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SICANLARDA ALUMINYUM KLORUR (AICI3) iLE OLUSTURULAN DENEYSEL
ALZHEIMER HASTALIGI MODELINDE PREPTIN HORMONUNUN ROLU

Yiiksek Lisans Tezi
Saadet BEKERECIOGLU
OZET

Alzheimer hastalarinda beyinde ve periferde goriilen insiilin eksikligi ve direncine
bagli olarak bu hastaligin son yillarda ndéroendokrin bir rahatsizlik olabilecegi diisiiniilmekte
ve tip 3 diabetes mellitus seklinde adlandirilmaktadir. Preptin hormonu ve insiilin, pankrasin 8
hiicrelerinden birlikte salgilanmaktadir. Preptin, insiilinin fizyolojik bir uyaricist olarak gorev

yapmaktadir.

Bu caligmada inflamasyon, oksidatif stres ve insiilin direnciyle iliskili oldugu bilinen
Alzheimer hastaliginin, preptin ile iliskisini ortaya koymak amaciyla serum, beyin ve
pankreasta; preptin, timor nekroz faktor alfa (TNF-a), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), malondialdehit (MDA) ve protein karbonil (PC) diizeylerinin
arastirilmasi amaglandi. 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)) sicanlar kullanildi. Sicanlarda Alzheimer hastaligit modeli
aliminyum kloriir (AlCl3) ile olusturuldu. Beyin dokusunda immiinohistokimyasal olarak
amiloid-beta protein (1-42) [AP (1-42)] diizeyleri ile hematoksilen-eozin ve kristal viyole

boyamalariyla beyin dokusundaki hiicrelerde degisimler incelendi.

Erkek ve disi sicanlarin Alzheimer gruplarinin serumlarinda, diger gruplara kiyasla;
SOD (p<0,001) ve GSH-Px (p<0,001) seviyelerinde azalma, MDA (p<0,001) ve PC
(p<0,001) seviyelerinde ise artis goriildii. Tiim deney gruplarinda erkeklerde serum SOD
seviyesi disilere gore yiiksek bulundu. Erkek ve disi sicanlarin Alzheimer gruplarinin beyin
dokusunda, diger gruplarla kiyaslandiginda; SOD (p<0,001) seviyesinde azalma; MDA
(p<0,001), PC (p<0,001) ve GSH-Px (p<0,001) seviyelerinde ise artis goriildii. Tiim deney
gruplarinda disilerde beyin MDA seviyesi erkeklere gore diisiik bulundu. Tiim siganlarin
Alzheimer gruplarinin pankreas dokusunda, diger gruplarla kiyaslandiginda; GSH-Px
(p<0,05) seviyesinde artis goriildii. Alzheimer grubunda disilerde erkeklere gore pankreas
GSH-Px seviyesi (p<0,05) daha yiiksekti. Disilerin Alzheimer grubu diger gruplarla
kiyaslandiginda pankreas SOD (p<0,05) seviyesinde azalma vardi. Erkek Alzheimer grubu



diger gruplarla kiyaslandiginda pankreas PC (p<0,001) seviyesinde artis goriildii. Alzheimer
grubunda erkeklerde disilere gore pankreas PC (p<0,05) seviyesi daha yiiksekti. Tim
sicanlarin Alzheimer gruplarmin serum ve beyin TNF-a seviyelerinde, diger gruplarla
kiyaslandiginda, artma vardi. Erkeklerin pankreas TNF-o (p<0,05) seviyesinde Alzheimer
grubunda diger gruplara kiyasla artig goriildi. Tim sicanlarin Alzheimer gruplari diger
gruplarla kiyaslandiginda; pankreas preptin (p<0,05) seviyesinde, disilerin beyin preptin
(p<0,05) seviyesinde, erkeklerin serum preptin (p<0,001) seviyesinde artis goriildii. Kontrol
grubu beyin preptin (p<0,05) ve Alzheimer grubu serum preptin (p<0,05) seviyeleri
erkeklerde, disilere gore daha yiiksek bulundu.

Calismamiz Alzheimer hastaliginda beyin, serum ve pankreasta preptin seviyelerini
arastiran literatiirdeki ilk Ozglin calismay1 olusturmaktadir. Alzheimer grubunda preptin
seviyelerinde belirgin bir artig goriilmesi; bize, perifer ve beyinde insiilin direnci varligini ve
insiilin seviyelerinin buna paralel olarak yiikseldigini disiindiirmektedir. Bu bulgular
preptin’in  Alzheimer hastaliginin etiyolojisinde Onemli bir role sahip olabilecegini

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler : Alzheimer hastaligi, amiloid beta, antioksidan, cinsiyet, preptin.
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THE ROLE OF PREPTIN HORMONE IN THE MODEL OF EXPERIMENTAL
ALZHEIMER DISEASE CAUSED BY ALUMINUM CHLORIDE (AICIs) IN RATS

Master Thesis
Saadet BEKERECIOGLU
ABSTRACT

Due to insulin deficiency and resistance seen in the brain and periphery of Alzheimer's
patients, this disease is thought to be a neuroendocrine disorder in recent years and is called
type 3 diabetes mellitus. Preptin hormone and insulin are secreted together by B cells of the

pancreas. Preptin acts as a physiological stimulant of insulin.

In this study, to reveal the relation of Alzheimer's disease with preptin, which is
associated with inflammation, oxidative stress and insulin resistance; serum, brain and
pancreas; it was aimed to investigate the levels of preptin, tumor necrosis factor alpha (TNF-
a), superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GSH-Px), malondialdehyde (MDA)
and protein carbonyl (PC). Wistar-albino type female (control group (n=10), sham group
(n=10), Alzheimer group (n=10)) and male rats (control group (n=10), sham group (n=10),
Alzheimer group (n=10)) were used in the study. Alzheimer's disease model in rats was
created with aluminum chloride (AICI3). By immunohistochemically, amyloid-beta protein (1-
42) [AP (1-42)] levels in brain tissue and hematoxylin-eosin and crystal violet staining were

used to examine changes in brain tissue cells.

In the serum of Alzheimer groups of all rats compared to the other groups; SOD
(p<0,001) and GSH-Px (p<0,001) levels were decreased; whereas MDA (p<0,001) and PC
(p<0,001) levels increased. Serum SOD levels in males were higher than females in all
experimental groups. When the Alzheimer group of all rats in the brain is compared with
other groups; SOD (p<0,001) levels decreased, and MDA (p<0,001), PC (p<0,001), GSH-Px
(p<0,001) levels were increased. Brain MDA level was found to be lower in females than
males in all experimental groups. When the pancreas of Alzheimer groups of all rats is
compared with other groups; GSH-Px (p<0,05) levels were increased. In the Alzheimer
group, the GSH-Px level of pancreas (p<0,05) was higher in females than males. There was a
decrease in the SOD (p<0,05) pancreas level of the Alzheimer group of females compared to
the other groups. When the male Alzheimer group was compared with the other groups, an

increase in PC (p<0,001) pancreas level was observed. In the Alzheimer group, males had a

v



higher PC (p<0,05) pancreas level than females. There was an increase in serum, brain TNF-a.
levels of Alzheimer's groups of all rats compared to the other groups. Pancreatic TNF-o
(p<0,05) levels of men increased in Alzheimer's group compared to other groups. When
Alzheimer groups of all rats are compared with other groups; pancreatic preptin (p<0,05)
levels, brain preptin (p<0,05) levels in females, and serum preptin (p<0,001) levels in males
were increased. Control group brain preptin (p<0,05) and Alzheimer group serum preptin

(p<0,05) levels were higher in males than females.

Our study constitutes the first original study in the literature investigating preptin
levels in the brain, serum and pancreas in Alzheimer's disease. A significant increase in
preptin levels in the Alzheimer group; this suggests that there is insulin resistance in the
periphery and the brain, and that insulin levels increase in parallel. These findings show that

preptin may have an important role in the etiology of Alzheimer's disease.

Key Words . Alzheimer's disease, amyloid beta, antioxidant, gender, preptin.
Page Number 96
Supervisor : Prof. Dr. Mehmet BOSNAK
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SIMGELER VE KISALTMALAR

AP : Amiloid-Beta

ACh - Asetilkolin

ADDL : Amiloid Beta Tiirevi Diflizyon Ligandlar1
AGE : Gelismis Glikasyon Son Uriinleri

AH . Alzheimer Hastalig1

AICl3 > Aliminyum Klorir

APP : Amiloid Oncii Protein

APOE : Apolipoprotein-E

BACE-1 : Beta- Amiloid Oncii Protein-Parcalayan Enzim-1
BGT : Bozulmus Glikoz Toleransi

BOS : Beyin Omurilik Sivisi

CAT - Kolin Asetil Transferaz

DM : Diabetes Mellitus

DSO : Diinya Saglik Orgiitii

GSH-Px : Glutatyon Peroksidaz

GSK-3 : Glikojen Sentaz Kinaz-3

G6PD : Glikoz-6-Fosfat Dehidrogenaz

HbAlc : Hemoglobin Alc

HIAPP : Insan Adacik Amiloid Polipeptidi

IB1 : Adacik Beyni 1

IGF-R : Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii Reseptorii
IL . Interldkin

IR : Insiilin Reseptorii

VI



IRS : Insiilin Reseptorii Substrati

ip . Intraperitoneal

KBB . Kan-Beyin Bariyeri

MAPK : Mitojenle Aktiflestirilen Protein Kinaz
MDA : Malondialdehit

MSS : Merkezi Sinir Sistemi

NO - Nitrik Oksit

PC : Protein Karbonil

PET : Pozitron Emisyon Tomografisi

PKOS : Polikistik Over Sendromu

PSEN1 : Presenilin 1

PSEN2 : Presenilin 2

ROS : Reaktif Oksijen Tiirleri

RR : Relative (bagil) Risk

SOD . Siiperoksit Dismutaz

STZ . Streptozotosin

TNF-a : Tiimor Nekroz Faktor Alfa

TREM 2 : Miyeloid Hiicreler Uzerinde Eksprese Edilen Tetikleyici Reseptor 2
T2DM : Tip 2 Diyabet Hastalig1

VKi : Viicut Kitle Indeksi



1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastaliginin (AH) sebebi kesin olarak bilinmemekle beraber; ileri yas,
kalitimsal faktorler, beyin hiicrelerinin 6liimii, sinirsel iletimin bozulmasi ve ¢esitli zehirli
maddelerin hastaliga yol agtig1 diistiniilmektedir. Sinir hiicrelerinin i¢inde olusan tau protein
iplikcik diiglimleri ile hiicre disinda olusan beta-amiloid plaklarin beyinden temizlenememesi

Alzheimer hastaliginin temel nedenleri arasinda sayilmaktadir (1).

AH’de beyinde gerceklesen insiilin eksikligi ve direncinden dolay1 AH’nin
noroendokrin bir hastalik olabilecegi diisiiniilmekte ve tip 3 diabetes mellitus (DM) olarak
adlandiriimaktadir (2).

Insiilin; norotransmitter salmiminda, sinaptik modiilasyonda gérev yapmaktadir ve bu
etkilerinden dolay1 uzun siireli bellek olusumunda ve 6grenmede rol oynamaktadir. Yapilan
calismalar, AH’lerin beyinlerinde insiilin seviyesinde azalma oldugunu gostermistir. insiilin
direnci, metabolik sendrom ve tip 2 diyabet hastalarinda AH riskinin iki kat arttig1 ifade
edilmekte ve AH ile Tip 2 diyabet arasindaki temel fizyolojik baglantinin periferal ve serebral

insiilin sinyal anormalliklerinden kaynaklandigi belirtilmektedir (3, 4).

Preptin’in, insiilin sekresyonunun fizyolojik bir uyaricist oldugu gosterilmistir.
(Calismalar gestasyonel diabetes mellitus, polikistik over sendromu (PKOS), Tip 2 diabetes
mellitus ve bozulmus glikoz tolerans1 dahil olmak iizere metabolik rahatsizliklar1 olan

hastalarda, artmis preptin seviyelerini pozitif olarak degerlendirmektedir (5, 6, 7).

Ilaveten, glikoz ve enerji metabolizmasinda énemi olan insiilinin merkezi sinir sistemi
(MSS) i¢indeki hedeflere nasil ulastigini, periferde sentezlenen bir peptidin nasil bir yol
izledigini bilmek ne kadar 6nemli ise; hem pankreatik bir peptit olan hem de glikoz ve enerji
metabolizmasi ile iliskisi oldugu yeni kesfedilen preptin’in de MSS igerisinde yer alip
almadig1 ve norolojik veya spesifik bir etkisinin olup olmadiginin arastirilmasi da bir o kadar

Onem arz etmektedir.

Bu c¢alisma, siganlarda deneysel olarak aliiminyum kloriir (AICIl3) ile olusturulan
Alzheimer hastaligi modelinde pankreastan salgilanan ve yeni kesfedilen preptin hormonunun
beyinin farkli  bolgelerindeki etkilerini  fizyolojik, biyokimyasal, histolojik ve

immiinohistokimyasal olarak arastirmak amaciyla tasarlanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.  Alzheimer Hastahg:

Norodejeneratif bozukluklar, ozellikle 6grenme ve bellekte, biligsel gerileme ile
karakterize edilen kalitsal, sporadik (hastaligin ara sira, tek tiik goriilmesi, genis alanlara
yayllmamasi) ve yasa bagl olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu bozukluklar genellikle hareket
(ataksi) veya zihinsel islev (demans) ile ilgili problemlerle iliskilidir. Alzheimer hastalig1 ve
diger demanslar, beyin kanseri, ensefalit, epilepsi, Parkinson hastaligi, inme, Huntington
hastaligi, multipl skleroz hastalig1 yaslilarda en sik goriilen ve sorunlu nérodejeneratif

bozukluklardir (8).

Norodejenerasyon (ndronal atrofi veya kaybi dahil), hiicre dis1 toksik amiloid
oligomerleri ve proteinleri, hiperfosforillenmis tau proteini, bolgeye 6zgii azalmis serebral
glikoz metabolizmasi, sinaptik disfonksiyon ve mitokondriyal disfonksiyondan olusur.
Demans, giinliik yasamin sozsiiz veya temel aktivitelerini gergeklestirme yeteneklerinin
kaybina neden olan bellek, konusma dili, yiiriitiicii ve gorsel-isitsel islev, kisilik ve davranis
dahil olmak iizere iki veya daha fazla biligsel alanda asamali1 diisiis ile karakterize klinik bir
sendromdur. AH demansin en yaygin nedenidir ve tim demans tanilarmin %80'inini

olusturmaktadir (9).

Psikiyatrist ve noropatolog Alois Alzheimer ilk kez 1901 yilinda hasta Auguste Deter
ile tanigmustir. 50 yasindaki bu kadini; paranoya, saldirganlik, kafa karigikligi ve hafiza kaybi
ile olagandis1 ve ilerleyici bir hastaliktan muzdarip olarak tanimlamistir. Hasta olan bu kadin
5 yil sonra dlmiistiir ve otopside, Alzheimer; beynin biiziildigiini ve plaklar ile nérofibriler
yumaklar adin1 verdigi anormal birikintiler olustugunu bildirmistir. “Alzheimer hastaligi"”
terimi ilk kez Alzheimer'm meslektasi Emil Kraepelin tarafindan {inlii ders kitabi

Psychiatrie'nin 8. baskisinda bu siireci tanimlamak i¢in kullanilmistir (10).

AH bilinen en yaygin ndrodejeneratif hastaliklardan biridir ve hafiza kaybi, bilissel
islevlerin azalmasi, anormal davranis ve psikiyatrik problemler gibi ¢esitli semptomlarla
karakterizedir. Noritik plaklar ve norofibriler yumaklar AH'nin patolojik 6zelliklerini gosterir.
AH, beyin dokularinda anormal beta-amiloid (AB) birikimi, kolinerjik néronlarin oliimii,
mikrotiibiil iliskili tau proteininin hiperfosforilasyonundan olusan yumaklar, bakir, demir,

cinko ve aliiminyum gibi metallerin dishomeostazisi (dinamik denge halinin bozulmasi),
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metal kaynakli oksidatif stres ve diger gesitli faktorler dahil olmak iizere ¢esitli patolojik

belirtilerle karakterize, bilinmeyen bir etiyolojiyle ¢cok faktorlidiir (11).

Alzheimer hastaliginin hayvan modellerinden elde edilen veriler, sinapslarin ve
sinaptik plastisitenin bozulmasinin Alzheimer hastaliginda ndrodejenerasyonun temel

bilesenleri oldugunu gostermektedir (12).

2.2.  Alzheimer Hastahgr’nmin Epidemiyolojisi

AH, tim demanslarin %50-80’ini olusturan en yaygin nérodejeneratif demansi temsil
eder ve 2050'ye kadar ii¢ kat daha fazla olmasi1 beklenmektedir. Tiim diinyada yaklasik 36

milyon insanin demansa sahip oldugu bildirilmistir (13).

Yasa bagl olarak hastaligin goériilme riski logaritmik bigimde artmaktadir. Yas1 60-65
arasinda olan toplulukta goriilme siklig1 yaklasik olarak %0,1 iken 85 yasin iizerinde goriilme
siklig1 %47’ye kadar ¢ikmaktadir. 2050 yilinda diinya niifusunun %25’inden fazlasinin 65
yasin lizerinde olacag1 ongoriilmektedir. Bu rakamlar artan yasl niifusu ile birlikte logaritmik
oranda artan AH’nin gelecekte en Onemli saglik sorunlarindan biri olacagi izlenimini

vermektedir (14).

Tiirkiye niifusu i¢inde su an toplam niifusun %8,7’sini olusturan 65 yas {istii niifusun
hizla arttig1 bildirilmis; buna karsin diger yas gruplarimin bu hizda bir artig gostermedigi ifade
edilmistir. Bu nedenle demans hastalarinin sayisinda hizli bir artis oldugu goriilmektedir.
Diinya Saglik Orgiitii (DSO), halen diinyada 47 milyon Alzheimer hastasinin var oldugunu ve
2030°da 76 milyon ve 2050°de ise 135,5 milyon hastaya ulagmasini beklediklerini rapor
etmiglerdir (15). Tirkiye’de ise 600.000 ailenin bu hastalikla miicadele ettigi bildirilmistir
(16).

2.3.  Alzheimer Hastahig: ve Risk Faktorleri

AH, 65 yas oncesinde goriilmesi durumunda hastalik “erken baslangigli Alzheimer”
veya “presenilin” olarak siniflandirilirken; 65 yas ve sonrasinda goriilmesi durumunda “ge¢

baglangicli Alzheimer” veya “senilin” olarak siniflandirilmaktadir (17).

AH'nin biiyiik ¢ogunlugu goriiniiste sporadik temelli olarak gergeklesirken; amiloid
oncii protein (APP), presenilin 1 (PSENT1) ve presenilin 2 (PSEN2) genlerindeki mutasyonlar



nadir goriilen (<%0,5) ailevi bir AH formuna neden olmaktadir. Semptomlarin sporadik

AH'den daha erken gelistigi, tipik olarak 30 ila 50 yas arasinda goriildiigi bildirilmistir (18).

“Tipik ge¢ baslangich (sporadik) AH”, genetik ve cevresel faktorler arasindaki
karmagsik bir etkilesimden kaynaklanmaktadir. Artik AH riskinin ~%70'inin genetik faktorlere
dayandig1 diisiiniilmektedir. €2, €3 ve €4 seklinde ii¢ farkli bicimi olan apolipoprotein-E
(APOE) geni, sporadik AH i¢in en biiyiik risktir. €4 olmayan tasiyicilara kiyasla, €4
heterozigotlarin AH i¢in ihtimal oraninin ~ 3 oldugu, homozigotlarda bu oranin ~ 12'ye

yiikseldigi bildirilmistir (19).

APOE geninin €2 aleli (bir karakter tizerinde ayni ya da farkli yonde etkili olan iki
veya daha fazla genden her biri) AH riskini azaltirken; bu genin €4 alelinin ise, AH riskini

arttirdig1 rapor edilmistir (20). Diger risk faktorleri Tablo 1°de 6zetlenmistir.



Tablo 1.Alzheimer ve Demans (bunama) igin risk faktorleri (21)

Degistirilebilir Risk Faktorleri

(45-65 yas arasi erken ve orta donemde veya

65 yas ve ustii geg donemde)

Degistirilemez Risk Faktorleri

Vaskiiler riskler

Diyabet (sonraki yasam)

Hipertansiyon (orta yas)

Dislipidemi (orta yas)

Metabolik sendrom ve obezite (orta yas)

Tiitiin igmek (sonraki yasam)

Disiik  fiziksel aktivite (sonraki
yasam)
Serebral hipoperfiizyon,

serebrovaskiiler yaralanma veya inme
Depresyon (sonraki yasam)

Siddetli kafa travmasi veya travmatik

beyin hasar1
Isitme kaybr (orta yas)

Diisiik biligsel rezerv (erken yasam ve
potansiyel olarak orta yasam). Biligsel
rezerv “beynin norolojik hasara veya
bilissel islevi

hastaliga  ragmen

stirdiirme kapasitesi” dir.

Yas

Cinsiyet (kadin erkekten daha fazla;
~1.5 bagil risk (relative risk (RR))

Aile oykisii (birinci derece veya ikinci
derece bagil veya ¢oklu kusaklar; RR
2-6)

Irk (Afrikali-Amerikali ve Ispanyol

bireyler, genetik, saglik sartlar

esitsizligi ve sosyo-ekonomik
faktorlerin bir kombinasyonu nedeniyle
beyaz bireylerle karsilastirildiginda 1,5-

2 kat RR’ye sahiptir.)
Down Sendromu

Apolipoprotein (APOE)-t4 alel
tastyicilart (APOE geninin bir veya iki
APOE-£4

homozigot APOE-£3 alel tasiyicilarina

alelini tasiyan bireyler,
kiyasla sirasiyla 3 kat ve 8-10 kat
RR'ye sahiptir)

Serebral amiloidoz (AH patolojik

stirecinin pozitif biyolojik belirleyicisi)

2.4.

Alzheimer Hastaligr’nin Tanisi ve Biyobelirtegleri

AH’de klinik tanida faydalanilan ve yaygin olarak kullanilan tani Slgiitleri, Ulusal

Norolojik ve Iletisim Hastaliklar1 Enstitiisii ve Inme-Alzheimer Hastahg ve Iliskili
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Hastaliklar Dernegi (NINCDS-ADRDA) tarafindan olusturulan tami kriterleri ve Zihinsel
Bozukluklarin Tanisal ve Istatistiksel El Kitab1 (DSM) olgiitiidiir. Bu gelistirilen dlgiitler
kullanilarak hastada herhangi bir hafiza ve 6grenme probleminin olup olmadigi, planlama ve
organize etme gibi yonetimsel fonksiyonlarda sorun olup olmadigi, afazi (genellikle bir inme
ya da kafa travmasi sonucunda aniden ortaya ¢ikan ve beynin dilden sorumlu alanlarinin
hasarlanmasindan kaynaklanan bir dil bozuklugudur), agnozi (kisinin duysal bir bozukluk
olmadan, o duyu araciligryla 6grendigi bir seyi tantyamamasidir), apraksi (bilinci yerinde,
anlamas1 normal bir kisinin motor, duysal ve koordinasyon kusuru olmaksizin bildigi amagh
bir hareketi yapamamasidir) gibi durumlarin goriiliip goriilmedigi gibi MSS ile alakali

islevlerin degerlendirilmesi yapilarak tan1 konulmaktadir (22).

AH igin biyobelirte¢ olarak incelenen ¢esitli yontemler arasinda, pozitron emisyon
tomografisi (PET) goriintiilemesinde beyindeki beta-amiloid ve anormal tau proteini
miktarlarinin gosterilmesi, sividaki belirli proteinlerin seviyelerinin dl¢iilmesi (6rnegin, beyin
omurilik sivisinda (BOS) beta-amiloid ve tau proteini seviyeleri ve kandaki belirli protein
gruplarinin seviyeleri) ve radyo izleyici florodeoksiglikoz kullanilarak PET goriintiilemeyle
gosterilen beyindeki glikoz metabolizmasi seviyesi bulunmaktadir. Bunun digsinda bilgisayarl
tomografi, tek foton emisyon tomografisi veya manyetik rezonans goriintiileme
sistemlerinden de yararlanilmaktadir. Alzheimer hastaliginin tanisi i¢in gesitli biyobelirtecler
gelistirilmistir. Klasik olarak, BOS’ta diisiik bir amiloid-p42, yiiksek miktarda hiperfosforile
tau proteini ile birlikte goriiliir. Bunlar Alzheimer hastaliginin tanisal bir ayirt edici 6zelligi

olarak kabul edilmektedir (23).

Amiloid-p veya fosforile-tau'nun periferik 6lgtimiiniin, Alzheimer hastalig1 i¢in zayif
duyarliliga ve Ozgiillige sahip oldugu bildirilmistir. Norogranin (esas olarak beyinde,
ozellikle dendritik dikenlerde eksprese edilen ve protein kinaz C sinyal yoluna katilan bir
kalmodulin baglayici proteindir. Norogranin, kalmodulin mevcudiyetini diizenleyen, kalsiyum
yoklugunda ona baglanan ana postsinaptik proteindir) seviyeleri Alzheimer hastaliginin
BOS'unda yiikselir ve daha once belirtildigi gibi, baz1 Alzheimer hastalig1 vakalarinda hem
BOS hem de plazmada progranulin seviyeleri azalmaktadir (24, 25, 26).

2.5.  Alzheimer Hastahigimin Fizyopatolojisi

Saglikli bir yetiskin beyninde, her biri uzun, dallanan dendritlere sahip yaklasik 100

milyar néron bulunmaktadir. Bu uzantilar, tek tek ndronlarin diger ndronlarla baglanti
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kurmasini saglamaktadir. Sinapslar olarak adlandirilan bu tiir baglantilarda bilgi, bir néron
tarafindan serbest birakilan ve bir diger ndronun reseptorleri tarafindan tespit edilerek alinan
kiigiik kimyasal aracilar sayesinde akmaktadir. Beyin yaklastk 100 trilyon sinaps
icermektedir. Bu sinapslar; sinyallerin beynin ndronal devreleri arasinda hizla ilerlemesine
izin vermekte ve anilarin, diisiincelerin, hislerin, duygularin, hareketlerin ve becerilerin
hiicresel temelini olusturmaktadir. Ilk basta, AH tipik olarak entorhinal korteks ve
hipokampus da dahil olmak iizere, beynin hafizayr iceren kisimlarindaki noronlart ve
baglantilarin1 yok etmektedir. Daha sonra serebral kortekste konusma dili, akil yiiriitme ve
sosyal davranistan sorumlu alanlar1 etkilemektedir. Sonunda, beynin diger bircok alani hasar
gormektedir. Zamanla, Alzheimer hastaligi olan bir kisi bagimsiz olarak yasama ve ¢alisma

yetenegini yavas yavas kaybetmektedir. Sonug olarak hastaligin 6liimciil oldugu bildirilmistir
(1, 12).

Alzheimer fizyopatolojisinin temel 6zellikleri; baslica hiicre disinda biriken amiloid
plaklar ve hiicre i¢inde bulunan nérofibriler yumaklardir. Ek olarak, ndropil iplikleri (akson,
dendrit ve sinapslarin meydana getirdigi ag Sistemi), distrofik noritler (anormal filizlenme,
distrofik genisleme ve gesitli hiicresel organellerin ve hiicre iskeleti / sinyal proteinlerinin
birikmesi ile mikroskobik olarak karakterize edilen anormal néronal siireclerdir), iliskili
astrogliozis (astrosit cogalmasi) ve mikroglial aktivasyon goériilmektedir ve serebral amiloid
anjiyopati siklikla birlikte bulunmaktadir. Bu patolojik siireglerin sonuclari, biiylik caplt

atrofiye yol agan sinaptik ve noronal kayip ile nérodejenerasyon icermektedir (27).

Amiloid plaklar; esas olarak, APP metabolizmasinin iki yan {iriinii olan 40 veya 42
aminoasitli anormal katlanmis AP 'dan olusan hiicre dis1 birikimlerdir. APP normal olarak
hiicre dis1 alan1 i¢inde "a--sekretaz" adi verilen enzim tarafindan parcalanmaktadir. Zararh
AP’1n, beta- amiloid Oncii protein-pargalayan enziml (BACE-1), B-sekretaz ve y-sekretaz’in
sirall enzimatik etkisiyle APP'nin proteolizinden olustugu rapor edilmistir. Peptitlerin iiretimi,
temizlenmesi ve kiimelenmesi arasindaki bu dengesizligin, AB’nin birikmesine neden oldugu
bildirilmektedir. AB-42, yiiksek fibrilizasyon ve ¢oziinmezlik oran1 nedeniyle plaklar i¢cinde
AB-40'tan daha fazla miktarda bulunur. Amiloid birikimi izokortekste (neokorteks) genis

anlamda olusur ve son olarak subkortikal yapilar etkiler (27).

Beta-amiloid plaklar, sinapslarda noronlar arasi iletisimi engelleyerek hiicre dliimiine

katkida bulunabilirken, tau protein yumaklar1 besinlerin ve diger temel molekiillerin néronlar



icinde tasinmasini engeller. Beta-amiloid seviyesi bir tepe noktasina ulastiginda, tau proteini

beyin boyunca hizli bir sekilde yayilmaya baslamaktadir (1, 18).

Norofibriler yumaklar, néronlarin i¢inde toplanan tau ad1 verilen bir proteinin anormal
birikimleridir. Tau, ndronal hiicre iskeleti ile etkilesime giren ve hiicre i¢i sinyal islemlerini
kolaylastiran mikrotiibiil ile iligkili bir proteindir. Saglikli noéronlar, kismen, besinleri ve
molekiilleri hiicre gdvdesinden aksona ve dendritlere yonlendirmeye yardimci olan
mikrotiibiiller yapilar tarafindan dahili olarak desteklenir. Saglikli noronlarda, tau proteini
normalde mikrotiibiillere baglanir ve onlari sabitler. Bununla birlikte, Alzheimer hastaliginda,
anormal kimyasal degisiklikler tau proteininin mikrotiibiillerden ayrilmasma ve diger tau
molekiillerine yapismasina neden olur Ve sonunda ndronlarin ig¢inde karigikliklar olusturmak
icin bir araya gelen yumaklar olusturur. Bu karisikliklar néronlar arasindaki sinaptik iletisime

zarar vererek tagima sistemini engellemektedir (1, 28, 29).

Diger beyin degisiklikleri arasinda inflamasyon ve atrofi bulunmaktadir. Toksik beta-
amiloid ve tau proteinlerinin varligi, beyindeki mikrogliya adi verilen bagisiklik sistemi
hiicrelerini aktive etmektedir. Mikrogliya; toksik proteinleri, 6lii ve 6lmekte olan hiicrelerden
gelen atiklari temizlemekle gorevlidir. Burada onemli odak noktasi miyeloid hiicreler
tizerinde eksprese edilen tetikleyici reseptor-2 (TREM2) adi verilen bir gendir. Normalde,
TREM?2 mikrogliya hiicrelerine beyindeki beta-amiloid plaklarint temizlemelerini
soylemektedir ve beyindeki iltihapla savagmaya yardimer olmaktadir. Bu genin normal islev
gormedigi insanlarda, noronlar arasinda plaklar olugsmaktadir. Bagka bir glial hiicre tipi olan
astrositlere, geride kalan plaklarin ve diger hiicresel kalintilarin temizlenmesine yardimci
olmalar i¢in sinyal verilmektedir. Bu mikrogliya ve astrositler néronlarin etrafinda toplanr,
ancak atik temizleme islevlerini yerine getiremezler. ilave olarak, kronik iltihaplanmaya
neden olan kimyasallar1 salgilarlar ve korumak istedikleri noronlara daha fazla zarar verirler.
Beynin atrofisi veya biiziilmesi, hiicre kaybi nedeniyle olusmaktadir. Normal beyin
fonksiyonu, beynin ana yakiti olan glikozu metabolize etme yeteneginin azalmasiyla da
tehlikeye atilmaktadir. Alzheimer hastalarinda, hatali bir kan-beyin bariyeri, glikozun beyne
ulagmasin1 engellemekte ve toksik beta-amiloid ve tau proteinlerinin temizlenmesini
onlemektedir (4, 30).

Beynin noronlari, daha yiiksek metabolik aktiviteleri ve toksik maruziyetten sonra
antioksidan kapasitelerinin kaybi nedeniyle oksidatif hasarlara duyarlidir. Oksidatif stres,

oksidan ve antioksidan faktorlerdeki dengesizlik nedeniyle olusmaktadir ve Parkinson



hastaligt ve AH gibi norodejeneratif hastaliklarda kritik bir rol oynadigi bilinmektedir.
Oksidatif stresin AH patogeneziyle yiiksek oranda baglantili oldugu uzun zamandir
bilinmektedir. Oksidatif ve nitrozatif streslerin, AH'nin patogenezinde, 6zellikle patolojik
stireglerin baslangicinda anahtar bir role sahip oldugu bildirilmistir. Bu stresler, reaktif oksijen
tiurleri (ROS) ve reaktif azot tiirleri (RNS) iiretimi arasindaki dengesizlik ve bunlarin
siiperoksit dismutaz (SOD) gibi endojen antioksidan enzim sistemleri tarafindan
uzaklastirilamamasindan kaynaklanmaktadir. SOD, oksidatif stres sirasinda iiretilen ROS'a
kars1 antioksidan savunma sisteminin ilk basamagi olarak kabul edilir. ROS iiretimi, serbest
radikal kaynakli lipit peroksidasyonunun bir iirlinii olan malondialdehit (MDA) seviyesi
analiz ederek dolaylt olarak degerlendirilebilir. Nitrik oksit (NO), fazla miktarda
uretildiginde, nitrozatif stres durumunu olusturan bir¢ok olumsuz biyolojik etkiye sebep olan
cesitli RNS olusturmaktadir. Bunlara ek olarak noroinflamasyon, AH'min baglamasi ve
ilerlemesinde kritik bir rol oynamaktadir. Tiimor nekroz faktor alfa’nin (TNF-a) beyindeki
ana proinflamatuar cevap diizenleyicisi olduguna inanilmaktadir. Ayrica, hastalardaki biligsel

diistisiin TNF-o. inhibisyonu ile iyilestirilebildigi bildirilmistir (31).

AH’de goriilen diger bir degisikligin salinan mediyatorlerdeki dengesizlik oldugu
rapor edilmistir. Dikkat ve hafiza tizerine etkisi olan asetilkolin (ACh) diizeyindeki
degisiklikler diger mediyatdrlere gore daha fazla olmaktadir. Ogrenme ve bellek ile ilgili
beyin boliimlerindeki kolinasetiltransferaz (ChAT) enzim miktarinda ve kolin geri aliminda
azalma ve buradaki kolinerjik néronlarda hasar meydana gelmesi sonucu, ACh seviyesinde
diigiis oldugu bildirilmistir (32). Buna bagli olarak nikotinik ve muskarinik reseptor
aktivasyonunda azalmanin meydana gelmesinin; dikkat, 6grenme ve hafiza becerilerinin
kotiilesmesine yol actigi bildirilmistir. Bu reseptorlerdeki aktivasyon kaybinin, AP

olusumunda ve A norotoksisitesinde artisa sebep oldugu bildirilmistir (33).

Yapilan bir diger calismada glutaminerjik sistemin uzun siireli uyarilmasia bagl
olarak hiicre i¢i kalsiyum miktarinda artis yasanmasi sonucu ndronal eksitotoksisitenin
meydana gelmesiyle birlikte noronal disfonksiyon ve hiicre oliimii gergeklestigi rapor

edilmistir (34).

Bunlara ek olarak serotonerjik, dopaminerjik ve noradrenerjik mediyatorlerdeki
kayiplarin da kognitif disfonksiyon, depresyon, saldirganlik ve postiir bozuklugu gibi

durumlara sebep oldugu rapor edilmistir (35).



2.6. Insiilin, Diyabet ve Alzheimer Hastahg

Insan viicudundaki glisemik durumun, i¢ ve dis uyaranlara duyarl bir sekilde cevap
olarak dinamik oldugu bilinmektedir. Glisemik durum; insiilin ve glukagon antagonistik geri
besleme diizenlenmesiyle normal bir aralik i¢inde 1iyi korunmaktadir. Glikoz
metabolizmasinin hormonal olarak diizenlenmesi sitokinler, adiponektin, interlokin (IL)-1, IL-

6 ve TNF-o’dan da etkilenmektedir (36).

Obezite; fiziksel hareketsizlik, sigara igme, asir1 fiziksel / zihinsel stres ve asir1 seker
ve asirt yagl gidalardan olusan sagliksiz beslenme, bozulmus glikoz toleransi (BGT) ve /
veya diyabet igin risk faktorleridir. Hiperglisemi ve BGT diyabetin ana &zelligidir. Bunlar
diyabetik yan etkilere neden olarak periferik dokular1 ve kan damarlarini etkilemektedir.
Glikotoksisite; endoplazmik retikulum stresi (Endoplazmik retikulum stresi; organelde
katlanmamig veya yanlis katlanmis proteinlerin artmast ve birikimi sonucu, organel
homeostazisinde degisiklikler meydana gelmesidir. Bu stres; norodejeneratif hastaliklar,
metabolik hastaliklar, aterosklerozis, diabetes mellitus ve obezitede goriilmektedir.), oksidatif
stres ve mitokondriyal bozulmanin molekiiler mekanizmalar: yoluyla hepatositlerin ve
pankreatik hiicrelerin hasarin1 uyarmaktadir. Ayrica, kronik hiperglisemiye maruz kalmanin

biligsel islevi kotiilestirebilecegi bildirilmektedir (36).

Tip 2 diyabet hastaligi (T2DM); yiiksek kan sekeri, insiilin direnci ve goreceli insiilin
eksikligi ile karakterizedir. Bu; kas, karaciger ve yag hiicrelerinin insiiline duyarliliginin
azalmas1 nedeniyle ortaya c¢ikar (insiilin direnci olarak da adlandirilir). Genel olarak,
yemekten hemen sonra pankreas tarafindan insiilin iiretiminde artis olur. Insiilin i¢in hedef
organlar yag dokusu, iskelet kas1 ve karacigerdir. Insiilin kandan glikoz alimini uyarir ve
glikoz iretimini engelleyerek glikojenezi tesvik eder. Diyabetin bir diger ayirt edici 6zelligi,
pankreas [ hiicrelerinin islev bozukluguna yol agan insan adacik amiloid polipeptidinin
(hIAPP, amilin) olusumudur. Ortaya ¢ikan metabolik rahatsizlik, retinopati, periferik noropati
ve nefropati gibi diyabet semptomlarinin ¢ogunun nedeni olan kronik hiperglisemiye yol
acmaktadir (37, 38).

Beyinin daha onceden insiiline duyarsiz bir organ oldugu disiiniiliiyordu. Bununla
birlikte, insiilinin ndronal sag kalim ve beyin fonksiyonunda 6nemli bir rol oynadig1 artik
yaygin olarak kabul edilmektedir. Insiilinin, ndronal sinaptik plastisite i¢in gerekli oldugu,

ogrenmeyi ve hafizay1 kolaylastirdig: bildirilmistir (3).
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Ayrica insiilinin; dendrit ve sinaps olusumunu, néronal kok hiicre aktivasyonunu, norit
biliylimesini ve onarimini, ndronlarin korunmasini tesvik ettigi gosterilmistir. Bu nedenle,
MSS’de insiilin metabolizmasindaki ve sinyallerindeki degisiklikler bircok beyin

bozuklugunun gelismesine katkida bulunabilecegi rapor edilmistir (39).

Hiperglisemiye bagli bilissel islev bozuklugu diyabetin beyine yan etkisi olarak kabul
edilir. Hipergliseminin hafif kognitif bozukluk veya AH gelisimi i¢in potansiyel bir risk
faktorii oldugunu gosteren kanitlar bulunmaktadir. Hipergliseminin; beyin lezyonlarinda
amiloid beta birikimini arttirdigi, oksidatif stresi, noroinflamasyonu ve mitokondriyal
disfonksiyonu siddetlendirdigi, néronal biitiinliigii bozarak norodejenerasyona sebep oldugu
rapor edilmistir (36). Son 20 yilda, bir¢ok ¢alisma AH gibi norodejeneratif bozukluklar ve

MSS'de bozulmus insiilin sinyali arasinda bir iliski oldugunu gostermistir (40).

AH ile obezite, T2DM ve metabolik sendrom gibi ¢esitli metabolik bozukluklar
arasinda patofizyolojik baglar oldugu gosterilmistir (41).

Onemli epidemiyolojik kanitlar, T2DM'nin, enerji {iretimi icin néronlardaki glikoz
emiliminin etkisizliginden kaynaklanan biligsel bozulma ile gii¢lii bir sekilde iligkili oldugunu
gostermektedir. T2DM ve AH arasindaki iligki; insiilin direnci varligi, insiilin biiytime faktorii
sinyalinin degismesi, inflamatuar cevap olusmasi, oksidatif stres, glikojen sentaz kinaz 3f3
sinyal mekanizmasi, amiloid 6ncii proteinden amiloid beta olusumu, nérofibriler yumak
olusumu, asetilkolin esteraz aktivitesinde degisikliklerin olugsmasi1 yoniiyle baglantilidir. Tip 1
diyabet (TIDM), T2DM ve AH arasinda paylagilan mekanizmalar nedeniyle; bazi
arastirmacilar AH’ye “Tip 3 diyabet (T3DM)” adin1 vermislerdir (42).

Insiilin, kan-beyin bariyerinden (KBB) pasif olarak gegemeyen biiyiik bir peptit
hormonudur, ancak yine de BOS’ta bulunmaktadir. Beyin insiilininin kaynag: tartigmalidir.
Bir hipotez, plazma insiilinin, muhtemelen vaskiiler endotelyumda insiilin reseptorii (IR)
varliginda, doygunluga ulastirilabilen tasima sistemleri ile KBB'yi gecebildigini
savunmaktadir. Bu hipotezi destekleyen bulgular, BOS’daki insiilin diizeylerinin kanda
dolasanlardan daha diisiik olduguna (%25 daha az) ve konsantrasyonlarinin yemeklerden

sonra veya periferik insiilin inflizyonu ile arttigina dair kanitlardir (43).

Bagka bir ihtimal, beynin hipotalamus gibi, bariyerden yoksun MSS'ye insiilin
erisimine izin veren bdlgelerinin olmasidir. Ugiincii bir hipotez, insiilinin beyin bdlgelerinde

sentezlendigini savunmaktadir, ancak bu hipotez daha fazla ¢alisma gerektirmektedir (44, 45).
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Bir¢ok calisma, IR ve insiilin benzeri biiylime faktorii-1 reseptorii (IGF-1R)’niin ve
bunlarin ortak sinyal dolasim yollarinin, beynin i¢inde yaygin bir sekilde dagildigini ve daha
da 6nemlisi; bu sinyal yollarinin nérogenez, beyin fonksiyonu ile tiim viicut enerji dengesi ve

metabolizmasinin diizenleyicileri olarak islev gordiigiinii bildirmistir (45).

IR; beynin hem noronlarinda hem de glia’larinda eksprese edilmektedir. En yiiksek IR
yogunlugunun; hipotalamus, hipokampus, olfaktor bulbus, serebellum, amigdala ve serebral
kortekste oldugu bildirilmistir (46). Insiilin reseptdrlerinin MSS icindeki genis dagilimi,

insiilinin ¢ok iglevsel oldugunu gostermektedir (45).

Insiilin, IR ile baglandiktan sonra, otofosforilasyon ile cesitli tirozin iiriinlerinin
aktivasyonu gerceklesir. Bu fosfotirozin iiriinleri; insiilin reseptdrii substrat: (IRS)-1 ve 2 i¢in
fosfatidilinozitol 3-kinaz (PI13K) ve glikojen sentaz kinaz 3B (GSK3p) sinyalinin baslatilmasi
ile enerji lretimi i¢in, mitokondriyal diizenleme ve wnt sinyal yolaklar1 (wnt; wingless
geninin, int-1 geni ile sekans ve fonksiyonel olarak benzerlik gosterdigi i¢in bu iki gen ismi
birlestirilmis ve bu gen literatiire “wnt” geni olarak ge¢mistir. Wnt sinyal yolaklari, ergin
donemde kendini yenileyen hiicrelerin adezyonunda, hedef hiicre genlerinin
transkripsiyonunun kontrol edilmesinde, embriyonik donemdeki hiicrelerde ise hiicre
polaritesinin, proliferasyonunun saglanmasinda, farklilasmada ve hiicre gogiinde Gnemli
olglide rol oynamaktadir.) gibi birkag sinyalizasyon uyarisinin baglatmasi i¢in 6nemli oldugu

bildirilmistir (2).

Yiiksek glikoz durumu, néron ve ndron olmayan hiicrelerde APP sentezini arttirarak
degil, APP yikimini inhibe ederek amiloid beta iiretimini arttirmaktadir. Kemirgenlerde
olusturulan tip 1 ve tip 2 diyabet modellerinde beyin insiilin direncindeki anormal insiilin
sinyalinin, amiloid beta birikimini ve tau proteini fosforilasyonunu arttirdigi bildirilmistir.
Streptozotosin (STZ) ile indiiklenen diyabet modelinde farelerin hipokampusunda artmis
amiloid beta, APP ve tau protein fosforilasyon seviyeleri gosterilmistir. Benzer sekilde, STZ
ile olusturulan diyabetik sicanlarda hipokampus atrofisi, amiloid beta agregasyonu, beyindeki

sinaps kaybui ile hafiza ve 6grenme performansinda bozulma oldugu rapor edilmistir (36).

Calismalar AH'nin, kortikal noronlarda ChAT’in insiilin veya IGF-1 reseptori ile
immiinoreaktivitesinde azalmaya neden olan azalmis ChAT ekspresyonu seviyesi ile iligkili
oldugunu gostermistir. Deneysel veriler, tau proteini ve ChAT gen ekspresyonunun insiilin ve
IGF-1 reseptorii tarafindan kontrol edildigini gostermektedir (42). Bu nedenle, insiilin direnci

veya eksikligi muhtemelen beyin plastisitesine, sinaptik disfonksiyona ve norodejenerasyona
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katkida bulunmakta ve bilissel yetenekleri bozarak DM ve AH arasinda biyokimyasal bir

baglant1 kuran asetilkolin liretimini azaltmaktadir (47).

Amiloid beta tiirevi difiizyon ligandlarinin (ADDL), AH olanlarin beyninde insiilin
eksikligine ve insiilin direncine katkida bulundugu tespit edilmistir. Kiiglik olduklar1 i¢in
amiloid beta’dan daha kolay yayilabilmekte ve daha zararli hale gelmektedir. Bu ligandlarin;
insiilin ve reseptorii arasindaki iletisimi kestikleri igin, bellek olusum mekanizmasini bozarak
islev bozukluguna neden oldugu ifade edilmektedir. ADDL'lerin kendisi sinapslara baglanir
ve sinaps seklinin degismesinin yani sira konformasyonunun da degismesi nedeniyle,
insiilinin reseptoriine ilgisi azalmaktadir. Bu nedenle, sinyal iletimi bozulmakta ve bu da
insiilin direnciyle sonuglanmaktadir. ADDL'lerin; oksidatif stres, sinaptik dejenerasyon,
beynin plastisitesinde azalma ve tau proteini hiperfosforilasyonuna neden olmasindan dolay1

AH mekanizmasina bagli oldugu bildirilmistir (48).

T2DM'nin AH ile baglantili oldugu bir bagska muhtemel mekanizmanin, gelismis
glikasyon son {irlinlerinin (AGE'ler) tretimindeki artis oldugu bildirilmistir. Normal
yaslanmada, AGE'lerin ¢esitli hiicre tiplerinde birikmekte oldugu, ancak birikme hizlarinin
diyabetlilerde ve AH’de 6nemli Glgiide arttigi; hiicre dist birikmis glikasyon son iriinlerinin

norofibriler yumaklari ve amiloid beta plaklarint modifiye ettigi bildirilmistir (49) (Sekil 1).
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Sekil 1. Alzheimer hastaliginin patogenezi (49).

Insan beyninin otopsi sonuglarinda diyabetik hastalarda artmis nérofibriler yumaklar
ve amiloid beta plaklar1 goriilmiistiir. Amiloid beta plaklari, APP'nin beta-sekretaz tarafindan
uygunsuz boliinmesinin sonucunda olugmaktadir. Bu anormal amiloid beta plaklari, sinyal
yollar1 ile etkilesime girmektedir ve ndrofibriler yumaklari olusturmak igin toplanan tau
proteinini hiperfosforile etmektedir. Glikojen sentaz kinaz-3’tin (GSK-3), her iki patolojide de
tau proteininin fosforilasyonunda 6nemli bir rol oynadig1 bildirilmistir. Bu nedenle, GSK-3'iin
inhibisyonunun, tip 3 diyabet'in tedavisi i¢in potansiyel bir hedef olabilecegi One

stiriilmektedir (50).

Benzer sekilde, baska bir potansiyel baglantinin, insiilin direnci ve hipergliseminin

kronik asamasinda aktive olan C-Jun-N-terminal kinaz (JNK) (C-Jun (Ju-nana;17) N-terminal
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kinaz yolu, mitojen (hiicrenin mitoz ile béliinmesine yol agan) ile aktiflestirilen protein kinaz
(MAPK) sinyal yolunun ana sinyal bilesenlerinden biridir. Proliferasyon, embriyonik gelisim
ve apopitoz gibi bir dizi hiicresel siirecin kontroliinde iglev goriir.) yolu oldugu bildirilmistir.
Aktivasyonunun, pankreas beta hiicrelerinin apopitoz mekanizmasini arttirdigi ve oksidatif
stres seviyesini yiikselttigi rapor edilmistir. JNK ile etkilesen-proteinl, beyinde ifade edilen
ve JNK yolunu diizenleyen “adacik beyni 1 (IB1)” olarak adlandirilmaktadir. JNK, IB1,
hiperfosforile tau proteini ve amiloid beta plaklar1 gibi tiim bu faktdrlerin, DM VE AH

arasindaki muhtemel baglantilar1 sagladigi bildirilmistir (4).

Obezitenin dogrudan beyin patolojisini etkileyebildigi ve insiilin sinyal yolu veya
hipertansiyon yoluyla AH riskini artirabildigi rapor edilmistir (51). Obezitenin; T2DM'nin
onemli Onciisti oldugu i¢in; insiilin direncine yol agmakta, glikoz metabolizmasin1 bozmakta,
hipertansiyon meydana getirmekte ve dislipidemi olusturmakta rolii oldugu bilinmektedir.
Yiiksek viicut kitle indeksi (VKI), proinflamatuar cevabi artirarak karaciger veya kas
hiicrelerindeki insiilin sinyal yolunu etkilemektedir. Yapilan deneysel ¢alismalarda T2DM
olmayan obez hastalarda AH gelisme riskinin ii¢ kat arttig1 bulunmustur. Bu alanda yapilan
caligmalara dayanarak obezite ve T2DM vakalarinda, AH gelisme riskinin; hiperglisemi,
insiilin direnci, oksidatif stres, gelismis glikasyon son {irlinlerinin birikimi ile baglantili
olabilecegi bildirilmistir. Niifus temelli calismalar, 70 yasinda, VKI’deki her %1'lik artisin
AH riskini %36 oraninda artirabilecegini bildirmektedir. Bel c¢evresi ve hipokampal atrofi
arasinda bir baglant1 oldugunu, AH olanlarin daha biiyiik bel ¢evresine, daha diisiik HDL ve
daha yiiksek plazma glikoz ve trigliserit konsantrasyonlarina sahip olduklarini bildirmislerdir

(51).

Dislipideminin, insiilin / glikoz anormallikleriyle birlikte diyabetin 6zelliklerinden biri
oldugu bilinmektedir. APOE, lipitin islenmesinde ©nemli bir rol oynamaktadir. APOE
heterozigotlarinda AH gelisme riskinin bes kat arttigi ve homozigot durumunda yaklasik
%50-90 oldugu tahmin edilmektedir. APOEin diger izoformlariyla karsilastirildiginda, €4
aleli; amiloid plak temizleme kabiliyetini azaltmakta ve oksidatif stres i¢in daha az koruyucu
etkiye neden olmaktadir. Ayrica, kolinerjik disfonksiyona katkida bulunan Af'min artan
birikimini de gostermektedir. AH beyninde meydana gelen patolojik degisikliklerin, diyabetik
hastanin pankreasinda ve damar yapilarinda meydana gelenle ayni oldugu bildirilmistir. Bu
nedenle, T2DM’li ve APO €4 alel tasiyict hastalarin AH gelisme riskine karsi daha hassas
olduklar1 rapor edilmistir (4).
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Sekil 2.Tip 3 diyabetin olusumunda rol oynayan faktorler.

2.7.  Aliiminyum ve Alzheimer Hastalhig

Oksijen ve silikondan sonra yer kabugunun yaklasik %8'ini igeren iiglincii en bol
element olan aliiminyum (Al*®), periyodik tablodaki en dikkat ¢ekici elementlerden biridir.
Aliminyumdan yapilmis nesneler giiclii, hafif ve korozyona dayaniklidir. Aliiminyum
miikkemmel bir elektrik iletkenidir. Bu nedenlerle, aliiminyum su anda giinliik hayatimizin
neredeyse her yoniine girmistir. Aliiminyum, teneke ve tencere, aliiminyum folyo, aliiminyum
kaplar ve soda kutulari, antasitler, konut malzemeleri, elektrikli cihazlarin bilesenleri, ugaklar,
tekneler, arabalar ve cok sayida ara¢ ve gerecte, aspirin, asilar ve undan yapilan giinliik
iiriinlerin tiretiminde kullanilmaktadir. Aliiminyum, biyoyararlanim agisindan, igme sularinin
temizlenmesinde ¢okeltici ajan olarak kullanilmaktadir. Cesitli islenmis gidalarda yaygin bir
katki maddesidir, bir¢ok tipte kozmetiklere eklenir ve giderek daha fazla farmasotik iirtinlerde

kullanilmaktadir. Tim bunlarin sonucu olarak, insanin yasadigi ortamda aliiminyum
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viicudumuzda giderek daha fazla bulunmaktadir. Aliiminyum; karbon ve oksijen ile de son
derece reaktiftir. Bu nedenle, biyoyararlanimi yiiksek olan aliiminyumun yaygin kullanimi,

insanlarin ve hayvanlarin saglig1 icin muazzam ve genis kapsamli etkilere sahip olabilecegi
ifade edilmektedir (52, 53).

Su ve topragin kirlenmesi de Al**yi ¢oziindiiren ve Al*®nin bitkiler, hayvanlar ve

insanlara maruziyetini arttiran asit yagmuru nedeniyle artmaktadir (54).

Yiyecek ve icecekler (igme suyu harig) yoluyla ortalama insan Al*® tiiketimi giinde 2.5
ila 13 mg arasinda oldugu; yenilen yiyeceklere, ikamet edilen iilkeye, yasa ve cinsiyete gore

degistigi rapor edilmistir. Alinan AI™®

nin %]1'inden daha azinin emildigi iyi bilinmesine
ragmen, uzun siireli alimda veya diyet aliiminyum seviyeleri i¢in insanda normal araliginin en
yiiksek noktasinda kronik aliiminyuma maruz kalindiginda 6énemli 6l¢iide emilim ve tutulma

meydana gelebilmektedir (55).

Bununla birlikte, Al*® emilimi genellikle diisiiktiir ve toplam AlI**nin %95'i neredeyse
dogrudan disk1 yoluyla atilmaktadir. Emildikten sonra Al*3, kanda birkag saatlik bir yar1 dmre
sahiptir. AlI*3, plazma transferrin (%90) ve daha az bir dl¢iide sitrat (%10) gibi diisiik molekiil
agirlikli molekiillere baglidir (56).

Al*¥nin beyne girisi iki farkli mekanizma tarafindan yonetiliyor gibi gériinmektedir.
Ik olarak, Al*® beyne kandan gegebilir. Aslinda, 25 yildan uzun bir siiredir transferrin'in,
transferrin reseptorii aracili Al*3 transferrin endositozu ile KBB boyunca Al*® nakline aracilik
edebilecegi iyi bilinmektedir (57, 58).

Diger mekanizma, aliiminyum sitrat’t KBB'den transferinden bagimsiz olarak beyne
tasiyan mekanizmadir. Sicanlarda ve farelerde yapilan deneysel calismalar, Al**'nin parenteral
(bir maddenin viicuda sindirim yolu disinda damar i¢i, kas i¢i veya deri alt1 yolla verilmesi)

veya oral maruziyetten sonra beyin korteksi, hipokampus ve beyincikte biriktigini gostermistir
(56).

Emiliminden sonra, aliiminyum dagiliminin insanlarda tiim dokularda esit olmadig1 ve
bazi dokularda birikme oldugu bildirilmistir. Normal serum aliiminyum konsantrasyonlari
yaklasik 1-3 pg / L'dir. Insan viicudunda, aliiminyumun yaklasik yaris iskelette ve yaklagik
dortte biri akcigerlerde birikir (nefes almayla ¢oziinmeyen aliiminyum bilesiklerinin

birikmesinden dolay1). Aliminyumun ayrica insan derisinde, alt gastrointestinal sistemde, lenf
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diigtimlerinde, adrenal bezlerde, paratiroid bezlerinde ve ¢ogu yumusak doku organinda

bulundugu rapor edilmistir (59).

Al**'a kronik olarak rutin sekilde maruz kalmmasiyla AH, amiyotrofik lateral skleroz,
AH tipi demans ve Parkinson hastalar1 dahil olmak iizere bir dizi nérodejeneratif bozukluk

arasinda bir iliski oldugu ileri stirtilmistiir (60).

Histopatolojik olarak AH, beyindeki AP ve norofibriler yumaklarin birikmesi ile
karakterizedir. AlI*® iyi bilinen bir norotoksindir ve Al**’a kronik olarak maruz kalma, AH
patogenezi igin bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir. In vivo laboratuvar kanitlari, Al*
uygulamasinin AP iiretimini arttirarak AP agregasyonunu arttirdigini ve deney hayvanlarinin
beyinlerinde AH siireciyle tutarli olarak AP yikilmasini engelledigini gdstermektedir. Al ile
indiiklenen AP birikimi, sigan serebral korteksinin hiicre kiiltiiriinde elde edilen néronlar ile

yapilan in vitro ¢alismalarla da dogrulanmistir (54).

Bircok deneysel yaklasim ayrica Al*® maruziyetinin, glikoz-6-fosfat dehidrogenaz
(G6PD), heksokinaz veya glutamat dehidrogenaz gibi glikozu metabolize edici enzimlerin
aktivitelerinin degismesi lizerine glikoz kullanimini bozabilecegini gostermektedir. Carpici bir
sekilde, G6PD enziminin, AH’de etkilenen beyin bélgelerinde Al™ varhinda aktivitesini
azalttig1r gosterilmistir. Mevcut kanitlar, AH'nin metabolik noérodejeneratif bir hastalik
oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, bozulmus serebral glikoz metabolizmast AH'de
degismez bir patofizyolojik 6zelligi temsil etmektedir ve olusumunun ¢ogunlukla bilissel islev

bozuklugu ve patolojik degisikliklerden 6nce geldigi bildirilmistir (56).

Al"®nin memelilerde ciddi toksik belirtileri indiikleyebilecegi kabul edilmektedir.
Beyin, artan serbest radikal seviyesi ve toksik maruziyetten sonra azalan antioksidan seviyesi
nedeniyle oksidatif strese ozellikle duyarlidir. Bazi yazarlar, Al**nin indirgenme ve
yiikseltgenme durumunun olmamasina ragmen gilicli bir pro-oksidan (reaktif oksijen
tiirlerinin meydana gelisi) aktivite uyguladigmi one siirmiislerdir. Ote yandan, Al™*nin;
oksidatif toksisite, artmis lipit peroksidasyonu, azalmis membran akiskanligi ve okside
edilmis yiiksek yogunluklu lipoprotein ile de ilgili oldugu bildirilmistir. Bunlara ek olarak
Al**nin; katalaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi bazi antioksidan
enzimlerin aktivitesini azalttigini, boylece oksidatif stresin neden oldugu noronal hasari

siddetlendirdigi rapor edilmistir (56).
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Ayrica, birgok ¢alisma Al™'nin Kkolinerjik sistemi bozabildigini ve bunun da AH
patogenezinde rol oynadigin1 gdstermistir. Hem in vivo hem de in vitro ¢aligmalar siirekli
olarak asetilkolinesteraz aktivitesinde ve ACh ile uyarilmis norotransmisyonda degisiklikler
gOstermistir. Ayrica norotransmitterlerden serotonin ve dopamin ile glutamat ve aspartat’in

Al*® maruziyeti sonucu azaldig: bildirilmistir (56).

2.8.  Preptin Hormonu

Pankreatik adacik B-hiicreleri; insiilin, amilin ve pankreastatin hormonlarini
salgilamaktadir. 2001 yilinda Buchanan ve arkadaslar1 daha fazla B-hiicresi hormonlari
aramak i¢in, hiicre kiiltiiriinden elde edilmis murin B-hiicrelerinden (BTC6-F7) izole edilen
salgi graniillerinden peptitleri saflastirarak “preptin hormonunu” bulmuslardir. Preptin,
pankreasin B-hiicrelerinden insiilin ve amilin ile birlikte salgilanan, 34-aminoasitli, proinsulin
benzeri bilyiime faktorii II E — peptidinin Asp®® — Leu!®sine karsilik gelen, 3948 Dalton
agirliginda peptit bir hormondur. Preptin molekiiliiniin, insiilin sekresyonunun fizyolojik bir
uyaricist  oldugu diistiniilmektedir. Bu peptit, hiicre biiyiimesini, farklilagmasint ve
metabolizmasini diizenlemeye katilan mitojenik insiilin benzeri biiyiime faktorii [I'nin (IGF II)
onciisii olan proinsiilin — IGF II'nin E (ekzon) bélgesinden tiiretilir. Preptin ayrica; tiikiiriik
bezinde, meme dokusunda ve bobreklerde de sentezlenmektedir. Preptin; ¢esitli dokularda

sentezlense de ana sentez bolgesinin pankreas beta hiicreleri oldugu bildirilmistir (61).

Preptin’in, insiilin benzeri biiyiime faktori — II reseptoriinii (IGF — 1IR) aktive ettigi,
protein kinaz C ve fosfolipaz C yolunu etkiledigi ve yiiksek glikoz konsantrasyonlari altinda

kalsiyum bagimli bir sekilde insiilin sekresyonunu uyardigi bulunmustur (Sekil 3) (62).
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Sekil 3. Preptin ve IGF-2 araciligiyla insiilin salgilanmasimin diizenlenmesi. (IGF2R: Insiilin
benzeri biliylime faktorii-2, PLC: Fosfolipaz-C, PKC: Protein kinaz-C, PIP2: Fosfatidilinozitol
bifosfat, IP3: inozitol trifosfat, DAG: Diacilgliserol) (62)

Preptin’in ayrica, MAP-kinaz yolu ile osteoblast apoptozisini azalttigi tespit edilmistir.
Preptin’in, insiilin hormonunun etkileri ile sinerjist bir sekilde kemik {izerinde anabolik bir

etkisinin oldugu bildirilmistir (63).

Ayrica preptin’in glikoz aracili insiilin sekresyonunu arttirdigi bulunmustur. insan
deneklerini igeren ilk klinik ¢aligma T2DM hastalarinda yapilmistir. Bu ¢alismada DM
hastalarinda preptin diizeylerinin normal bireylere gére daha yiiksek oldugu ve plazma preptin
diizeylerinin; diyastolik kan basinci, trigliserit, total kolesterol, hemoglobin Alc (HbAlc) ve
insiilin direnci testi (HOMA-IR) indeksi ile pozitif iligski igerisinde oldugu bildirilmistir.
Ayrica calisma, erkeklerin plazma preptin diizeylerinin kadinlardan daha diisiik oldugunu
gostermistir (5). Buna ek olarak yapilan bir diger ¢alismada, insiilin direnci varliginda, asirt

kilolularda ve obezlerde preptin seviyelerinin arttigini bildirmislerdir (64).
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Bunlara ek olarak yapilan diger bir ¢alismada, gestasyonel diyabeti olan gebe ve
gestasyonel diyabeti olmayan gebe kadinlarin maternal serum ve fetal kord kaninda preptin
seviyeleri incelenmis ve gebelik diyabeti olan grubun maternal serum ve fetal kord kaninda
serum preptin diizeylerinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Glikoz tolerans testi sonuglarinda;
preptin konsantrasyonlari ile aglik insiilin seviyeleri, glikoz yiiklenmesini takiben 1. saatteki
kan sekeri arasinda pozitif iligki oldugu da bildirilmektedir (6). Bununla alakali yapilan bir
diger calismada arastirmacilar, gebelik diyabeti olan ve olmayan emziren kadinlarin plazma
ve siitiindeki preptin miktarlarimi incelemis ve gebelik diyabetli annelerin plazma ve
kolostrumlarinin, saglikli annelerinkinden daha yiiksek miktarda preptin igerdigini
bulmuslardir (65).

Osteoporozlu, osteopenili ve normal kemik kiitlesine sahip yash erkeklerin katildigi
bir diger ¢alismada; serum preptin diizeyinin osteoporoz grubunda en diisiik oldugunu ve
kemik mineral yogunlugu ile preptin diizeylerinin pozitif iliski gdsterdigi bildirilmektedir.
Osteoporoz ve osteopeni gruplarindaki tiim kemik olusum belirteglerinin, normal gruptakilere

kiyasla 6nemli 6lgiide azaldigi rapor edilmektedir (66).

Yapilan bir ¢alismada, aglik plazma preptin konsantrasyonlarinin PKOS'lu kadinlarda
kontrollere gore anlamli olarak daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Ayrica aclik plazma preptin
seviyelerinin insiilin, HOMA-IR indeksi ve Ferriman-Gallwey skoru ile pozitif iligki
gosterdigini, diger yandan VKI ve plazma preptin diizeyleri arasinda iliski bulamadiklarmi
rapor etmislerdir (7). Mierzwicka ve arkadaslarinin yaptigi caligmada serum preptin
diizeylerinin PKOS grubunda PKOS olmayan gruba goére anlamli olarak daha yiiksek
oldugunu bildirmislerdir. Preptin diizeyi ile metabolik ve hormonal belirtegler arasinda

anlamli bir iliski gbzlemlememislerdir (67).

Denekleri VKI’lerine bagh olarak 5 gruba [Grupl VKI <18.5kg / m?); Grup Il (VKI
18.5-24.9kg / m?); Grup Il (VKI 25-29,9 kg / m?); Grup IV (VKI 30-39,9kg / m?); Grup V
(VKI> 40kg / m?)] ayirarak yapilan bir ¢alismada serum preptin diizeylerinin Grup I'den Grup
IV'e kademeli ve anlamli bir artis gdsterdigini bildirmislerdir. VKI degeri ile preptin arasinda
pozitif bir iliski oldugunu ve obezitede artmis insiilin direncinin preptin ile iligkili

olabilecegini 6ne siirmiislerdir (68).

Yapilan bir ¢alisma, esansiyel hipertansiyonu olan hastalarda plazma preptin
diizeylerinin diistiglinii, karotis arter intima-media kalinlig1 ile preptin diizeylerinin negatif

iligki gosterdigini ve karotis aterosklerotik plaklar1 olan hastalarda preptin diizeylerinin
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anlaml derecede diisiik oldugunu ortaya koymustur. Bu nedenle, plazma preptin seviyesinin
diismesinin  hipertansiyon ve vaskiiler komplikasyonlarinda rol oynayabilecegini
bildirmislerdir (69). Buna ek olarak yapilan baska bir calismada, koroner kalp hastalarinda

preptin seviyelerinin distiigiinii bildirmislerdir (70).

Metabolik sendromlu obez erkeklerde yeni yapilan bir ¢alismada; 12 haftalik-haftada 3
kez aerobik, direng ve ikisinin birlesimi egzersiz yaptirilmistir. Bunun sonucunda her tg tiir
egzersizi yapan gruplarda, egzersiz yapilmadan onceki Serum preptin seviyesine gore diislis

goriildiigi bildirilmistir (71).

Omeklerin gosterdigi gibi, preptin, obezite ve PKOS ile diyabet, osteoporoz ve

osteopeniyi de i¢ine alan genis bir dizi hastaligin etyopatolojisinde rol oynamaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari ve Calisma Dizayni

Bu calisma Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu
tarafindan onaylanmstir (EK-1). Deney hayvanlari, Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi
Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Birimi’nden (KSU DETAB) temin edildi. Calismada
toplam 60 adet; 200-250 gr agirliginda 12-16 haftalik Wistar-albino tiirii disi si¢anlar ile 300-
350 gr agirhiginda 12-16 haftalik Wistar-albino tiirii erkek siganlar kullanildi.

Calismada hayvanlar sessiz, stressiz, 12 saat karanlik-12 saat aydinlik dongiisiinde, 1s1
ve nemi standardize edilmis (22 + 3°C, %62 £+ 7 nem orani), iyi havalandirilan odalarda, 4
kisilik gruplar halinde kafeslerde tutuldu. Hayvanlarin agirliklarina gére madde uygulamasi
yapildigindan kuyruklar1 boyanarak tanimlama i¢in isaretlendi. Siganlar, ad-libitum seklinde
beslendi. Calisma siiresince hayvanlara su ya da yem kisitlamasi yapilmadi. Agirlik
degisimleri ise deneyin baslangicinda, sonunda ve her hafta basinda olciilerek takip edildi.
Hayvanlara yapilan madde uygulamalar: sirkadiyen ritime uygun olarak her giin ayni zaman

diliminde yapildi.

Hayvanlar onarli alt1 esit gruba boliindii:

1. Grup | Erkek Kontrol grubu (n=10),

2. Grup Il Erkek Sham grubu (n=10)

3. Grup Il Erkek Alzheimer grubu (n=10)
4. Grup IV Disi Kontrol grubu (n=10),

5. Grup V Disi Sham grubu (n=10)

6. Grup VI Disi Alzheimer grubu (n=10)

3.2.  Uygulanan Maddeler ve Deney Protokolii

Preptin’in hem beyin ve beyinle iligkili yapilarda hem de norolojik bir rahatsizlik olan
Alzheimer hastaliginda varliginin tespit edilmesi ve etkilerinin arastirilmasi igin deneysel
olarak Alzheimer rahatsizligi olusturuldu. Bunun i¢in nérotoksikasyona ve noronal hasara
neden olan aliiminyum kloriir (AlClz) kullanildi. Anhidroz formdaki AICls, Sigma-Aldrich'ten
satm alindi. Oncelikle sicanlarin agirliklar tartilarak kaydedildi ve agirliklarina gore enjekte

edilecek ¢ozeltiler hazirlandi. AlICl3 miktar1 hassas terazide tartildi ve serum fizyolojik
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icerisinde ¢Oziilerek hazirlandi. Cozeltiler haftalik olarak hazirlandi. Hazirlanan ¢6zeltiler
+4°C sicaklikta korundu. Cozeltiler deney sirasinda oda sicaklifina getirilerek insiilin
igneleriyle intraperitoneal (ip) olarak enjekte edildi. Enjeksiyon yapilan bolge her giin
degistirildi. Bu islem Alzheimer gruplarinda 45 giin siireyle 40 mg/kg/giin dozunda fizyolojik

serumda ¢6ziilmiis aliiminyum kloriir’e maruz birakilmasi ile olusturuldu (72, 73).

Sham gruplarina enjeksiyonun ve stres faktoriiniin deneyde nasil bir etki olusturdugu
anlagilmasi i¢in Alzheimer grubuna yapilan miidahalenin aynisi yapildi, ancak aliminyum
kloriir yerine fizyolojik serum kullanildi. Kontrol gruplari deney sonlanana kadar herhangi bir

isleme tabi tutulmadi. Deney protokolii KSU DETAB’da gerceklestirildi.

Tablo 2.Uygulanan maddeler ve deney protokolii

Disi Erkek
hayvan hayvan Uygulanan Uygulama Uygulama
Gruplar . Doz
sayisi sayisi madde yontemi siiresi
(n) (n)
Kontrol
10 10 -
grubu
Alzheimer
10 10 AICl; 40/mg/kg/giin 45 giin
grubu
Sham Serum
10 10 . . Iml/kg/gilin 45 giin
grubu fizyolojik

Alzheimer modelleri olusturulduktan sonraki giin hayvanlarin ketamin ksilazin (50/10
mg/kg) anestezisi altinda intrakardiyak kanlar1 ve dokular1 alinarak deney sonlandirildi (Sekil
4). Her bir hayvanin tiim beyin, beyin sapt (pons ve bulbus), pankreas dokularinin

diseksiyonu yapildiktan sonra hemen sivi azota aktarildi. Doku homojenatindan bakilacak
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parametreler igin boliimde bulanan KSUBAM’a (Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi
Biyomedikal Arastirma Merkezi) goétiiriilerek -80°C’de derin dondurucu (Sanyo MDF-
U6086) da saklandi. Histolojik inceleme igin ayrilan dokular ise %10'luk formaldehite
konuldu. Biyokimyasal analizler i¢in deney sonlandirma asamasinda eksanguinasyon metodu
ile tim hayvanlarin kanlar1 hem plazma hem de serum caligsmalar1 icin EDTA’l1 ve kuru

tiiplere alindi, santrifiij isleminden sonra ilgili birimlere iletildi.

Sekil 4. Alzheimer grubundan alinan beyin dokusu.

Calisma i¢in gerekli kitler ticari olarak temin edildikten sonra iiretici firmanin
prosediirii dogrultusunda caligmalar gergeklestirildi. MDA reaktif oksijen tiirleri, GSH-PX,
SOD, protein karbonil (PC) enzim seviyeleri kolorimetrik ve spektrofotometrik metotlar ile
TNF-a, preptin seviyesi ELISA yontemi ile kan serumu, beyin ve pankreas dokusunda
bakildi. Amiloid beta-1-42 (AB1-42), immiinohistokimyasal olarak histopatolojik olarak ise

hematoksilen-eozin ve kristal viyole boyalari uygulanmustir.
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3.3.  Histolojik Degerlendirme

3.3.1. Isik mikroskobik islemler

Tiim gruplardaki sicanlardan alinan beyin ve pankreas dokularina kod numaralari
verilerek i¢inde %10’luk formaldehit iceren siselere birakildi ve asagida belirtilen sira ile

doku takip islemleri uygulandi.

Cesme suyunda yikama (giin boyu)
%70°lik Alkolde 12 saat bekletme
%80°lik Alkolde 12 saat bekletme
%90°lik Alkolde 6 saat bekletme
%100°lik Alkolde 6 saat bekletme
Ksilen I’de 10 dakika bekletme
Ksilen II’de 10 dakika bekletme
Ksilen I1I’de 10 dakika bekletme

Ksilen + boncuk parafin 60°C’lik etiivde 1 saat bekletme

© 0 N o g b~ w0 DR

10. Boncuk parafinde 60°C’lik etiivde 1 saat bekletme
11. Boncuk parafinde 60°C’lik etiivde 2 saat bekletme.

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

alindiktan sonra agagida siralanan islemlere tabi tutularak boyama islemi gergeklestirildi.

Ksilol I (20 dk.) bekletme

Ksilol IT ve III’de (10 dk.) bekletme

Iki ayr1 %96lik 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

10. %80°lik alkolde (10 dk.) bekletme

11. Iki ayr1 %96°lik alkol serisinde (10 dk.) bekletme
12. Ksilol I-11-111 serilerinde (20 dk.) bekletme

© © N o O b~ w0 DR
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13. Entellan ile kapatma islemi gerceklestirilmistir.

Incelemeye hazir hale gelen kesitler, Olympus BH 40 marka kamera atagmanl 1s1k

mikroskobu altinda incelenerek ilgili tiim gruplara ait fotograflar ¢ekildi.

3.3.2. Parafin kesitlerde histopatolojik 1s1ik mikroskobisi islemleri

Konvansiyonel 1s1k mikroskobik inceleme igin parafine gomiilen dokulardan yine

mikrotom (Leica RM2125RT) ile 5 um’lik kesitler polilizin’li cam lamlar {izerine alindiktan

sonra asagida siralanan islemlere tabi tutularak Hematoksilen-Eozin boyama islemi

gerceklestirildi.
1. 48°C’lik etiivde 1 gece bekletme
2. 3 degisik ksilolde (I-11-111) 5 er dakika bekletme
3. Sirasiyla, absolute, %96 ve %80°lik alkolde 5 er dakika bekletme
4. Distile suda 5 dakika yikama
5. pH=6 sitrat buffer soliisyonu ile mikro dalga firinda 5*3 (15 dakika) antijen
retrieval islemi
6. 20 dakika oda 1s1sinda bekletme
7. 5 dakika fosfat tampon ¢ozeltisinde (PBS) yikama
8. 15 dakika %3 liik hidrojen peroksidazda bekletme
9. 5 dakika PBS de yikama
10. Hematoksilen ve eozin soliisyonlarinda 60 dakika bekletme
11. 5 dakika PBS de yikama
12. Converter- Peroksidaz (POD) soliisyonunda 30 dakika yikama
13. 5 dakika PBS de yikama
14. Diaminobenzidin (DAB)-Kromojen de 7 dakika bekletme
15. Distile suda iyice yikama
16. Mayer's hematoksilende 10 saniye zit boyama
17. Su bazli kapatma soliisyonu ile kapatilir.

3.3.3. Parafin kesitlerde immiinohistokimyasal 1s1tk mikroskobisi islemleri

Incelemeye hazir hale gelen kesitler Olympus BH 40 marka kameral1 151k mikroskobu

altinda incelenerek ilgili tiim gruplara ait fotograflar ¢ekildi. Doku takipleri yapilip parafin
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bloklara gomiilen doku oOrneklerinden 5 pum kalinliginda histopatolojik kesitler alind1 ve

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

Kesitler, 60°C etiivde bir gece bekletilip, soguduktan sonra 2 defa 30’ar dk ksilende
tutuldu. Kursun kalemle lamin iizerine gerekli bilgiler yazilir. Kesitler 2'ser dk %96, %80,
%70 ve %60'lk etil alkolde tutulduktan sonra 10 dk distile su ile yikandi. Sinirlayict kalem ile
kesitlerin ¢evreleri ¢izildi. PBS soliisyonu ile 3 kez 5’er dk yikandi, antijen “retrieval”
yontemi (kullanilacak antikor igin Onerilen) uygulandiktan sonra kesitler tekrar PBS
soliisyonu ile 3 defa 5’er dk yikandi. Endojen peroksit blokaji (5 dk %3 H202) yapildiktan
sonra kesitler tekrar PBS soliisyonu ile 3 defa 5’er dk yikandi ve {izerlerine Blok soliisyonu
(non-immiin serum) damlatilarak 1 saat beklendi ve yikamadan uzaklastirilirdi ve 50 pl
primer antikor damlatilirak oda 1sisinda 1 saat kapali nemli kutuda bekletildikten sonra PBS
solisyonu ile 3 kez 5’er dk yikandi. Biyotinlenmis sekonder antikor (Primer antikor ile
uyumlu) damlatilir, oda 1sisinda 30 dakika kapali nemli kutuda bekletilip PBS soliisyonu ile 3
kez 5’er dk yikandi. Streptavidinle isaretli sekonder antikor damlatildi, oda isisinda 30 dk
kapalt nemli kutuda bekletilip, PBS soliisyonu ile 3 kez 5’er dk yikandi. DAB soliisyonu
damlatilarak 10-15 dk kapali nemli kutuda bekletildi. PBS soliisyonu ile 3 kez 5’er dk
yikandiktan sonra distile su ile yikandi. Cekirdek boyanmasi Mayer’in hematoksileni ile
kontrol edilerek 1-5 dk. boyama yapild: ve distile su ile yikandi. Sonrasinda kesitler 1'er
dakika %80, %96 ve %100'lik etil alkolde bekletildi ve kuruduktan sonra 2 defa 5’er dakika
ksilende seffaflastirilirdi.

3.4. Enzime Bagh immiinosorbent Testi (Enzyme Linked Immunosorbent Assay Test
(ELISA))

Calismamizda serum ve dokudaki (beyin ve pankreas) preptin, TNF-a diizeyleri igin

enzim isaretli immiin yontemler (ELISA) kullanildu.

3.4.1. Dokularin homojenizasyonu

Alinan beyin ve pankreas dokularinin 1slak agirliklar tartildi. Dokular izotonik serum
fizyolojik ¢ozeltisiyle yikandiktan sonra kiyildi. Buz ihtiva eden bir beher iizerinde %1,15
potasyum kloriir (KCI), 0,01 M PBS (pH 7.4) iceren tampon ¢ozeltisi konularak otomatik
homojenizator ile homojenize edildi. 2000-3000 RPM hizla yaklasik 20 dakika santrifiij
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edildi. Santrifiijden sonra elde edilen siipernatantlar analiz yapilincaya kadar -80°C’da

saklandi.

3.4.2. Serum ve doku preptin diizeyinin belirlenmesi

Serum ve doku preptin miktarinin belirlenmesinde Bioassay Technology Laboratory
Sigan Preptin ELISA kiti kullanildi (Katalog No: E1516 Ra, okuma araligi: 5 ng/L-1500 ng/L
hassasiyet: 2,37 ng/L, Intra-Assay: CV<%8, Inter-Assay: CV<%10). Uretici firmanin
katalogdaki prosediiriine uyularak serum Orneklerinden ELISA yontemiyle preptin calisildi.

Calisma su sekilde gergeklestirildi:

1. Tim reaktifler, standart ¢ozeltiler ve Ornekler kit prosediiriindeki talimatlara gore
hazirlandi. Kullanmadan o6nce tiim reaktifler oda sicakligina getirildi. Deney, oda
sicakliginda gerceklestirildi.

2. Test i¢in gerekli strip sayisi belirlendi. Kullanim i¢in stripler ¢ergevelere yerlestirildi.

3. 96. kuyucuk kor olarak belirlendi. Standart olarak belirlenen kuyucuklara 50ul
standart eklendi (standart ¢Ozelti biyotinlenmis antikor igerdiginden, standart
kuyucuga antikor eklenmedi).

4. Ornek kuyucuklarma 40pul numune eklendi ve sonra drnek kuyucuklarma 10ul anti-
preptin antikoru eklendi, sonra 6rnek kuyucuklarina ve standart kuyucuklara 50ul
streptavidin-HRP eklendi (kor kuyucuk dahil degil). lyice karistirildi. Plakanm iistii
sizdirmayan bir maddeyle kaplandi. 37°C'de 60 dakika inkiibe edildi.

5. Sizdirmayan madde plakadan ¢ikarildi ve plaka yikama tamponu ile 5 kez yikandi. Her
yikama esnasinda 30 saniye ile 1 dakika arasinda en az 0,35 ml yikama tamponu ile
kuyucuklar 1slatildi. Otomatik yikama i¢in tiim kuyucuklar aspire edildi ve yikama
tamponu ile 5 kez yikandi. Yikama tamponu ile kuyucuklar tasacak sekilde
dolduruldu. Plaka, kagit havlu veya baska bir emici malzemeyle kurutuldu.

6. Yikama isleminden sonra her bir kuyucuga 50ul substra t¢ozeltisi A ve 50ul substrat
cozeltisi B eklendi. Plakanin iistii sizdirmayan bir madde ile kaplandi ve karanlikta
37°C'de 10 dakika inkiibe edildi. Sivilarin rengi maviye dondii ve sican preptin
miktartyla orantili olarak renk gelisimi gézlendi.

7. Inkiibasyondan sonra her kuyucuga 50ul durdurma soliisyonu eklendi, maviden sariya
renk degisimi gozlendi.

8. Durdurma soliisyonu eklendikten sonra 10 dakika icinde 450 nm’de ELISA

okuyucusunda okuma islemi yapildi ve veriler kaydedildi.
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3.4.3. Serum ve doku TNF-a diizeyinin belirlenmesi

Serum ve doku TNF-o miktarinin belirlenmesinde Bioassay Technology Laboratory

Sican TNF-o ELISA kiti kullanildi (Katalog No: EO764 Ra, okuma araligi: 5 ng/L-1000 ng/L
hassasiyet: 2,51 ng/L, Intra-Assay: CV<%8, Inter-Assay: CV<%10). Uretici firmanin

katalogdaki prosediiriine uyularak serum Orneklerinden ELISA yontemiyle TNF-o ¢aligildi.

Calisma su sekilde gergeklestirildi:

1.

Tim reaktifler, standart cozeltiler ve 6rnekler kit prosediiriindeki talimatlara gore
hazirlandi. Kullanmadan once tiim reaktifler oda sicakligina getirildi. Deney, oda
sicakliginda gerceklestirildi.

Test i¢in gerekli strip sayisi belirlendi. Kullanim igin stripler gergevelere yerlestirildi.
96.kuyucuk kor olarak belirlendi. Standart olarak belirlenen kuyucuklara 50pul standart
eklendi (standart ¢ozelti biyotinlenmis antikor i¢erdiginden, standart kuyucuga antikor
eklenmedi).

Omek kuyucuklarma 40pl numune eklendi ve sonra 6rnek kuyucuklarina 10ul anti-
TNF-a antikoru eklendi, sonra 6rnek kuyucuklarina ve standart kuyucuklara 50ul
streptavidin-HRP eklendi (kér kuyucuk dahil degil). lyice karistirildi. Plakanin iistii
sizdirmayan bir maddeyle kaplandi. 37 °C'de 60 dakika inkiibe edildi.

S1zdirmayan madde plakadan ¢ikarildi ve plakayikama tamponu ile 5 kez yikandi. Her
yikama esnasinda 30 saniye ile 1 dakika arasinda en az 0,35 ml yikama tamponu ile
kuyucuklar islatildi. Otomatik yikama i¢in tiim kuyucuklar aspire edildi ve yikama
tamponu ile 5 kez yikandi. Yikama tamponu ile kuyucuklar tasacak sekilde dolduruldu.
Plaka, kagit havlu veya bagka bir emici malzemeyle kurutuldu.

Yikama isleminden sonra her bir kuyucuga 50ul substrat ¢ozeltisi A ve 50ul substrat
cozeltisi B eklendi. Plakanin iistii sizdirmayan bir madde ile kaplandi ve karanlikta
37°C'de 10 dakika inkiibe edildi. Sivilarin rengi maviye dondii ve sican TNF-a

miktariyla orantili olarak renk gelisimi gozlendi.

. Inkiibasyondan sonra her kuyucuga 50ul durdurma soliisyonu eklendi, maviden sariya

renk degisimi gozlendi.
Durdurma soliisyonu eklendikten sonra 10 dakika i¢inde 450 nm’de ELISA

okuyucusunda okuma iglemi yapild1 ve veriler kaydedildi.
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3.5.  Oksidatif Stres ve Antioksidan Parametrelerin Tayini

3.5.1. Malondialdehit (MDA) sevivyesinin olciilmesi

Lipid peroksidasyonunun indeksi olan MDA seviyesi, daha once tarif edildigi gibi
tiyobarbitiirik asit reaktif maddelerin (TBARS) ol¢iilmesiyle degerlendirildi (74).

Deneyin yapilisi ise su sekilde gergeklestirildi: 0,1 ml 6rnek (PBS tamponu, pH 7,4), 2
ml (1: 1: 1 oramyla) TBA- trikloroasetik asit (TCA)- hidrojen Kloriir (HCI) (tiyobarbitiirik asit
%0,37, 0,25 N HCI ve %15 TCA) reaktifi ile muamele edildi ve daha sonra 100°C'de bir su
banyosunda 15 dakika siireyle inkiibe edildi. Daha sonra karisim sogutuldu ve 10 dakika
boyunca 2000xg'de santrifiije tabi tutuldu. Berrak siipernatantin absorbansi, 96 kuyucuklu bir
plaka kullanilarak 535 nm dalga boyunda kor kuyucuga karsi 6l¢iildii. MDA seviyesi, standart

egri kullanilarak 6l¢tildii ve nmol / g doku olarak ifade edilerek veriler kaydedildi.

3.5.2. Siperoksit dismutaz (SOD) seviyesinin belirlenmesi

SOD aktivitesinin belirlenmesi daha dnce gergeklestirilen prosediire gore olciildii (75,
76). Bu yonteme gore ortamda SOD yoksa mavi-mor renk olugmaktadir, eger ortamda SOD
varsa mavi-mor renk gézlenmemekte, enzim aktivitesi ve miktartyla alakali olarak farkli renk
degisimleri gézlenmektedir. Kimyasal olarak 400 ml xantine (18,26 mg), 200 ml etilendiamin
tetraasetik asit (EDTA) (50 mg), 120 ml sodyum karbonat (Na.COs) (5,08 gr) kullanilda.

Deneyin yapilist ise su sekilde gerceklestirildi: Deney tiiplerine ilk olarak 2,85 ml
SOD reaktifi eklendi. Uzerlerine 0,1 ml érneklerden koyuldu. 0,1 ml distile su, rnek yerine
kor tiiptine kondu. Sonra taze hazirlanmis 0,05 ml xantine-oksidaz tiim karigimlarin {izerine
eklenerek hizli bir sekilde altiist yapilarak karistirildi. 20 dakika ve 25°C’de inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra tiiplere bekletilmeden 0,1 ml CuCl; durdurma soliisyonu
olarak eklendi. Orneklerin kére karsi absorbans degerleri 560 nm dalga boyunda &lgiilerek

veriler kaydedildi.

3.5.3. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) seviyesinin belirlenmesi

GSH-Px aktivitesi daha once uygulanan yonteme gore analiz edildi (77). Bu
yontemde; GSH-Px’in katalizorliigiinde ortamda H202 varliginda rediikte glutatyonun (GSH)
okside glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesi gerceklesmektedir. Glutatyon rediiktaz ve
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nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) sayesinde reaksiyon sonunda meydana gelen
GSSG, GSH’a indirgenmektedir. NADPH’1n hidrojen kaybederek NADP’ye yiikseltgendigi
esnada diisen absorbans degerinin spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda Olciilmesiyle

GSH-Px aktivitesi belirlenmektedir.

Deneyin yapilisi ise su sekilde gergeklestirildi: 0,01 ml sodyum azit (NaNs), 2,65 ml
EDTA’l fosfat tamponu, 0,1 ml NADPH, 0,1 ml rediikte GSH, 0,01 ml GSH-rediiktaz deney
tiiplerine koyulduktan sonra 0,02 ml 6rnek ilave edilerek 30 dakika kadar inkiibe edildi.
Inkiibe edildikten sonra deney tiiplerine 0,1 ml kadar H.O; ilave edildi. Tiiplerin 340 nm’de

spektrofotometrede 0. ve 90. saniyedeki absorbanslari 6l¢iilerek veriler kaydedildi.

3.5.4. Protein karbonil (PC) seviyesinin belirlenmesi

Oksidatif stresin gostergesi olan protein karbonil seviyesi daha dnce gerceklestirilen
prosediire gore Ol¢iildii (78, 79). Bu yonteme gore protein karbonil gruplari, proteinlerin
karbonil gruplarinin 2,4 dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile reaksiyonu sonucunda hidrazin
olusmasi temel alinarak 370 nm dalga boyunda ve toplam protein miktar1 280 nm dalga

boyunda spektrofotometrik olarak Glgiilmesi esasina dayanmaktadir.

Deneyin yapilisi ise su sekilde gergeklestirildi: DNPH’l1 ve DNPH’siz olarak iki tane
cam deney tiipli PC igerigini 6l¢mek 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’l1 tiipe koyuldu. Tiipler
karistirma islemi i¢in 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 ¢alismaya pelletle devam
edildi. Daha sonra tiiplere 2 ml kadar %10’ luk TCA koyulmustur ve tiipler 5 dakika kadar
12000 RPM’de santrifiij edilerek ayn1 sekilde slipernatant uzaklastirilarak calismaya pelletle
devam edildi. Tiiplere 2 ml ethanol/etil asetat [1:1 (v/v)] koyuldu ve tiipler 5 dakika kadar
12000 RPM’de santrifiij edildi gene aymi sekilde siipernatant uzaklastirildi ve ¢alismaya
pelletle devam edilerek bu islem ii¢ kez tekrar edildi. Tiiplere 1 ml guanidin-HCI [20 mM
dipotasyum fosfat (KH2PO4) tamponunda hazirlandi, pH=2,3] koyuldu ve vortekste 10 dakika
kadar karistirildiktan bir siire kadar orneklerin ¢oziinmesi igin bekletildi. Guanidin-HCI’ye
kars1 orneklerin absorbanslart 280 nm dalga boyunda ve 370 nm dalga boyunda olgiilerek
veriler kaydedildi.
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3.6. Istatistiksel Analiz

Calismada 6rnek biiyiikliigiiniin belirlenmesinde gii¢ (power) analizinden yararlanildu.
Referans alinan ¢aligmanin (72) istatistik parametreleri dikkate alinarak 0,66 etki biiyiikligii
(effect size) igin birinci tip hata (alfa) 0,05 diizeyinde ve ikinci tip hata (beta) 0,20 diizeyinde
0,80 testin giicii i¢in ¢aligmaya her grupta n:9 olmak iizere toplam (erkek ve disi sham,
kontrol ve deney gruplari olmak {izere toplam 2x3=6 grup i¢in) 6*¥9=54 Wistar albino si¢an
alinmasi planlandi. Her grupta deney esnasinda olusabilecek olumsuzluklara karsi 1 sigan ek
olarak gruplara dahil edilmesi planlandi. Toplam n:60 sican 6rnekleme dahil edilmesi uygun

bulundu.

Verilerin degerlendirmesinde, degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk
testi ile incelendi. 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 sican ve disi sigan karsilastirmalarinda bagimsiz oOrneklerde t testi
uygulandi. Normal dagilmayan degiskenlerde kontrol, sham ve Alzheimer gruplari arasindaki
farkliik Kruskal Wallis H testi ile incelendi. Coklu karsilastirma i¢in Dunn-Sidak testi
uygulandi. Erkek sigan ve disi si¢an karsilastirmalarinda Mann-Whitney u testi uygulandi.
Istatistik parametreleri MeantSD (Ortalama+Standart sapma) ve Median (Q1-Q3) Medyan
(%25 geyreklik- %75 ceyreklik) 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

Sicanlarda AICl3 uygulamasiyla Alzheimer modeli basarili bir sekilde olusturuldu.
Erkek siganlardan ii¢ tanesi, disi sicanlardan iki tanesi muhtemel toksikasyon sebebiyle
kaybedildi. Bunlarin yerine ayn1 grup yeni si¢anlar deney prosediiriine uygun bir sekilde ilave
edildi.

Alzheimer hastaliginda beyinde goriilen patolojik degisikleri ortaya koymak amaciyla
hematoksilen-eozin ile boyanan preparatlar incelenerek gézden gegirildi. Kontrol ve sham
grubunda erkek ve disi sicanlarin beyin dokularinin korteks morfolojisi ve néronal yapisinin
normal oldugu gozlendi (Sekil 5, Sekil 6) (Sekil 8, Sekil 9). 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 ve belirgin derecede kan damarlarinda
dejenerasyon gozlendi (Sekil 7) (Sekil 10).
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A)Kontrol
biiyiitme
B) Kontrol Erkek grubu seg¢ili alan
C)Kontrol Erkek grubu segili alanda
piramidal hiicreler ve kan damarnnin
100X biiyiitme de gésterimi

Sekil 5. Erkek siganlarda kontrol grubunda beyin dokusunda histopatolojik degisimlerin H&E

boyamasi ile gosterimi. Beyin korteksi; normal piramidal hiicreler, normal kan damarlari.
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A) Sham Erkek gmbu 20X biiyiitme
B) Sham Erkek grubu seglh alan

piramidal hiicreler ve kan damarimn
100X biiyiitme de gosterimi

Sekil 6. Erkek sicanlarda sham grubunda beyin dokusunda histopatolojik degisimlerin H&E

boyamasi ile gosterimi. Beyin korteksi; normal piramidal hiicreler, normal kan damarlart.
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A) Alzheimer Erkek grubu 20X bityiitme
B) Alzheimer Erkek grubu segili alan

C) Alzheimer Erkek grubu segili alanda
nérofibriler yumak olusumu, piramidal
hiicreler ve kan damarindaki

degigimlerin 100X buyiitmede gosterimi

Sekil 7. Erkek sicanlarda Alzheimer grubunda beyin dokusunda histopatolojik degisimlerin
H&E boyamasi ile gosterimi. Beyin korteksi; norofibriler yamaklar, dejenere olmus piramidal

hiicreler, hasarli kan damarlari.
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A) Kontrol Digi grubu 20X biiyiitme ,’1
B) Kontrol Disi grubu seg¢ili alan ‘
C) Kontrol Digi grubu se¢ili alanda
piramidal hiicreler ve kan damarmin

100X biiyiitme de gosterimi '

/N

Sekil 8. Disi si¢anlarda kontrol grubunda beyin dokusunda histopatolojik degisimlerin H&E

boyamasi ile gosterimi. Beyin korteksi; normal piramidal hiicreler, normal kan damarlari.

A) Sham Disi 5
B) Sham Disi grubu segili alan { (\" {
C) Sham Digi grubu seg¢ili alanda (. {i
piramidal hiicreler ve kan damarimn Qg‘
100X biiyiitme de gésterimi "4

et

Sekil 9. Disi siganlarda sham grubunda beyin dokusunda histopatolojik degisimlerin H&E

boyamasi ile gosterimi. Beyin korteksi; normal piramidal hiicreler, normal kan damarlari.
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A) Alzheimer Disi grubu 20X bityiitme
B) Alzheimer Disi grubu segili alan

C) Alzheimer Disi grubu segili alanda
nérofibriler yumak olusumu, piramidal
hiicrelerdeki degigimlerin 100X
bityiitmede gosterimi

Sekil 10. Disi siganlarda Alzheimer grubunda beyin dokusunda histopatolojik degisimlerin
H&E boyamast ile gosterimi. Beyin korteksi; norofibriler yumaklar, dejenere olmus piramidal

hiicreler.

Beyin dokusunda, kristal viyole boyama yapilmis kesitler incelendiginde ise; erkek ve
disi sicanlarin kontrol ve sham gruplarinda spesifik bir boyanma gézlenmedi (Sekil 11, Sekil
12) (Sekil 14, Sekil 15). Ancak erkek ve disi sicanlarin Alzheimer grubundaki Kesitleri
incelendiginde ise boyanma yogunlugunda belirgin bir artis oldugu ve senil plaklarin
biiyiikliklerinin ve sayisinin arttig1 tespit edildi. Noronlarmm hiicre govdelerinin ve
uzantilarinin etrafinda amiloid plaklarin depolandigi ve bu alanlarin genisleyerek senil

plaklari olusturdugu gozlendi (Sekil 13) (Sekil 16).
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A) Kontrol Erkek grubu 20X bityiitme
B) Kontrol Erkek grubu segili alan
C) Kontrol Erkek grubu segili alanda

senil plak olusgumu olmadiginin 100X
biryiitmede gésterimi

Sekil 11. Erkek sicanlarda kontrol grubunda beyin dokusunda kristal viyole boyamasiyla senil

plaklarin olusumunun gésterimi. Beyin korteksi; senil plak olusumu gézlenmedi.

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

C) Sham Erkek grubu secili alanda
senil plak olusumu olmadigimn 100X
biiylitmede gosterimi

Sekil 12. Erkek siganlarda sham grubunda beyin dokusunda kristal viyole boyamasiyla senil

plaklarin olusumunun gosterimi. Beyin korteksi; senil plak olusumu gézlenmedi.
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A) Alzheimer Erkek grubu 20X
biiyiitme

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

Sekil 13. Erkek sicanlarda Alzheimer grubunda beyin dokusunda kristal viyole boyamasiyla

senil plaklarin olusumunun gosterimi. Beyin korteksi; senil plak olusumu gozlendi.

A) Kontrol Digi grubu 20X biiyiitme
B) Kontrol Digi grubu se¢ili alan

C) Kontrol Digi grubu segili alanda ‘
senil plak olugumu olmadiginm 100Xy ¥
biiyiitme de gosterimi o »

Sekil 14. Disi siganlarda kontrol grubunda beyin dokusunda kristal viyole boyamasiyla senil

plaklarin olusumunun gosterimi. Beyin korteksi; senil plak olusumu gozlenmedi.
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A) Sham Disi grubu 20X bityiitme
B) Sham Disi grubu segili alan

() Sham Disi grubu segili alanda senil
plak olusumu olmadiginin 100X
bityiitmede gésterimi

Sekil 15. Disi sicanlarda sham grubunda beyin dokusunda kristal viyole boyamasiyla senil

plaklarin olusumunun gésterimi. Beyin korteksi; senil plak olusumu gézlenmedi.

e 7 Nl S ;
A) Alzheimer Digi grubu 20X
biiyiitme
B) Alzheimer Disi grubu se¢ili alan
C) Alzheimer Digi grubu seg¢ili alanda g
senil plak olugumunun 100X
biiyiitme de gésterimi

Sekil 16. Disi siganlarda Alzheimer grubunda beyin dokusunda kristal viyole boyamasiyla

senil plaklarin olusumunun gosterimi. Beyin korteksi; senil plak olusumu gozlendi.
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Calismamizda, Alzheimer’in varligimi ortaya koymak icin; tiim deney gruplarindaki
erkek ve disi sicanlarin beyin doku kesitlerinde yapilan immiinohistokimyasal boyamada
AP1-42 proteini immiinreaktivitesi gézden gecirildi. AB1-42 proteininin beyin dokusunda
goriinlir hale getirilerek incelenmesi i¢in yapilan bu boyamada, Saptanan reaksiyonun
yogunluguna gore semi kantitatif degerlendirme yapildi.

Erkek ve disi sicanlarin kontrol ve sham grubuna ait beyin kesitleri incelendiginde,
beyin korteksi bolgelerindeki hiicre sitoplazmalarinda, immiinohistokimyasal olarak AB1-42
proteini immiinreaktivitesinin negatif oldugu (0) goriildi (Sekil 17, Sekil 18) (Sekil 20, Sekil

21). Alzheimer grubunda ise erkek ve disi si¢anlarin beyin korteksi hiicre sitoplazmalarinda

yogun bir sekilde (3+) AP1-42 proteini immiinreaktivitesinde artis meydana geldigi tespit
edildi (Sekil 19) (Sekil 22).

A) Kontrol Erkek grubu 20X
biiyiitme

B) Kontrol Erkek grubu se¢ili alan
C) Kontrol Erkek grubu se¢ili alanda
AP1-42 proteini immiinreaktivitesinin
negatif oldugunun 100X biiyiitme de
gosterimi

Sekil 17. Erkek siganlarda kontrol grubunda beyin dokusunda immiinohistokimyasal olarak
APB1-42 protein gosterimi. Beyin korteksi; AP1-42 proteini immiinreaktivitesinin negatif

oldugu gozlendi.

41



A) Sham Erkek grubu 20X biiyiitme
B) Sham Erkek grubu segili alan

C) Sham Erkek grubu se¢ili alanda
AP1-42 proteini immiinreaktivitesinin WS
negatif oldugunun 100X biiyiitmede
gosterimi

Sekil 18. Erkek sigcanlarda sham grubunda beyin dokusunda immiinohistokimyasal olarak
AP1-42 protein gosterimi. Beyin Kkorteksi; APB1-42 proteini immiinreaktivitesinin negatif

oldugu gozlendi.

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 biyiitmede
gobsterimi

Sekil 19. Erkek siganlarda Alzheimer grubunda beyin dokusunda immiinohistokimyasal
olarak AP1-42 protein gosterimi. Beyin korteksi; APB1-42 proteini immiinreaktivitesinin

pozitif oldugu gozlendi.
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A) Kontrol Digi grubu 20X biiyiitme
B) Kontrol Digi grubu se¢ili alan

C) Kontrol Disi grubu segili alanda :
AP1-42 proteini immiinreaktivitesinin }
negatif oldugunun 100X biiyiitmede
gosterimi

Sekil 20. Disi siganlarda kontrol grubunda beyin dokusunda immiinohistokimyasal olarak
AB1-42 protein gosterimi. Beyin korteksi; AP1-42 proteini immiinreaktivitesinin negatif

oldugu gozlendi.

A) Sham Digi grubu 20X biiyiitme
B) Sham Digi grubu seg¢ili alan
C) Sham Digi grubu segili alanda
AP1-42 proteini immiinreaktivitesinin
negatif oldugunun 100X biiyiitmede
gosterimi

Sekil 21. Disi sicanlarda sham grubunda beyin dokusunda immiinohistokimyasal olarak AB1-
42 protein gosterimi. Beyin Kkorteksi; AB1-42 proteini immiinreaktivitesinin negatif oldugu

gozlendi.
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birikmis toksik Ap1-42 proteini

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

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

Sekil 22. Disi siganlarda Alzheimer grubunda beyin dokusunda immiinohistokimyasal olarak
APB1-42 protein gosterimi. Beyin korteksi; AB1-42 proteini immiinreaktivitesinin pozitif

oldugu gozlendi.

Serumda erkek siganlar i¢in kontrol grubunda SOD seviyesi ortalamasi 5,95+0,12
U/mg protein, sham grubunda 5,94+0,12 U/mg protein, Alzheimer grubunda 5,22+0,08 U/mg
protein olarak bulundu. Erkek siganlarda SOD degerleri agisindan kontrol ve sham ile
Alzheimer gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001). SOD
degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol grubundan 6nemli diizeyde daha
diisiiktii (Tablo 3).

Serumda disi siganlar i¢in kontrol grubunda SOD seviyesi ortalamasi 5,60+0,32 U/mg
protein, sham grubunda 5,59+0,32 U/mg protein, Alzheimer grubunda 4,67+0,41 U/mg
protein olarak bulundu. Disi si¢anlarda SOD degerleri agisindan kontrol ve sham ile
Alzheimer gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001). Erkek
siganlarda oldugu gibi SOD degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol

grubundan 6nemli diizeyde daha diisiiktti (Tablo 3).

Serum SOD degerleri, erkek ve disi sigan gruplar1 arasinda da karsilastirildi. Kontrol
ve sham grubunda erkek si¢anlar ile disi siganlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0,05; (p=0,029)). SOD degerleri disi si¢anlarda erkek si¢anlara gore daha
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diistik bulundu. Alzheimer grubunda erkek siganlar ile disi siganlar arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05; (p=0,008)). SOD degerleri disi siganlarda erkek
sicanlara gore daha diistikti (Tablo 3).

Tablo 3. Deney gruplarinda disi ve erkek serumunda SOD seviyesi.

Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama+SD Ortalama+SD Ortalama+SD P
c c a,b
Serum SOD Erkek 5,95 40,12 5,94 +£0,12 5,22 +0,08 p<0,001*
fat c c a,b
U/mg Disi 5,60 £0,32 5,59 £0,32 4,67 £0,41 p<0,001*
protein - - -
p p<0,05 (0,029%*) p<0,05 (0,029%) p<0,05 (0,008*)

*Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli; 2Kontrol grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli;

bSham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ‘Alzheimer grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlaml,

SD: Standart sapma.

Erkek
Disi

SOD U/mg protein
P o
o o
A

3

0,00—

Kontrol Sham Alzheimer

Sekil 23. Deney gruplarinin erkek ve disi serumunda SOD miktari.

Serumda erkek siganlar igin kontrol grubunda GSH-Px seviyesi ortalamasi
884,72423,49 U/mg protein, sham grubunda 884,72+23,49 U/mg protein, Alzheimer
grubunda 736,00+47,31 U/mg protein olarak bulundu. Erkek sicanlarda GSH-Px degerleri

acisindan kontrol ve sham ile Alzheimer gruplari arasindaki farklilik istatistiksel olarak
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anlamli bulundu (p<0,001). GSH-Px degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve
kontrol grubundan 6nemli diizeyde daha diisiik bulundu (Tablo 4).

Serumda disi sicanlar igin kontrol grubunda GSH-Px seviyesi ortalamasi
893,20+24,46 U/mg protein, sham grubunda 893,20+24,46 U/mg protein, Alzheimer
grubunda 785,85+56,01 U/mg protein olarak bulundu. Disi siganlarda GSH-Px degerleri
acisindan kontrol ve sham ile Alzheimer gruplari arasindaki farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0,001). GSH-Px degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve
kontrol grubundan 6nemli diizeyde daha diisiik bulundu (Tablo 4).

Serumda GSH-Px degerleri, erkek ve disi sican gruplari arasinda da karsilastirildi.
Kontrol ve sham grubunda erkek sicanlar ile disi si¢anlar arasindaki farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulunmad: (p>0,05; (p=0,539)). Alzheimer grubunda da erkek siganlar ile disi
sicanlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05; (p=0,114)) (Tablo
4).

Tablo 4. Deney gruplarinda disi ve erkek serumunda GSH-Px seviyesi

Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama + SD Ortalama + SD Ortalama + SD P
c c a,b
Serum | oo py | Erkek 884,72+23,49 884,72+23,4 736,00+47,31 p<0,001*
. b
Uimg Disi 893,20+24,46° 893,20+24,4° 785,85+56,01% p<0,001*
protein 0 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
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Serum

1.000,00

800,00

600,00

400,00

GSH-Px U/mg prot

200,00

0,00—

Kontrol Sham Alzheimer

Sekil 24. Deney gruplarinin erkek ve disi serumunda GSH-Px miktart.

Serumda erkek siganlar i¢in kontrol grubunda MDA seviyesi ortalamasi 4,65+0,47
nmol/g/slak doku, sham grubunda 4,64+0,47 nmol/g/islak doku, Alzheimer grubunda
6,36+0,71 nmol/g/islak doku olarak bulundu. Erkek sicanlarda MDA degerleri agisindan
kontrol ve sham ile Alzheimer gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,001). MDA degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol grubundan
onemli diizeyde daha yiiksek bulundu (Tablo 5).

Serumda disi siganlar igin kontrol grubunda MDA seviyesi ortalamasi 4,71+0,49
nmol/g/1slak doku, sham grubunda 4,70+0,49 nmol/g/slak doku, Alzheimer grubunda
6,25+0,71 nmol/g/islak doku olarak bulundu. Disi sicanlarda MDA degerleri agisindan
kontrol ve sham ile Alzheimer gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,001). MDA degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol grubundan
onemli diizeyde daha yiiksek bulundu (Tablo 5).

Serumda MDA degerleri, erkek ve disi sigan gruplari arasinda da karsilastirildi.
Kontrol ve sham grubunda erkek siganlar ile disi sicanlar arasindaki farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p>0.05; (p=0,824)). Alzheimer grubunda da erkek siganlar ile disi
siganlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05; (p=0,781)) (Tablo
5).
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Tablo 5. Deney gruplarinda disi ve erkek serumunda MDA seviyesi

Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama+SD Ortalama+SD Ortalama+SD P
c c a,b
Serum |0 Erkek 4,65+0,47 4,64+0,47 6,36+0,71 0<0,001*
— B
nmol/g/slak Disi 4,71+0,49¢ 4,70+0,49¢ 6,25+0,71% p<0,001*
doku 0 050,05 (0.824) | p>0.05(0,824) | p>0,05 (0.781)

* Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli; ®Kontrol grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli;
bSham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ‘Alzheimer grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli,

SD: Standart sapma

Serum

8,00 bErkek
Disi

MDA nmol/ghslak doku

Kontrol Sham Alzheimer

Sekil 25. Deney gruplarinin erkek ve disi serumunda MDA miktari.

Serumda erkek sicanlar i¢in kontrol grubunda PC seviyesi ortalamasi 267,65+14,52
nmol/mg protein, sham grubunda 267,63+14,52 nmol/mg protein, Alzheimer grubunda
398,87+22,65 nmol/mg protein olarak bulundu. Erkek siganlarda PC degerleri agisindan
kontrol ve sham ile Alzheimer gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,001). PC degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol grubundan 6nemli
diizeyde daha yiiksek bulundu (Tablo 6).

Serumda disi siganlar igin kontrol grubunda PC seviyesi ortalamasi 282,04+29,07

nmol/mg protein, sham grubunda 282,03+29,07 nmol/mg protein, Alzheimer grubunda
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401,72+57,22 nmol/mg protein olarak bulundu. Disi siganlarda PC degerleri ag¢isindan kontrol
ve sham ile Alzheimer gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,001). Erkek si¢anlarda oldugu gibi PC degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan
ve kontrol grubundan 6énemli diizeyde daha yiiksek bulundu (Tablo 6).

Serumda PC degerleri, erkek ve disi sican gruplar1 arasinda da karsilastirildi. Kontrol
grubunda erkek siganlar ile disi siganlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p>0,05; (p=0,297)). Sham grubunda erkek siganlar ile disi siganlar arasindaki
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05; (p=0,296)). Alzheimer grubunda
erkek sicanlar ile disi sicanlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p>0,05; (p=0,911)) (Tablo 6).

Tablo 6. Deney gruplarinda disi ve erkek serumunda PC seviyesi

Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama+SD Ortalama+SD Ortalama+SD P
c c a,b
Serum PC Erkek 267,65+14,52 267,63+14,5 398,87+22,65 p<0,001*
. . yb
nmol/mg Disi 282,04+29,07°¢ 282,03+29,0°¢ 401,72+57,228 p<0,001*
protein
p p>0,05 (0,297) p>0,05 (0,296) p>0,05 (0,911)

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

®Sham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ‘Alzheimer grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli,

SD: Standart sapma
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Serum

500,00 Erkek
Disi

400,00

w
o
o
o
T

200,00

PC nmol/mg prot

100,00

0,00

Kontrol Sham Alzheimer

Sekil 26. Deney gruplarinin erkek ve disi serumunda PC miktart.

Beyin dokusunda erkek siganlar igin kontrol grubunda SOD seviyesi ortalamasi
0,78+0,09 U/mg protein, sham grubunda 0,77+0,09 U/mg protein, Alzheimer grubunda
0,54+0,11 U/mg protein olarak bulundu. Erkek si¢canlarda SOD degerleri agisindan kontrol ve
sham ile Alzheimer gruplari arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,001). SOD degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol grubundan
onemli diizeyde daha diisiik bulundu (Tablo 7).

Beyin dokusunda disi siganlar i¢in kontrol grubunda SOD seviyesi ortalamasi
0,73+0,13 U/mg protein, sham grubunda 0,72+0,13 U/mg protein, Alzheimer grubunda
0,46+0,12 U/mg protein olarak bulundu. Disi siganlarda SOD degerleri agisindan kontrol ve
sham ile Alzheimer gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05;
(p=0,002)). Erkek si¢anlarda oldugu gibi SOD degerleri Alzheimer grubunda, sham
grubundan ve kontrol grubundan énemli diizeyde daha diisiik bulundu (Tablo 7).

Beyin dokusunda SOD degerleri, erkek ve disi si¢can gruplari arasinda da
karsilagtirildi. Kontrol ve sham grubunda erkek siganlar ile disi sicanlar arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulunmad: (p>0,05; (p=0,407)). Alzheimer grubunda erkek

siganlar ile disi si¢anlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05;
(p=0,180)) (Tablo 7).
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Tablo 7. Deney gruplarinda disi ve erkek beyin dokusunda SOD seviyesi.

Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama+SD Ortalama+SD Ortalama+SD p
H c c a,b
Beyin SoD Erkek 0,78+0,09 0,77+0,09 0,54+0,11 p<0,001*
U/mg Disi 0,73+0,13°¢ 0,72+0,13°¢ 0,46+0,122b p<0.05
protein (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;
bSham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ‘Alzheimer grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli,

SD: Standart sapma

Beyin

Erkek
Disi

1,007

0,80

0,40

SOD U/mg protein

0,20

0,00—

Kontrol Sham Alzheimer

Sekil 27. Deney gruplarinin erkek ve disi beyin dokusunda SOD miktari.

Beyin dokusunda erkek siganlari¢in kontrol grubunda GSH-Px seviyesi ortalamasi
0,02+0,00 U/mg protein, sham grubunda 0,02+0,00 U/mg protein, Alzheimer grubunda
0,03+0,00 U/mg protein olarak bulundu. Erkek si¢anlarda GSH-Px degerleri agisindan kontrol
ve sham ile Alzheimer gruplart arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,001). GSH-Px degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol grubundan
onemli diizeyde daha yiiksek bulundu (Tablo 8).

Beyin dokusunda disi si¢anlar i¢in kontrol grubunda GSH-Px seviyesi ortalamasi
0,02+0,00 U/mg protein, sham grubunda 0,02+0,00 U/mg protein, Alzheimer grubunda
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0,03+£0,00 U/mg protein olarak bulundu. Disi si¢anlarda GSH-Px degerleri agisindan kontrol
ve sham ile Alzheimer gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,001). Erkek si¢anlarda oldugu gibi GSH-Px degerleri Alzheimer grubunda, sham
grubundan ve kontrol grubundan 6nemli diizeyde daha yiiksek bulundu (Tablo 8).

Beyin dokusunda GSH-Px degerleri, erkek ve disi sican gruplart arasinda da
karsilastirildi. Kontrol ve sham grubunda erkek sicanlar ile disi sicanlar arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05; (p=0,488)). Alzheimer grubunda da erkek

siganlar ile disi si¢anlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmad: (p>0,05;
(p=0,914)) (Tablo 8).

Tablo 8. Deney gruplarinda disi ve erkek beyin dokusunda GSH-PXx seviyesi

Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama+SD Ortalama+SD Ortalama+SD P
- c c a,b
Beyin | ~opy.py | Erkek 0,02+0,00 0,02+0,00 0,03£0,00 p<0,001*
. c c ab
Uimg Disi 0,02+0,00 0,02+0,00 0,03+0,00 p<0,001*
protein D p>0,05 (0,488) p>0,05 (0,488) p>0,05 (0,914)

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

bSham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ‘Alzheimer grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli,
SD: Standart sapma

Beyin

0,04

o
o
%

0,02

GSH-Px U/mg prot

o
o
—

|

0,00—

Kontrol Sham Alzheimer

Sekil 28. Deney gruplarinin erkek ve disi beyin dokusunda GSH-Px miktari.
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Beyin dokusunda erkek siganlar i¢in kontrol grubunda MDA seviyesi ortalamasi
6,19+0,26 nmol/g/islak doku, sham grubunda 6,18+0,25 nmol/g/islak doku, Alzheimer
grubunda 7,84+1,23 nmol/g/islak doku olarak bulundu. Erkek siganlarda MDA degerleri
acisindan kontrol ve sham ile Alzheimer gruplari arasindaki farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0,001). MDA degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol
grubundan 6nemli diizeyde daha yiiksek bulundu (Tablo 9).

Beyin dokusunda disi siganlar ig¢in kontrol grubunda MDA seviyesi ortalamasi
5,59+0,43 nmol/g/islak doku, sham grubunda 5,58+0,43 nmol/g/islak doku, Alzheimer
grubunda 6,72+0,52 nmol/g/islak doku olarak bulundu. Disi siganlarda MDA degerleri
acisindan kontrol ve sham ile Alzheimer gruplari arasindaki farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0,001). Erkek sicanlarda oldugu gibi MDA degerleri Alzheimer
grubunda, sham grubundan ve kontrol grubundan Onemli diizeyde daha yiliksek bulundu
(Tablo 9).

Beyin dokusunda MDA degerleri erkek ve disi sican gruplari arasinda da
karsilastirildi. Kontrol ve sham grubunda erkek sicanlar ile disi sicanlar arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05; (p=0,007)). MDA degerleri disi si¢canlarda erkek
sicanlara gore daha diisiik bulundu. Alzheimer grubunda erkek sicanlar ile disi si¢anlar
arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05; (p=0,043)). MDA degerleri
disi siganlarda erkek siganlara gore daha diisiiktii (Tablo 9).

Tablo 9. Deney gruplarinda disi ve erkek beyin dokusunda MDA seviyesi

Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama+SD OrtalamaxSD Ortalama+SD P
c c a,b
Beyin MDA Erkek 6,19+0,26 6,18+0,25 7,84+1,23 p<0,001*
nmol/g/slak Disi 5,59+0,43°¢ 5,58+0,43°¢ 6,72+0,52 b 0<0,001*
doku
p p<0,05 (0,007%*) p<0,05 (0,007*) | p<0,05 (0,043*)

* Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli; ®Kontrol grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlaml;
®Sham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ‘Alzheimer grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli,

SD: Standart sapma

53




Beyin

10,001 B Erkek
M Disi

MDA nmol/gislak doku

Kontrol Sham Alzheimer

Sekil 29. Deney gruplarinin erkek ve disi beyin dokusunda MDA miktari

Beyin dokusunda erkek siganlar igin kontrol grubunda PC seviyesi ortalamasi
0,25+0,03 nmol/mg protein, sham grubunda 0,24+0,03 nmol/mg protein, Alzheimer grubunda
0,33+0,03 nmol/mg protein olarak bulundu. Erkek siganlarda PC degerleri agisindan kontrol
ve sham ile Alzheimer gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,001). PC degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol grubundan énemli
diizeyde daha yiiksek bulundu (Tablo 10).

Beyin dokusunda disi si¢anlar i¢in kontrol grubunda PC seviyesi ortalamasi 0,22+0,02
nmol/mg protein, sham grubunda 0,22+0,02 nmol/mg protein, Alzheimer grubunda 0,31+0,05
nmol/mg protein olarak bulundu. Disi siganlarda PC degerleri agisindan kontrol ve sham ile
Alzheimer gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001). Erkek
siganlarda oldugu gibi PC degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol

grubundan 6nemli diizeyde daha yiiksek bulundu (Tablo 10).

Beyin dokusunda PC degerleri, erkek ve disi sigan gruplari arasinda da karsilastirildi.
Kontrol grubunda erkek siganlar ile disi siganlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulunamadi (p>0,05; (p=0,057)). Sham grubunda erkek siganlar ile disi siganlar
arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05; (p=0,064)). Alzheimer
grubunda erkek siganlar ile disi siganlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p>0,05; (p=0,347)) (Tablo 10).
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Tablo 10. Deney gruplarinda disi ve erkek beyin dokusunda PC seviyesi

Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama+SD Ortalama+SD Ortalama+SD P
c c a,b
_ PC Erkek 0,25+0,03 0,24+0,03 0,33+0,03 p<0,001*
Beyin
— B
nmol/mg Disi 0,22+0,02¢ 0,22+0,02¢ 0,31+0,052 p<0,001*
protein
p p>0,05 (0,057) p>0,05 (0,064) p>0,05 (0,347)

* Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli; ®Kontrol grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli;
bSham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ‘Alzheimer grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlaml,

SD: Standart sapma

Beyin
0,40 Erkek
Disi

£ 0,30~
o
E
g 0,20
c
O
o

0,10

0,00—

Kontrol Sham Alzheimer

Sekil 30. Deney gruplarinin erkek ve disi beyin dokusunda PC miktari.

Pankreas dokusunda erkek siganlar i¢in kontrol grubunda SOD seviyesi ortalamasi
0,63+0,19 U/mg protein, sham grubunda 0,62+0,19 U/mg protein, Alzheimer grubunda
0,57+0,14 U/mg protein olarak bulundu. Erkek siganlarda SOD degerleri agisindan kontrol ve
sham ile Alzheimer gruplari arasinda istatistiksel olarak farklilik saptanmamistir (p>0,05;
(p=0,759)) (Tablo 11).

Pankreas dokusunda disi si¢anlar igin kontrol grubunda SOD seviyesi ortalamasi
0,76+0,09 U/mg protein, sham grubunda 0,75+0,09 U/mg protein, Alzheimer grubunda
0,49+0,19 U/mg protein olarak bulundu. Disi siganlarda SOD degerleri agisindan kontrol ve
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sham ile Alzheimer gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05; (p=0,019)). SOD degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol
grubundan 6nemli diizeyde daha diisiik bulunmustur (Tablo 11).

Pankreas dokusunda SOD degerleri, erkek ve disi sigan gruplari arasinda da
karsilagtirildi. Kontrol ve sham grubunda erkek sicanlar ile disi siganlar arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05; (p=0,243)). Alzheimer grubunda erkek
siganlar ile disi sicanlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmad: (p>0,05;

(p=0,423)) (Tablo 11).

Tablo 11. Deney gruplarinda disi ve erkek pankreas dokusunda SOD seviyesi

Kontrol Sham Alzheimer

Ortalama+SD Ortalama+SD Ortalama+SD P

>0).
Erkek 0.6320,19 0.62+0,19 0.57+0,14 p>0.05
SoD (0,759)

Pankreas

<0.
Umg |  Disi 0.76+0,09° 0,75£0,09 ¢ 0.49+0,19 &b p<0.05
protein (0,019%)

D p>0,05 (0,243) p>0,05 (0,243) p>0,05 (0,423)

* Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli; ®Kontrol grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamls;
bSham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ‘Alzheimer grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli,

SD: Standart sapma

Pankreas

Erkek
Disi

o
@
T

SOD U/mg protein

0,20

0,00~

Kontrol Sham Alzheimer

Sekil 31. Deney gruplarinin erkek ve disi pankreas dokusunda SOD miktart.
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Pankreas dokusunda erkek siganlar igin kontrol grubunda GSH-Px seviyesi ortalamasi
0,02+0,00 U/mg protein, sham grubunda 0,02+0,00 U/mg protein, Alzheimer grubunda
0,03+£0,00 U/mg protein olarak bulundu. Erkek siganlarda GSH-Px degerleri agisindan sham
ve Alzheimer gruplari arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05;
(p=0,024)). GSH-Px degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan onemli diizeyde daha
yiiksek bulundu (Tablo 12).

Pankreas dokusunda disi si¢anlar i¢in kontrol grubunda GSH-Px seviyesi ortalamasi
0,02+0,00 U/mg protein, sham grubunda 0,02+0,00 U/mg protein, Alzheimer grubunda
0,03+0,00 U/mg protein olarak bulundu. Disi si¢anlarda GSH-Px degerleri agisindan kontrol
ve sham ile Alzheimer gruplari arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,05; (p=0,006)). GSH-Px degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol
grubundan 6nemli diizeyde daha yiiksek bulundu (Tablo 12).

Pankreas dokusunda GSH-Px degerleri, erkek ve disi sigan gruplari arasinda da
karsilastirildi. Kontrol ve sham grubunda erkek siganlar ile disi siganlar arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulunmad: (p>0,05; (p=0,494)). Alzheimer grubunda erkek
siganlar ile disi siganlar arasindaki farklilikistatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05;
(p=0,032)). GSH-Px degerleri disi sigcanlarda erkek siganlara gore daha yiiksek bulundu
(Tablo 12).

Tablo 12. Deney gruplarinda disi ve erkek pankreas dokusunda GSH-PXx seviyesi.

Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama+SD Ortalama+SD Ortalama+SD p
GSH-Px Erkek 0,02+0,00 0,02+0,00 ¢ 0,0269+0,00° p<0.05
Pankreas (0,024%)
U/mg Disi 0,02+0,00° 0,02+0,00°¢ 0,03+0,00 20 p<0.05
protein (0.006%)
p p>0,05 (0,494) p>0,05 (0,494) p<0,05 (0,032%*)

* Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli; 2Kontrol grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli;
bSham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ‘Alzheimer grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli,

SD: Standart sapma
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|

0,00~

Kontrol Sham Alzheimer

Sekil 32. Deney gruplarinin erkek ve disi pankreas dokusunda GSH-Px miktari.

Pankreas dokusunda erkek siganlar igin kontrol grubunda MDA seviyesi ortalamasi
6,28+1,35 nmol/g/islak doku, sham grubunda 6,27+1,35 nmol/g/islak doku, Alzheimer
grubunda 7,37+1,09 nmol/g/islak doku olarak bulundu. Erkek si¢anlarda MDA degerleri
agisindan kontrol ve sham ile Alzheimer gruplari arasinda istatistiksel olarak farklilik
saptanmamistir (p>0,05; (p=0,195)) (Tablo 13).

Pankreas dokusunda disi siganlar i¢in kontrol grubunda MDA seviyesi ortalamasi
6,49+1,75 nmol/g/islak doku, sham grubunda 6,48+1,75 nmol/g/islak doku, Alzheimer
grubunda 6,65+1,41 nmol/g/islak doku olarak bulundu. Disi siganlarda MDA degerleri
acisindan kontrol ve sham ile Alzheimer gruplari arasinda istatistiksel olarak farklilik

saptanmamustir (p>0,05; (p=0,979)) (Tablo 13).

Pankreas dokusunda MDA degerleri, erkek ve disi sican gruplari arasinda da
karsilastirildi. Kontrol ve sham grubunda erkek siganlar ile disi siganlar arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05; (p=0,826)). Alzheimer grubunda erkek
siganlar ile disi si¢anlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmad: (p>0,05;
(p=0,309)) (Tablo 13).

58



Tablo 13. Deney gruplarinda disi ve erkek pankreas dokusunda MDA seviyesi.

Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama+SD Ortalama+SD Ortalama+SD p
MDA Erkek 6,28+1,35 6,27+1,35 7,37£1,09 p>0.05
Pankreas (0,195)
nmol/g/1slak Disi 6,49+1,75 6,48+1,75 6,65+1,41 ?;87%5)
doku p p>0,05 (0,826) p>0,05 (0,826) p>0,05 (0,309)

* Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli; ®Kontrol grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli;
bSham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ‘Alzheimer grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli,

SD: Standart sapma

Pankreas

B Erkek
M Disi

10,00

MDA nmol/g 1slak doku
o~ @ @
§ 8§ 3

:

0,00~

Kontrol Sham Alzheimer

Sekil 33. Deney gruplarinin erkek ve disi pankreas dokusunda MDA miktari.

Pankreas dokusunda erkek siganlar i¢in kontrol grubunda PC seviyesi ortalamasi
0,24+0,01 nmol/mg protein, sham grubunda 0,23+0,01 nmol/mg protein, Alzheimer grubunda
0,32+0,03 nmol/mg protein olarak bulundu. Erkek si¢anlarda PC degerleri agisindan kontrol
ve sham ile Alzheimer gruplart arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,001). PC degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol grubundan 6nemli

diizeyde daha yiiksek bulunmustur (Tablo 14).
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Pankreas dokusunda disi si¢anlar ig¢in kontrol grubunda PC seviyesi ortalamasi
0,23+0,04 nmol/mg protein, sham grubunda 0,22+0,04 nmol/mg protein, Alzheimer grubunda
0,27+0,03 nmol/mg protein olarak bulundu. Disi siganlarda PC degerleri agisindan kontrol ve

sham ile Alzheimer gruplari arasinda istatistiksel olarak farklilik saptanmamistir (p>0,05;
(p=0,061)) (Tablo 14).

Pankreas dokusunda PC degerleri, erkek ve disi sigan gruplari arasinda da
karsilastirildi. Kontrol ve sham grubunda erkek sicanlar ile disi siganlar arasindaki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05; (p=0,568)). Alzheimer grubunda erkek
siganlar ile disi siganlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05;

(p=0,008)). PC degerleri disi siganlarda erkek si¢anlara gore daha diisiiktii (Tablo 14).

Tablo 14. Deney gruplarinda disi ve erkek pankreas dokusunda PC seviyesi

Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama+SD Ortalama+SD Ortalama+SD P
c c a,b
PC Erkek 0,24+0,01 0,23+0,01 0,32+0,03 p<0,001*
Pankreas | . oljmg | Disi 0,23+0,04 0,22:0,04 0,27+0,03 p>0.05
protein (0,061)
P p>0,05 (0,568) p>0,05 (0,568) | p<0,05 (0,008%)

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

bSham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ‘Alzheimer grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli,
SD: Standart sapma

Pankreas

0,40 hErkek
Disi

oL
w
7

PC nmol/mg prot
o
7

0,10—

Kontrol Sham Alzheimer

Sekil 34. Deney gruplarinin erkek ve disi pankreas dokusunda PC miktari.
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Serumda erkek sicanlar i¢in kontrol grubunda TNF-a seviyesi ortalamasi 12,20+1,22
ng/ml, sham grubunda 13,86+3,26 ng/ml, Alzheimer grubunda 19,36+1,35 ng/ml olarak
bulundu. Erkek siganlarda TNF-a degerleri agisindan kontrol ve sham ile Alzheimer gruplari
arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001). TNF-a degerleri Alzheimer
grubunda, sham grubundan ve kontrol grubundan onemli diizeyde daha yiiksek bulundu
(Tablo 15).

Serumda disi sicanlar i¢in kontrol grubunda TNF-o seviyesi ortalamasi 10,88+2,00
ng/ml, sham grubunda 10,20+7,29 ng/ml, Alzheimer grubunda 20,95+8,69 ng/ml olarak
bulundu. Disi sicanlarda TNF-a degerleri agisindan kontrol ve sham ile Alzheimer gruplari
arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05; (p=0,023)). Erkek si¢anlarda
oldugu gibi TNF-a degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol grubundan
onemli diizeyde daha disiiktii (Tablo 15).

Serum TNF-a degerleri, erkek ve disi sigan gruplari arasinda da karsilastirildi. Kontrol
grubunda erkek sicanlar ile disi sicanlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlaml
bulunmadi (p>0,05; (p=0,196)). Sham grubunda erkek siganlar ile disi si¢anlar arasindaki
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05; (p=0,288)). Alzheimer grubunda
erkek siganlar ile disi siganlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p>0,05; (p=0,667)) (Tablo 15).

Tablo 15. Deney gruplarinda disi ve erkek serumunda TNF-o seviyesi

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

*

Serum Erkek 12.20+1,22° 13,8643 .26° 19,361,350 p<0,001

TNF-a
Disi c c ab p<0.05
ng/ml 10,88+ 2,00 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 anlamls;
bSham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ‘Alzheimer grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli,

SD: Standart sapma
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Sekil 35. Deney gruplarinin erkek ve disi serumunda TNF-o miktari.

Serumda erkek siganlar i¢in kontrol grubunda preptin seviyesi ortalamasi 99,22+31,11
ng/ml, sham grubunda 110,88+40,01 ng/ml, Alzheimer grubunda 196,92+42,98 ng/ml olarak
bulundu. Erkek si¢anlarda preptin degerleri agisindan kontrol ve sham ile Alzheimer gruplari
arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001). Preptin degerleri Alzheimer
grubunda, sham grubundan ve kontrol grubundan onemli diizeyde daha yiiksek bulundu
(Tablo 16).

Serumda disi siganlar i¢in kontrol grubunda preptin seviyesi ortalamasi 120,40+17,43
ng/ml, sham grubunda 120,39+17,43 ng/ml, Alzheimer grubunda 128,11+24,90 ng/ml olarak
bulundu. Disi siganlarda preptin degerleri agisindan kontrol ve sham ile Alzheimer gruplari
arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunamad: (p>0,05; (p=0,752)) (Tablo 16).

Serum preptin degerleri, erkek ve disi sigan gruplari arasinda da karsilastirildi. Kontrol
grubunda erkek sicanlar ile disi sicanlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlaml
bulunmadi (p>0,05; (p=0,176)). Sham grubunda erkek siganlar ile disi siganlar arasindaki
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05; (p=0,605)). Alzheimer grubunda
erkek siganlar ile disi siganlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05;

(p=0,007)). Disi siganlarda preptin degerleri erkek siganlara gore daha diisiiktii (Tablo 16).
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Tablo 16. Deney gruplarinda disi ve erkek serumunda preptin seviyesi

Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama+SD Ortalama+SD Ortalama+SD p
*

Serum | FErkek 99.22431,11¢ 110,88+40,01° | 196924420820 | P<0.001
Preptin

Disi p>0.05

ng/ml 120,40+17,43 120,39+17,43 128,11+24,90 (0.752)

p p>0,05 (0,176) p>0,05 (0,605) p<0,05 (0,007*)

* Gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli; ®Kontrol grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli;
bSham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ‘Alzheimer grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli,
SD: Standart sapma

Serum

| B Erkek
250,00
MDisi

200,007

150,007

Preptin ng/mL

100,007

50,00

0,00—

Kontrol Sham Alzheimer

Sekil 36. Deney gruplarinin erkek ve disi serumunda preptin miktari.

Beyin dokusunda erkek siganlar igin kontrol grubunda TNF-a seviyesi ortalamasi
0,41+0,15 ng/mg protein, sham grubunda 0,40+0,15 ng/mg protein, Alzheimer grubunda
1,09+0,27 ng/mg protein olarak bulundu. Erkek siganlarda TNF-a degerleri agisindan kontrol
ve sham ile Alzheimer gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu

(p<0,001). TNF-o degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol grubundan
onemli diizeyde daha yiiksek bulundu (Tablo 17).
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Beyin dokusunda disi si¢anlar i¢in kontrol grubunda TNF-a seviyesi ortalamasi
0,46+0,13 ng/mg protein, sham grubunda 0,45+0,13 ng/mg protein, Alzheimer grubunda
1,07+0,33 ng/mg protein olarak bulundu. Disi siganlarda TNF-a 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
onemli diizeyde daha yiiksek bulundu (Tablo 17).

Beyin dokusunda TNF-o degerleri, erkek ve disi sigan gruplari arasinda da
karsilastirildi. Kontrol, sham ve Alzheimer gruplarinda erkek ve disi siganlar arasindaki
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05; (p=0,516), (p=0,514), (p=0,930),
sirasiyla) (Tablo 17).

Tablo 17. Deney gruplarinda disi ve erkek beyin dokusunda TNF-a seviyesi

Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama+SD Ortalama+SD Ortalama+SD P
. <0,001*
Beyin | rnpo | ETKEK 0,41:0,15° 0,40+0,15¢ 1,090,272 P
— <0,001*
ng/mg | Disi 0,46+0,13° 0,45+0,13° 1,07+0,332b P
protein
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;
bSham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ‘Alzheimer grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli,

SD: Standart sapma
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Sekil 37. Deney gruplarinin erkek ve disi beyin dokusunda TNF-o miktart.

Beyin dokusunda erkek sicanlar i¢in kontrol grubunda preptin seviyesi ortalamasi
1,57+0,44 ng/mg protein, sham grubunda 1,56+0,44 ng/mg protein, Alzheimer grubunda
1,65+0,36 ng/mg protein olarak bulundu. Erkek si¢anlarda preptin degerleri agisindan kontrol
ve sham ile Alzheimer gruplari arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p>0,05; (p=0,918)) (Tablo 18).

Beyin dokusunda disi si¢anlar i¢in kontrol grubunda preptin seviyesi ortalamasi
1,03+0,20 ng/mg protein, sham grubunda 1,10+0,28 ng/mg protein, Alzheimer grubunda
1,39+0,24 ng/mg protein olarak bulundu. Disi si¢anlarda preptin degerleri agisindan kontrol
ve sham ile Alzheimer gruplari arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,05; (p=0,047)). Disi siganlarda preptin degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan
ve kontrol grubundan 6nemli diizeyde daha yiiksek bulundu (Tablo 18).

Beyin dokusunda preptin degerleri, erkek ve disi sigan gruplart arasinda da
karsilastirildi. Kontrol grubunda erkek siganlar ile disi siganlar arasindaki farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0,05; (p=0,021)). Preptin degerleri disi sicanlarda erkek siganlara
gore daha diisiiktii. Sham grubunda erkek siganlar ile disi siganlar arasindaki farklilik

istatistiksel olarak anlamli bulunmad: (p>0,05; (p=0,057)). Alzheimer grubunda erkek
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siganlar ile disi si¢anlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmad: (p>0,05;

(p=0,172)) (Tablo 18).

Tablo 18. Deney gruplarinda disi ve erkek beyin dokusunda preptin seviyesi

Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama+SD Ortalama+SD Ortalama+SD P
Beyin . Erkek p>0.05
Preptin 1,57+0,44 1,56+0,44 1,65+0,36 (0,918)
ng/mg | Disi 1,03+0,20¢ 1,1040,28¢ 1,3940,24%5 p<0.05
protein (0,047%)
P p<0,05 (0,021%*) p>0,05 (0,057) p>0,05 (0,172)

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

bSham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ‘Alzheimer grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli,

SD: Standart sapma

Beyin

§

Preptin ng/mg/protein
§ 8

g

0.00-

Sham Alzheimer

Sekil 38. Deney gruplarinin erkek ve disi beyin dokusunda preptin miktari.

Kontrol

Pankreas dokusunda erkek siganlar i¢in kontrol grubunda TNF-a seviyesi ortalamasi
0,46+0,15 ng/mg protein, sham grubunda 0,40+0,23 ng/mg protein, Alzheimer grubunda
0,68+0,07 ng/mg protein olarak bulundu. Erkek siganlarda TNF-a degerleri agisindan kontrol
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ve sham ile Alzheimer gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,05; (p=0,046)). TNF-o. degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol
grubundan 6nemli diizeyde daha yiiksek bulundu (Tablo 19).

Pankreas dokusunda disi si¢anlar igin kontrol grubunda TNF-o seviyesi ortalamasi
0,55+0,14 ng/mg protein, sham grubunda 0,54+0,14 ng/mg protein, Alzheimer grubunda
0,75+0,11 ng/mg protein olarak bulundu. Disi siganlarda TNF-o. degerleri agisindan kontrol
ve sham ile Alzheimer gruplart arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p>0,05; (p=0,051)) (Tablo 19).

Pankreas dokusunda TNF-o degerleri, erkek ve disi sigan gruplari arasinda da
karsilastirildi. Kontrol grubunda erkek si¢anlar ile disi siganlar arasindaki farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p>0,05; (p=0,358)). Sham grubunda erkek si¢anlar ile disi siganlar
arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05; (p=0,254)). Alzheimer
grubunda erkek sicanlar ile disi sicanlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlaml

bulunmadi (p>0,05; (p=0,254)) (Tablo 19).

Tablo 19. Deney gruplarinda disi ve erkek pankreas dokusunda TNF-a. seviyesi

Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama+SD Ortalama+SD Ortalama+SD P
Pankreas| e, | Erkek 0,4620,15° 0,4040,23° 0,680,072 p<0.05
(0,046%)
ng/mg | Disi 0,55+0,14 0,54+0,14 0,75%0,11 p0>8;5015
protein (0.051)
P p>0,05 (0,358) p>0,05 (0,254) p>0,05 (0,254)

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

bSham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ‘Alzheimer grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli,

SD: Standart sapma
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Sekil 39. Deney gruplarinin erkek ve disi pankreas dokusunda TNF-o miktari.

Pankreas dokusunda erkek siganlar i¢in kontrol grubunda preptin seviyesi ortalamasi
1,20+0,4 ng/mg protein, sham grubunda 1,47+0,65 ng/mg protein, Alzheimer grubunda
2,534+0,95 ng/mg protein olarak bulundu. Erkek si¢anlarda preptin degerleri agisindan kontrol
ve sham ile Alzheimer gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,05; (p=0,028)). Preptin degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol
grubundan 6nemli diizeyde daha yiiksek bulundu (Tablo 20).

Pankreas dokusunda disi siganlar igin kontrol grubunda preptin seviyesi ortalamasi
1,06+0,49 ng/mg protein, sham grubunda 1,32+0,61 ng/mg protein, Alzheimer grubunda
2,24+0,34 ng/mg protein olarak bulundu. Disi si¢anlarda preptin degerleri agisindan kontrol
ve sham ile Alzheimer gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,05; (p=0,006)). Preptin degerleri Alzheimer grubunda, sham grubundan ve kontrol
grubundan 6nemli diizeyde daha yiiksek bulundu (Tablo 20).

Pankreas dokusunda preptin degerleri, erkek ve disi sigan gruplar1 arasinda da
karsilastirildi. Kontrol grubunda erkek sig¢anlar ile disi siganlar arasindaki farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulunamadi (p>0,05; (p=0,638)). Sham grubunda erkek siganlar ile disi
sicanlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05; (p=0,721)).
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Alzheimer grubunda erkek siganlar ile disi si¢anlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi (p>0,05; (p=0,548)) (Tablo 20).

Tablo 20. Deney gruplarinda disi ve erkek pankreas dokusunda preptin seviyesi

Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama+SD Ortalama+SD Ortalama+SD P
Pankreas | pootin | ETkek 1,2040,4° 1,4740,65 2,53+0,05° p<0.05
(0,028%)
ng/mg | Disi 1,062£0,49¢ 1,32+0,61¢ 2,240,345 p<0.05
protein (0,006%)
P p>0,05 (0,638) p>0,05 (0,721) p>0,05 (0,548)

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

bSham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ‘Alzheimer grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli,

SD: Standart sapma

Pankreas

g

g

Preptin ng/mg/protein

Kontrol Sham Alzheimer

Sekil 40. Deney gruplarinin erkek ve disi pankreas dokusunda preptin miktari.

Tablo 21°de serumda, beyinde ve pankreasta SOD, GSH-Px, MDA, PC seviyelerine
ilisgkin degerler toplu bir sekilde belirtildi. Tablo 22°de ise serumda, beyinde ve pankreasta

preptin ile TNF-a seviyelerine iliskin degerler toplu bir sekilde belirtildi.
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Tablo 21. Deney gruplarinda serumda, beyinde ve pankreasta SOD, GSH-Px, MDA, PC

seviyeleri.
Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama+SD Ortalama=SD Ortalama+SD P
SoD Erkek 5,95+0,12¢ 5,94+0,12¢ 5,22+0,08%P p<0,001*
Disi 5,60+0,32¢ 5,59+0,32¢ 4,67+0,4120 p<0,001*
P p<0,05 (0,029%) p<0,05 (0,029%) p<0,05 (0,008*)
GSH-Px Erkek 884,72423,49¢ 884,72423,49° 736,00+47,3120 p<0,001*
Disi 893,20+24,46° 893,20+24,46° 785,85+56,0120 p<0,001*
= P p>0,05 (0,539) p>0,05 (0,539) p>0,05 (0,114)
>
) MDA |Erkek 4,65+0,47° 4,64+0,47° 6,36+0,712P p<0,001*
Disi 4.71+0,49¢ 4,70+0,49° 6,25+0,712P p<0,001*
P p>0,05 (0,824) p>0,05 (0,824) p>0,05 (0,781)
PC Erkek 267,65+14,52¢ 267,63+14,52¢ 398,87+22,65%b p<0,001*
Disi 282.04429,07¢ 282.03+29,07¢ 401,72457,222b p<0,001*
P p>0,05 (0,297) p>0,05 (0,296) p>0,05 (0,911)
sOD Erkek 0,78+0,09° 0,77+0,09° 0,54+0,112P p<0,001*
Disi 0,73+0,13¢ 0,72+0,13° 0,46+0,122P p<0,05 (0,002*%)
P p>0,05 (0,407) p>0,05 (0,407) p>0,05 (0,180)
GSH-Px Erkek 0,02+0,00° 0,02+0,00° 0,03+0,00%P p<0,001*
Disi 0,02+0,00° 0,02+0,00° 0,03+0,00%P p<0,001*
c P p>0,05 (0,488) p>0,05 (0,488) p>0,05 (0,914)
=
@ MDA Erkek 6,1940,26° 6,18+0,25¢ 7,84+1,233P p<0,001*
Disi 5,59+0,43¢ 5,58+0,43¢ 6,72+0,522P p<0,001*
P p<0,05 (0,007%*) p<0,05 (0,007%) p<0,05 (0,043*)
P Erkek 0,25+0,03¢ 0,24+0,03° 0,33+0,032P p<0,001*
Disi 0,22+0,02¢ 0,22+0,02° 0,31+0,052P p<0,001*
B p>0,05 (0,057) p>0,05 (0,064) p>0,05 (0,347)
Erkek 0,6320,19 0,6240.19 0.57+0,14 p>0,05 (0,759)
SOD
Disi 0.76+0,09° 0,75+0,09¢ 0,490,198 p<0,05 (0,019%)
B p>0,05 (0,243) p>0,05 (0,243) p>0,05 (0,423)

GSH-Px Erkek 0,02+0,00 0,02+0,00° 0,0269+0,00° p<0,05 (0,024*)
@ Disi 0,02+0,00° 0,02+0,00° 0,03+0,00%P p<0,05 (0,006%*)
g P p>0,05 (0,494) p>0,05 (0,494) p<0,05 (0,032*%)
oy
& MDA | Erkek 6,28+1,35 6,27+1,35 7,37+1,09 p>0,05 (0,195)

Disi 6,49+1,75 6,48+1,75 6,65+1,41 p>0,05 (0,979)
P p>0,05 (0,826) p>0,05 (0,826) p>0,05 (0,309)
PG Erkek 0,24+0,01¢ 0,23+0,01¢ 0,32+0,032P p<0,001*
Disi 0,23+0,04 0,22+0,04 0,27+0,03 p>0,05 (0,061)
P p>0,05 (0,568) p>0,05 (0,568) p<0,05 (0,008*)

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

bSham grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli; ‘Alzheimer grubu ile farklilik istatistiksel olarak anlamli;

SD: Standart sapma.
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Tablo 22. Deney gruplarinda serumda, beyinde ve pankreasta preptin ile TNF-a seviyeleri

Kontrol Sham Alzheimer
Ortalama+SD Ortalama+SD Ortalama+SD P
c c a,b p<0!001*
5 Erkek 12,20+1,22 13,86+3,26 19,36+1,35%
e Disi 10,88+ 2,00° 10,20+7,29¢ 20,95+8,69%0 p<0,05 (0,023*%)
|_
= P p>0,05 (0,196) p>0,05 (0,288) p>0,05 (0,667)
>
:1_) E c c ab p<01001*
S| - rkek 99,22+31,11 110,88+40,01 196,92+42,98%
o Disi 120,40+17,43 120,39+17,43 128,11+24,90 p>0,05 (0,752)
[a N
P p>0,05 (0,176) p>0,05 (0,605) p<0,05 (0,007*)
p<0,001*
Erkek 0,41+0,15° 0,40+0,15¢ 1,09+0,272P
f - ) p<0,001*
= Disi 0,46+0,13¢ 0,45+0,13¢ 1,07+0,33%
|_
% =) p>0,05 (0,516) p>0,05 (0,514) p>0,05 (0,930)
om
_ Erkek 1,57+0,44 1,56+0,44 1,65+0,36 p>0,05 (0,918)
E% Disi 1,03+0,20° 1,10+0,28¢ 1,39+0,2420 p<0,05 (0,047%)
[a N
P p<0,05 (0,021%*) p>0,05 (0,057) p>0,05 (0,172)
Erkek 0,46+0,15¢ 0,40+0,23¢ 0,68+0,072P p<0,05 (0,046*)
3
% Disi 0,55+0,14 0,54+0,14 0,75+0,11 p>0,05 (0,051)
|_
§ p p>0,05 (0,358) p>0,05 (0,254) p>0,05 (0,254)
X
ELC“ c Erkek 1,20+0,4¢ 1,47+0,65 2,53+0,952 p<0,05 (0,028*)
o Disi 1,06+0,49¢ 1,3240,61¢ 2,2420,3402 p<0,05 (0,006*)
o
P p>0,05 (0,638) p>0,05 (0,721) p>0,05 (0,548)

*QGruplar 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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5. TARTISMA

AH bilinen en yaygin norodejeneratif hastaliklardan biridir. AH’nin etiyolojik
faktorleriyle ilgili, bircok teori gelistirilmistir. Diyabet ile hiperglisemi, mitokondriyal
disfonksiyon, kronik aliiminyuma maruz kalma, bozulmus bir kan beyin bariyeri, oksidatif
stres ve bagisiklik sisteminin bozulmasi bunlardan bazilaridir (80). AH’de beyinde
gerceklesen insiilin eksikligi ve direncinden dolayr AH’nin ndroendokrin bir hastalik
olabilecegi diisiiniilmekte ve tip 3 DM olarak adlandirilmaktadir (2). Preptin hormonunun,
glikoz seviyesinin yiikselmesine cevap olarak insiilin ile birlikte salgilandigi ve insiilin

sekresyonunu artirarak fizyolojik bir uyarici olarak gorev yaptigi rapor edilmektedir (61, 62).

Bu ¢aligma, deneysel olarak olusturulmus AH modelinde, hastaligin preptin molekiilii
ile bir iliskisinin olup olmadigi ve cinsiyet faktoriiniin bu iliskide herhangi bir roliiniin olup

olmadiginin arastirilmasi amaciyla planlanmaistir.

5.1. AH Modelinde Ap Plaklarimin Olusmas1 ve Beyinde Goriilen Degisikliklerin

Degerlendirilmesi

AH’nin fizyopatolojisinde; amiloid plaklar, beyin morfolojisinde anormal degisimler,
noronal hiicrelerde kayiplar gézlenmektedir (27). Alghamdi ve ark. (2018)’1 sicanlarda AICI3
(40 mg/kg/ip) uygulamasiyla beyin hiicrelerinde anormal olusumlar1 bildirerek AH modelini
basarili bir sekilde olusturmuslardir (72). Yapilan baska bir ¢aligmada, AlCI3 ile olusturulan
AH modelinde; histopatolojik olarak beyin dokusunda hiperkromatik ¢ekirdek ile ndronal
biiziilme ve noronlar ¢evresinde vakuol bosluklar gézlemlemislerdir (81). AlClz ile Alzheimer

modeli olusturulmus baska ¢alismalarda da AP plaklari tespit edilmistir (82, 83).

Calismamizda siganlarda kronik AICI3 maruziyetiyle AH modeli basarili bir sekilde
olusturularak beyindeki noronlar 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
gozlenmistir. Bulgularimiz ve ozellikle AB (1-42)’nin immunohistokimyasal olarak pozitif
boyanmasi literatiirdeki diger AICIz ile olusturulmus AH modelleri ile paralellik

gostermektedir.
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52. Serum ve Beyinde Oksidatif Stres ve Antioksidan Parametrelerin

Degerlendirilmesi

Aecrobik hiicreler, mitokondride oksidatif fosforilasyon sirasinda yan {irin olarak
stiperoksit anyon (O2+) ve H202 gibi ROS iiretmektedir. Normal kosullar altinda, aerobik
metabolizma sirasinda ROS {iiretiminin zararli etkileri antioksidan sistem tarafindan nétralize
edilmektedir ve bu sekilde beyin oksijen tiiketimini ve redoks tretim kapasitesini etkili bir
sekilde diizenlemektedir. ROS dretimi, antioksidan savunma sisteminin temizleme
kapasitesini astiginda; oksidatif hasara, hiicresel dejenerasyona ve hatta fonksiyonel diisiise
neden olan kapsamli protein oksidasyonu ve lipit peroksidasyonu meydana gelmektedir.
Sonug olarak beyin, zengin lipit igerigi, yiiksek enerji talebi ve zayif antioksidan kapasitesi ile

asir1 oksidatif maruziyetin kolay bir hedefi haline gelmektedir (84).

MDA, serbest radikal aracili hiicre hasarinin bir gostergesi olarak lipit
peroksidasyonunun son iiriinlerinden biridir ve lipitlerin bozunmasini gostermektedir. Protein
karbonilleri, modifiye edilmis proteinlerin iglevini, metabolik stabilitesini etkilemektedir ve
onemli oksidatif strese yol agan bozukluklarin patofizyolojisinde kritik bir rol oynadigi
diistiniilmektedir (84,85). Yin ve ark. (2020)’nin hem erkek hem de disi sicanlarda AICls ile
olusturduklart AH modelinde; beynin hipokampus bolgesinde Alzheimer grubunda kontrol
grubuna goére MDA seviyesinin arttigini bildirmislerdir (81). Yine benzer bir ¢calismada Yang
ve ark. ’nin (2018) hem disi hem de erkek siganlari kullanarak yaptiklari ¢alismada, beyin
dokusunda AH grubunda kontrollere kiyasla MDA seviyesinde artma oldugunu
gozlemlemislerdir (86). Yapilan diger bir ¢alismada; Puertas ve ark. 'nin (2012) erken donem
AH’li insan deneklerini kullanarak yaptiklart calismada; plazmadaki PC miktarinda
kontrollere kiyasla AH’de belirgin diizeyde artis oldugunu bildirmislerdir (87). Bizim
calismamizda bu ¢alismalarin bulgularina uyumlu olarak erkek ve disi si¢anlarin serumunda
ve beyninde, AH grubunda kontrol ve sham gruplarina kiyasla PC ile MDA seviyesinde artis

gbzlendi.

SOD ve GSH-Px, onemli antioksidan enzimlerdir ve lipit peroksidasyon zinciri
reaksiyonunu engelleyerek ve zararli peroksit metabolitlerini ortadan kaldirarak oksijen
kaynakli serbest radikallerin neden oldugu hasarlardan hiicreyi korumaktadir (84, 85).
Bunlarla ilgili yapilan ¢alismada; AICI3 ile olusturulan AH modelinde beynin hipokampus
bolgesinde SOD degerlerinin Alzheimer grubunda kontrol grubuna gore azaldigini rapor

etmislerdir (81). Yine benzer bir ¢alismada hem disi hem de erkek siganlarin beyin dokusunda
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AH grubunda kontrollere kiyasla SOD ve GSH-Px seviyesinde azalma tespit edilmistir (86).
Erkek ve kadinlari igeren insan denekleri kullanilan bir ¢alismada; serum SOD seviyesinde
AH grubunda kontrole kiyasla anlamli bir azalma goézlemlemislerdir (88). Erkek ve kadimnlarin
oliim sonras1 beyinlerinin farkli bolgelerini inceleyerek yapilan bir ¢alismada; AH grubunda

kontrollere kiyasla SOD ve GSH-Px seviyesinde yiikselme oldugunu bildirmislerdir (89).

Bizim ¢alismamizda erkek ve disi si¢anlarin serumunda ve beyninde, AH grubunda
kontrol ve sham gruplarina kiyasla SOD seviyesinde azalma saptanmistir. GSH-Px’in serum
seviyelerinde ise AH grubunda diger gruplara kiyasla belirgin bir azalma, beyin GSH-Px

seviyelerinde ise AH grubunda diger gruplara gore artis gézlendi.

Elde ettigimiz bu bulgular sonucunda AIlCl3 uyguladigimiz sicanlarda azalmis
antioksidan savunma sistemi enzimleriyle iligkili artmis lipit peroksidasyonu ve protein
oksidasyonu goriilmektedir. Aliiminyumun, Fenton reaksiyonunu (Fe™®’nin, H0, ile
reaksiyona girerek hidroksil radikalini olusturmasi) uyararak ve beyinde demirle uyarilan
oksidatif hasar ile lipit peroksidasyonunu artirarak bu etkiye neden olabilecegi bildirilmistir
(90). Serum GSH-Px ve SOD'un tiikenmesinin, oksidatif strese karsi koymak igin artan
tiketimden kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz. Yiikselen beyin GSH-Px seviyeleri ise

oksidatif stresin arttigini diisiindiirmektedir.

5.3. Cinsiyetin AH ve Oksidatif Strese Olan Etkisinin Degerlendirilmesi

AH’nin cinsiyete 0zgii bir sekilde yer aldigin1 ve 6zellikle kadinlarda bu riskin daha
yiksek oldugunu savunan goriisler bulunmaktadir. AH’li insan ve hayvan modellerindeki
cinsiyet farkliliklarinin APOE genotipi ile diizenlenebilecegi bildirilmistir. Yapilan bir
caligmada, sporadik AH gelisimi i¢in en 6nemli genetik risk faktorii olan APO-E4 alelinin
ekspresyonunun, oncelikle disi farelerde biligsel bozulmaya yol agtig1 gézlenmistir. Sonug
olarak, APO-&4 varliginda AP nedeniyle oksidatif strese karsi daha yiiksek hassasiyetin
ozellikle disilerde daha belirgin oldugu saptanmistir (89).

Bunlara ek olarak cinsiyet farkliligiyla ilgili yapilan calismalarda, Borras ve ark.
Wistar sicanlarinin hayatta kalma egrisini incelediklerinde disilerin erkeklerden ¢ok daha
uzun yasadigini tespit etmislerdir. Disi siganlarin ortalama omriiniin erkeklere gore %15 daha
fazla oldugu goriilmiistiir. Disilerin mitokondrilerinde oksidan iiretim oranmin erkeklerden
onemli Olglide daha diisiik oldugu, buna ek olarak fare ve siganlarin karaciger ve beyin

dokularindaki mitokondrilerinde yaptiklari ¢alismada disilerin erkeklerin yarisi kadar H2O»
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iirettiklerini bulmuslardir. Bunun yaninda disilerde Ostradiyoliin antioksidan olarak gorev
yaptig1 ve hastaliklarda onleyici etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Ostradiyoliin, AH

onlenmesinde muhtemel 6nemi 6nerilmistir ancak yaygin olarak kabul edilmemektedir (91).

Bu goriisler iizerine yapilan bir ¢alismada; AH grubunda kadinlarin erkeklerden daha
yliksek SOD ve GSH-Px seviyesine sahip oldugunu, kontrol grubunda SOD ve GSH-Px
seviyesinde erkek ve kadinlar arasinda bir farklilik olmadigini bildirmislerdir (89). Bir diger
yapilan calismada ise; kontrol ve AH grubundaki erkekler ve kadinlar arasinda yapilan
karsilastirmalarda plazma SOD, PC ve GSH-Px seviyelerinde anlaml1 bir fark bulamadiklarini
rapor etmislerdir (87). Bizim ¢alismamizda; serumda, kontrol, sham ve Alzheimer grubunda
disilerde erkeklere gore SOD seviyesi anlamli diizeyde daha diisiik bulundu. Saglikli
kontrollerde disilerde SOD seviyesinin daha diisikk olmasi, disilerde antioksidan savunma
sisteminin daha yetersiz oldugunu, erkeklerin ise daha iyi koruyucu antioksidan savunma
sistemine sahip oldugunu gostermektedir. Beyin dokusunda ise; kontrol, sham ve Alzheimer
grubunda erkeklerde disilere kiyasla MDA seviyesi belirgin diizeyde yiiksek bulundu.
MDA nin erkeklerde daha yiiksek olmasi serbest radikal aracili hiicre hasarinin neden oldugu

lipit peroksidasyonunun disilere gore daha ileri oldugunu gostermektedir.

5.4. Pankreas Dokusunda Oksidatif Stres ve Antioksidan Parametrelerin

Degerlendirilmesi

AH’nin beyin dokusunda antioksidan enzimler ve oksidatif stres parametrelerine olan
etkisini aragtirmanin yani sira, periferde preptin’in de bulundugu ve salgilandig1 yer olan
pankreas dokusundaki antioksidan ile oksidatif stres parametrelerine olan etkilerini de
arastirdik. Bunun nedeni AH’yi diyabetle iliskilendiren bazi makalelerin bulunmasi1 ve
bununla baglantili olarak simdiye kadar antioksidan ve oksidatif stres parametrelerinin

pankreas dokusunda arastirilmasiyla ilgili herhangi bir literatiire rastlanmamastydi.

AH disinda pankreasta yapilan diger arastirmalardan elde edilen bulgularda; beta
hiicrelerinin, antioksidatif enzim seviyelerinin daha diisiik oldugu bildirilmistir (devaml
tiretilen siiperoksit anyonlar1 ile miicadele etmek i¢in siirekli kullanilmasindan dolay1). Ayni
sekilde karacigerde bulunan enzimlere kiyasla; SOD, GSH-Px gibi antioksidan enzimler de
daha distik diizeyde bulunmaktadir. Bu, B hiicrelerini ROS ile ilgili hasarlara kars1 oldukca
hassas hale getirmektedir ve oksidatif stres ile sitotoksisite stresine karsi belirgin sekilde

duyarhilastirmaktadir. B hiicrelerinde, ROS olusumuna yol agan ¢esitli durumlar 6nerilmistir.
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Bunlar arasinda hiperglisemi, hiperlipidemi, hipoksi ve endoplazmik retikulum stresi
bulunmaktadir (92).

Diyabet hastaliginin indiiklemesiyle meydana gelen major depresif hastaliklarda
oksidatif stresi arastiran Réus ve ark. ’1 (2016); bizim bulgularimiza benzer sekilde, erkek
siganlarin pankreasindaki PC seviyelerinin diyabet grubunda diyabet olmayanlara gore
belirgin bir sekilde yiikseldigini, SOD seviyelerinin ise, diyabetiklerde diyabet olmayanlara
gore onemli bir sekilde azaldigini bildirmislerdir (93). Benzer sekilde, T2DM ve AH
arasindaki potansiyel iliskiyi aragtirmak i¢in Bathina ve ark. 'nin (2017) yapmis oldugu STZ
ile olusturulan T2DM modeli ¢aligmasinda; diyabetli siganlarin pankreas dokusundaki SOD
ve GSH-Px seviyelerinde kontrollere kiyasla 6nemli diizeyde yiikselme oldugu, T2DM’lilerin

hipokampusunda ise, ndronal apopitozda artma oldugu bildirilmistir (94).

Calismamizin bulgularina gore; disi si¢anlarin pankreas SOD seviyelerinde AH
grubunda; diger gruplara kiyasla belirgin bir sekilde azalma, tiim siganlarin GSH-PX
seviyesinde ise artis oldugunu tespit ettik. Alzheimer erkek sican grubundaki PC seviyesinde,
diger gruplara kiyasla belirgin bir artis oldu. Ayrica Alzheimer erkek ve disi gruplar1 arasinda
PC seviyesinde onemli bir farklilik saptayarak disilerde bu seviyenin erkeklere gore daha
diistik oldugunu gordiik. Bu bulgu erkeklerde protein bozulmasinin daha ileri oldugunu
gostermektedir. Ilaveten AH grubundaki si¢anlarin pankreas dokusundaki GSH-Px
degerlerinin disi sicanlarda erkek sicanlara gore daha yiiksek bulunmasi, disilerde daha

yiiksek bir oksidatif stres varligini diisiindiirmektedir.

5.5.  Serum, Beyin ve Pankreasta TNF-a Seviyesinin Degerlendirilmesi

Onemli bir sitokin olan TNF-o; bagisikligin gozetimi, mikrobiyal enfeksiyonlarla
savagmak i¢in bagisiklik reaksiyonlari, hiicre 6liimiinii indiikleme, 6rnegin kanser hiicrelerini
ortadan kaldirmak veya alerjiler gibi patolojik durumlarda dahil olmak {izere viicutta birgok
fizyolojik fonksiyonu diizenlemektedir (95). Ayrica TNF-a, insiilin direnci ve T2DM
patogenezinin gelisiminde kritik rol oynayan en onemli proinflamatuar aracidir. TNF-o
makrofajlar, adipositler ve astrositler tarafindan {iretilir ve ROS dretimi ile c¢esitli
transkripsiyonel aracili yollarin aktivasyonu yoluyla dokuya o6zgii inflamasyonu
indiiklemektedir. Yiiksek TNF-a seviyesi, T2DM'nin gelismesine yol agan serin fosforilasyon
yoluyla insiilin sinyalini bozarak adipositlerde ve periferik dokularda instilin direncini

uyarmaktadir (96).
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AH ile obezite, T2DM ve metabolik sendrom gibi metabolik bozukluklar arasinda
cesitli patofizyolojik baglar oldugu bildirilmis; bu 6nemli baglardan birinin de inflamatuar
cevabin olusmasi oldugu gosterilmistir (41). AH’de kan beyin bariyerinde degisiklikler
goriilerek periferde olusan inflamatuar hiicrelerin MSS’ye gecisine izin verilmekte ve doku
hasariyla birlikte noroinflamasyon durumu daha da artmaktadir. Demans ve depresyon gibi
psikiyatrik rahatsizliklarda TNF-a miktart belirgin sekilde yiikselmektedir, fakat bu durum bu
hastaliklara 6zgii degildir. AH’de goriilen oksidatif stres ve AP birikimine bagl olarak aktive

olan mikrogliya hiicrelerinden TNF-a sentezlendigi bildirilmistir (97).

Abulfadl ve ark. (2018)’nin erkek siganlarda AlICl3 — D-galaktoz ile indiikledikleri AH
modelinde; beyin dokusunda kontrollere kiyasla Alzheimer grubunda TNF-o seviyesinde
anlamli bir artis oldugunu rapor etmislerdir (98). Diger bazi arastirmacilar, farkli etken
maddelerle (STZ ve AP (1-42)) erkek ve disi siganlarda yapilan diger AH modellerinde;
kontrol ile Alzheimer grubunu karsilastirmiglar ve beynin hipokampus bolgesindeki TNF-o

seviyesinde anlamli bir artis oldugunu bildirmislerdir (99,100).

Yaptigimiz c¢alismada ise; AH’li erkek ile disilerin beyin ve serum TNF-a
seviyelerinde diger gruplara kiyasla onemli bir artis goriildii. Ilaveten; AH’li erkeklerin
pankreas TNF-a seviyesinde de diger gruplara gore anlamli bir artig tespit ettik. Disi ve
erkeklerin, TNF-a seviyesi agisindan, tiim deney gruplari kendi arasinda karsilastirildi ve bir
farklilik saptanmadi. Bu bulgular; perifer ve beyinde oksidatif stresin yol actig1 inflamasyonu

belirgin sekilde gostermektedir.

Bu ¢alismalara karsit olarak; AH riski ile serum TNF-a diizeyleri arasindaki nedensel
iliskiyi arastirmak i¢in yapilan ¢alismada, sonuglarin serum TNF-o diizeyleri ile AH riski
arasindaki nedensel iligkiyi desteklemedigi gosterilmistir (101). Insan deneklerini igeren bir
diger yapilan karsit calismada ise; AH ve saglikli kontrol gruplari arasinda serum TNF-a

seviyeleri arasinda anlamli bir fark gozlemediklerini bildirmislerdir (102).

Az sayida yapilan bu c¢aligmalara karsit olarak; AH hastaliginda TNF-o seviyelerini
yiikksek olarak bildiren c¢alismalar g¢ogunlugu olusturmaktadir. Calismamizin verileride

literatiirle bu konuda uyumluluk gostermektedir.
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5.6. Serum, Beyin ve Pankreasta Preptin Seviyelerinin Degerlendirilmesi

Preptin’in; diyabet hastalarinda, obez ve asir1 kilolu kisilerde seviyelerinin arttigi,
plazma insiilin diizeyleri, bel cevresi genisligi, insiilin direnci testi ve trigliserit ile total
kolesterol parametreleriyle pozitif iliski gosterdigi de bildirilmistir (5, 64). Ayrica
etiyolojisinde diyabet, obezite, insiilin fazlalig1 gibi durumlarin oldugu PKOS hastaliginda da
preptin seviyelerinin arttig1 ifade edilmistir (7). ilave olarak, hipertansiyonlu ve aterosklerotik
plaklar1 olan hastalarda preptin diizeylerinin diistiigii ve bu nedenle preptin’in; hipertansiyon

ve vaskiiler komplikasyonlarinda rol oynayabilecegi rapor edilmistir (69).

AH’nin noroendokrin bir hastalik olabilecegi disiiniilerek tip 3 diabetes mellitus
olarak adlandirilmaktadir (2). Ayrica, kanda daha yiliksek ve BOS’ta daha diistik elde edilen
insiilin seviyesinin hastaligin ilerlemesinde daha belirgin bir gosterge oldugu bildirilmistir

(103).

Preptin ile ilgili literatiirde ¢ok az ¢aligma bulunmaktadir ve literatiirde ndrodejeneratif
hastaliklarin en 6nemlilerinden biri olan AH’de; serum, beyin ve pankreas preptin seviyelerini
degerlendiren herhangi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bizim yaptigimiz c¢alismanin
bulgularina gore; AH’li erkeklerin serum preptin seviyesi diger gruplara gore ve AH’li
disilerin ise, beyin preptin seviyesi diger gruplara kiyasla belirgin olarak yiiksek bulundu.
AH’li erkek ve disilerin pankreas preptin seviyelerinde de diger gruplara kiyasla anlamli bir
artis tespit edildi.

Calisma bulgularimizin sonucuna gore; oksidatif stres, inflamasyon ve Ap plaklarinin
birikiminden dolay1 insiilinin, reseptoriiyle etkili bigimde baglanamadigini ve insiilin

direncinin olusmastyla paralel olarak preptin seviyelerinin arttigini diistinmekteyiz.

Her ne kadar calismamizda insiilin ve glikoz seviyelerine bakamamis olsakta,
preptin’in pankreastan insiilin ile birlikte salgilandigi ve insiilin salgisii  arttirdig
bildirildiginden dolay1 biz de preptin seviyelerinin artmasina bagli olarak insiilin seviyelerinin

de arttigini1 diisiinmekteyiz.

Daha once yapilan calismalarda; saglikli disilerin saglikli erkeklere gore daha yiiksek
serum preptin seviyesine sahip oldugu rapor edilmektedir (5, 64). Bizim calismamizda ise;
kontrol ve sham gruplar1 kendi arasinda karsilastirildiginda erkek ve disi arasinda anlamli bir

farklilik bulunmada.
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Insiilin salgisi, viseral (i¢ organ) yaglar ile daha iyi iliskilidir, dyle ki insiilin seviyeleri
viseral yaglari, toplam viicut yagindan daha iyi yansitmaktadir. Viicut yagmin dagilimi
acisindan biiyiik bir cinsiyet farki vardir. Genellikle, disilerde subkutan (deri alt1) yag fazla
iken erkekler daha c¢ok viseral yag tasirlar. Erkeklerde viseral yag daha fazla oldugundan
dolay1 erkekler daha fazla insiilin salgilamaktadirlar ve insiilin erkeklerde toplam viicut
yaginin daha iyi bir gostergesidir. Erkek beyinlerinin, insiilinin katabolik etkilerine daha
duyarli oldugu bildirilmektedir (104).

Yapilan bir calismada ise; saglikli erkeklerin kadinlara kiyasla hiicre basina daha fazla
toplam insiilin reseptorii sayisina ve yiiksek afiniteli insiilin reseptoriine sahip oldugu rapor
edilmektedir (105). Yaptigimiz ¢alismada, AH grubunda erkeklerin disilere gore daha yiiksek
serum preptin seviyesine sahip oldugu tespit edildi. Bu bulgulara ek olarak beyin preptin
seviyesi ise; kontrol grubunda erkeklerde disilere gore daha yiiksekti. Bu durum bize
erkeklerde daha yiiksek periferik ve beyin insiilin seviyelerinin ve insiilin direncinin

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Saglikli erkeklerde beyin preptin bazal seviyesinin yiiksek olmasi bize bu hormonun
beyinde sentezlenebilecegini ve testosteron hormununa bagli olarak bir mekanizmasinin var

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Preptinin kan beyin bariyerini ge¢ip gecmedigi heniiz bilinmemektedir. Fakat beyinde
genis alanda IGF-2 ve reseptorii bulundugu bildirilmistir (106). Preptin; insiiline olan etkisini
periferde IGF2R iizerinden gerceklestirdiginden; beyinde de bu reseptoér veya bagka bir
reseptOr ilizerinden etkisini gdsterebilecegini ve beyinde preptine 6zgili bir mekanizmanin var

olabilecegini diistinmekteyiz.
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Sekil 41. Alzheimer hastaligi fizyopatolojisinin beyindeki insiilin ve muhtemel preptin

mekanizmasi. IDE: Insiilin degrade edici enzim, PI3K/AKT: Fosfatidilinozitol 3-
kinazlar/protein kinaz B, GSK-3f: Glikojen sentaz kinaz 3-beta, NMDA: N-metil-D-aspartik
asit.
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6. SONUC VE ONERILER

Diinyada milyonlarca insan1 etkileyen ve dnemli bir kiiresel saglik sorunu haline gelen
AH’nin etiyolojisinde birgok faktoér rol oynamaktadir. Bunlardan dikkat cekici olanlari;
diyabet hastaligi, hiperglisemi, mitokondriyal disfonksiyon, inflamasyon, oksidatif stres,

alliminyum toksisitesi ve genetik faktorlerdir.

En onemli dikkat g¢ekici bulgulardan biri ise AH’lerin beyninde olusan insiilin
direncidir. Insiilinin, néronal sag kalimi artirdigi, sinaptik plastisite icin gerekli oldugu,
o0grenmeyi ve hafizay1 kolaylagtirdigi bilinmektedir. Preptin hormonu, insiilin ile birlikte
pankreasin-f hiicrelerinden salgilanmaktadir ve glikoz aracili insiilin sekresyonunu

artirmaktadir.

Calismamizda; AH grubunda, GSH-Px ve SOD gibi 6nemli antioksidan enzim
seviyelerinin azalmasi ve MDA, PC ve TNF-a seviyelerinin yiikselmesi, beyin ve periferde
ciddi bir oksidatif stresin ve noronal hasar ile birlikte inflamasyonun gostergesidir.
Calismamizin en 6nemli bulgularindan biri olarak AH grubunda preptin seviyelerinde belirgin
bir artis goriilmesi; bize, perifer ve beyinde insiilin direnci varligin1 ve insiilin seviyelerinin
buna paralel olarak yiikseldigini diisindirmektedir. Bu bulgular preptin’in AH’nin

etiyolojisinde 6nemli bir role sahip olabilecegini gostermektedir.

Her ne kadar daha ¢ok deneysel calismalarla ve daha biiyiikk bir toplulukta
sonuglarimizin dogrulanmas1 gerekli olsa da preptin seviyesinin ve oksidatif stresin
Alzheimer hastaliginda cinsiyete 6zgii bir sekilde yer alip almadigini arastiran 6zgiin bir
calismay1 olusturmaktadir ve hastaliktaki cinsiyet farkliliklarin1 daha fazla aragtirmaya tesvik

etmektedir.

Calismamiz Alzheimer hastaliginda beyin, serum ve pankreasta preptin seviyelerini
aragtiran literatiirdeki ilk ve Ozgiin calismay1 olusturmaktadir. Bu nedenle bu verilerin
literatiire biiylik bir katki olusturacagini ve daha ileri ¢aligmalar i¢in 6nemli bir basamak

olacagini diistinmekteyiz.
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