0,001).

Serumda disi sicanlarda TNF-o degerlerine iliskin gruplara gore karsilastirma
bulgular1 belirtilmistir.  TNF-a. degerleri disi siganlar ig¢in kontrol grubunda medyan
10,88+2,00 ng/ml, sham grubunda 10,20+7,29 ng/ml ve Alzheimer grubunda 20,95+8,69
ng/ml olarak elde edilmistir. Erkek siganlarda oldugu gibi TNF-o degerleri Alzheimer

grubunda, sham grubundan ve kontrol grubundan onemli diizeyde daha yiiksek bulundu

(p<0,05; (p=0,023)).

Serumda TNF-a degerleri, her grup igin erkek ve disi siganlar arasinda
karsilastirilmistir.  Kontrol grubunda erkek siganlar ile disi siganlar arasinda farklilik
saptanmadi (p>0,05; (p=0,196)). Sham grubunda erkek siganlar ile disi sicanlar arasinda
farklilik saptanmadi (p>0,05; (p=0,288)). Alzheimer grubunda erkek sicanlar ile disi si¢anlar
arasinda farklilik saptanmadi (p>0,05; (p=0,667)).
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Sekil 40. Serumdaki TNF-o kontrol, sham ve Alzheimer grubu arasindaki degisimi

Tablo 12. Serumdaki TNF-a kontrol, sham ve Alzheimer grubu arasindaki degisimi

Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama+SD | Ortalama+SD | Ortalama+SD P
*
Serum Erkek| 122041.20¢ | 13.864326° | 19361 3500 | P<0.001
TNF-a
DiSi c c ab p<0a05
ng/ml 10,8842,00° | 10,2047,29° | 20,9588,69* | ) 7oy
D p>0,05 p>0,05 p>0,05
(0,196) (0,288) (0,667)

* Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli; ® Kontrol grubu ile farklilik

istatistiksel olarak anlamli1; ® Sham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ¢ Alzheimer

grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli, SD: Standart sapma

Tablo 13 de beyinde erkek sicanlarda TNF-o degerlerine iliskin gruplara gore
karsilagtirma bulgular1 belirtilmistir. TNF-oo degerleri erkek siganlar i¢in kontrol grubunda
medyan 0,41+0,15 ng/ml sham grubunda 0,40+0, ng/ml ve Alzheimer grubunda 1,09+0,27
ng/ml olarak elde edilmistir. Erkek sicanlarda TNF-o. degerleri agisindan kontrol ve sham ile
Alzheimer gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001). TNF-a

degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol grubundan 6nemli diizeyde daha

yiiksek bulundu.
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Beyinde disi siganlarda TNF-o. degerlerine iliskin gruplara gore karsilastirma
bulgular1 belirtildi. TNF-a degerleri disi si¢anlar i¢in kontrol grubunda medyan 0,46+0,13
ng/ml protein sham grubunda 0,45+0,13 ng/ml ve Alzheimer grubunda 1,07+0,33 ng/ml
proteinolarak elde edildi. Disi siganlarda TNF-o degerleri agisindan kontrol ve sham ile
Alzheimer gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001). TNF-a
degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol grubundan 6nemli diizeyde daha
yliksek bulundu.

Beyinde TNF-a degerleri, her grup i¢in erkek ve disi siganlar arasinda karsilastirildi.
Kontrol grubunda erkek siganlar ile disi siganlar arasinda farklilik saptanmadi (p>0,05;
(p=0,516)). Sham grubunda erkek si¢anlar ile disi siganlar arasinda farklilik saptanmadi
(p>0,05; (p=0,514)). Alzheimer grubunda erkek siganlar ile disi siganlar arasinda farklilik
saptanmadi (p>0,05; (p=0,930)).

Beyin

150 W Erkek
T HDisi

1,007

TNF-alfa ng/mi

Kontrol Sham Alzheimer

Sekil 41. Beyindeki TNF-a kontrol, sham ve Alzheimer grubu arasindaki degisimi
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Tablo 13.Beyindeki TNF-a kontrol, sham ve Alzheimer grubu arasindaki degisimi

Beyin

Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama+SD | Ortalama+SD | OrtalamatSD P
Erkek| 0414015° | 0404015° | 10002700 |P<000L
Tr:;l/Fm(lX Disi | 046+013° | 045¢013° | 1070330 |P<000L*
P | p>0,05(0,516) | p>0,05(0,514) | p>0,05(0,930)

* Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli; # Kontrol grubu ile farklilik

istatistiksel olarak anlamli; ® Sham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ¢ Alzheimer

grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli, SD: Standart sapma
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Tablo 14. Deney gruplarinda serumda SOD, GSH-Px,

MDA, PC TNF-o ve IRISIN

seviyeleri.
Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama+SD Ortalama+SD | Ortalama+SD P
SOD Erkek| 5,95+0,12¢ 5,94:+0,12¢ 5,22+0,082P p<07;001
Disi 5,60+0,32¢ 5,59+0,32¢ 4,67+0,41*°  |p<0,001*
0 p<0,05 (0,029%) | p<0,05 (0,029*) | p<0,05 (0,008*)
GSH- |Erkek | 884,72+23,49° | 884,72+23,49° | 736,00+47,31%" |p<0,001*
Px Disi | 893,20+£24,46° | 893.20+24,46° | 785,85+56,01*" |p<0,001*
" p>0,05 (0,539) | p>0,05 (0,539) | p>0,05 (0,114)
£
S| mpa [Erkek| 4,65+0.47° 4,64+0,47° 6,36+0,71*° |p<0,001*
& Disi | 4,71+0,49° 4,70+0,49¢ 6,25+0,71*°  |p<0,001*
o p>0,05 (0,824) | p>0,05 (0,824) | p>0,05 (0,781)
e Erkek| 267,65+14,52° | 267,63+14,52° |398.87+22,65*" [p<0,001*
Disi | 282,04+£29,07° | 282.03+29,07° |401,72+57,22*" |p<0,001*
0 p>0,05 (0,297) | p>0,05 (0,296) | p>0,05 (0,911)
IRISIN |Erkek| 2,62+0,34° 2,49+0,38 2,06£0,30° | 0,030*
Disi 1,84+0,17° 1,82+0,30° 2,63+£0,41%° | 0,002*
p | p<0,05 (0,001*) 0,005* p<0,05 (0,036*)
p<0,001
TNF-a |Erkek| 12,20+1,22¢ 13,86+3,26¢ 19,36+1,352P *
<0,05
isi + + 18 6920 | P
Disi | 10,88+ 2,00c 10,20+7,29¢ 20,95+8,69 (0,023%)
p | p>0,05(0,196) | p>0,05 (0,288) | p>0,05 (0,667)

*Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli; * Kontrol grubu ile farklilik

istatistiksel olarak anlamli; ® Sham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ¢ Alzheimer

grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; SD: Standart sapma.
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Tablo 15. Deney gruplarinda beyinde SOD, GSH-Px, MDA, PC TNF-o ve IRISIN seviyeleri.

<0,001
Erkek| 0,78+0,09¢ 0,77+0,09¢ 0,540,112 | P
SOD <0,05
Disi | 0,73+0,13° 0,72+0,13° 0,46£0,1200 | P=>
lsl b b b b b 9 (0,002*)
p | p>0,05(0,407) | p>0,05(0,407) | p>0,05 (0,180)
Erkek| 0,02+0,00° 0,02:£0,00¢ 0,030,002 | P<0,001
GSH-x
Disi | 0:02+0,00° 0,02+0,00° 0,03+0,00%* | p<0,001
*
p | p>0,05(0,488) | p>0,05(0,488) | p>0,05 (0,914)
| MDA [Erkek| 6.19+0,26° 6,18+0,25° 7,84+1,23** |p<0,001*
b
£ Disi | 5:59£0,43° 5,58+0,43° 6,72+0,52*° |0 gop*
=
= P |p<0,05(0,007*)| p<0,05 (0,007*) | p<0,05 (0,043*)
PC Erkek| 0.25+0,03° 0,24+0,03¢ 0,33+0,03**  |p<0,001*
Disi | 0,22+0,02° 0,22:£0,02° 0.31+0,05*° |20 0o1*
p | p>0,05(0,057) | p>0,05(0,064) | p>0,05 (0,347)
IRISIN |Erkek| 44,30+6,42 41,72+12.47 35,32+4,69 | p<0,05
Disi | 35:29%7.91 35,26+12,81 26,4546,03 | <005
p_ | p<0,05(0,037*) 0,358 p<0,05 (0,010%)
» |P<0,001*
TNF-a |Erkek| 0,41+0,15° 0,40+0,15° 1,09+0,27%
*
Disi | 0,46+0,13° 0,45+0,13° 1,070,330 [P<0.001
B p | p>0,05(0516) | p>0,05(0,514) | p>0,05 (0,930)

*Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli; ® Kontrol grubu ile farklilik

istatistiksel olarak anlamli; ® Sham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ¢ Alzheimer

grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; SD: Standart sapma.

Tablo 16. Deney gruplarinin agirlik ortalamalari

Agirhk

Kontrol Alzheimer

Ortalama Ortalama
Erkek 350 ¢ 258 g
Disi 260 g 206
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5. TARTISMA

Alzheimer hastaliginin sebebi Kesin olarak bilinmemekle beraber; ileri yas, kalitimsal
faktorler, beyin hiicrelerinin 6liimii, sinirsel iletimin bozulmasi, cesitli zehirli maddeler,
kolinerjik ile kortiko-kortikal yollar da dahil olmak iizere fizyolojik yollarin dejenerasyonu,
yaslanma, oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyonu, diyabet ile hiperglisemiile APOE'deki
alel varyasyonu, bozulmus bir kan beyin bariyeri ve bagisiklik sistemi bu hastaliga yol agtigi
diistiniilmektedir (1,99). Buradan AH’nin birgok faktdr igeren bir siirecin sonucu
oldugubilinmektedir (99). Irisin beyaz yag dokusunu kahverengi yag dokusuna g¢evirerek
enerji harcanmasina neden olan termojenik bir protein olarak islev gérmektedir (3). Irisin pek
cok dokuda sentezlenip salgilanmakla beraber en g¢ok iskelet kasi ve yag dokusunundan
sentezlenmektedir. Ayrica miyelin kilif, noral hiicreler, optik sinir ve punkinje hiicrelerinin
irisin sentezleyen diger dokular oldugu bilinmektedir (4). Yapilan bir ¢alismada, AP
oligomerlerini sterotaksiyle enjekte edilerek olusturulan deneysel AH fare modelinde irisin
diizeylerinin hipokampus ve beyin omurilik sivisinda azaldig1 gosterilmistir. Ayni calismada,
beyindeki irisin diizeyinin diismesinin uzun siireli giiclendirmeyi (long term potentiation;
LTP) ve yeni nesne tamima hafizasim bozdugu bildirilmistir (8). Deneysel olarak
olusturdugumuz AH ¢alismamizda AH ile iliskili oldugu ileri siiriilen irisin hormonunun
diizeylerinin cinsiyetler arasinda nasil degistiginin arastirilmasi amaglanmistir. Bu nedenle
kronik olarak AICI; ile olusturdugumuz deneysel AH modelinde néronlar arasinda birikmis

AP (1-42) proteini, norofibriler yumaklar ve plak olusumlar1 goriilmiistiir.

AH’larinda yapilan patoloji ¢alismalarinda amiloid plaklar olmazsa olmaz patolojik
bulgulardir ve hastaligin patogenezini Ap olusumunun baslattigi diistiniilmektedir. Bu hipotez
“amiloid kaskad hipotezi” olarak tamimlanir (99). Yapilan bir transgenik fare modeli
caligmasina gore AH’da AP fibril birikimlerinin yakinindan gecen ndron dentritlerin ve
aksonlarinin yapilarinin bozunmaya maruz kalmasi, kalici sinir hasarina yol agtidigi
gosterilmistir (100). D-galaktoz ve aliiminyum kloriir ile indiiklenen Alzheimer hastaligi (AH)
fare modeli ¢alismasinda beyin korteksinde ve hipokampiisde AP (1-42) ve MDA miktarinin
onemli oOlgiide artig1 gosterilmistir (101). Yakin tarihli bir c¢alismada, Ap1-42'nin
intrahipokampal enjeksiyonunun uzamsal bellek islevini 6nemli 6l¢iide bozdugu, bu da Girus
dentatus’ta AP (1-42) 'nin anormal bir artisinin AH'nin erken asamalarinda uzamsal bellek

bozukluguna karistigi gosterilmistir (102). Calismamizda siganlarda AlIClz ile AH modeli
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basarili bir sekilde olusturarak beyindeki néronlar arasinda birikmis toksik AP (1-42) proteini,
norofibriler yumaklar, hiicreler arasi sinirlarda belirgin kayiplar, dejenere olmus piramidal
hiicreler, genislemis kan damarlari, senil plaklar ve beyin dokusu ile periferde oksidatif stres
olusumu gozlemledik. Yaptigimiz immunreaktivite analizlerinde AH grubunun diger gruplara

gore yogun bir AP (1-42) boyanma reaksiyonu verdigi goriilmiistiir.

Oksidatif stress serbest radikallerin arttigi ve antioksidan sistemin yetersiz kalmasi
sonucu hiicresel dilizeyde hasarla sonuglanan 6nemli bir patofizyolojik olaydir. Serbest
radikallerin agiga ¢ikmasi; lipid peroksidasyonuna ve hiicre zari ile proteinlerin oksidatif
hasarina yol agar (73). Oksidatif stresin Alzheimer hastaliginin (AH) patogenezinde tetikleyici
bir olay oldugu gosterilmistir. (74). Hafif kognitif bozukluklugu olan hastalarda yapilmis bir
caligmada, bilissel islevleriyle antioksidan diizeyler arasinda pozitif korelasyon oldugu ve AH
hastalarinda belirlenen oksidatif degisikliklerin hastaligin ilerlemesinde antioksidan
diizeylerideki azalmasinin eslik ettigi ileri siiriilmistiir (74). Yapilan bazi calismalarda,
noronal oksidatif stresin Alzheimer hastaligi ile iligskisini ortaya koyulmustur (75, 76). Bizim
calismamizda serum ve beyinde antioksidanlarin azaldigi ve oksidatif stres parametrelerinin
her iki cinsiyette de yiikseldiginin goriilmiis olmasi onceki caligmalara paralel bir durum

olarak tesbit edilmistir.

Lipid peroksidasyonu; oksidatif hasarin bir sonucu olarak, reaktif oksijen tiirleri
tarafindan meydana getirilen, MDA gibi son {iriinlerin iiretimi ile iyi tanimlanmis bir zincir
reaksiyonu ile sonuglanan lipitlerin bozunmasidir. Mudo ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismaya
gore sadece disi si¢anlarin kullanildigi AP (1-42) kullanilarak olusturulan Alzheimer sigan
modelinde, MDA seviyesinin hipokampusta arttigin1 gostermislerdir (80). Yapilan bir
caligmada serbest radikallerin lipidler ve proteinleri etkilemesi ile olusan MDA diizeyleri AH
grubunda anlamli olarak yiiksek bulunmustur (86). Baska bir calismada AH hastalarinda
plazma HDL’si ile plazma MDA seviyelerinin iliskili olup olmadigina bakilmis ve saglikli
kisilere gore AH’da MDA miktarinin anlamli derecede arttigi gosterilmistir. Ayrica AH’de
HDL’nin islevselliginin bozuldugu ve bunun da oksidatif stresten kaynaklandigi rapor
edilmistir (87). Calisma verilerimize gore, kontrol ve sham gruplarina kiyasla AH grubunda
MDA diizeyleri hem tiim beyin dokusunda hem de kan serumunda her iki cinsiyette de
anlamli bir sekilde yiliksek oldugu bulunmustur. Ayrica bu durum cinsiyetler arasi
degerlendirildiginde hem beyin dokusu hem de kan serum MDA diizeyleri erkeklerde disilere
gore istatistiksel olarak onemli dlgiide yiiksek bulunmustur. Bu sonug bize erkek beyninde
lipit bozunmasinin disilere gore daha fazla oldugunu gostermektedir.
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Proteinler ile oksidatif stresin sekonder iiriinlerinin tepkimesi sonucunda karbonil
gruplarina sahip protein tlirevleri olusabilir (88). PC gruplarinin, oksidatif stresin diger
belirtecleri olan MDA’ya gore kan dolasiminda daha uzun siire kaldigi ve bundan dolay1
PC’lerin yiiksek seviyede bulunmast oksidatif stresteki artisin yani sira, ayrica protein islev
bozuklugunu da gosterir (89). Protein karbonilasyonunun Slgiilmesinin, ¢esitli oksidatif stres
kosullar1, yaglanma fizyolojisi bozukluklar1 ve AH ile iligkili proteinlerin oksidatif hasarinin
derecesinin belirlenmesi i¢in iyi bir yontem oldugu disiiniilmektedir. Karbonilasyon
dereceleri bir calismada cinsiyet degerlendirmesine gore, kontrol grubunda disiler ve erkekler
arasinda onemli Ol¢lide farklhilik goriilmemis, ancak AH grubunda erkeklerde disilere gore
daha yiiksek bulunmustur. Ayni ¢alismada PC diizeyleri kontrol grubuna gére AH grubunda
daha yiiksek bulunmustur (90). Baska bir AH ¢alismasinda serbest radikallerin, lipidler ve
proteinleri etkilemesi ile olusan protein karbonil diizeylerinin AH grubunda kontrol
grubundan yiiksek oldugu bulunmustur (86). Calismamizda elde ettigimiz serum ve doku PC
diizeyleri, AH grubunda diger gruplara kiyasla anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Bu
sonuglar literatiir ile uyumluluk gostermistir. Ancak cinsiyet agisindan sonuglarimiz ele
alindiginda gruplar arasinda istatistiksel anlamlilik gériilmemistir. Sonuglarimiza gére AH’
nin protein metobolizmasini ve islevselligini etkiledigi, bunun yaninda oksidatif stresinde

meydana geldigi goriilmiistiir.

Enzimatik antioksidanlardan olan SOD, siiperoksit radikalini H2O> ve molekiiler
oksijene doniistiiren reaksiyonu katalize eden bir metalloenzimdir. Bu reaksiyon oksidatif
strese kars1 ilk savunma olarak da adlandirilmaktadir. Ciinkii stiperoksit dismutaz, zincirleme
radikal reaksiyonlarinin giiglii bir baslaticisidir (77). Hem erkek hem de disi bireylerin
bulundgu bir ¢alismada, Alzheimer hastasi kisilerde beynin frontal korteks, temporal korteks
ve hipokampusundaki SOD ekspresyonunu ve dagilimii immiinohistokimyasal olarak
olgmiisler ve kontrol grubuna gére SOD yogunlugunun énemli 6lgiide azaldigin1 bulmuglardir
(78). Sadece erkek farelerin kullanildig: bir caligmada Alzheimer fare modeli olusturulmus ve
beyin dokusundaki SOD degerlerinin kontrol grubuna gore Onemli 6l¢iide daha diisiik
bulunmustur (79). Mudo ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismaya goére sadece disi si¢anlarin
kullanildigi AP (1-42)’nin bilateral olarak intra-hipokampal enjeksiyonuyla olusturulan
Alzheimer sigan modelinde hipokampusta SOD aktivitesinin onemli diizeyde azaldigini
gosterilmislerdir (80). Bizim calismamizda da disi ve erkek sicanlar kullanilmis olup, tiim
beyin dokusunda ve serumda ki SOD diizeyleri; AH grubunda, kontrol ve sham grubuna gore

anlamli ol¢iide diisiik ¢ikmistir. Sonuglarimizin literatiirdeki sonuglarla ayni dogrultuda
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oldugu goriilmiistiir. Ayrica farkli olarak disi ve erkek sicanlar arasinda SOD diizeyleri
kiyaslandiginda beyin dokusunda anlamli bir farklilik bulunamazken, serumda tiim gruplarda
erkek sicanlarda disilere gore daha yiiksek bir SOD diizeyi kaydedilmistir. Bu sonug

erkeklerdeki koruyucu antioksidan mekanizmasinin daha iyi oldugunu gostermektedir.

Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit ve biiyiikk molekiillii lipit hidroperoksitlerinin
indirgenmesini katalizler. GSH-Px, H20’yi suya indirger. Ozellikle eritrositlerde oksidadif
strese kars1 en etkili antioksidan enzimidir (81). Intra-hipokampal enjeksiyon ile olusturulmus
deneysel bir AH modeli caligmasinda, disi ve erkek fareler kullanilmig ve farelerin
hipokampusunda GSH-Px diizeylerinin kontrol grubuna goére anlamli sekilde daha diisiik
oldugu gosterilmistir (82). Baska bir ¢alismada Alzheimer fare modeli ¢alismasinda, beyin
dokusunda GSH-Px degerleri dnemli 6l¢iide daha diisiik bulunmustur (79). Farkli bir deneysel
fare hiicre modelinde GSH-Px degerleri kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli 6l¢iide
azalmistir (83). AICls‘in gavaj ve D-galaktozun derialti enjeksiyonu yoluyla olusturulan
deneysel AH fare modelinde GSH-Px diizeyleri kontrol grubuna gore 6nemli olgiide daha
diisiik bulunmustur (84). Ek olarak AH’li kadin ve erkeklerin beyin dokusu incelendiginde
GSH-Px seviyesinde AH’de kontrollere kiyasla belirgin bir ylikselme oldugunu, AH grubunda
GSH-Px seviyesinin kadinlarda erkeklere gore daha yiiksek oldugunu saptamiglardir. Kontrol
grubunda ise GSH-Px seviyelerinde erkek ve kadimnlar arasinda farklilik saptamamuislardir.
Elde edilen bu bulgularla artan oksidatif strese karsi antioksidan savunma sisteminin de
arttigini, kadinlarin oksidatif hasara karsi daha savunmasiz olduklarini ve kadinlarda daha
yiliksek AH prevalansinin epidemiyolojik bulgularla iliskili olabilecek biyokimyasal bir temel
sagladigin1 gostermislerdir (85). Bizim ¢alismamizda literatiirle uyumlu olarak serumda GSH-
Px degerleri Alzheimer grubunda kontrol ve sham grubuna gére 6nemli dlglide daha diisiik
bulundu. Ayrica disi ve erkek siganlar arasinda hem serum hemde beyin dokusunda GSH-Px
diizeyleri bakimindan anlamli bir fark bulunamadi. Bu da bize GSH-Px’in oksidatif strese
yonelik olan koruyucu etkisinin oldugunu ve Alzheimer’da bu etkinin azaldigin1 gostermis
ancak cinsiyet degisiminin antioksidan savunma mekanizmasinin etkinliginde dogrudan bir

iligkisi oldugu bulunmamastir.

Proinflamatuar bir sitokin olan TNF-o,, monositler / makrofajlar, dendritik hiicreler
veya lenfositlerin bir {iriiniidiir (91). Ozellikle yaralanma veya iskemi sonrasi, bakteriyel ve
viral enfeksiyonlarda, ayrica multipl skleroz ve AH'de beyindeki TNF-o diizeylerinde artis

gozlenmistir. Yaralanma durumunda, aktive edilmis mikroglia, TNF-o'nin erken ve 6nemli
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bir kaynagidir (92). Periferik kan tiimorii nekroz faktorii-o konsantrasyonlar1 ile Alzheimer
hastalig1 arasindaki iliskiyi inceleyen makaleleri derleyen bir meta-analize gére TNF-o
Alzheimer hastaligi olanlarda sagliklilara gore daha yiiksek bulunmustur (93). AH fare
modelinde TNF-a'nin aracilik ettigi kronik bir enflamatuar olaym AH ile iliskili néronal
olime katkida bulundugu bulunmustur (94). Bizim calismamizda disi ve erkek siganlar
kullanilmis olup tiim beyin dokusunda ve serumda TNF-alfa diizeyleri AH grubunda kontol
ve sham grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir artis goriilmiistiir. Bu sonug bize; perifer ve
beyinde oksidatif stresin yol agtigi inflamasyonu belirgin sekilde gostermektedir. Disi ve
erkek sicanlar kendi aralarinda beyinde ve serumda kiyaslandiginda da yine anlamli bir sonug

ortaya ¢ikmamustir.

Irisin, egzersiz yapildiginda kas tabakasinda peroksizom proliferatdr-aktive reseptor y
(PPARy) koaktivatorl-a (PGCla) tarafindan uyarilarak hiicre zari tizerindeki FNDC5
geninden sentezlenir. Irisinin &nciilii olan FNDC5'in glia (6rnegin astrositler ve mikroglia) ve
cesitli beyin bolgelerindeki noronlarda yiiksek oranda eksprese edildigi bilinmektedir (95,
96). Miyokinlerden irisin, kan beyin bariyerini gecebilir ve dayaniklilik egzersizi sirasinda
beyin islevini korumak i¢in bir nérokinin gibi davranabilir. Kantitatif kiitle spektrometresi ile
insan beyin omurilik sivisinda irisin varligir tanimlanmistir. Bununla birlikte, kandan beyin
omurilik sivisina taginma mekanizmasi bilinmemektedir (97). Erkek siganlara kiyasla disi
sicanlarda artmis kahverengi yag dokusunun (KYD) kiitlesi ve erkeklere kiyasla soguga
maruz kalan disi siganlarda daha yiikksek KYD aktivasyonu seviyesi bilinmektedir (98).
Deneysel AH fare modelinde irisin diizeylerinin hipokampus ve beyin omurilik sivisinda
azaldig1r gosterilmistir (8). Bu da su soruyu giindeme getirmektedir. Acaba serum irisin
diizeyinin Alzheimere bir etkisi var m1 ve cinsiyet farkinin bu durumda ne kadar 6nemi var?
Bizim c¢alismamizda irisinin serum diizeylerini Alzheimer grubu ile kontrol, sham grublari
arasinda degerlendirdik. Serum irisin diizeyleri dikkate alindiginda disi ve erkeklerin kontrol
ve sham grubuna kiyasla AH grubunda anlamli degisikliklerin oldugu belirlenmistir. Fakat bu
degisim cinsiyete gore ilging bir korelasyon gostermis ve erkeklerde serum irisin diizeyleri
azalmigken disilerde ise bu durum tersine kontrol ve sham grubuna gére 6nemli Slgiide artig
oldugu goriilmiistiir. Bunun sebebinin disilerdeki KYD daha fazla olmasi oldugunu
diistinmekteyiz. Ayrica Alzheimer'da erkeklerde kas ve yag doku kitle kayb1 disilerden daha
fazla oldugundan dolay1 kana salinan hormon miktarinin disilere gore erkeklerde daha fazla

azalabilecegini diislinmekteyiz.
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Irisinin AH iizerine olan etkileri yukardaki litateiirden dolay1 merak olusturmus olup
beyindeki irisin seviyelerinin nasil degistigi ve ilk kez disi ve erkek ayirimi yapilarak irisin
diizeylerinin incelenmesini yaptik. Bizim c¢alismamizda irisin hormonunn ELISA
Olgtimlerinde beyin dokusunda hem disi hem de erkek sicanlarda irisin diizeylerinin azaldig:
goriilmiistiir. Kontrol grubu baz alindiginda beyin dokusunda bulunan irisin proteini
erkeklerde disilerden daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bunun sebebi beyinde irisin salgilayan
noral hiicreler gibi yapilarin erkeklerdeki beyin dokusunda hacimsel miktarmin disilerden
daha fazla olmasindan kaynaklandigin1 diisiinmekteyiz. Buna ilaveten, erkeklerde irisinin
koruyucu etkisinin daha fazla olabilecegi bunun da Alzheimer’in disilerde fazla goriilmesiyle
iliskilendirmekteyiz. Beyin dokusunun imminohistokimyasal olarak goriintiillenmesi
sonucunda irisin proteinin Alzheimer grubunda kontrol ve sham gurubuna goére azaldigi ve

AH grubunda erkeklere kiyasla disilerde daha az irisin immunreaktivitesinin oldugu

gbzlemlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Alzheimer hastaligi diinyada milyonlarca, {ilkemizde binlerce insani etkileyerek
kiiresel bir saglik sorunu haline gelmistir. AH etiyolojisinde bir¢ok faktdr rol oynamaktadir.
Bunlar; fizyolojik yollarin dejenerasyonu, yaslanma, mitokondriyal disfonksiyonu, diyabet ile
hiperglisemi, genetik faktorleri, bozulmus bir kan beyin bariyeri, oksidatif stres ve bagisiklik

sisteminin bozulmasidir.

Alzheimer hastaligmin goriilme siklig1 erkeklere kiyasla disilerde daha fazladir. Irisin
hormonun beyinde koruyucu etkilere sahip oldugu one siiriilmiistiir. Irisin seviyesinin de
disilere kiyasla erkeklerde daha fazla oldugu distinilmektedir. Dolayisiyla Alzheimer
hastaliginda irisin hormunu diizeyinin disi ve erkek cinsiyet farkliligi ile bir baglantis1 olup

olmadig1 merak konusu olmustur.

Calismamizda; AH grubunda, GSH-Px ve SOD gibi 6nemli antioksidan enzim
seviyelerinin azalmasi ve MDA ve PC seviyelerinin yiikselmesi, beyin ve periferde ciddi bir
oksidatif stres, noronal hasarin oldugunu gostermektedir. Ayrica TNF-o gibi proinflamatuar
sitokin seviyesinin de yiiksek ¢ikmasi inflamasyonun belirtisidir. Alzheimer hastalig

olustugunu kanitlamak i¢in beyinde A plaklar1 ve norofibril yumaklar1 gosterdik.

Calismamizin en 6nemli bulgularindan biri olarak AH grubunda beyinde irisin
seviyelerinde belirgin bir azalis goriilmesi; irisin hormonunun Alzheimer hastaligindaki LTP
ve yeni nesne tanima hafizasiyla baglantis1 oldugunu desteklemektedir. Bu bulgular irisinin

AH’nin etiyolojisinde 6nemli bir role sahip olabilecegini gostermektedir.

Elde ettigimiz veriler, beyinde irisin hormonu seviyesi hem disilerde hemde
erkeklerde azalmasima ragmen, disilere kiyasla erkeklerde daha yiiksek irisin hormunu
bulunmus bu da Alzheimer hastalifinda cinsiyetin etkisinin irisin hormunu ile iligkisi
oldugunu gostermektedir. irisin hormonu seviyesinin Alzheimer hastaligiyla iliskisi hakkinda
literatlirdeki ilk c¢alisma olmasa da c¢alismamiz AH’de irisin hormonu diizeylerinin disi ve

erkek cinsiyetindeki farkliliklari ele alan ilk ¢alismadir.

Alzheimer hastaliginda cinsiyet farkliligiyla irisinin hormunun iligkisi oldugunu
gostersek de planlanacak yeni deney dizaynlariyla bu konunun yeniden incelenmesi sonucu
elde edilecek yeni verilerle yorumlanmasi gerekir. Bu nedenle bu verilerin literatiire biiyiik bir

katki saglayacagini ve daha ileri caligmalar igin degerli bir kaynak olacagini diisinmekteyiz.
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