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OZET

Amag: Calismamizda ABO enjeksiyonuyla olusturulan erken donem AH sican modelinde
insulin  yolagmmin molekiiler mekanizmalarinin, hafiza ve beyin osilasyonlarmnin
degisimlerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Ayrica, Siklo-Z terapdtik ajaninin bu

degisimler iizerine etkisinin ortaya konulmas1 amaglanmustir.

Yontem: Her grupta 3 aylik 20 adet erkek Wistar sican olmak tizere, SH, SHZ, AH ve
AHZ gruplar1 olusturulmustur. Iyilesme periyodunu takiben 3 hafta boyunca 10 mg Zn/kg
ile 0,2 mg SHP/kg iceren Siklo-Z ajan1 SHZ ve AHZ gruplarma verilmistir. Siklo-Z
uygulanan gruplarla es hacimli musluk suyu SH ve AH gruplarina uygulanmistir. Bu
stirecin bitiminde nesne ve konum hafiza testleri gerceklestirilmis ve APO indiiklii beyin
aktivitesi degisimlerini belirlemek i¢in spontan EEG kayitlar1 alinmistir. Deney siirecinin
sonunda sicanlarm hipokampilis ve total beyin dokularinda biyokimyasal analizler

gergeklestirilmistir.

Bulgular: AHZ grubunda kilo kayb1, periferik insiilin direnci ve beyin insiilin miktarlar1
iizerinde Siklo-Z tedavisi olumlu bir etkiye sahipken, SHZ grubu iizerinde Zn*? toksisitesi
nedeniyle ters etki gdstermistir. AHZ grubu siganlarin IDE ve NEP enzimlerinin artisina
bagli olarak APO toksisitesi azalmistir, ancak Tau Ser356 fosforilasyonda artisa neden
olustur. SHZ grubunda IDE ve NEP enzimlerinin seviyesi artmis olsa da APO birikiminin
ve tau toksisitesinin Zn*? toksisitesine bagh olarak arttig1 gdzlenmistir. Siklo-Z ajani, SHZ
ve AHZ gruplarmin nesne ve konum hafiza testlerini giiglenmistir. Siklo-Z tedavisinin
ozellikle sol temporal bolgede spindle gii¢c degerlerinin artmasinda 6nemli etkisi oldugu
bulunmustur. AH patolojisinin uyku EEG'sinin delta giic degerlerinde azalmaya neden

oldugu gozlenmistir.

Sonug: Bulgularimiz, Siklo-Z ajaninin AH hastaliginin erken déneminde ortaya ¢ikan
molekiiler degisimler, hafiza ve beyin osilasyonlari iizerinde anlamli terapétik etkilerinin

oldugunu goéstermistir.

Anahtar Kelimeler: Amiloid-beta oligomer, insulin, Siklo-Z, hafiza, EEG



ABSTRACT

Objective: In our study, it was aimed to investigate the molecular mechanisms of the
insulin pathway, changes in memory and brain oscillations in the early period AD rat
model created by ABO injection. In addition, it is aimed to reveal the effect of the Cyclo-
Z therapeutic agent on these changes.

Method: SH, SHZ, AH and AHZ groups were formed, including 20 male Wistar rats 3
months old in each group. Cyclo-Z agent containing 10 mg Zn / kg and 0,2 mg SHP / kg
was administered to SHZ and AHZ groups for 3 weeks following the recovery period.
Equal volumes of tap water were applied to the SH and AH groups with the Cyclo-Z
applied groups. At the end of this process, object and position memory tests were
performed and spontaneous EEG records were taken to determine APBO-induced brain
activity changes. At the end of the experimental process, biochemical analyzes were
performed in the hippocampus and total brain tissues of the rats. It has been observed that

AH pathology causes a decrease in delta power values of sleep EEG.

Results: While Cyclo-Z treatment had a positive effect on weight loss, peripheral insulin
resistance and brain insulin amounts in the AHZ group, it had an adverse effect on the
SHZ group due to Zn*? toxicity. ApO toxicity was decreased in AHZ group rats due to the
increase in IDE and NEP enzymes, but Tau Ser356 caused an increase in phosphorylation.
Although the levels of IDE and NEP enzymes were increased in the SHZ group, it was
observed that ABO accumulation and tau toxicity increased due to Zn*? toxicity. The
cyclo-Z agent enhanced the object and localization memory tests of the SHZ and AHZ
groups. Cyclo-Z treatment was found to have a significant effect on increasing spindle

power values, especially in the left temporal region.

Conclusion: Our findings show that Cyclo-Z agent has significant therapeutic effects on
molecular changes, memory and brain oscillations that occur in the early stages of AD

disease.

Key words: Amyloid-beta oligomer, insulin, Cyclo-Z, memory, EEG
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1. GIRIS

Alzheimer Hastaligi (AH), hiicre dis1 amiloid-beta (AB) peptitlerinin ve hiicre igi
norofibriler yumaklarin (NFY) birikmesinden kaynaklanan ilerleyici bir demans tiiriidiir
(Maher ve Schubert, 2009). Bu bugiine kadar yapilan ¢alismalarda, AH patojenezinin
anahtar faktoriiniin AP birikimi olduguna isaret edilmistir. Daha spesifik olarak, AP
peptidinin oligomerik tiplerinin sinaptik disfonksiyonu, nérodejenerasyonu ve demansi
tetikledigi disiiniilmektedir (Lambert ve ark., 1998; Walsh ve ark., 2002; Lesne ve ark.,
2006; Shankar ve ark., 2008). Noral ag disfonksiyonuna yol agan hiicresel patoloji halen
tam olarak ac¢iklanabilmis degildir. Bununla birlikte; AB maruziyetinin presinaptik ve
postsinaptik sinapslarda degisiklikleri indiikledigi, tau birikimlerinin ise sinaptik ileti
bozuklugunda etkili oldugu ve noral sinaptik ag dinamiklerini bozdugu gosterilmistir

(Miyauchi ve ark., 1994; Brunovsky ve ark., 2003).

Son zamanlarda yapilan bir¢ok calismada; beyin insiilin direncinin, AH'nin erken bir
Ozelligi oldugundan ve AH semptomlarmin baglangicindan o6nce gelistiginden
bahsedilmektedir. Beyinde artan insiilin direnci hem AH’ye 6zgiin molekiiler degisimler
gozlenmeden once hem de hastaligin ilerleyen safhalarinda bilissel bozukluga katkida
bulunur (de la Monte ve Wands, 2005). Insiilin, néronlardaki enerji metabolizmasmimn
diizenlenmesi ve noronal canlilik {izerinde 6nemli etkiye sahiptir ve beyinde biiyiime
faktorii gibi davranmaktadir. Beyinde insiilin sinyalizasyon mekanizmasi, bilissel
islevlerde rol oynayan sinaptik plastisitenin olusumu i¢in gereklidir (Schuh ve ark., 2011).
Amiloid-B oligomerleri (ABO), AH’de beyinde biriken giiglii sinaptotoksinlerdir ve
ozellikle sinapslara spesifik ligandlar gibi davranirlar (Ferreira ve ark., 2007; Haass ve
Selkoe, 2007; Ferreira ve Klein, 2011). Insiilin ve AP, ortak bir dizi tanima motifini
paylasan amiloidojenik peptidlerdir. Bu nedenle, ABO'lar insiilin reseptdriine baglanabilir
ve otofosforilasyonunu inhibe edebilir (Xie ve ark., 2002). Ayrica, insiilin reseptoriiniin
plazma zarindan ayrilmasini tetikleyerek yiizey insulin reseptdrlerinin ve insilin
duyarliliginin azalmasma neden olurlar (W. Q. Zhao ve ark., 2008b; De Felice ve ark.,
2009a). Amiloid-p oligomerleri insiilin reseptorlerine baglandiklarinda, insiilin sinyalinin
asag1 akis yolunu bloke ederler. Bu durum, tau hiperfosforilasyonu ve asir1 a ve y-sekretaz

aktivasyonu nedeniyle sirastyla NFY ve asir1 Af iiretimine neden olur (Lane ve ark., 2012;



Hamze ve ark., 2022). Ayrica; beyin insulin direncinde gézlenen artis, AH’de insiilin
degrade edici enzim (IDE) ve Neprilisin (NEP) diizeylerinin diisiirerek ABO
degradasyonunda azalmaya neden olur. Bu, insiilin direncinin kotiilesmesine ve daha fazla
toksik ABO’larin iiretilmesine yol acar (Jha ve ark., 2015; Morales-Corraliza ve ark.,
2016; Pivovarova ve ark., 2016). Insiilin sinyali ise, oligomerlerin neden oldugu sinaps
kaybina kars1 fizyolojik bir savunma mekanizmasi saglar (Lacor ve ark., 2007; De Felice
ve ark., 2009a). Insiilinin reseptoriine baglanmasiyla gergeklesen tirozin (Thr) kinaz
aktivitesi, ndronlardaki oligomer baglanma bolgelerini asagiya dogru diizenler (Lacor ve
ark., 2007; De Felice ve ark., 2009a). Bu nedenle, AH'de insiilin sinyalinin ve ABO
degradasyonunun giclendirilmesi 6nemli bir terapotik hedef olarak gorulmektedir.
Cinkonun (Zn*?) insiilin sinyalini kolaylastirarak insiilin benzeri etkilere sahip oldugu
(Miao ve ark., 2013) ve hem IDE hem de NEP sentezini uyardig: (Lifshitz ve ark., 2013)
bilinmektedir. Ayrica Zn*? eksikligi AH'de sik gériilen bir durumdur (Roberts ve ark.,
2014; Afkarian ve ark., 2016). Bu nedenle, Zn*? selatasyon potansiyel bir terapotik
yaklagimdir (Watt ve ark., 2010). Siklo (His-Pro) (SHP), L-histidin molekili
icerdiginden, Zn*? selatlama ve bagwsak Zn'? emilimini ve Zn™ alimin1 uyarma
yetenegine sahiptir (Rosenthal ve ark., 2001). Birlikte uygulandiklarinda terapotik

etkinliklerinin arttig1 bilinen Siklo-Z ise SHP art1 Zn*? kombinasyonudur.

Su an literatiirde, AH patogenezinde rol oynayan ve erken evrelerinde ortaya ¢ikan beyin
insiilin sinyal yolagindaki degisiklik tam olarak bilinmemektedir. Ayn1 zamanda, insiilin
sinyal yolunun degismesinden dolayr tau proteininin hiperfosforilasyonu ile baglantili
molekiiler yollar hala net olarak aydmlatilamamustir. Ayrica, APO’larin sinaptik
fonksiyon bozukluklarma bagli beyin osilasyonlarinda meydana getirecegi degisiklikler
ve bu degisikliklerin Siklo-Z tedavisiyle olan iligkisini ortaya koyan herhangi bir ¢aligma
bulunmamaktadir. Dolayisiyla calismamizda; APO ile indiiklenen erken AH sican
modelinde, hastaligin ilk evrelerinde gozlemlenen insilin sinyal yolundaki molekdler
degisimler ile bu degisimlerin tau fosforilasyonu, ABO birikimi, biligsel fonksiyonlar ve
beyin osilasyonlari lizerine etkisi incelenmistir. Ayrica insiilin sinyal stimiilatorlerinden
biri oldugu bilinen Siklo-Z terapétik ajanmin insiilin sinyal yolunda yaptigi molekiiler
degisikliklerin AH noropatolojisi, biligsel fonksiyonlar ve beyin osilasyonlar: tizerindeki

etkileri detayli olarak ¢aligilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Alzheimer Hastahg
2.1.1. Alzheimer Hastahgmin Epidemiyolojisi

Diinyada yaklasik 47 milyon demans hastas1 bulunmaktadir ve yeni vakalarin sayist her
yil yaklasik 10 milyon artmaktadir. Demans hastalarinin toplam sayismim 2030 yilina
kadar yaklasik 75 milyona ve 2050 yilina kadar ise neredeyse ii¢ katina ¢ikarak 132
milyona ulagabilecegi tahmin edilmektedir. Demansin en sik goriilen bicimi, 65 yasin
tizerindeki kisilerin yaklasik %6'sin1 etkileyen ve tiim demans vakalarmin %60-70'ini
olusturan AH’dir. Global Hastalik Yiikii Calismasi’na gore, 2015 yilinda diinya ¢apinda
yaklagik 29,8 milyon AH hastast vardir ve bunun yaklagik 1,9 milyonu oliimle
sonu¢lanmistir. Bu durum, AH'yi giinlimiizdeki ana saglik sorunlarindan ve Amerika
Birlesik Devletleri ve diger sanayilesmis tilkelerde altinci 6liim nedenlerinden biri haline
getirmistir. 2015 yilinda, AH’ nin ulusal maliyetinin 220 milyon dolar oldugu ve bunun
2050 yilina kadar 1 trilyon dolara ulasabilecegi beklenmektedir. Bu nedenle demans,
toplum ve dinya ekonomisine bulylk yik getiren bir tehdit olarak gorulmektedir
(Alzheimer's, 2015).

2.1.2. Alzheimer Hastaliginin Noropatolojisi

Alzheimer hastaligi, kognitif bozukluk ve noronal kayipla birlikte ilerleyen sinaptik
hasarla karakterize edilen norodejeneratif bir hastaliktir. Beyindeki histopatolojik
degisiklikleri; AB'nin ¢esitli peptid varyantlarindan olusan hiicre dis1 amiloid plaklar ve
esas olarak fosforile tau (p-Tau) proteinlerinden olusan hiicre i¢i NFY’dir. Alzheimer
hastalarinin beyninde gdézlemlenen sinaptik iletim azalmasi ve dendritik spinlerin kaybi1
gibi sinaptik fonksiyon bozukluklarmin, AP plaklarmin ve noronal kayiplarin
olugsmasindan dnce meydana geldigi diisiiniilmektedir. Erken evrelerde gozlemlenen bu
patolojik degisiklikler Oncelikle medial temporal lobda gozlenir ve daha sonra
neokorteksle iligkili beyin bolgelerine dogru ilerler. Ayni1 zamanda, hastaligin baslangi¢
asamalarinda gozlemlenen bu degisiklikler, ilk biligsel belirtilerin ortaya ¢ikmasindan

neredeyse yirmi yil dnce baslayabilir (Mroczko ve ark., 2018).



Alzheimer hastaligmin siirekli artan insidansi, aragtirmacilar1 ve klinisyenleri bir tedavi
arayisina yoneltmistir. Uzun donem yapilan calismalarin sonucunda, AH patogenezini
tetikleyen en Onemli olayin toksik AP olusumu oldugu konusunda fikir birligine
varilmigtir. Amiloid-f, amiloid prekiirsor proteininin (APP) - ve y-sekretazlar tarafindan
ardisik proteolitik boliinmesiyle iiretilen 38 ila 43 amino asit uzunlugunda bir peptittir
(Chow ve ark., 2010). Amiloid prekiirsor proteini a, 3 ve y olmak tizere li¢ farkl sekretaz
tarafindan proteolitik olarak kesilmektedir. Hastaligin gelisimi agisindan APP’nin hangi
sekretaz tarafindan kesildigi ¢ok Onemlidir. Amiloid prekiirsér proteininin o ve vy
sekretazlar tarafindan kesilmesi amiloidojenik olmayan (non-amiloidojenik) yolagi
olustururken, [ ve vy sekretazlar tarafindan kesilmesi amiloidojenik yolagi
olusturmaktadir. Non-amiloidojenik yolakta APP, a-sekretaz tarafindan C-terminal
fragmanindan (CTF) kesilir. Ardindan y-sekretaz membrana bagl kalan ve C83 olarak da
bilinen a-CTF’yi kesmesi sonucunda APP intraseliiler domaini (AICD) ve P3 peptidini
olusturur. Amiloidojenik yolakta ise APP, B-sekretaz tarafindan CTF’den kesilir.
Ardindan y-sekretaz, membrana bagli kalan ve C99 olarak da bilinen B-CTF’nin ¢esitli
bolgelerinden kopararak ¢esitli uzunluklarda AP peptidlerini ve AICD olusturur (Sekil
2.1). En ¢ok olusan AP peptidleri, AB-40 ve AB-42°dir (Thinakaran ve Koo, 2008).
Amiloid prekiirsor protein islendiginde, AB42'den daha fazla AB40 proteini olusmasina
ragmen AP42’nin C-terminal bélgesinde alanin ve izolsin rezidiileri bulunmasi onu daha
hidrofobik ve amiloidojenik yapmistir. Bu durum, AB42’yi toplanmaya ve plaklarda
birikmeye daha yatkim hale getirir (Burdick ve ark., 1992; Jarrett ve ark., 1993; Bitan ve
ark., 2003). (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Amiloid prekiirsor proteininin o, p ve y sekretazlar tarafindan proteolitik kesilmesi (Chen ve
Mobley, 2019).

Gilintimiizde APP’nin aksonal vezikiiler trafikten, sinaps olusumundan ve noronal
plastisiteden sorumlu oldugu diisiiniilse de kesin fizyolojik islevi halen tam olarak
tanimlanamamustir. Buna ragmen, APP'den tiireyen asir1 AP iiretiminin AH gelisiminde
rol oynadigi iyi bilinen bir gercektir. Alzheimer hastalarmin beyninde AP’nin asiri
iiretiminin yani sira AP seviyelerini diizenleyen iki yol daha vardiwr: iiretilen AB'nin
temizlenmesi ya da bozulmasi ve beyine yeniden girmesi. Bu nedenle, bu (¢ yolla korunan
dinamik dengede herhangi bir dengesizlik olmasit durumunda AP birikimi gerceklesir
(Mucke, 2009; Yoon ve Jo, 2012). Hastaligin ¢ok erken evrelerinde, amiloid proteinlerinin
dretimi ve temizlenmesi arasindaki dengenin degistigi goriilmektedir. Dahasi, bu

dengesizlik ¢ogu zaman AH'de baslangi¢ faktorii de olabilir (Mroczko ve ark., 2018).

Alzheimer hastaliginin etiyopatogenezini netlestirmek igin yapilan girisimler birkag
farkli, kismen tamamlayici hipotezle sonuglanmistir. Sinir dokusunun hasar gérmesinde
ana faktor olarak amiloid birikintilerinin gosterildigi amiloid kaskad hipotezi, 25 yildan
fazla bir siiredir temel olarak varsayilmaktadir. Amiloid kaskad hipotezi, ilerleyen AP
birikiminin, AH'nin preklinik oncesi evrelerinde ve nihayetinde tiim AH hastalarinda

gozlenmesiyle desteklenmistir (Mroczko ve ark., 2018). Buna istinaden uzun bir dénem



AH alaninda yapilan aragtirmalar, temel olarak AH'nin karakteristik 6zelliklerinden biri
olan amiloid plak ¢alismalarini kapsamistir (J. A. Hardy ve Higgins, 1992). Ancak
arastirmacilar, hastaligin seyri ile plak yiikii arasinda bir korelasyon eksikligi oldugunu
goriince celiskiye diismiislerdir. Dahasi, demans derecesinin en iyi korelasyonunun
amiloid yiikiiyle degil, sinaps kaybiyla oldugu gosterilmistir (Terry ve ark., 1991). Plak
yiikii ve demans arasindaki bu uyumsuzlugun aksine, NFY'lerin hastaligin seyri ile olan
korelasyonu ¢ok daha giclidir (Arriagada ve ark., 1992; Bierer ve ark., 1995; Gomez-
Isla ve ark., 1997; Giannakopoulos ve ark., 2003). Mikrotiibiile bagli protein olan tau'nun
yanlis sekilde katlanmig ve asir1 fosforile izoformlari, NFY'lerin temelini o lusturmaktadir
(Grundke-Igbal ve ark., 1986; Kosik ve ark., 1986; Wood ve ark., 1986). Normal
kosullarda tau, mikrotiibiillerin birlesmesinden ve stabilizasyonundan sorumlu olan
¢ozndr bir proteindir ve sinir hiicrelerinde tipik olarak aksonlarda bulunmaktadir. Ancak,
AH gibi tauopatilerde bu tau proteini anormal filamentli bir formda bulunarak soma ve
noritlere yeniden dagitilir (Goedert ve ark., 1989). Hiperfosforile tau formlari, néronlarin
icinde NFY’ler olarak birikir (Goedert ve ark., 1991). Bu durum, mikrotibtlin
par¢alanmasina ve noronal tasinmanin tahrip olmasina neden olarak (Igbal ve ark., 2005),
noronlar arasi iletisimin bozulmasina ve son olarak noronlarin §liimiine yol agar (Chun ve

Johnson, 2007).

Arastirmacilar, AH ile plak yiikii arasindaki korelasyon eksikligi oldugunu bulmalarinin
yani sira, néron ¢liimiiniin plak olmayan beyin bolgelerinde de oldugunu gérmiistiir. Daha
sonra biligsel olarak normal olan bireylerde AP plaklarmin bulundugu kesfedilmistir
(Sloane ve ark., 1997; Erten-Lyons ve ark., 2009). ileri AH ndropatolojisine sahip gibi
goriinen ancak herhangi bir demansa sahip olmayan bu bireyler, plak yiikiiniin bilis veya
dejenerasyona uymadigmi gostermistir. Onemli miktarda plak yiikiine sahip olan bu
kisilerde ne hafiza bozuklugu ne de beyin hacminde herhangi bir degisiklik
bildirilmemistir. Bu durum, bilissel bozulma icin biiyiik agregatlarin gerekli olmadigini
isaret etmistir (Erten-Lyons ve ark., 2009; Petersen ve ark., 2013). Kapsaml arastirmalar
sonucunda, toksik ABO'larm dogru hedef oldugu bulunmustur (Viola ve Klein, 2015;
Montoliu-Gaya ve Villegas, 2016). Giiniimiizde ApO'lar, AH'de sinaps
disfonksiyonundan ve hafiza kaybindan sorumlu proksimal toksinler olarak kabul

edilmektedir (Haass ve Selkoe, 2007; Krafft ve Klein, 2010; Selkoe, 2011; Wilcox ve ark.,



2011). Alzheimer hastalarmin beyinlerinde biriken sinaptotoksinler olarak ¢oziiniir
APO’larin tanimlanmasi (Lambert ve ark., 1998; Gong ve ark., 2003; Lacor ve ark., 2004;
Xia ve ark., 2009) bu alanda bir paradigma kaymasini uyarmistir. Bu nedenle

arastirmalarin odagi, AB’nin ¢dziiniir oligomerlerine dogru kaymustir (Glabe, 2006).
2.1.3. Amiloid Oligomerlerinin Yapisi

Hastaligin mekanizmasini ¢6zmeyi amaglayan ¢ok sayida arastirma, plaklardan daha 6nce
olusan ve patogenez ile baglantili olan AB'nin bir ara yapismi kabul etmistir (J. Hardy ve
Selkoe, 2002; Kayed ve Lasagna-Reeves, 2013; Klein, 2013). Cesitli Ap izoformlarina
ragmen, toplanma i¢in farkli egilimleri olan tic ana AP grubu vardir. Bunlar monomerler,

¢ozlndr oligomerler ve ¢oziinmeyen fibrillerdir (Goure ve ark., 2014).

Cesitli ABO tiirleri arasinda kii¢iik, kiiresel pargaciklar ve bu kiiresel pargalarin zincirlerini
temsil eden uzun protofibriller bulunur. Amiloid-p oligomerlerin olusumu, monomerik
APB'nin konformasyonundaki degisikliklerle baslar, diisiik molekiiler agirlikli dimer ve
trimerler ile sonuglanir. Bunu takiben ¢oziiniir kiiresel oligomerlerde toplanma 12 ila 24
monomerde baglar. Diisiik molekiiler agirliklilar sonunda “protofibriller” adi verilen
yiiksek molekiiler agirlikli oligomerlere dogru gelisir. Kisaca fibrillogenez siireci, ¢esitli
oligomerik tiirleri olusturmak i¢in bir araya gelen amiloid monomerleriyle baslar ve daha
sonra nihayetinde olgunlasarak ¢6ziinmez fibriller halinde uzar (Mroczko ve ark., 2018)
(Sekil 2.2).

Monomer Oligomerler Protofibriller Fibriller

Sekil 2.2. Oligomerler, protofibriller ve fibriller dahil olmak tizere amiloid agregatlari



Amiloid-p, hiicre dis1 alanda fibriller olusturmak {izere toplandiginda, proteolitik
bélunmeye direncli hale gelir (Walsh ve Selkoe, 2007). Oligomerik amiloid, olgun
fibrillerin olusumunda bir ara adimdir (Tjernberg ve ark., 1999; Bu ve ark., 2007).
Fibrillerin oligomerik amiloidlere kars1 nispi toksisitesi bir tartigma alanidir. En ¢ok zarar
veren ¢oziinlir amiloidin boyutu (dimer, trimerler veya daha biiytik) da aktif bir aragtirma
konusudur (Bao ve ark.,, 2012). Arastirmalar, amiloid oligomerlerinin daha fazla
toksisiteye sahip oldugu konusunda fikir birligi olusturmasina ragmen, her tiirtiniin belli
bir miktar toksisiteye sahip oldugu gosterilmistir (Cleary ve ark., 2005). Yapilan
calismalar, AH'de birincil norotoksik ajanlarin fibrillerden ziyade diisiik molekiiler
agirhikli oligomerlerin olduguna isaret etmektedir (Glabe, 2008). Bu oligomerler, hiicre
zarlartyla etkilesime girerek hiicre biitlinliigiini bozdugu i¢in en zararli olarak

gosterilmektedir (Stefani, 2010).
2.1.4. Amiloid Kaskad Hipotezinden Amiloid-p Oligomer Hipotezine Gegis

Amiloid-B oligomer-ABO hipotezi 1998'de ortaya atilmistir. Alzheimer hastaligina yol
acan beyin hasarmin, ¢Oziiniir, ligand benzeri APO'lar tarafindan baglatildig1 one
stiriilmiistiir. Bu hipotez, APO'larin fibril igermeyen sentetik preparatlarinin, hizli bir
sekilde LTP’yi inhibe eden ve zamanla selektif sinir hiicresi 6liimiine neden olan giiclii
merkezi sinir sistemi (MSS) ndrotoksinleri oldugu kesfine dayanmaktadir. Insan beyin
parankimi ve damarlarinda ABO’larin ilk olarak tespiti orijinal amiloid kaskad hipotezi
uygulanip gelistirilirken bildirilmistir. O zamanlarda ABO'lar, AB'nin patojenik formu
olduguna inanilan amiloid plaklarin olusmasina giden yolda aracit olarak kabul
edilmekteydi. Giinlimiizde bu ABO'lar yaygin olarak AB'nin en toksik ve patojenik formu
olarak kabul edilmektedir (Cline ve ark., 2018).

Bu ABQO'larin ekstraseliiler veya intraseliiler proteinler olup olmadigi1 da uzun siire tartisma
konusu olmustur. Su anda, her iki lokalizasyon i¢in de inandiric1 kanitlar mevcuttur.
Amiloid-p oligomerlerin yiizey membranlari ile ekstraseliiler iliskileri, AH patolojisinin
cok erken asamalarinda gézlenmis olsa da, intrandronal birikimi de ekstraseliiler amiloid
plak olusumundan &nce ortaya ¢gikmaktadir. Intrandronal ABO birikimi sadece intraseliiler
dretimden degil, ayn1 zamanda ekstraseliiler AP havuzunun cesitli reseptorler ve

tastyicilar aracilifiyla alinmasindan ve internalizasyonundan da kaynaklanabilir. Bu



durum bize, APO'larin dinamik bir degisime ugradiklarmi ve ekstraseliiler alan ile

hiicrelerin i¢inde yer degistirebileceklerini gostermektedir (Mroczko ve ark., 2018).

Alzheimer hastaligina sahip olan insan ve hayvan modellerinde ABO'larmn varligi
gosterilmis, ve birikimlerinin, hem imminokimya hem de immiinohistokimya ile
plaklardan 6nce ortaya ¢iktig1 kanitlanmstir. Onceleri AH hastaligmin patolojisi plaklar
ve NFY bagli demans olarak tanimlanmis olmasina ragmen, giiniimiizde bu tanimdaki
plaklarm ABO’lar ile degistirilmesi patojenik mekanizmaya daha yakin olacaktir (Cline
ve ark., 2018).

2.1.5. Amiloid-p Oligomerlerin Norotoksik Etkileri

Alzheimer hastaliginin erken biligsel semptomu, yeni anilar olusturmadaki yetersizliktir.
Bu erken hafiza kaybinin sebebi olarak, ¢oziiniir ABO'larin neden oldugu bir sinaps
yetmezligi ile ilgili oldugu varsayilmaktadir. Cesitli kokenlere sahip amiloid oligomerleri
tarafindan ndronal degisikliklerin iiretilebilecegi bir dizi deneyde gosterilmistir. Coziiniir
APQO'lar, ABO’lara maruz kalmanin artmasiyla hizlanan oldukga segici bir néron 6liimiine
neden olabilir. Coziinebilir ABO'larin, ndronal sinyalizasyon islev bozuklugunu dogrudan
tetikleyebilecegi, bunun da erken hafiza kaybma ve AH'da demansin ilerlemesine yol
acabilecegi gosterilmistir. Ayrica, beyin dilimlerinde yapilan bir ¢alismada APO'lar
sinapslarm LTP’sini hizla engellemistir. ABO'mun zararh aktivitesi, sinaps bilesiminde,
sekli ve yogunlugunda bazi sapmalar1 indiikleyebilir (Mroczko ve ark., 2018). Ayrica
¢6zndr bu oligomere maruz kalmanin artisiyla birlikte oldukca segici ve hizli bir néron
Olimiine neden olabilir. Bu etkiler, nanomolar altindaki ABO konsantrasyonlarinda dahi
ortaya ¢ikmaktadir (Lambert ve ark., 1998; Shankar ve ark., 2007; W. Q. Zhao ve ark.,
2008b; Maezawa ve ark., 2011; Larson ve ark., 2012). Bu bulgular ABO'larin bellekle
iligkili sinapslarin bozulmus fonksiyonu ile yakindan iligkili oldugunu ve AH'nin erken
donemlerinde gbézlenen baglant1 kayb1 ve bozulmus bellek fonksiyonu i¢in molekiiler bir

temel sunabilecegini gostermektedir (Mroczko ve ark., 2018).

Genel olarak, ABO'larin tau patolojisini, ndronal polarite kaybini, aksonal taginmanin
bozulmasini, sinapslarin bozulmasini, oksidatif stresi, endoplazmik retikulum stresini,

insulin direncini, néroenflamasyonu, kolinerjik bozuklugu, trofik faktorlerin kaybini,



epigenetik degisiklikleri, ektopik mitozisi ve 6liim kaybini artirdigr bulunmustur. Bu
sonuglar bize, ABO'larin baslattig1 hiicresel hasarin sonuglar1 olarak AH ndéropatolojisinin
ve biligsel kaybin ortaya ¢ikabilecegine dair gii¢lii kanitlar sunmaktadir (Cline ve ark.,
2018).

2.1.6. Amiloid-p Oligomerleri Tarafindan Tau Toksisitesi Baslatilabilir ve
Guclendirilebilir

Amiloid-p oligomerlerin tau patolojisini tetikleyebilecegi hipotezini destekleyecek
sekilde, 2008'de fibrillerin bulunmadigi néron kiiltiirinde APO'larn  tau
hiperfosforilasyonu indiikleyebildikleri — gosterilmistir. Oligomer kaynakli tau
fosforilasyonunun mekanizmasi, spesifik olarak hedeflenen noronlara baglanmaya
baghdir ve Src ailesi tirozin kinazlar ve PI3K yoluyla sinyallesmeyi gerektirir. Bu
calismada APO'larin, AH'deki ana norotoksinler oldugu ve oligomer aktivitesinin
dogrudan tau hiperfosforilasyonuna baglh oldugu sonucuna varilmistir. Ayni zamanda,
APO'ya maruz kalan néronlardaki tau dagiliminin ektopik olarak dendritlere yeniden
dagitildigir bulunmustur. Bununla beraber, APO'larin tau-bagimli mikrotiibiil ayrigsmasina
neden oldugu, eksitator sinapslara tau translokasyonunu bozdugu ve tau'ya bagli spin
kaybma ve tau hiperfosforilasyonuna yol acgtig1 gosterilmistir. Tau hiperfosforilasyonuna
bagl olarak NFY’lerin olusumunu indiikledigi ve noritik distrofiye neden oldugu da
ortaya konulmustur. Bu APO'lar, tau'nun en toksik formu oldugu diisiiniilen tau
oligomerlerinin olusumunu bile tetikleyebilmektedir. Alzheimer hastalarmin beyninde,
sinaptik ABO'larin sinaptik fosforile edilmis tau'dan 6nce geldigi, hatta belki de p-Tau'nun
sinaptik bdlgelerdeki yayilimini yonlendirdigi bulunmustur. Son veriler ABO'larn
eksozomlar iginde p-Tau salgilamasi i¢in noronlari indiikleyebilecegini, boylece ABO
kaynakli tau patolojisinin ilerlemesi i¢in potansiyel bir mekanizma olabilecegini ortaya

koymaktadir (Cline ve ark., 2018).
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2.2. Diyabet
2.2.1. Tip 2 Diyabet

Diyabet, hem Tip 1 diyabet (T1D) hem de T2D olmak Uzere Onemli saglk
sorunlarindandir. Tip 1 diyabet, pankreas B-hiicrelerinin genellikle otoimmiin yikimi
sonucu glukoza kars1 B-hiicrelerinin yanit veremedigi mutlak insiilin eksikligi durumudur.
Tip 2 Diyabet ise insiilinin etkisine kars1 direng gelismesi ya da insiilin duyarhiliginin
azalmas1 ile insililin sentezinin ve salgilanmasimnin azaldigr hatta tamamen ortadan
kalkabildigi durumdur. Tip 2 Diyabette hasta, insiilin sinyalizasyonunu dogru bir sekilde
isleyememektedir ve viicut insiiline diren¢li hale gelir. Viicudun insiiline karsi insiilin
sinyaliyle verdigi tepkinin bozulmasmin temel sorumlusu, insiilinin hiicre membraninda
bulunan reseptorleridir. Bunun temel nedeni hentiz tam olarak bilinmemektedir. Viicudun
insiiline direngli hale gelmesi, karaciger, kas ve yag dokularindaki hicrelerin normal
insulin seviyelerine yeterince tepki verememesi demektir. Bu durumda da instlin talebine
ayak uydurmak icin pankreas giderek daha fazla insiilin salgilar. Bu nedenle hastaligin
baslangicinda hiperinsiilinemi durumu goriilmektedir. Pankreas insilin direncini telafi
etmek i¢in yeterli insiilin liretebilme yetenegini kaybettiginde de T2D tablosu ortaya ¢ikar
ve sonug olarak kan sekeri seviyeleri artik kontrol altinda tutulmaz. Dolayisiyla hastaligin
ilerleyen agamalari, hastalarmn artik insiilin tiretemedigi bir siirece dogru kétiilesir. Tim
diyabetik hastalarmn yiizde 90''ndan fazlasinda “eriskin baslangicli diyabet” olarak da
bilinen T2D hastalig1 vardir (M. K. Song, Bischoff, ve ark., 2017).

2.2.2. Periferde Insiilin

Insiilin, 1921'de kdpeklerin Langerhans adaciklarindaki B-hiicrelerinden izole edilmis bir
hipoglisemik ajan olarak kesfedilmistir (Banting ve ark., 1922). Insan insiilini, pankreas
B-hiicreleri tarafindan {iretilen bir hormondur. Sentezi ve kana salinimi, dolasimdaki
glukoz seviyesindeki artigla uyarilir (Henquin, 2009; Wortham ve Sander, 2016), ancak
amino asitler, asetilkolin, kolesistokinin ve inkretin hormonlar1 dahil olmak iizere diger
maddelerin seviyelerindeki degisim ile de salinim gerceklesebilir. Insiilin prekiirsori olan
109 aminoasit rezidiili polipeptid “preproinsiilin®, pankreasin Langerhans

adaciklarindaki B-hticrelerindeki ribozomlarda sentezlenmektedir (Chan ve ark., 1976;
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Lomedico ve ark., 1977). Daha sonra, endoplazmik retikuluma gegen preproinstlin 23
aminoasitli hidrofobik 6zellik gdsteren pre-bolgesini kaybederek 86 aminoasitli
“proinsiiline” doniisiir (Patzelt ve ark., 1978). Proinsulin golgi kompleksi igine
alindiginda, C-peptid segmentini proteazlarin etkisiyle kaybeder ve boylece insiilin

sentezlenmis olur (Nishi ve ark., 1990).

Insiilin viicuttaki dokulara etki eder. En bilinen rolii, glukoz almini tesvik etmek ve
glukoz tretimini ve glukozun karaciger tarafindan salinmasmi engelleyerek plazma
glukozunu fizyolojik bir aralikta tutmaktir. Insiilin ayrica; yag asidi ve amino asit alimini,
enerji depolamay1 ve hiicresel biiyiimeyi destekleyen bir anabolik hormon olarak da islev
goOrur. Tersine, instlin, glukoneogenez, glikoliz, lipoliz ve proteoliz gibi katabolik
stirecleri inhibe eder. Metabolizmadaki rolline ek olarak, insiilin ayrica hiicre biiyiimesini,
hiicre farklilagmasini ve gen ekspresyonunu da diizenler (Potter ve ark., 2001; Han ve ark.,
2015).

2.2.3. Beyinde Insiilin

Beyin, daha 6nceleri insiiline duyarsiz bir organ olarak kabul edilmekteydi. KOopeklere
intrasisternal olarak enjekte edilen insulin, hem BOS hem de kanda énemli bir glikoz
seviyesi diisiisiine neden olmustur. Bu durum, bilim insanlarmin insiilinin beyne de etki
edebilecegini varsaymalarma neden olmustur (Woods ve Porte, 1975). Beyindeki
instlinin varlig1 daha sonra Havrankova ve ark. tarafindan tanimlanmis ve beyindeki
insililin konsantrasyonun periferdekinden yaklasik 10 ila 100 kat daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (Havrankova ve ark., 1978).

Insiilinin beyinde sentezlenip sentezlenemeyecegi de uzun yillar tartisilmistir. Daha sonra,
1970'lerin sonlarinda 1980'lerin baslarinda hem insan hem de kemirgen beyinlerinde
insiilinin varlig1 tespit edilmistir. Ayni1 zamanda, yakin zamanda yapilan ¢alismalar,
genetigi degistirilmis hayvanlarda insiilin mRNA'sin1 tespit etmistir. Bu durumda
beyindeki bazi ndronlarda fonksiyonel insiilinin iiretilebildigi sonucuna varimistir. Iki
intraserebral insiilin kaynag1 vardir: beyinde sentezlenen insiilin ve pankreatik insulin.
Hem insan hem de kemirgen beyinlerinde insillin saptanmasina ragmen, insiilinin esas

olarak pankreasin Langerhans adaciklarindaki endokrin B-hiicrelerinden iiretildigi
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diistiniilmektedir. Giiniimiizde insiilinin sadece periferde degil, ayn1 zamanda beyinde de
etkili oldugu iyi bilinmektedir. Beyindeki instilinin biiyiik bir kismi periferden geliyor gibi
gorunmektedir. Bu nedenle periferal insilin, beyindeki sabit instlin seviyesinin (steady-
state) korunmasina yardimci olur. Beynin belirli bolgelerindeki néronlarin da noéronal
uyarilmaya yanit olarak insiilin iirettigi ve salgiladigi gosterilmistir. Boylece beynin;
periferal insiilinin aksine, noral yanit hizina karsilik olarak da hizli bir sekilde insiilin

sagladig: diisiiniilmektedir (Nakabeppu, 2019).

Insiilin, kan-beyin bariyerini (KBB) doyurulabilir, reseptdr aracili bir tasima mekanizmasi
ile gecebilir (Nakabeppu, 2019). Bu tasima mekanizmasi obezite, enflamasyon, diyabet
ve dolasimdaki trigliserit seviyeleri gibi gesitli faktorlerden etkilenmektedir (Banks ve
ark., 2012). Bunun yani sira yagin artmasi ve AH gibi hastalik durumlarinda azaldigi
bildirilmektedir (Sartorius ve ark., 2015; Stanley ve ark., 2016). Muhtemel bir agiklama

KBB'den insiilinin taginmasinin azalmasidir (Arnold ve ark., 2018).

Beyin insulin icin spesifik reseptorler, periferik dokudakilere benzerdir (Frank ve
Pardridge, 1981; Pardridge ve ark., 1985). Insiilinin gecirgenligi, farkl1 beyin bolgeleri
arasinda degismektedir. Bu gegirgenlik pons-medulla ve hipotalamusta en ylksek iken
midbrain ve oksipital kortekste hi¢ yoktur (Banks ve Kastin, 1998). Ayrica, insulin beynin
icinde de sentezlenebilmektedir. Insiilin sentezi, hipokampustaki piramidal ndronlar,
prefrontal korteks, entorinal korteks ve olfaktdr bulbus gibi bir néron alt grubuyla sinirl
olabilir (D. W. Clarke ve ark., 1986). Insiilin mRNA transkriptleri insan post mortem
beyin dokusunda, 6zellikle de hipokampus ve hipotalamusta tespit edilmistir, ancak AH'li
bireylerin post-mortem beyin dokusunda mevcut seviyelerinin azalmis oldugu
gosterilmistir (Steen ve ark., 2005). Son zamanlarda, sigan embriyolarinin beyin
kortekslerinden izole edilen astrositlerin de insiilin salgiladig1 bildirilmistir. Noronlar
veya astrositler tarafindan salgilanan insiilin, beyin fonksiyonlariyla iliskili yiiksek enerji
taleplerini siirdiirebilmekte temel rol oynamaktadir. (Pitt ve ark., 2017; Takano ve ark.,
2018).

Beyindeki insiilinin rolii, beyindeki insiilin reseptor (IR)’lerin tanimlanmas: ile daha da
dogrulanmistir. Beyindeki IR dagilim yogunlugu, farkli beyin bolgeleri arasinda
degismektedir. En yiiksek IR yogunlugunun olfaktor bulbus, serebral Kkorteks,
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hipokampus, hipotalamus ve serebellum bolgelerinde oldugu goriiliir (Hill ve ark., 1986;
Werther ve ark., 1987). Insiilin reseptorlerinin MSS igindeki bu genis dagilimu, insiilinin
cok islevli olduguna isaret eder (Kleinridders ve ark., 2014). Insiilin reseptérleri, zengin
sinaptik girdi alan dendritik alanlarda bol miktarda bulunmaktadir (Werther ve ark., 1987).
Ayn1 zamanda; insiilin sinyal yolunun diger alt iiyeleri de beyindeki IR ile benzer bir
ekspresyon paterni ortaya koymaktadir (Moss ve ark., 1990; Horsch ve Kahn, 1999; Leroy
ve Brion, 1999). Biitiin bu deliller, sinaptik fonksiyon ve bilis ile yakindan iligkili olan

beyin bolgelerinde aktif bir insiilin sinyal iletimi oldugunu gdstermektedir.
2.2.4. Insiilin Sinyalizasyonu

Insiilin hormonu islevini, insiilin sinyal iletim yolunu aktive eden iR’ye baglanarak
gerceklestirir. Insiilin reseptdrleri, reseptor Thr kinazlarm bir alt ailesine aittir (Saltiel ve
Kahn, 2001). Insiilin reseptorii, insiilinle aktive edildiginde intrinsik bir Thr kinaz
aktivitesi kazanir ve insiilin reseptdr substratlar (IRS) 1 ve 2 (IRS1, IRS2) gibi adaptor
proteinlerini Thr rezidiilerinden fosforile eder ve pek cok ikincil haberci sinyal kaskadini
aktiflestirir. Bunlardan biri fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) olup, insilinin metabolik
aktivitelerinin neredeyse tamammdan sorumludur. Insiilin reseptoér substrat-1’in serin
(Ser) rezidiilerinden fosforilasyonu, insiilin sinyalizasyonun hiicre i¢i kaskadini inhibe
etmektedir. Bu nedenle fosforile Ser IRS-1 seviyesi, bozulmus insiilin sinyalizasyonunun
bir isareti olarak diisiiniilebilir (Hotamisligil ve ark., 1996). Insiilin reseptdr substrat-1’in
Thr rezidiilerinin fosforilasyonunun ardindan PI3K aktiflestirilir. Bu PI3K, membrandaki
fosfatidilinositol 4,5 bifosfat1 (PIP2) fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfata (PIP3) doniistiiriir.
Daha sonra, PIP3, protein kinaz B'yi (PKB, Akt olarak da bilinir) plazma membranina
alir, burada fosforile eder. Protein kinaz B ya da Akt nin glikojen sentaz kinaz-3p (GSK-
3p) fosforilasyonunu da igeren bir¢ok dnemli hiicresel hedefi vardir. Protein kinaz-B ya
da Akt aktive edildiginde, GSK-3’y1 fosforile eder ve inaktiflesmesini saglar (Lyra ve
ark., 2019) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Insiilin sinyal mekanizmas1

Insiilin sinyal mekanizmasinin uyarilmasindan sonra, insilin-reseptor kompleksi
internalize edilir. Sistemi sifirlama i¢in, inaktif insiilin reseptdriinden ayrilir ve reseptor
hiicre yiizeyine geri doner veya sitozolde indirgenir. Inaktif insiilin ise, endozom iginde
IDE tarafindan bozulur ve daha sonra Katepsin D gibi lizozomal peptidazlarla amino
asitlerine kadar tamamen sindirilir. Eger insiilin sitozolde tamamen degrade edilemezse,
sitoplazmadaki insiilin peptid parcalar1 insiilin kaynakli sinyal iletim mekanizmalarina
mudahale ederek instlin direnci ve diyabete neden olur (M. K. Song, Bischoff, ve ark.,
2017).

2.2.5. Beyin Insiilin Direnci

Tip 2 diyabette insiilin direnci, “viicut dokularinda insiilinin etkisine daha az duyarhlik
gostermesi” olarak tanimlanmistir. Benzer sekilde, beyin insiilin direnci de “beyin
hiicrelerinin insiiline yanit verememesi” durumu olarak tanimlanabilir. Mekanik olarak bu
cevap eksikligi, IR’lerin asag1i dogru regiilasyonundan, IR’lerin insiiline

baglanamamasindan veya insiilin sinyal kaskadmin hatali aktivasyonundan
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kaynaklanabilir (Arnold ve ark., 2018). Insiilin reseptdrlerinin siirekli aktivasyonu,
IRS'lerde Ser ve Thr rezidiilerinin asir1 fosforilasyonuna neden olur (Czech ve ark., 1988;
Singh, 1993; Tanti ve ark., 1994). Insiilin reseptdr substratlarmm bu anormal
fosforilasyonu, IR baglanma duyarhliginin azalmasina ve IRS'min aktif kismmin
membrandan sitozole translokasyonuna neden olur. Bu durum da insulin direncinin ana
molekdiler temellerinden birisidir (Aguirre ve ark., 2002; Boura-Halfon ve Zick, 2009;
Copps ve White, 2012; Ryu ve ark., 2014). insiilin direncinin nasil gelistigi tam olarak
aydinlatilamamis olsa da IR ekspresyonunun, IR Thr kinaz aktivitesinin, IRS-1 ve PI3K
aktivitesinin azalmasidan kaynaklanabilecegi de diisiiniilmektedir (Virkamaki ve ark.,
1999).

2.2.6. Beyindeki Insiilinin Islevleri

Beyindeki insiilinin bilinen ilk fonksiyonlarindan biri, gida aliminin diizenlenmesi ve
viicut agirhigmin kontroliidiir. Insiilin, gida alimi1 ve kilo diizenlemesinde rol alan
hipotalamusun néronal aktivitesini etkiler. Periferik glukoz Gretiminin inhibisyonu icin
hipotalamik insiilin sinyali gerekir. Insan calismalarinda insiilin ve beyin glikoz
metabolizmasi arasinda yakin bir iliski oldugu gézlenmistir. Daha yiiksek insiilin direnci,
o0grenme ve hafiza ile ilgili beyin bolgelerinde diisiik serebral glukoz metabolik hiz1 ile
iliskilidir. Insiilin sinyalini inhibe etmek, bilissel aktivite sirasmnda hipokampal enerji
metabolizmasinin azalmasma yol agar. Insiilin, periferde oldugu gibi ndronal enerji
substrat alimin1 dogrudan dizenleyebilir. Beyin, tamamen sentezlenemeyen veya
néronlarda depolanamayan enerji icin glikoza glvenir. Glikoz KBB boyunca, KBB'nin
endotelyal hiicrelerinde yliksek oranda eksprese edilen glikoz tasiyict (GLUT) 1-GLUT1
ile tasinir. Daha sonra, ana néronal GLUT olan, GLUT3, hiicre dis1 alandan néronlara
glikoz alimmna aracilik eder. GLUT1 ve GLUT3 insiiline duyarsiz olduklarindan, daha
onceleri, bilis tlizerindeki glikoz metabolizmasinin diizenlemesinde insiilinin etkisinin
olmadig1 diistinlilmiistiir. Daha sonra, insiiline duyarli GLUT4, hipokampus ve temporal
korteks gibi hafiza ve bilisle ilgili beyin bélgelerinde bulunmustur. Insiilinin i.c.v
enjeksiyonu; hipokampal bagiml isler sirasinda, glikoz alimindaki artiglar1 yansitan

GLUT4'lin hipokampal plazma membranina translokasyonunu uyarmistir. Bu durum,
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insiilinin GLUT4 aracili glikoz alim1 yoluyla hafizayr da kismen etkileyebilecegini

gostermektedir (Nakabeppu, 2019).

Insiilin, ayrica bir norotrofik faktér olarak da bilinmektedir. Ciinkii noronal
proliferasyonda, farklilasmada, ve norit bliylimesinde rol oynamaktadir. Ayrica, insiilinin
ndronlar1 apoptozis ve oksidatif stres gibi cesitli faktorlere karsi koruyabildigi
bilinmektedir. Insiilin temelde PI3K yolag1 araciligiyla, nekroz veya apoptozun neden
oldugu &liimlere kars1 ndronlar1 korumaktadir. Insiilin seviyesinin uzun siireli azalmasi,

noron kaybina ve bilissel bozulmaya neden olabilir (Nakabeppu, 2019).

Beyindeki insiilinin en ¢ok ¢aligilan islevi, noral plastisite ve bilis lizerindeki rolleridir
Insiilinin, kortikal ve hipokampal sinaptik plastisiteye glutaminerjik ve gama aminobtrik
asit (GABA)erjik iletimin modiilasyonu ile katildigi, boylece hafizay1r ve 6grenmeyi
etkiledigi bildirilmistir. Kronik insiilin ilavesi, plastisitede biliyilk 6nem tasiyan
AMPAR'nin sinapsa translokasyonunu arttirarak, sessiz sinapslarin islevsel olanlara
doniisiim siirecini hizlandirir. Insiilin NMDAR ’lerin Thr fosforilasyonunu ve potansiyel
hipokampal NMDAR aktivitesini artirabilir. Ayni zamanda, NMDAR'nin hiicre yiizeyine
ekzositoz yoluyla iletilmesini destekleyerek LTP dahil eksitatdr sinaptik plastisiteyi
arttirrr.  Insiilin, fonksiyonel GABA reseptorlerinin (GABAR) ekspresyonunu ve
postsinaptik plazma membranina translokasyonunu arttirir. Boylece GABAR 'nin aracilik
ettigi minyatiir inhibitor postsinaptik akimlarin genligi artar. Bu islevlerinin yani sira
insiilinin asetilkolin ve norepinefrin gibi diger ndrotransmiterlerin {iretimini ve alimini da
modiile ederek bilissel islevi etkiledigi bilinmektedir. Fakat, insiilinin bilis lizerindeki bu
etkilerinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar tam olarak anlagilamamustir.
Hipokampus ve serebral korteks gibi hafizanin olusumundan ve konsolidasyonundan
sorumlu olan beyin bdlgeleri, IR ve asag1 akis efektorlerinin bol ekspresyonuna sahiptir.
Bu durum, insilin sinyalizasyonunun hafiza ve bilis {izerindeki potansiyel roliinii ortaya
koymaktadir. Morris su labirentiyle egitilen hayvanlarin hipokampal sinaptik
membranimndaki IR protein seviyelerinin yiikseldigi ve IR duyarhiliginm artmis oldugu
bulunmustur. Sinaptik zardaki asag1 akis molekiillerinden IRS-1 ve Akt'nin yukari dogru
regiilasyonu, uzun siireli hafiza olusumundan sonra da gézlenmistir (Nakabeppu, 2019).

Bu ¢aligmalar genel olarak insiilin sinyal yolunun aktif olarak glikoz metabolizmasinin
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diizenlenmesi, enerji kullanimi, sinaptik iletim ve plastisitenin diizenlenmesi yoluyla

ogrenme ve hafizay1 gelistirdigini gostermektedir.

2.3. Alzheimer Hastahg Patogenezinde Amiloid-p Oligomerlerinin Insiilin

Reseptorleri Uzerindeki Roli

Hizla gelisen bir arastirma alani, AH hastalarinin beyninde gozlemlenen insiilin
sinyalizasyonundaki diren¢ ve APO'lar arasindaki iliskidir. Bu iliskinin detayli bir
incelemesi yakin zamanda ortaya ¢ikmistir. Hikayenin bir tarafi insiilinin ABO’lara kars1
savunmasina odaklanmaktadir. Burada MSS insiilin sinyali, ABO birikimini ve ABO’nun
norotoksik baglanmasini engelleyebilecegi yoniindedir. Hikayenin diger tarafi ise, ABO
toksisitesinin insiilin sinyali izerindeki toksik etkisine odaklanmaktadir (Viola ve Klein,
2015). Alzheimer hastaligi, T1D'nin (insiilin eksikligi) ve T2D'min (insiilin direnci)
kompozit 6zelliklerine sahip bir beyin hastalig1 olarak kabul edildigi i¢in bilim insan1 “de
la Monte” bu kavrami pekistirmek i¢in, AH'nin “Tip-3-Diyabet-T3D” olarak

adlandirilmasmi 6nermistir (Rivera ve ark., 2005; Steen ve ark., 2005; de la Monte, 2014).

Amiloid-B'nm kiigiik oligomerleri, AH'de ndrodejeneratif siireglere yol agan sinapto-
toksisiteye ve asagi akis olaylarina katkida bulunur (Nisbet ve ark., 2015; Zimbone ve
ark., 2018). Insiilin ve AP’nm her ikisi de ortak bir sekans tanima motifini paylasan
amiloidojenik peptitlerdir. Bu nedenle ABO’lar, iR’ye baglanabilmekte ve bu reseptdriin
otomatik fosforilasyonunu inhibe edebilmektedir (Xie ve ark., 2002). Ayn1 zamanda,
[R'min plazma zarindan ayrilmasini tetikleyerek yiizey iR'nin ve insiilin duyarliligmni
azalmasma neden olurlar (W. Q. Zhao ve ark., 2008a; De Felice ve ark., 2009b).
Alzheimer hastaliginda ABO’lar birikmesi, IRS'nin inhibitor Ser fosforilasyonuna ve
hiicre yiizeyinden IR 'lerin ¢ikarilmasina yol agarak insulin direncine neden olabilir (Bedse
ve ark., 2015). Olgun hipokampal néronlarin kiiltiirlerinde, APO'larin 6zellikle
dendritlerde, hizli ve dnemli bir yiizey IR kayb1 meydana getirdigi gsterilmistir (W. Q.
Zhao ve ark., 2010). Insiilin reseptérleri, 6grenme, hafiza ve tau fosforilasyonu da dahil
olmak iizere 6nemli ndrolojik siireclerde rol oynamaktadir. Bu nedenle, ABO’larin neden
oldugu insiilin sinyalizasyonundaki zararli etkiler ve membran IR kaybi, bellek
bozuklugunun ve AH'nin diger patolojik Ozelliklerinin altinda yatan 6nemli erken

mekanizmalar1 temsil edebilir (Tumminia ve ark., 2018). Ayn1 zamanda, insiilin néronal
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yiizeylerinde ortak bir baglanma yerine sahip oldugundan APO’larla rekabet ederek
noroprotektif olarak gérev yapmaktadir (Bedse ve ark., 2015).

2.3.1. Alzheimer Hastaliginda Beyin Insiilin Direnci ve Amoloid-p Patolojisi

Amiloid-p oligomerleri IR’ye baglandiginda insiilin sinyalizasyonunun asag1 akis yolu
olan PI3K— Akt yolunu bloke eder ve GSK-3B'nin aktivitesini arttiracak yonde etki
gosterir. In vitro ve in vivo kanitlar, GSK-3p aktivasyonunun, APP'nin boliinmesini hem
modiile ederek AH beyninde AP olusumunda ve birikmesinde rol oynadigini géstermistir.
Yapilan ¢aligmalarda, AH hastalarinda GSK-3 hiper aktivasyonunun hem [-sekretaz
ekspresyonunu hem de y-sekretaz transkripsiyonunu arttirarak APP tizerinden AB'nin asir1
iiretimine neden oldugu gosterilmistir. Amiloid prekiirsér protein iizerindeki dogrudan
etkisinin yam sira, GSK-3p aktivitesi, insiilin sinyal yolunun bozulmasi yoluyla A
patolojisini de indiikleyebilir. In vivo c¢alismalar, AP ve GSK-3pB seviyeleri arasinda

pozitif bir korelasyon oldugunu ortaya koymustur (Lauretti ve ark., 2020).

Son olarak, insiilin ve AP'min her ikisi de IDE substratlaridir. Bu nedenle
hiperinsiilineminin IDE’yi rekabetgi bir sekilde bloke ederek AB degradasyonunu dnledigi
one siiriilmiistiir (Farris ve ark., 2003). Insiilin degradasyon enziminin Ap42’nin yan1 sira
instlini degrade edebilme kabiliyeti nedeniyle, hiperinstlemi, insilin direnci ve AH'yi
baglayan bir baglanti oldugu diisiiniilmektedir (Authier ve ark., 1996; Qiu ve Folstein,
2006). Alzheimer hastalarmin beyninde AP degradasyon aktivitesi ve IDE'nin mRNA ve
protein seviyesi azalir. Bu azalis, AP seviyesi ile negatif bir korelasyon gosterir (Perez ve
ark., 2000; Cook ve ark., 2003b; Z. Zhao ve ark., 2007b). Azalan IDE seviyesi, AH
hastalarinda ve AH Tg farelerinde g6zlenen beyin insiilin sinyalizasyonundaki eksiklik ile
iliskilidir (L. X. Zhao, Teter, Morihara, Ubeda, ve ark., 2004). Insiilinin, PI3K'nin
aktivasyonuna bagli olarak IDE'in ekspresyonunu arttrrabildigi =~ gdsterilmistir
(Galagovsky ve ark., 2014). IDE'nin yalnizca monomerik Ap'y1 parcaladig diisiiniilmekle
birlikte (Hulse ve ark., 2009; T. Saido ve Leissring, 2012), etkisindeki bir azalma dengeyi
AP oligomerizasyonuna dogru kaydirir (Ho ve ark., 2004; Starks ve ark., 2015).
Dolayisiyla, bu veriler toplu olarak degerlendirildiginde ABO’larin beyinde insiilin
direncini siddetlendirdigi ileri beslemeli bir dongii gdsterir; bu da AP temizligini azaltir

ve AP oligomerizasyonu i¢in egilimi arttirir (J. R. Clarke ve ark., 2015).
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2.3.2. Alzheimer Hastaliginda Beyin Insiilin Direnci ve Tau Patolojisi

Tau, tubulin diizenegini sabitleyerek mikrotiibiilleri stabilize ettigi bilinen bir mikrotiibiil
iligkili proteindir. Tau iglevi ve mikrotiibiiller i¢cin afinitesi esas olarak fosforilasyon
durumuna baglidir. Alzheimer hastaliginda tau hiper-fosforiledir ve sitoplazmada birikir.
Bu durum; mikrotiibiillerin par¢alanmasina, ndronal biitiinliik kaybina ve nihayetinde
NFY olusumuna yol agar. Tau hiper-fosforilasyonu iizerine yapilan erken c¢aligsmalarin
cogu, GSK-3B'nin AH tau patolojisinin gelisiminde rol oynayabilecek ana tau kinaz
olacag1 sonucuna varmistir. Tau proteininin GSK-3f aracili fosforilasyonu, mikrotiibiil
baglanma bdlgelerine ve bunlarin amino asit rezidiilerine yakin olan alanlarda goriiliir. In
vitro ve in vivo ¢alismalar, GSK-3f inhibisyonunun tau'nun hiper fosforilasyonuna neden
oldugunu gosterdiginden, tau patolojisine karsi ilag kesif ve gelistirme programlarinin

cogunda hedef GSK-3p aktivitesidir (Lauretti ve ark., 2020).

Insiilinin, kiiltiirel néronlarda GSK-3B inhibisyonu yoluyla tau fosforilasyonunu
diizenledigi gosterilmistir (Hong ve Lee, 1997). Kronik instlin direnci, tau
hiperfosforilasyonunu tesvik eder. Bu etki, baslangigta insiilin sinyal proteinlerinin (IRS-
1, Akt, vb.) diisiik ekspresyonunu gosteren bolgelerde daha belirgindir (Mullins ve ark.,
2017). Ayni zamanda, AH hastalarinin beyninde, artmis sitozolik IRS-1 pS312 ve pS616
seviyeleri, NFY'lerin mevcudiyeti ile iliskilidir. Bu bulgu, IRS-1 fosfo-tirlerinin, beyin
insiilin direnci gelisimindeki rollerinin 6tesinde AH'de tau patolojisini tesvik eden etkilere
sahip olabilecegini gostermektedir (Moloney ve ark., 2010). Bu nedenle artmis bir GSK-
3B aktivitesinin AP iiretiminin yiikselmesine ve artmis tau fosforilasyonuna yol agmasi
sasirtict degildir. Dolayisiyla, beyin insiilin sinyalizasyonunun uyarilmasi hem A hem de

tau patolojisi icin 6nemli bir terap6tik hedef olarak gorilebilir.

2.3.3. Alzheimer Hastah@inda Yeni Bir Terapotik Yaklasim Olarak Beyin insiilin

Sinyalizasyonunun Uyarilmasi

Beyin insiilin sinyalizasyonu, AH i¢in ana risk faktorii olan yasla birlikte azalmaktadir.
Bu durum, insiilin sinyalinin geri kazanilmasmm AH'li hastalarda faydali olabilecegini
diisiindiirmektedir. Insiilin, noéronal APO baglanma bolgelerinin asag1 dogru

regililasyonuna neden olarak ve oligomerin temizlenmesini arttirirarak ndroproteksiyon
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saglamaktadir. Aym1 zamanda IR internalizasyonunu ve sinaps kaybmi 6nledigi de
bilinmektedir. Insiilinin sinapslar iizerindeki bu koruma mekanizmalar1 nedeniyle normal
bireylerde bilissel fonksiyona katkida bulunabilir. Insiilin sinyalizasyonundaki azalmalar
ise noronlar1 oligomer kaynakli sinaptotoksisiteye karsi savunmasiz hale getirebilir. Son
zamanlarda belirtildigi gibi insulin, AH'nin erken ve/veya orta evrelerinde Onemli
terapotik etkilere sahip olabilir. Oligomerin sinapslara baglanmasim ve IR patolojisinin
bloke edilmesini dnlemektedir. insiilinle iliskili sinyal yolaklarin1 giiclendirmek icin

alternatif yaklagimlar AH'de ek terapétik firsatlar saglayabilir (De Felice ve ark., 2014).
2.4. Amiloid-p’nin Beyinden Temizlenmesi

Amiloid-p birikiminin, AH olan hastalarin beyninde merkezi bir patoloji oldugu
diisiiniilmektedir. Amiloid-f’nin kararli durumu, amiloid peptidini degrade eden
proteolitik enzimler ve perivaskuler drenaj ile kontrol edilmektedir. Amiloid-p birikimi;
iretim, birikim ve degradasyon arasindaki dengenin degismesinden kaynaklanabilir
(Spencer ve ark., 2007). Saglikli bir insanin beyninde, A yliksek temizlenme oranina sahip
oldugu icin birikimi onlenmektedir. Ancak bu temizlenme orani AH'de diismektedir
(Bateman ve ark., 2006; Mawuenyega ve ark., 2010; Elbert ve ark., 2015). Bu nedenle,
beyindeki AP peptidinin saglikli seviyesinin korunmasinda AP degrade edici enzimler
kilit rol oynamaktadir (Pacheco-Quinto ve ark., 2016; Schoenfeld ve ark., 2017; Nalivaeva
ve Turner, 2019).

2.4.1. Neprilisin (NEP)

IIk kez 1995 yilinda sentetik AP’nin kullanildigi bir in vitro ¢alismada NEP’in AB
degradasyonu yapabildigi gosterilmistir (Howell ve ark., 1995). Daha sonrasinda, AP
degradasyonundan sorumlu ana enzimin NEP oldugu sonucuna varilmistir (T. C. Saido
ve lwata, 2006). Ayn1 zamanda, diger substratlarindan ziyade AB’ya karsi afinitesinin
daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Miners ve ark., 2008).

Tip II integral membran proteinidir. Aktif bolgesi hiicre diginda yer aldig1 igin interstisyel
stvidaki coziinebilir AB’nin degradasyonunu saglar (Nalivaeva, Beckett, ve ark., 2012).

Uzun hiicre dis1 pargas iizerinde, Zn*? baglayici bolge olarak islev goren bir “HEXXH”
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motifi bulunmaktadir. Bu enzim en yiiksek oranda bobrekte sentezlenmekledir. Ayrica
vicutta pek cok hiicreden de sentezlenebilmektedir (Carson ve Turner, 2002). Beyindeki
ekspresyonlar1 bobrege gore cok azdir. Beyinde baslica nigrostriatal yolakta fakat daha az
oranda korteks ve hipokampusta da bulunmaktadir (Nalivaeva, Belyaev, ve ark., 2012).
Neprilisin, astrosit ve mikroglialar tarafindan eksprese edilememektedir. Bu enzim sadece
noronlar tarafindan sentezlenebilmektedir ve genellikle akson terminallerinde yer
almaktadir (T. Saido ve Leissring, 2012). Agirlikli olarak da presinaptik membranda
bulunmaktadir. Bu nedenle, AP degradasyonunu genellikle sinaptik aralikta

gerceklestirmektedir (Iwata ve ark., 2005).
2.4.2. Alzheimer Hastali@inin Patolojisinde Neprilisin Enziminin Rolii

Yasla birlikte ve AH hastalarinda NEP mRNA'sinda ve protein ekspresyonunda gozlenen
azalma, NEP'nin A birikiminin diizenlemedeki roliinii dogrulamaktadir (Sikanyika ve
ark., 2019). Bu durum bize, presinaptik NEP'deki diistisiin, AH'nin patogenezine yol agan
en erken hiicre i¢i olaylardan biri olabilecegini gostermektedir (Sharma ve ark., 2019).
Acikcasi, NEP'deki bu diisiis, sinaptik yapilarin etrafindaki AP seviyelerini yiikselterek,
sinapslarin bozulmasina neden olur ve NEP'nin presinaptik lokalizasyonunda daha da
azalmasina neden olur. Bu durum, BOS’taki NEP'in AH’de sinaptogenezini izlemek i¢in
onemli biyobelirteglerden biri olabilecegini gostermektedir (Hafez ve ark., 2011; Marr ve
Hafez, 2014; Nilsson ve ark., 2015; Bayes-Genis ve ark., 2016; Schoenfeld ve ark., 2017;
Zhang ve ark., 2017).

Neprilisin, Ap monomerlerinin yani sira ABO formlarini da degrade edebilmektedir (Iwata
ve ark., 2005). NEP, diger substratlarma kiyasla AB’ya karsi daha fazla afinite
goOstermektedir (Miners ve ark., 2008). Alzheimer hastaliginda, ABO’lar1 sinaptik aralikta
yikan esas enzim olan NEP diizeylerindeki bu azalma neticesinde ABO‘lar tam anlamu ile
degrade edilememekte ve beyinde ABO’lar birikmeye baslamaktadir. Bu yiizden LTP
olusumu engellenerek hafiza bozukluklarina sebebiyet vermektedir (T. C. Saido ve lwata,
2006). Amiloid-p oligomerleri, sinaptik aralikta birikerek LTP olusumunu engellendigi
ve hafiza bozukluklarma neden oldugu bilindigi i¢in NEP enzimi APO’larm toksik

etkilerine karsi koruma saglar (Lambert ve ark., 1998; lwata ve ark., 2005; Hartley ve ark.,
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2008). Bu nedenle, NEP'in azalmasi, AH'nin ilerlemesinde 6nemli bir faktor olarak kabul

edilmektedir (Miners ve ark., 2006).
2.4.3. Insiilin Degrade Edici Enzim (IDE)

Insiilin ~ degrade edici enzim, 110-kDa molekiil agrhgmda tiyol 2Zn*%-
metaloendopeptidazdir (Goldfine ve ark., 1984; Seta ve Roth, 1997; Duckworth ve ark.,
1998; Vekrellis ve ark., 2000). Insiilin degrade edici enzim geni insanlarda 10q23-24
kromozomunda bulunur ve defekti AH patogenezini etkiler (M. Kim ve ark., 2007). Bu
enzim, noronal ve mikroglial hiicrelerde AP seviyelerinin ana diizenleyicisi olarak
tanimlanmugtir (Farris ve ark., 2003). Insiilin degrade edici enzimin AB’ye ydnelik
degradasyon faaliyetinin kesfedilmesinden bu yana (Kurochkin ve Goto, 1994,
Kurochkin, 2001), insan hipokampal lizatlarindaki AP temizlenmesinden, sitoplazma
(Stargardt ve ark., 2013) ve BOS’da (Portelius ve ark., 2017) AP'nin par¢alanmasindan

sorumlu ana proteaz oldugu gosterilmistir.

Insiilin degrade edici enzim birgogu belli kosullar altinda B-yapisini olusturan substratlara
Ozgiidiir. Bunlar AP, insiilin, glukagon, amilin, atriyal natritiretik faktor ve kalsitonin gibi
ortak bir amiloidojenik motif barindiran substratlardir (Bennett ve ark., 2000; Kurochkin,
2001). Bu substratlarin i¢inden degrade ettigi in vivo olarak en iyi belgelenen insilin ve
AP’dir (E. S. Song ve Hersh, 2005). Insiilin degrade edici enzimin ana yeri sitozol
olmasina ragmen, diger hiicre bélmelerinde, hiicre dis1 vezikiillerde ve hiicre i¢i zarlarda
da bulunabilir (Tundo ve ark., 2017). Ayrica kan, BOS ve kanonik bir sinyal peptidi
sekans1 olmamasina ragmen hiicre kiiltlirii ortamimda da saptanmustir (Tundo ve ark.,
2017). Bu enzimin hiicrelerin disina tasmnmasina, hemen hemen biitiin hiicre tipleri
tarafindan salgilanan endositik kdkenli ve hiicre dis1 vezikiiler eksozomlarin aracilik ettigi
gosterilmistir (Bulloj ve ark., 2010). Hem eksozomlarda (Bulloj ve ark., 2010) hem de
endozomlarda (Hamel ve ark., 1991; E. S. Song, Jang, ve ark., 2017) IDE'in varhigi,
salgilanan, endozomal bolmede liretilen veya hiicre dis1 ortamdan bozunma i¢in alinan f3-
egilimli peptitlere erisimini saglar. Bu durum IDE’nin fizyolojik sartlar altinda hiicre
disina ¢ikarak AP degradasyonu yaptigma isaret eder. Noronlarda ve mikroglia'da hem
insiilin hem de AP yikimu igin IDE gerektiginden, T2D ve AH patogenezi arasindaki olasi
baglantilardan birini temsil etmektedir (Qiu ve Folstein, 2006; Mittal ve Katare, 2016).
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2.4.4. Alzheimer Hastaliginin Patolojisinde Insiilin Degrade Edici Enzimin Rolii

Insiilin degrade edici enzimin beyindeki aktivitesi yasla birlikte ve AH’nin erken
evrelerinde azalmaktadir (Stargardt ve ark., 2013). Bu durum, IDE’nin AH igin ileride bir
biyobelirteg olarak kullanilabilecegini diisiindiirmiistiir. Ayn1 zamanda hastaligin
evrelerinin ilerlemesiyle birlikte IDE aktivitesindeki ve seviyesindeki azalma ilerlemekte
(Z. Zhao ve ark., 2007a; Stargardt ve ark., 2013) ve AP42 seviyesi ile de negatif bir
korelasyon sergilemektedir (Z. Zhao ve ark., 2007a). Bu nedenle, IDE tarafindan AP

bozulmasinin veya IDE eksikliginin AH’ye neden olmas1 miimkiindiir.

Alzheimer hastalarmin beyinlerinde IDE protein ve mRNA seviyesi kontrollere gére daha
diisiiktiir (Cook ve ark., 2003a). Alzheimer hastalarinda IDE ve insiilin arasinda paralel
bir azalmanm oldugu goériilmiistiir. Bu durum, insiilinin, insiilin sinyal yolag1 iizerinden
negatif bir geri bildirim mekanizmas1 ile IDE ekspresyonuna miidahele edebilecegi
diisiindiirmiistiir. Bunun iizerine yapilan bir ¢alismada bu geribildirim mekanizmasinin
PI3K ile gergeklestigi bulunmustur (L. Zhao, Teter, Morihara, Lim, ve ark., 2004). Bu
nedenle merkezi insiilin sinyalizasyonunun fonksiyon bozuklugunun ABO’nun
degradasyonunu da bozmaktadir (L. Zhao, Teter, Morihara, Lim, ve ark., 2004; W. Q.
Zhao ve ark., 2009). Amiloid-p oligomerlerinin artmasi, IR’ye baglanmak i¢in insiilin ile
rekabet ederek insilin sinyalizasyonuna muidahale edebilir (Ling ve ark., 2002; Xie ve
ark., 2002). Bu durum beyinde, zararli bir pozitif geri besleme dongiisii ile sonuglanan
instlin direncini artirabilir (Li ve ark., 2015) ve daha fazla toksik ABO’larin liretimine yol
acabilir. Bu nedenle AB'yi bozan proteazlarin diizenlenmesi, AH tedavisi i¢in mantikl bir
terapotik yaklasimi temsil eder. Beklenilecegi iizere, IDE aktivatdrleri AP bozulmasini
arttiracak, birikimi ve ideal olarak AH semptomlarma yol agan ndronal kaybi
onleyecektir. Bu nedenle, substrata 6zgii IDE aktivatorlerinin gelistirilmesi veya beyne
6zgii IDE aktivatorlerinin verilmesi, biiyiik terapétik ilgi alanmna girecektir (Nalivaeva ve
ark., 2008). Cinko desteginin hem IDE hem de NEP'in sentezini uyarmas1 miimkiindiir.

2.5. Cinko ve Cinkonun Alzheimer Hastahgi ile Tliskisi

Cinko, ¢ogu viicut dokusunda iki degerlikli katyon olarak bulunan bir gecis metalidir.

Insan viicudunda toplam 2-4 gr Zn*? bulunurken plazmada 12-16 pM bulunmaktadir
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(Jansen ve ark., 2009; A. S. Prasad, 2014). Fizyolojik kosullarda Zn*?‘nin biiyiik bir
boliimii (yaklasik 1-2 mg) pankreasta yer alir (Bosco ve ark., 2010). Cinkonun fizyolojik
konsantrasyonun 15-30 uM oldugu bilinmektedir (Lubag ve ark., 2011; Nygaard ve ark.,
2014). Hiicre igindeki Zn*? konsantrasyonu fizyolojik kosullarda sik1 bir sekilde denetim
altinda tutulmaktadir (Nygaard ve ark., 2014). Cinko insan saglig1 igin vazgeg¢ilmez bir
unsurdur ve belirlenen Ulusal Bilimler Akademisi Beslenme Kuruluna gére giinde 15-20
mg/guin tavsiye edilen dozudur (M. K. Song, Bischoff, ve ark., 2017). Insan viicudundaki
Zn*? cogunlukla enterositlerin apikal yiizeylerine lokal yerlesmis Zn*? tastyicilartyla aktif
transport ile duodenum, ileyum ve jejenumdan emilmektedir (Tyszka-Czochara ve ark.,
2014),

Beyinde en yiiksek seviyede bulunan eser metal Zn*?’dir (Watt ve ark., 2010). Cinko
iyonlar1 insan beslenmesinde temel bir takviyedir ve sayisiz hiicresel islemlerin
dizenlenmesinde yer aldigi iyi bir sekilde belgelenmistir (Beyersmann ve Haase, 2001;
Gaither ve Eide, 2001). Bunlarin arasinda, IRS-1'in aktivasyonuna neden olarak inslin
direncini azaltmak (Kelly ve Ruderman, 1993), néronal sag kalim ve gelisime katkida
bulunmak (Frederickson ve ark., 2005) ve beyinde NMDAR ’leri iizerinde voltaj bagimli
ve voltaj bagimsiz inhibisyon yaratarak glutamatin olas1 toksik etkilerinden korumak
(Jimenez-Jimenez ve ark., 1998) bulunmaktadir. Cinko, glutamaterjik néronlara lokalize
0zel vezikullerde depolanir (Bitanihirwe ve Cunningham, 2009), ve beyin
uyarilabilirligini diizenler (Hambidge ve Krebs, 2007), 6grenme ve sinaptik plastisiteyi
etkiler (Nakashima ve Dyck, 2009; Tamano ve ark., 2015). Cinko, hem ¢esitli enzimlerin
aktif bolgesinin ayrilmaz bir pargasi hem de bir diizenleyici faktor olarak ¢esitli hiicresel
islemlerde rol oynar (llouz ve ark., 2002). Cinkonun dikkat cekici 6zelliklerinden biri,
insiilin benzeri islevi ve insiilin direnci ve T2D ile olan potansiyel baglantisidir (Ilouz ve
ark., 2002). Cinkonun insiilinin sinyal iletimini kolaylastirarak insiilin benzeri etkiler
verdigi gosterilmistir (Miao ve ark., 2013). Fizyolojik seviyelerde bulunan Zn*? iyonu,
IRS-1'"in aktivasyonuna neden olarak insiilin direncini azaltir (Kelly ve Ruderman, 1993).
In vitro deneylerle, Zn*? takviyesinin hem konsantrasyon hem de zamana bagl bir sekilde
Akt fosforilasyonunu indiikledigi kanitlanmistir (Y. Wang ve ark., 2009; Gao ve ark.,
2015; Y. Zhao ve ark., 2015). Diger taraftan Zn*?, GSK-3p iizerinde inhibisyon yaratan
onemli bir eser elementtir (llouz ve ark., 2002). Ayn1 zamanda, GSK-3f, IRS-1 bagimli
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yolakta negatif kontrol saglamaktadir. Bu nedenle asir1t GSK-3f aktivasyonu, insiilinin
etkilerine kars1 direng gostermektedir (Jope ve ark., 2007). GSK-3p aktivitesi, insiilin
sinyal yolunun bozulmas1 yoluyla AP patolojisini ve tau hiperfosforilasyonuna bagli NFY
olusumuna neden olmaktadir (Lauretti ve ark., 2020). Ayni zamanda, Zn*? takviyesinin
hem IDE hem de NEP sentezini uyarmas: miimkindiir (Lifshitz ve ark., 2013). Ayrica,
Zn*?, insiilin sinyalizasyonu olmadiginda insiilin reseptdriiniin B-alt tnitesini fosforile
etmek icin ATP'yi aktive edebilmektedir (Ezaki, 1989). Alzheimer hastaliginda serum
Zn*? seviyelerinin kontrol gruplarina gére azaldigmi gdsteren calismalar bulunmaktadir
(Rulon ve ark., 2000). Beyindeki Zn*? homeostazmin bozulmas: sinaptik ve hafiza
eksikligine neden oldugu icin AH'nin patogenezinde kritik bir rol olabilir. Bu nedenle Zn*?
selatt AH hasatliginin patogenezi i¢in potansiyel bir terapdtik yaklasimdir (Watt ve ark.,
2010).

Bununla birlikte, baz1 arastirmacilar, yiiksek miktarda Zn*? dozunun, Ap agregasyonuna
neden olarak AH semptomlarini kétiilestirebilecegini bildirmistir (Moreira ve ark., 2000).
Boylece, AH hastalarmin Zn*? ile tedavisinden ka¢inilmustir. Yakm tarihli bir rapor
Zn*?nin AH igin bir néronal koruyucu faktdr oldugunu ve Zn*? eksikliginin AH
ilerlemesinin asil nedeni olacagi one siirerek reddetmistir (Brewer, 2012). Bu ¢eliskili
raporlar degerlendirildiginde, AH hastalar1 i¢in 1 mM Zn*? dozunun AP agregasyonunu
giiclendirebilecegi ve noronal AP plaklarinin sayisinda veya biiyiikliigiinde bir artisa
neden olabilecegi icin zararl olabilecegi, ancak, 50 pM Zn*? dozunun ise Ap-kaynakli
toksisiteye kars1 koruyucu etki gosterdigi gergegi ile agiklanmistir (Moreira ve ark., 2000).
Alzheimer hastaligi plak yiikii, hastalifin baslamasindan 20 yil once birikmeye
basladigindan, yeterli erken Zn*? alimi, AH gelisimini yavaslatan veya énleyen koruyucu

bir faktor olabilir (Brewer, 2014).
2.6. Siklo (His-Pro) ve Cinko Kombinasyonu: Siklo-Z

Siklo (His-Pro) (SHP), PGlu-His-Pro amid kimyasal formllu iceren bir tirotropin
salgilatict hormonun (TSH) metabolitidir (Prakash ve ark., 2002). Siklo (His-Pro-SHP),
TRH'den Uretilebilse de biiyiik ¢ogunlugu aslinda endojen olarak sentezlenebilmektedir.

Ayrica, SHP kendine 6zgii reseptorlere, metabolik yolaklara ve biyolojik etkilere sahiptir

(C. Prasad, 1998). Siklo (His-Pro); MSS'de her yerde, kanda, gastrointestinal kanalda ve
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ayrica birkag viicut sivisinda bulunur (C. Prasad, 1995). Ayn1 zamanda; protein agisindan
zengin, iglenmis gidalarda ve peptid kaynaklarinda bulunur. Siklo (His-Pro), iki amino
asidin, L-histidin ve prolinin siklik bir seklidir. Siklik dipeptitler, dipeptitleri ve bunlarin
amidlerinin enzimatik olmayan siklizasyonundan elde edilen basit bilesiklerdir (Hilton ve
ark., 1992). Bu siklik form, peptidazlar ile boliinmeye kars1 direng saglamaktadir. Ayrica,
bagirsaktan aktif tasimmasi (Mizuma ve ark., 1997) ve KBB gegisi i¢in de gereklidir
(Banks ve ark., 1992; Banks ve ark., 1993; Jaspan ve ark., 1994). Siklo (His-Pro), lineer
muadilleriden daha fazla in vivo stabiliteye sahip bir dipeptittir olarak ve bu nedenle
terap6tik bir ajan ¢cok daha buyik bir vaat gosterir (Grottelli ve ark., 2016). Hayvanlara
ve insan deneklere yiiksek dozlarda bile verildiginde hicbir yan etkisi olmadigi
gbzlenmistir. Bu nedenle, SHP alimmin insanlar i¢in giivenli oldugu beklenmektedir ve

SHP i¢in maksimum giivenli doz belirlenmemistir (M. K. Song, Bischoff, ve ark., 2017).

Siklo-Z, SHP art1 Zn*? kombinasyonudur. Yapilan diyabet ¢ahsmalarinda kan glukoz
seviyelerinin kontroliinde tek basmna Zn*? veya tek basma SHP uygulamasmim minimum
diizeyde etkili oldugu gosterilmistir. Ancak birlikte uygulandiklar1 form olan Siklo-Z,
genetik olarak IDE eksikligi olan T2D si¢anlarinda ve obez diyabetik farelerde kan glukoz
seviyelerinin kontroliinde ¢ok etkili olmustur. Bununla birlikte, bagirsak Zn*? emilimi ve
doku Zn*? alim1 konsantrasyon bagimli bir sekilde Siklo-Z varligmda uyarilmistir (M. K.
Song, Bischoff, ve ark., 2017). Bu nedenle SHP ve Zn*? ‘nin sinerjistik bir mekanizma ile

glisemik kontrolii ile iyilestirdigi agiklanmustir.
2.6.1. Alzheimer Hastahgi ve Siklo-Z

Cinko eksikligi ile AH (Vural ve ark., 2010; Brewer, 2012) ve bilissel bozulmanin
(Brewer, 2012; Meramat ve ark., 2015) pozitif bir korelasyon gosterdigi bilinmektedir ve
Zn*? takviyesi, biligsel bozulmanin azaltilmasinda yardimci olabilir (Brewer, 2014;
Meramat ve ark., 2015). Cinko eksikligi cogunlukla bozulmus bagirsak Zn*2 emiliminden
ve hiicresel Zn*? alimindan kaynaklanir. Siklo (his-pro) (SHP), Zn*? iizerinde selatlayici
bir etkiye sahiptir ve normal elemental Zn*? tasima sisteminden bagimsiz olarak intestinal
bir SHP tasima mekanizmasi araciligryla Zn*? taginmasina yardimci olur. Normal Zn*?
absorbsiyon mekanizmasi, Zn*? akisina aracilik eden ve hiicre i¢i vezikiillere ileten ZnT

proteinleri yoluyla kolaylastirilmis bir diflizyon tasima islemidir. Bu proteinler SHP’ye
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benzer sekilde degisken sayida histidin igerir. Siklo-Z'nin Zn*? selat1 ve dolayisiyla

bagirsak Zn*?

emilimini uyarmak icin yiiksek miktarda histidin igerdigi gercegine
dayanarak AH'nin Onlenmesinde ve tedavisinde yardimci olabilir. Siklo-Z, hicre igi
IDE'yi artirabilen tek ajandir. Her iki Zn*? enzimi olan IDE ve NEP, benzer katalitik etki
ile AP'yi temizler. Cinko desteginin hem IDE hem de NEP'nin sentezini uyarmasi
mimkindir. Siklo-Z uygulanan APP Tg farelerin beyin dokularindaki IDE aktivitesinin,
normal kontrol farelerine kiyasla yaklasik %30 arttig1 gézlemlenmistir. Ayrica,
kontrollere kiyasla AB40 (%60) ve AP42 (%25) seviyelerinde dnemli bir diislis oldugu
bulunmustur. Dolayisiyla, Siklo-Z’nin beyindeki AP proteinlerini parcalayabilen IDE
seviyeleri Uzerinde olumlu bir etkiye sahip oldugunu sdyleyebiliriz (M. K. Song, Bischoff,

ve ark., 2017).
2.7. Elektroensefalografi (EEG)

Kafa derisi lizerine yerlestirilen elektrotlar araciligi ile beyin aktivitesinin 6l¢iilmesini
saglayan yonteme elektroensefalografi (EEG) denir. Boyle bir aktivitenin varlig ilk kez
1875’te Richard Caton tarafindan tavsan ve maymun serebral hemisferlerden
kaydedilmistir (Caton, 1875). insan beyin aktivitesinin de elektrotlar aracilig1 ile sacli kafa
derisi lizerinden kaydedilebilecegi ilk kez 1929 yilinda Hans Berger tarafindan ortaya
konulmustur (Berger, 1929). O yillarda bu dalgalar “giiriilti” olarak adlandirilmustir.
Ancak, 1934 yilinda yaymlanan bir ¢alismada Berger’in tanimladig1 aktiviteleri destekler
nitelikte 10-12 Hz araliginda salinimlar oldugunu belirtilmis ve bu salinimlar “alfa ritmi”
olarak adlandirilmistir (Adrian, 1934). Bu yontemin beyin fonksiyonlar1 i¢in 6nemi 1975
yilinda yapilan bazi calismalar sayesinde anlasilmistir (Basar, 1975a, 1975b, 1975c;
Freeman, 1975).

Elektroensefalografi, yiliksek temporal ¢Oziiniirliige sahip norotransmisyon sirasinda
elektriksel aktivite hakkinda in vivo veri saglayan nispeten diisiik maliyetli, invaziv
olmayan bir tekniktir. Elektroensefalografi, norobilissel bozukluklarmn incelenmesinde
basariyla kullanilmaktadir (Luck ve ark., 2011). Kafa derisinden kaydedilen rutin EEG
aktivitesinin en 6nemli kaynagi, beyin sapi, talamus ve diger kortikal yapilardan gelen
sinyallerin, serebral korteksin 5. ve 6. katmanlarinda bulunan piramidal hiicrelerin

postsinaptik potansiyelleridir (Babiloni ve ark., 2016). Sinaptik aktivitenin uyarici veya
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inhibe edici olmasina gore, postsinaptik membran depolarize veya hiperpolarize hale gelir.
Milyonlarca noérondan gelen bu uyarict ve inhibe edici postsinaptik potansiyeller
tarafindan tretilen toplam elektrik akimi, yiizeyel EEG aktivitesini yaratir. Beyindeki
farkli bolgelerden gelen sinyaller, beynin sorumlu bolgelerini kesfetmek ve sinapslarin
isleyisini gergek zamanli olarak dogrudan 6lgmek igin kullanilir (Adeli ve ark., 2008;
Ghosh-Dastidar ve ark., 2008). Elektroensefalogram, beynin fonksiyonel islevi hakkinda
bilgi saglamaktadir. Elektroensefalografi, senkronize kortikal ndronlarin postsinaptik
dendritik akimlarin direkt olarak dlgerek sinaptik fonksiyonu klinik olarak en 1yi yansitan
in vivo yontemdir. Eszamanli uyarilan ndronlarin sayist EEG’nin giiciinii ifade etmektedir
(Babiloni ve ark., 2016). Yiiksek zamansal ¢oziiniirliige sahip olan EEG, son yillarda yeni
terapotik ajanlarin taranmasi i¢in yararli bir ara¢ olarak kullanilmaya baslanilmistir.
Ayrica, belirli beyin bolgelerindeki EEG 6l¢iimlerinin bilig gibi belirli islevlerle iliskisinin
hem hayvanlarda hem de insanlarda tutarli sonuclar gosterdigi ileri siiriilmektedir. Bu
nedenle, EEG, ilag etkililiginin lgiimlerini saglamada ve etkisini tahmin etmede yardimci1
olmaktadir. Beyinde AP ve hiperfosforile tau birikiminin, AH hastaliginda biligsel ve
duygusal iglevlerde bozulmaya yol acan hipokampal-kortikal néronal aglardaki sinaptik

islevi bozdugu giincel ¢alismalardan bilinmektedir (Stoiljkovic ve ark., 2019).

Elektroensefalografide kullanilan elektrotlarin sayis1 arastirmalarin  amacina gore
farklilagabilse de genellikle uluslararasi 10-20 sistemine gére kafa derisi (zerine
yerlestirilmektedir (Jasper, 1958). Burun (nasion), basmn arka kismi (inion), sag ve sol
kulak arkalar1 (preauriculars) olmak iizere dort nokta se¢ilmektedir ve elektrotlar da bu
noktalarin arasindaki mesafelerin %10-%20-%20-%20-%20-%10 oranlarinda béliinmesi
ile yerlestirilmektedir. Elektrotlara Frontal, Temporal, Santral, Paryetal ve Oksipital
loblar1 temsil etmek iizere swrasiyla F, T, C, P, O harfleri verilmektedir. Elektrotlarin
hemisfer iizerindeki yerlesimini belirtmek i¢in bu harflere bitisik olarak rakamlar ya da
harfler tanimlanmaktadir. Tek rakamlar sol hemisferi tanimlarken, ¢ift rakamlar sag
hemisferi temsil etmektedir. Orta hatta bulunan elektrotlar ise “zero (z)” harfi ile

gosterilmektedir. Referans elektrotlar1 da Al ve A2 seklinde tanimlanmistir (Sekil 2.4).
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Nasion
1 10%

Pre-auricular
Nokta

Sekil 2.4. Uluslararas1 10-20 elektrot yerlesimi (Strobbe, 2015)

Her bir elektrodun gosterdigi elektriksel aktivite, frekans ve genlik olarak
tanimlanmaktadir. Beynin elektrofizyolojik aktivitesini, gézler acik ya da kapali sekilde
Olciilen spontan (dinlenim) durumu EEG kayitlarmin farkli frekans araliklarindan olusan
dalgalarin stiperpozisyonunu (dalgalarm st liste binmesi) meydana getirir. Bu EEG
kayitlarinin genlikleri 5-200 pV arasinda degisirken frekansi 1-100 Hz arasinda tanimlanir
(Miller, 2007). Bu frekans araliklar1 delta (0,5-4 Hz), teta (4-8 Hz), alfa (8-13 Hz), beta
(14-30 Hz) ve gama (>30 Hz) olarak tanimlanmaktadir.

Hans Berger, gozlemledigi ilk ritmik EEG aktivitesini "alfa dalgas1" olarak adlandird.
Gozlerin kapatilmasi ve gevseme ile ortaya ¢ikar, goz agma veya zihinsel eforla zayiflar.
Kisi uyanik ancak istirahat durumunda iken EEG’de alfa frekansi hakimken delta
aktivitesi oldukea diisiiktiir. “Zemin ritmi” olarak da adlandirilan bu alfa frekansi, duyusal
ve biligsel-motor olaylar esnasinda desenkronize haldedir. Alfa ritmi ayni zamanda
“posterior dominant ritim” olarak da adlandirilmaktadir. Bunun nedeni; saglikl kigilerde
alfa ritminin parieto-oksipital bolgede bulunan kortikal piramidal noronlarin
senkronizasyonunun sonucu olarak ortaya c¢ikan baskin osilasyon aktivitesine karsilik
gelmesidir (Pfurtscheller ve Lopes da Silva, 1999). Talamo-kortikal ve kortiko-kortikal
etkilesimler tarafindan alfa aktivitesi modiile edilebilmektedir (Brunia, 1999;
Pfurtscheller ve Lopes da Silva, 1999). Bellek ve bilisle iliskili oldugu bilinen alfa

aktivitesi (Klimesch, 1999), yaslanma siirecinden en g¢ok etkilenen beyin aktivitesidir
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(Pfurtscheller ve Lopes da Silva, 1999; Babiloni ve ark., 2005; Babiloni, Binetti, Cassetta,
ve ark., 2006; Babiloni, Ferri, ve ark., 2006; Babiloni, Frisoni, ve ark., 2006; Babiloni,
Frisoni, Pievani, Toscano, ve ark., 2008; Babiloni, Frisoni, Pievani, Vecchio, ve ark.,
2008).

Beta dalgasi, 15-30 Hz frekans araligina sahiptir ve hizli aktivite olarak bilinmektedir.
Beta ritmi, zihinsel c¢aba igerisinde, uyaniklik durumunda, sinir sistemi duygusal bir
bilgiyi islerken ve dikkatini yonlendirmis bireylerde gozlenmektedir. Bu aktivite,

frontosantral lokalizasyonda belirgindir (Frost ve ark., 1973).

Teta dalgas1 4-7 Hz frekans araligina sahiptir. Temporal lob epilepsisinde ve yetiskinlerde
Uzuntd, duygusal gerginlik, seving, uykuya ge¢is donemi gibi anlarda bu dalga formu

g6zlenmektedir.

Delta dalgasi, derin uyku ve anestezi gibi beynin diisiik aktivite gosterdigi zamanlarda
belirginlesmektedir. Normalde yetiskinlerin yavas dalga uykusunda goriiliir. Bu dalga
formu, yetiskinlerde frontal, cocuklarda ise oksipital bolgede daha belirgin bir sekilde

gozlenmektedir. Bu dalgalar genligi en yiiksek ve frekansi en diisiik olan dalgalardir.

Gama dalgas1 ise 30-100 Hz frekans araligina sahiptir ve kisinin odaklanma aninda ortaya
¢ikmaktadir. Ayni zamanda uykunun karakteristiginin belirlenmesine de yardimci

olmaktadir (Basar ve ark., 2000).
2.7.1. Alzheimer Hastahigi ve Uyku Aktivitesi

Uyku bozuklugu ile AH patolojisi arasinda ¢ift yonli bir iliski oldugu yapilan pek ¢ok
calismanin sonucunda One siiriilmiistiir. Uyku spindle salinim aktivitesi, AH i¢in bir
biyobelirte¢ olma potansiyeline sahip spesifik bir EEG ritimdir (Weng ve ark., 2020).
Bunlarin islevsel rolii, duyusal girdiyi engelleyerek uykuyu korumak ve buna gore hafiza
olusumunu ve Ogrenme kapasitesini arttirmaktir. Hayvan c¢alismalari, uyku spindle
aktivitesinin, yeni Ogrenmenin pekistirilmesinde yer alan hipokampal neokortikal
diyalogun kortikal yoniinii yansittigini gostermektedir (\Weng ve ark., 2020). Uyku spindle
salinim aktivitesi hafiza (Gais ve ark., 2002) ve sinaptik plastisite (Steriade ve Timofeev,

2003) olusumunda kritik bir role sahiptir. Talamusun retikiiler ¢ekirdeginde iiretilerek
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kortiko-talamik donguler yoluyla eksprese edilirler (Weng ve ark., 2020). Birkag saniye
(0,5 ila 3) stren 7-14 Hz frekansa sahip parlama ve sonme bigimli salinimlardan olusur
(Bonjean ve ark., 2012). Bu aktivite hizli géz hareketlerinin olmadigi (NREM) uyku
evresinde ortaya ¢ikar (Contreras ve Steriade, 1996) ve hizli géz hareketlerinin (REM)
ortaya ¢ikmasiyla kaybolur (Steriade ve Llinas, 1988).

Genel olarak, yogunluk, genlik, siire ve frekans ile karakterize edilen spindle salinim
aktivitesinin AH'de bozuldugu bilinmektedir. Uyku spindle salinim aktivitesinin
yogunlugunun, AH patolojisinin biyobelirtegleri olarak yaygim sekilde kullanilan BOS
AB-42, p-Tau ve total-tau seviyeleri ile negatif korelasyon gosterdigi bulunmustur. Azalan
spindle yogunlugu, tau ile ilgili erken bir disfonksiyonu temsil ederek, erken ndronal
disfonksiyon igin potansiyel olarak yeni bir biyobelirte¢ haline getirir (Weng ve ark.,
2020). Ayn1 zamanda, HBB ve AH'li hastalarda spindle yogunlugunda azalma ve daha
diisiik spindle aktivitesi oldugu saptanmistir. Alzheimer hastaliginda uyku spindle
ekspresyonunda azalma oldugu gozlemlenmistir (Mander, 2020). Sonug olarak, uyku
spindle aktivitelerinin kantitatif ve kalitatif 6zellikleri, AH i¢in potansiyel invazif olmayan

ve uygun maliyetli biyobelirtecleri temsil eder (Weng ve ark., 2020).

Frekans1 <4 Hz olan spesifik uyku aktivitelerinden biri olan delta aktivitesi “yavas dalga”
olarak tanimlanmaktadir. Ayn1 zamanda, AH hastalarinda yavas dalga aktivitesinin de
azalmis oldugu bulunmustur. Yavas dalga uykusunun bellek konsolidasyonundaki kritik
rolii ile tutarli olarak, AH hastalarinda goézlenen azalmis yavas dalga aktivitesinin
bozulmus bellek konsolidasyonu ile iligkilidir. Hastaligin erken donemlerinde AP
plaklarmin birikmesinden 6nce oligomerik AP varliginda beyin dalgalarmin yavas dalga
bozuklugu sergiledigi belirtilmistir (Lee ve ark., 2020). Ayni1 zamanda, yliksek tau
birikiminin azalan delta giicii ile iliskili oldugu gosterilmistir (Lucey ve ark., 2019). Son
zamanlarda yapilan bir caligmada da Tg-AH fare modelinde uyku delta spektral gliciintn
ilerleyici tauopatinin olas1 bir sonucu olarak birikim ile es zamanli olacak sekilde azaldig:
gosterilmistir (Holton ve ark., 2020). Bu kanit, yavas dalga aktivite bozulmalar1 ve AH
patolojisi arasindaki iligki i¢in giiclii destek saglar. Biligsel olarak normal yash
yetiskinlerdeki uyku bozukluklari, yasamn ilerleyen donemlerinde AP yukinu ve tau

birikimini tahmin edebilir. Hizl1 antidepresan etkileri olan ve yavas dalga uykusu iizerinde

32



iyl tanimlanmig etkileri olan bir ilag olan ketamin, yeni terapétiklerde yer alan uyku-

uyaniklik mekanizmalarini aragtirmak i¢in yararl bir miidahaledir (Duncan ve ark., 2019).
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3. GEREC ve YONTEM

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik ve Deney Hayvanlar1 Unitesinde
gerceklestirilen ¢alismamizda 80 adet 3 aylik, ortalama 200-300 g agirliginda erkek
Wistar sigan kullanilmistir. Bu ¢alismanin gerceklestirilebilmesi i¢in gerekli olan etik
kurulu belgesi Akdeniz Universitesi Hayvan Arastirmalar1 Etik Yerel Komitesi’nden (Etik
Onay Tarihi ve Numarast: 26.01.2018/2018.01.014-17) alinmustir.

3.1. Gruplandirma
Her grupta 20 hayvan olacak sekilde 4 grup olusturulacaktir.

Grup 1: 1.25 pl DMSO ve 8.75 pl PBS ile hazirlanan 10pul’lik ¢ozelti, ve gavaj ile musluk
suyu uygulanan Sham grubu (SH)

Grup 2: 1.25 pl DMSO ve 8.75 ul PBS ile hazirlanan 10pul’lik ¢ozelti, ve gavaj ile Siklo-
Z (musluk suyunda ¢dzdiiriilmiis 10 mg Zn*?/kg ve 0,2 mg SHP/kg) uygulanan Siklo-Z
grubu (SHZ2)

Grup 3: DMSO ve PBS ile hazirlanan 10ul’lik AB-42 oligomeri, ve gavaj ile musluk suyu
uygulanan Alzheimer hastaligi modeli grubu (AH)

Grup 4: DMSO ve PBS ile hazirlanan 10ul’lik AB-42 oligomeri ve gavaj ile Siklo-Z
(musluk suyunda ¢zdiiriilmiis 10 mg Zn*?/kg ve 0,2 mg SHP/Kg) uygulanan Alzheimer
hastalig1 tedavi grubu (AHZ)

3.2. Deney Protokol

Alzheimer hastaliginin erken donemini yansitan calismamizda indiiklenebilir AH
sicanlarmi olusturabilmek icin AB-42 oligomer enjeksiyonu yapilmistir. Deney siiresi
boyunca, hayvanlar her kafeste 5 sican olacak sekilde, 12 saatlik aydinlik/karanlik
siklusunda tutulmusglardir. Ayrica tiim hayvanlar ticari sican yemi ve musluk suyu
verilerek beslenmis ve viicut agirliklar1 cerrahi islemlerin baglangicinda ve hayvanlarin

feda edilmesinden Once olmak iizere iki kere kaydedilmistir. Deneysel hayvan
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modellerinin ve elektrot implantasyonlarmin yapilacagi giin aclik kan glukoz diizeyleri

Olciilecegi i¢cin hayvanlar 12 saat dncesinden a¢ birakilmistir.
Deneylerde;

» Amiloid 3-42 Oligomeri (Sigma, Missouri, United States): Sicanlarda Alzheimer modeli

olusturmak i¢in norotoksik ajan olarak kullanilmistir. AB1-42 oligomerleri literatlre
uygun olarak hazirlanmistir (X. Wang, Hu, ve ark., 2015). Amiloid-f oligomerleri kisaca
su sekilde hazirlanmistir. Amiloid-p1-42 peptitleri  DMSO iginde 2 mmol
konsantrasyonda olacak sekilde ¢oziilmiistiir ve daha sonra steril PBS i¢inde 8 kez
seyreltilmistir, oda sicaklifinda 30 dakika boyunca vortekslendikten sonra 1 saat boyunca
4°C’de 15000xg’de santrifiij edilmistir. Siipernatanlar (250 pl) alikotlanarak (25 pl) -
20°C’de dondurulmustur. Amiloid-f 42 oligomerleri 4°C’ye ¢ikarildiginda 24 saat icinde

kullanilmastir.

« Siklo-Z [SHP-Siklo (His-Pro) (Santa Cruz Biotechnology, Europe) ile ZnCl (Molar
Kimya (MZK.100310.1000)]: 2.5 g Zn*? ve 50 mg SHP-Siklo (His-Pro) 1 L musluk
suyunda ¢oziilerek Siklo-Z ¢ozeltisi hazirlanmustir. Siklo-Z ¢ozeltisi 10 mg Zn*?/kg ve 0,2

mg SHP/kg olacak sekilde gavaj yoluyla uygulanmistir. Noronal Zn*? alimmi arttirdigi

bilinen Siklo-Z, terapétik ajan olarak kullanilmustir.
Cerrahi Islemler ve Elektrot implantasyonu

TUm sicanlara serum fizyolojik i¢inde ¢Oziilerek hazirlanan ketamin (100 mg/kg) ve
ksilazin (5 mg/kg) intraperitonal (i.p) yolla uygulanarak anestezi olusturulmus ve viicut
sicakligi anestezi esnasinda azalacagindan dolayr siirekli kontrol edilerek 36-37°C
arasinda sabit tutulmustur. Bunun i¢in cerrahi islemler sirasinda si¢anlarin altina elektrikli
isitict ped konulmustur. Anestezik madde verildikten sonra stereotaksik cihaza
yerlestirilen siganlarin kafasi cihazin kulak gubuklariyla sabitlenmistir. Daha sonrasinda
siganlarm kafa derisi tlizerine batikon siiriildiikten sonra orta hattan bistiiri ile kesilerek
acilmistir ve referans nokta olan bregma tespit edilmistir. Hayvan modelleri
olusturulurken stereotaksik atlasa gore bilateral olarak Antero-Posterior, AP=-0,8 mm,
Medio-Lateral, ML= -1,4 ve 1,4 mm ve Dorso-Ventral, DV= -4,00 mm koordinatlarinda
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bulunan lateral ventrikullere (Paxinos G, 2007) enjekte edilecek madde Hamilton
mikrosiringas: (26G) kullanilarak 1 pl/dk hizinda ve 5 dk boyunca belirlenen bolgede
birakilarak uygulanmistir. Alzheimer modeli olusturulan sicanlara (AH ve AHZ) Ap42
oligomeri (2,5 nmol/10 pl) (Canas ve ark., 2009) i.c.v olarak uygulanmistir. SH ve SHZ
gruplarinda bulunan hayvanlara ayni hacimde olacak sekilde 1.25 ul DMSO ve 8.75 pl
PBS ile hazirlanan 10ul’lik ¢6zelti i.c.v olarak enjekte edilmistir. Daha sonrasinda
ekspoze edilen kafatasi siitiir atilarak kapatilmis ve cerrahi iglem tamamlanmistir (Sekil
3.1). Cerrahi sahanin enfeksiyonunu Onlemek amaciyla siitiir atilan bdlgeye 3 giin
boyunca antibiyotikli krem siiriilmiistiir. Ameliyattan sonra 3 giin boyunca siganlara
100000 U/gtin penisilin ve aneljezi igin oral olarak 200 mg/kg parasetemol uygulanarak

bir hafta boyunca iyilesmeleri ve ABO’larin patolojik hasar1 olusturmasi i¢in beklenmistir.

Sekil 3.1. Deney gruplarinin olusturulmasi, A) Hayvanlarin stereotaksik cihaza yerlestirilmesi, B) kafa
derisinin orta hattan agilmasi, C) Hamilton mikrosiringasiyla maddelerin enjekte edilmesi gosterilmistir.

Ameliyat bitiminin 1 hafta sonrasindan itibaren 3 hafta boyunca SHZ ve AHZ gruplarina
10 mg Zn*?/kg ve 0,2 mg SHP/kg icerecek sekilde musluk suyu icinde ¢dziinerek
hazirlanan Siklo-Z ¢6zeltisi (M. K. Song ve ark., 2009), SH ve AH gruplarma ise Siklo-Z
¢ozeltisi verilen gruplarla es hacimli olarak musluk suyu 3 hafta gavaj yoluyla
uygulanmistir. Gavaj uygulamasmin bitiminde davranis deneyleri gergeklestirilmis ve
ardindan ketamin/ksilazin anestezisi altinda elektrofizyolojik kayitlar igin elektrot
implantasyonu gergeklestirilmistir. Stereotaksik cihaza yerlestirilen siganlarin kafa derisi
orta hattan bistiiri ile kesilerek agildiktan sonra referans nokta olan bregma tespit edilmis
ve kafatasina matkap (““‘drill’’) ile delik agilarak vida elektrotlar duranin hemen ylizeyine

tutturulmustur. Aktif elektrotlar1 bilateral olarak frontal (Bregmaya gore AP: 4.5 mm, ML:
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+2 ve -2 mm, DV: 1.8 mm), temporal (Bregmaya gore AP: -8.0 mm, ML: +6.6 ve -6.6
mm, DV: 3.3 mm) korteks bolgelerine, referans ve toprak elektrotlar1 ise serebellum
(Bregmaya gore AP:-12.72 mm, ML: 25 ve -25 mm, DV: 3.2 mm) Uzerine
yerlestirilmigtir. Elektrotlar yerlestirildikten sonra aglik kan glukoz diizeylerinin 6lgtimii
icin kuyruk bolgesi kanatilmig ve ardindan glukometre kullanilarak glukozoksidasyon
metodu ile Olgiilmiistir (plusMED Blood GlucoseMeter, Accuro,pM1-300, Bionime
Corporation, Taiwan). Sicanlar stereotaksik cihazdan ¢ikarilmis ve elektrofizyolojik

kayitlart alimmustir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Elektrofizyolojik kayitlar i¢in vidalarin yerlestirilmesi ve aglik kan glukoz Olgimii, A)
Hayvanlarin stereotaksik cihaza yerlestirilmesi, B) kafa derisinin orta hattan agilmasi ve bregmanin tespit
edilmesi, C) vidalarm yerlestirilmesi, D) kuyruk bolgesinin kanatilmasi, E) aglik kan glukoz o6lgiimii
gOsterilmistir.

3.3. Davrams Testleri
Yeni nesne tanima ve nesne lokalizasyon testleri, Roozendaal ve arkadaslarinin
tanimladig1 protokoliin sicanlara uyarlanmis hali kullanmilarak gerceklestirilmistir

(Roozendaal ve ark., 2010). Deneyin gerceklestirildigi sistem, 40 cm x 40 cm x 40 cm

boyutlarinda, esit olarak aydinlatilmis, beyaz mat taban ve kenarlara sahip bir kutudan
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olusmaktadir. Deney esnasmnda digsaridan gelecek herhangi bir uyaranin deney
parametrelerine karigmasini onlemek amaciyla deney, ses yalitimi yapilmig bir odada
gerceklestirilmistir. Yeni nesne tanima testinin ardindan 3 giin sonra her sigan i¢in nesne
lokalizasyon testi gergeklestirilmistir. Kemirgenlerde uzun siireli hafiza tipik olarak
denemeden 24 ila 48 saat sonra incelenir ve de novo transkripsiyon ve translasyon
gerektirir (Haettig ve ark., 2011).

3.3.1. Yeni Nesne Tanima Testi

Yeni nesne tanima testi iki asamadan olusmaktadir: egitim asamasi ve test asamasi. Egitim
asamas1 sirasinda iki 6zdes nesne (Al-A2) deney sisteminin igerisine en yakm koseden
ayn1 uzaklikta iki zit konuma yerlestirilmistir. Daha sonra sicanlar merkezden alana
birakilmis ve bu iki 6zdes nesneleri (A1-A2) kesfetmeleri i¢in 5 dakika izin verilmistir.
Egitim asamasini tamamlayan sicanlar tekrar kafeslerine konulduktan 24 saat sonrasinda
test asamasina almmigstir. Test asamasinda yeni nesne tanima ayrim indeksini test
edebilmek i¢in, tanidik nesnenin bir kopyasi (A3) ve yeni bir nesne (B1) egitim denemesi
sirasinda oldugu gibi ayn1 yere yerlestirilmistir (Sekil 3.3). Deneyde kullanilan nesnelerin
her biri hareket etmesini engellemek i¢cin zemine sabitlenmistir. Sicanlarin test
asamasindaki davraniglar1 video kamera ile 5 dakika boyunca kaydedilmis ve siganlarin
nesnelerle gecirdikleri siireleri belirlemek amaciyla kullanilmistir. Koku alma ipuglarmin
varligmi engellemek i¢in, tiim kutu ve nesneler her denemeden sonra her zaman %70
etanol ile iyice temizlenmistir. Yeni nesne tanima testinde hafiza giiclinii gdsteren ayrim
indeksi (%) degerleri analiz edilmistir. Ayrim indeksi (%), yeni nesnede gegirilen siirenin
eski nesnede gecirilen stireden farkinin toplam siireye boliintip 100 ile ¢arpilmasiyla elde

edilen bir denklemdir.
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Egitim Asamasi Test Asamasi
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Sekil 3.3. Yeni nesne tanima testi deney basamaklari. A) Egitim asamasi, B) test agamasi gosterilmektedir.

SRR,

3.3.2. Nesne Lokalizasyon Testi

Nesne lokalizasyon testi iki asamadan olusmaktadir: egitim asamasi ve test asamasi.
Nesne lokalizasyon testi egitim asamasi sirasinda iki 6zdes nesne (A1-A2) deney
sisteminin igerisine yerlestirilmistir. Daha sonra sicanlar merkezden alana birakilmis ve
bu iki 6zdes nesneleri (Al1-A2) kesfetmeleri i¢in 5 dakika izin verilmistir. Egitim
asamasini tamamlayan sicanlar tekrar kafeslerine konulduktan 24 saat sonrasinda test
asamasina alimmistir. Test agsamasinda nesne lokalizasyon bellegini test edebilmek igin,
tanidik nesnenin bir kopyasi (A3) egitim asamasindaki yerine yerlestirilirken, diger
tanidik nesne (A4) egitim asamasindan farkli bir lokalizasyona yerlestirilmistir (Sekil
3.4). Deneyde kullanilan nesnelerin her biri hareket etmesini engellemek icin zemine
sabitlenmistir. Sicanlarin test asamasindaki davraniglar1 5 dakika boyunca video kamera
ile kaydedilmis ve siganlarin nesnelerle gecirdikleri siireleri belirlemek amaciyla
kullanilmistir. Koku alma ipuglarinin varligini engellemek i¢in, tiim kutu ve nesneler her
denemeden sonra her zaman %70 etanol ile iyice temizlenmistir. Nesne lokalizasyon
testinde ayrim indeksi (%) degerleri analiz edilmistir. Ayrim indeksi (%), lokalizasyonu
degistirilen nesnede gecirilen siirenin eski lokalizasyonda bulunan nesnede gegirilen

stireden farkinin toplam siireye boliiniip 100 ile ¢arpilmasiyla elde edilen bir denklemdir.
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Esitim Asamasi Test Asamasi

TG, wy T G

Sekil 3.4. Nesne lokalizasyon testi deney basamaklari. A) Egitim agamasi, B) test asamasi gosterilmektedir.

3.4. Dinlenim Durumu Beyin Osilasyonlarinin (Spontan EEG) Kaydedilmesi

Tim kayitlar, sesten yalitilmis ve elektromanyetik olarak korunan bir kayit odasinda
alinmistir. Siganlardan ketamin-ksilazin anestezisi altinda paslanmaz g¢elikten yapilmis
vida elektrotlar araciligiyla 10 dakikalik spontan EEG kayitlar1 BrainVision Recorder
(Brainvision Recorder, Brain Products, Munich, Germany) cihazi kullanilarak alinmistir.
Sicanlardan EEG sinyali ¢ift tarafli olarak frontal (AP: 4,5 mm, ML: +2 and -2 mm, DV:
+1,8 mm) ve temporal (AP: -8,0 mm, ML: +6,6 and -6,6 mm, DV: 3,3 mm)
lokasyonlardan siirekli olarak kaydedilmistir. Tim elektrotlarm empedanslar1 5
kOhm’dan az olacak sekilde ayarlanmistir. EEG sinyali amplifiye edilmis (Brainamp
EEG/EP Amplifier, Brain Products, Miinih, Almanya), bant gegisi filtrelenmis (0,1-500
Hz) ve 1000 Hz 6rnekleme hizinda sayisallastirilarak bilgisayara kaydedilmistir.

3.5. Dinlenim Durumu Beyin Osilasyonlarinin (Spontan EEG) Analizi

EEG analizi gevrim-dis1 (off-line) olarak yapilmistir. Tiim EEG analizleri, Brain Vision
Analyzer 2.2. (Brain Products GmbH; Gilching, Germany) programi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Oncelikle 50 Hz’lik notch filtre uygulanmistir ve daha sonrasinda 10
saniyelik EEG segmentlerinin frekans analizi yapilmistir. Frekans analizi, BrainVision
Analyzer yazilimi kullanilarak %10 konik uzunluguna sahip bir Hanning pencereli hizl
Fourier doniisimii (Fast Fourier Transform-FFT) algoritmasi kullanilarak yapildi. Her bir

frekans bandinda genlik degerlerinin elde edilmesi i¢in Hizli Fourier Doniistimii (Fast

40



Fourier Transform — FFT) uygulanmistir (BrainProducts GmBH, Munchen). Her elektrot
konumu i¢in her sicanin spektral giiclerinin ortalamasi alindi. Hizli Fourier doniisiimii ile
amplitiid-zaman olarak kaydedilen EEG sinyalleri frekans boyutuna cevrilmektedir.
Calismamizda elde edilen zaman serilerini incelemek amaciyla frekans analizinde
kullanilan gii¢ spektral yogunluk fonksiyonu (gili¢ spektrumu) yontemi uygulanmistir.
Glig spektral yogunluk fonksiyonu, otokorelasyon fonksiyonu kullanilarak elde edilmistir.
Otokorelasyon fonksiyonu, bir verinin, 6rnegin x(t), t ve t+t zamanindaki (t=gecikme
zamani) degerlerinin birbirleri ile ¢arpiminin tim T zamanma bdliinerek ortalama

almmasi ile hesaplanmaktadir (Sekil 3.5).

x(t)

|

T
Rxx(T) = %1_’12 1/Tf x(®)x(t+ r)dt
0

e
5.

>t +0o0

Sxx(f) =2 f Rxx(T) exp(—i2nfT)dT

-00

57
"

Sekil 3.5. x(t) sinyalinin T zamandaki 6rnek gorinimi. Rxx: Otokorelasyon fonksiyonunun matematiksel
ifadesi, Sxx: Gii¢ spektral yogunluk fonksiyonunun matematiksel ifadesi.

Denklemde goriilen t, zamani; f, frekansi; Rxx, zaman bolgesindeki sinyali, Sxx ise
frekans bolgesindeki sinyali gostermektedir. Bu uygulama sonrasinda ortalama
hesaplanmis ve gii¢ spektrumlar1 her bir elektrot i¢in delta (0.1-4 Hz), alfa/spindle (8-12
Hz), beta (13-29 Hz) frekanslarinin en yiiksek genlik degerleri 6lglilmiistiir. Her bir
frekansta agiga cikan en yiiksek deger istatistiksel analizde kullanilan deger olarak

belirlenmistir.
3.6. Biyokimyasal Yontemler

Elektrofizyolojik kayitlarin alinmasinin hemen ardindan ketamin-ksilazin anestezisi
altinda sigcanlarin veninden EDTA’l1 tiiplere kan alinmistir. Daha sonrasinda kardiyak
kaniil araciligiyla heparinli izotonik kullanilarak kardiyak perfiizyon ile beyin dokular1
kandan armdirilmistir. Cikarilan beyin dokular1 sivi nitrojen igerisinde dondurulduktan

sonra -80 °C’de biyokimyasal parametrelerin dlgiimleri igin saklanmustir.
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3.6.1. insulin Miktarinin Plazma ve Hipokampus Doku Homejenatlarinda Olgiilmesi

Insulin Sl¢iimii sandvig ELISA ticari kiti kullanilarak gerceklestirilmistir (Bioassay

Technology Laboratory, EO707Ra).

Prensip: Plazma insiilin ve beyin doku homejanatlarinda insiilin diizeyi kantitatif sandvig
enzim immiinassay teknik ile 6l¢iilmiistiir. Bu kitlerin i¢inde si¢an insiilin antikoru ile
kapli 96 wellplate’ler bulunmaktadir. Daha sonra biyotinile edilmis sican insiilin antikoru
ilave edilir ve 6rnekteki insiiline baglanir. Insiiline spesifik horseradish peroxidase (HRP)
konjugat poliklonal antikor eklendiginde insiilinin immobilazasyonu saglanir ve sandvig
modeli olusturulmus olur. Bu nedenle daha sonra streptavidin-HRP eklenir ve Biotinile
edilmis insiilin antikoruna baglanir. inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP
yikama basamagi swasinda 5 kez yikanir. Inkiibasyon ve yikamanin ardindan
baglanmamis komponentler uzaklastirilir. Substrat soliisyonu daha sonra ilave edilir.
Substrat soliisyonu eklendiginde HRP enzim ile reaksiyona girerek renk olusumuna yol
acar. Bu yontemde sadece insllin iceren kuyucuklarda renk olusumu gozlenir. Sigan
inslilin miktar1 ile orantili olarak renk gelisir. Reaksiyon, asidik stop soliisyonu ilave
edilerek sonlandirilir ve optik dansite (OD) 450 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.

Ornek insiilin miktar1 standart egri grafigi ile hesaplanir.

Alzheimer hastaliginda glukoz homeostazisi ve insiilin direnci Homeostatik Model
Degerlendirmesi (HOMA-IR) (aglik insiilin (mIU/L) x aglik kan glukozu (mM)/22.5)
formiilii kullanilarak degerlendirilmistir (Yang ve ark., 2017).

Reaktifler:

1- 96 kuyucuklu protein baglayici plate
2- Standart solisyonu (48mlU/L)

3- Standart dilient (3 ml)

4- Streptavidin-HRP (6 ml)

5- Stop solusyonu

6- Substrat soliisyonu A (6 m I)

7- Substrat soltisyonu B (6 ml)
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8- 30x Yikama tamponu

9- Biyotinile edilmis sigan insiilin antikoru
Reaktiflerin Hazirlanmasu:

30x Yikama Tamponu: 500 ml 1xyikama tamponu elde etmek i¢in 20 ml yikama tamponu

konsantresini elde etmek i¢in 30x distile su ile diliie edilmistir.

Standartlarin olgiilmesi: Biitlin reaktifler oda 1sisina getirilmistir. 6 adet ependorf 0’den
5 ‘e kadar numaralandirilmistir. S5 tiipiine 120 pl standart (48 mIU/L) ile 120 pl standart
diliient konularak standart stok soliisyonu (24 mIU/L) elde edilmistir. Standart 15 dk
boyunca hafif hafif calkalanmistir. S5 tiiptindeki karisimdan 120 pl S4 tlpine
aktarilmistir. Bu islem 120’er pl olarak S1 tiipiine kadar tekrarlanmistir. Farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan insiilin standartlar1 ayn1 numune gibi ¢alisilmistir. Bilinen
insulin  standartlarin  absorbans degerlerinin standart egrisi insulin standart

konsantrasyonlarinin (pg/ml) logoritmasmin fonksiyonu olarak cizildi.

Plazma Hazirlanmasi: EDTA’ 11 tiiplere alinan kan 6rnekleri, toplama isleminden sonraki
30 dakika icinde 2-8°C'de 1000xg (veya 3000 dev/dak) ile 15 dakika boyunca santrifij

edilerek plazma elde edilmistir. Plazma -80°C’de insiilin 6lgiimleri i¢in saklanmustir.

Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi: Doku Ornekleri tartilmistir ve daha sonra
homojen doku agirligina baglh olarak PBS i¢inde buz iizerinde homojenize edilmistir
(PRO 200 Homogenizater, PRO Scientific Inc, Connecticut, USA). Homojenize edilen
ornekler 4°C’de 5000xg’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen stipernatanlar
ayrilarak -80°C° de muhafaza edildi. Insulin dlgiimleri bu siipernatanlar kullanilarak

gerceklestirilmistir.
Islemler:

1- Tiim reaktifler oda 1sisma ¢ikarilmistir ve deney prosediirii oda sicakliginda
gerceklestirilmistir.
2- 50 pl standartlar, standart kuyucuklarina eklenmistir. Standart soliisyonu

biyotinile edilmis antikor icerdigi i¢in antikor eklenmemistir.
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3- Ornek kuyucuklarma 40 pl hazirlanan doku homojenatlar1 ve plazma drnekleri
konulmustur. 10 pl anti-insiilin antikoru eklenmistir. Daha sonra 50 pl
streptavidin-HRP standart ve Ornek kuyucuklarina eklenmistir. Plate
kaplanarak 37°C’de 60 dakika inkiibe edilmistir.

4- Plate 5 kez 30xyikama tamponu ile yikanmastur.

5- Her kuyucuga oncelikle 50 pl substrat soliisyonu A ve daha sonra substrat
solisyonu B eklenmistir. Daha sonra plate kaplanarak 37°C’de 10 dakika
inkiibasyona birakilmistir.

6- Her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklenmistir. Mavi renk sar1 renge
doniigmiistiir.

7- Optik densitenin belirlenmesi icin her kuyucuk mikroplate okuyucuda 10

dakika i¢inde 450 nm’de okutulmustur.

Insiilin Diizeylerinin Hesaplanmasi: Her 6rnek igin absorbans degerleri hesaplandiktan
sonra insiilin miktarlar1 standart egri grafigi yardimiyla pg/ml olarak hesaplanmistir. Elde

edilen degerler protein miktarma boliinerek insiilin miktar1 pg /mg olarak ifade edilmistir.

3.6.2. Amiloid Beta Peptid-42 (Ap-42) Oligomer Miktarinin Total Beyin ve

Hipokampus Doku Homejenatlarinda Olgiilmesi

Amiloid Beta Peptid-42 (AB-42) oligomer 6l¢timii sandvig ELISA ticari kiti kullanilarak
gerceklestirilmistir (YL biont-YLAO372RA).

Prensip: Beyin doku homejanatlarinda sican AB1-42 diizeyini dlgmek icin kantitatif
sandvi¢ enzim immiinassay teknik ile dlglilmistiir. Amiloid beta peptit 1-42 monoklonal
antikor ile 6nceden kaplanmis kuyucuklara AP 1-42 ilave edilir ve daha sonra inkiibe
edilir. Bundan sonra, bagisiklik kompleksi olusturan streptavidin-HRP ile birlestirmek
icin biyotin ile etiketlenmis anti-AB1-42 antikorlar1 eklenmistir. Inkiibasyon ve yikamanin
ardindan baglanmamis komponentler uzaklastirilir. Substrat soliisyonlar1 A ve B daha
sonra ilave edilir. Substrat soliisyonu eklendiginde HRP enzim ile reaksiyona girerek renk
olusumuna yol agar. Bu yontemde sadece AP1-42 igeren kuyucuklarda renk olusumu

gozlenir. Sican AB1-42 miktar: ile orantili olarak renk geligir. Reaksiyon, asidik stop
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soliisyonu ilave edilerek sonlandirilir ve OD 450 nm’de spektrofotometrik olarak olguldir.

Ornek AP1-42 miktar1 standart egri grafigi ile hesaplanr.
Reaktifler:

1- 96 kuyucuklu protein baglayici plate

2- Standart solusyonu (2400 pg/ml)

3- Standart diliisyonu (3 ml)

4- Streptavidin-HRP (6 ml)

5- Stop soliisyonu (6 ml)

6- Kromojen soliisyonu A (6 m )

7- Kromojen solisyonu B (6 ml)

8- 30x Yikama Tamponu

9- Biyotinile edilmis anti AB1-42 antikoru
Reaktiflerin Hazirlanmasi:

30x Yikama Tamponu: 500 ml 1xyikama tamponu elde etmek i¢in 20 ml yikama tamponu

konsantresini elde etmek i¢in 30x distile su ile diliie edilmistir.

Standartlarin élgiilmesi: Biitiin reaktifler oda 1sisina getirilmistir. 6 adet ependorf 0’den
5 ‘e kadar numaralandirildi. S5 tiiptine 120 pl standart (2400 pg/ml) ile 120 pl standart
diltient konularak standart stok soliisyonu (1200 pg/ml) elde edilmistir. Standart 15 dk
boyunca hafif hafif c¢alkalanmistir. S5 tiiplindeki karigimdan 120 pl S4 tiipiline
aktarilmistir. Bu islem 120°er pl olarak S1 tiipline kadar tekrarlanmistir. Farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan AB1-42 standartlar1 ayn1 numune gibi ¢alisilmigtir. Bilinen
AB1-42 standartlarnin absorbans degerlerinin standart egrisi AP1-42 standart

konsantrasyonlarinin (pg/ml) logoritmasmin fonksiyonu olarak ¢izilmistir.
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Doku Homojenatlarimin Hazirlanmasi: Doku oOrnekleri tartilmistir ve daha sonra
homojen doku agirhigina bagl olarak PBS iginde buz {izerinde homojenize edilmistir
(PRO 200 Homogenizater, PRO Scientific Inc., Connecticut, USA). Homojenize edilen
ornekler 4°C’de 2000-3000 RPM’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen
stipernatanlar ayrilarak -80°C’de muhafaza edildi. Amiloid beta 1-42 dlcumleri bu

stipernatanlar kullanilarak ger¢eklestirilmistir.
Islemler:

1-Tim reaktifler oda 1sisina c¢ikarilmistir ve deney prosediirii oda sicakliginda

gerceklestirlmistir.

2- 50 pl standartlar, standart kuyucuklarina eklenmistir. Standart soliisyonu biyotinile

edilmis antikor icerdigi i¢in antikor eklenmemistir.

3- Ornek kuyucuklarma 40 pl hazirlanan total beyin ve hipokampus doku homojenatlar1
ornekleri konulmustur. 10 ul AB1-42 antikoru eklenmistir. Daha sonra 50 ul streptavidin-
HRP standart ve 6rnek kuyucuklarina eklenmistir. Plate kaplanarak 37°C’de 60 dakika

inkiibe edilmistir.
4- Plate 5 kez 30xyikama tamponu ile yikanmustir.

5- Her kuyucuga oOncelikle 50 pl kromojen soliisyonu A ve daha sonra kromojen
soliisyonu B her kuyucuga eklenmistir. Daha sonra plate kaplanarak 37°C’de 10 dakika

inkiibasyona birakilmustir.
6- Her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklenmistir. Mavi renk sar1 renge dontigsmiistiir.

7- Optik densitenin belirlenmesi icin her kuyucuk mikroplate okuyucuda 10 dakika i¢inde

450 nm’de okutulmustur.

Amiloid Beta Peptid 1-42 Diizeylerinin Hesaplanmasi: Her Ornek icin absorbans
degerleri hesaplandiktan sonra AB1-42 miktarlar1 standart egri grafigi yardimiyla pg/ml
olarak hesaplanmustir. Elde edilen degerler protein miktarmma boliinerek AB1-42 miktari

pg /mg olarak ifade edilmistir.
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3.6.3. Protein Tayini

Alman beyin dokularinda protein tayini modifiye Bradford yontemine dayanan ticari bir

kit ile gerceklestirilmistir (Bradford, 1976).

Reaktifler:

1. Standart soliisyon: 2ug/pl bovin serum albiimin (Albiimin Bovine, Sigma, A- 8022)
2. Coomassie Plus Protein Assay Reagent (CPPA, Pierce-1856210) Reaktifi

Islemler: 1 pl doku siipernatant: 999 pl distile su ile diliie edildikten (1:1000) sonra
iizerine 1 ml CPPA (Coomassie Plus Protein Assay) reaktifi eklenmistir ve 595 nm’de
absorbans degerleri spektrofotometrik olarak okutulmustur. Standart calismasinda,
numune yerine artan konsantrasyonlarda 1:1000 dilisyona sahip 2 pg/ul bovin serum

albiimin (BSA; Albliimin Bovina) kullanilarak yapilmistir.

Protein Miktarimin Hesaplanmasi: Dokulardaki protein miktarlar1 standart grafigi

kullanilarak hesaplanmustir.
3.6.4. Western Blot Teknigi ile Protein Seviyelerinin Ol¢iilmesi

Western-blot icin 6rnekler -80°C’den ¢ikartilmistir. Doku homojenatlarinin hazirlanmasi
icin dondurulmus beyin numuneleri sivi nitrojenle ezilmis ve daha sonra ezilen beyin
dokusu numuneleri proteaz inhibitori kokteyl tabletleri ilave edilen liziz buffer (50mM
Tris-HCl, pH 7.4, 100 uM EDTA, 100 uM EGTA, 1% NP- 40, 0.1 % SDS, 0.1 %
deoksikolik asit) ile slispansiyon edilmistir. Daha sonrasinda, numuneler 10.000xg de 10
dakika +4°C santrifuj edilmistir ve supernatantlar alinarak homejanat elde edilmistir.
Western blot yontemine baslanmadan 6nce her bir grubun protein tayini yapilmistir. Her
grubun protein miktar1 Bradford yontemi ile tayin edilmistir. Protein igerigi belirlendikten
sonra esit miktardaki proteinler (20pg/ml) her bir kuyucuga yiiklenmistir ve yaklasik 1,5
saat siire ile 100V 30 mA’da %12 SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile ayristiriimagtir.
Jel elektroforezi ile ayristirilan proteinler transfer sistemi (Trans-Blot Turbo BioRad) ile
25V 1.3mA 10 dakika poliviniliden difloriir membrana transfer edilmistir. Bu asamadan

sonra membranlar TTBS (soliisyonunda (%3 oraninda albumin iceren) %0,1 Tween-20,
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10 mM Tris ve 150 mM NaCl) alinmis ve oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon asamasinin ardindan %3 oraninda albumin igeren TTBS soliisyonunda
birincil antikorlar istenilen protokole gore hazirlanilmis ve bir gece (+4°C) inkiibasyona
birakilmistir. Bu primer antikorlar IDE (Ylbiont, YID2780), NEP (SmoGeneClon Biotech
Co., SG-0527-R), p-IRS1 (Ylbiont, YIG0585), p-GSK-3B (SmoGeneClon Biotech Co.,
SG-5368R), p-tau (ser356) (ThermoFisher, 44-752G)’dur. Membranlar daha sonra TTBS
soliisyonu ile 3 defa 10’ar dakika siireyle yikanmistir ve ardindan primer antikorlara
uygun olan ikincil antikorlama (Goat anti-rabbit IgG/HRP-Ylbiont, YIF0010) asamasina
gecilmistir. Son olarak, bagl antikorlar kemiluminesans tabanli HPR Substrat Sistem ile
tespit edilmistir. Membranlar Hyperfilm’e maruz birakilmistir. Elde edilen sonuglar
Image J software kullanarak analiz edilmistir ve protein ekspresyonu, eslenen GAPDH

hedef proteinin oranima gore belirlenmistir.
3.7. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Istatistiksel degerlendirme 23.0 SPSS paket programi kullanilarak yapilmistir. Agirhk
artig1, biyokimyasal ve western blot verileri tek yonll varyans analizi (ANOVA) ve onu
takiben Tukey Post Hoc Testleri ile incelenmistir. Yeni nesne tanima ve lokalizasyon
testlerine ait veriler ANOV A ve onu takiben Tukey Post Hoc Testleri ile analiz edilmistir.
Elektrofizyolojik kayitlarin incelenmesinde elde edilen yinelenen &lglimler Repeated
Measure ANOVA testiyle degerlendirilmis ve takiben Bonferroni Post Hoc Testi tercih
edilmistir. Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir. Elde edilen sonuclarda
p<0,05’1 saglayan degerler istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir. Elde edilen
verilerin karsilastirilmasinda uygulanan istatistiksel metodlar bulgular kisminda ayrintili

olarak yazilmstir.
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4. BULGULAR

4.1. Genel GOrinim

Deney siiresi boyunca hayvanlarin genel goriiniimiinde ve davranislarinda anormal olarak

nitelendirilebilecek herhangi bir degisiklik gdzlenmemistir.
4.2. Agirhk Degisimi

Deney siiresi boyunca hayvanlarin agirlik takipleri deneyin baslangicinda ve deneyin son
asamasinda yapilmistir. Tiim gruplarin deney baslangicindaki ve deney sonundaki agirlik
Olgtimleri ve agirhik artiglart Sekil 4.1°de gosterilmistir. Hayvanlari deney siiresi boyunca
agirlik artiglarinda gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur [F(3,48) =11.39,
p<0.001]. AH grubunun agirlik artisinin (-20,38 £ 13,26) SH grubunun agirlik artisina
(31,46 + 2,17) gore anlamli olarak azaldigi goriilmiistiir (p<0,001). AHZ grubunun agirlik
artisginin (28,15 + 2,93) ise, AH grubunun agirlik artisina goére anlamli olarak artmis
oldugu bulunmustur (p<0,001). Ayrica, AHZ grubu ile SH grubunun agirlik artislari
arasinda istatistiksel olarak anlaml fark gézlenmemistir. Ayni1 zamanda, SHZ grubunun
agrrhik artisinin da (5,77 3,54) SH grubunun agirlik artisina gore daha az oldugu

gbzlenmis ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamastir.
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Agirhk Artisi (g)

40
Sekil 4.1. Sham ve deney grubu hayvanlarmin agirlik artigi. N=13, sonuglar ortalama =+ standart hata olarak

verilmistir. ***  p<0,001 SH grubuna gore farki gostermektedir. EEE, p<0,001 AH grubuna gére farki
gostermektedir.
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4.3. Biyokimyasal Analiz Sonuclar
4.3.1. Plazma A¢hk Kan Glukoz Duzeyleri

Sham ve deney grubu hayvanlarmin aglik kan glukoz sonuglar1 Sekil 4.2-A’da verilmistir.
Tiim gruplarin aglik kan glukoz degerleri incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark oldugu belirlenmistir [F(3,20)= 24.88, p<0.001]. AH grubunun
(191.33£5.524 mg/dL) plazma aclik kan glukoz diizeylerinin SH grubuna (143.00+6.033
mg/dL) gore anlamli olarak artmus oldugu goriilmiistir (p<0,01). AHZ grubunda
(161.00+5.092 mg/dL) plazma aglik kan diizeylerinin AH grubuna gore anlamli olarak
azalmis oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Ayrica, SHZ grubunun (226.00£10.957 mg/dL)
aclik kan glukoz diizeyinin SH grubuna gore anlamli olarak yiiksektir (p<0,001).

4.3.2. Serum Insiilin Diizeyleri

Sham ve deney grubu hayvanlarinin serum insiilin sonuglar1 Sekil 4.2-B’de verilmistir.
Tiim gruplarin serum insiilin diizeyleri incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark oldugu belirlenmistir [F(3,28)= 7.84, p<0.01]. AH grubunun (2.71+0.074
mlU/L) SH grubuna (2.37+0.059 mIU/L) gore serum insiilin diizeylerinin anlamli olarak
arttigr  gorilmistir (p<0,01). SHZ grubunun (2.69£0.057 mlU/L) serum insulin
diizeylerinin de SH grubuna gore anlamli olarak artmis oldugu gosterilmistir (p<<0,01).
AHZ grubunda serum instilin dizeylerinin ise AH grubuna gore azalma egilimi gosterdigi
goriilmiis, ancak istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir. AHZ grubu ile SH ve

SHZ gruplari arasinda anlamli bir fark bulunamamustir.
4.3.3. Hipokampiis Insiilin Diizeyleri

Sham ve deney grubu hayvanlarmm hipokampiis insiilin diizeyleri Sekil 4.2-C’de
verilmigtir. Tiim gruplarin hipokampiis insiilin degerleri incelendiginde gruplar arasinda
anlamli bir fark bulunmustur [F(3,20)=3.64, p<0.05]. AH grubunun (0.162+0.021 mIU/L)
hipokamps insulin diizeylerinin SH grubuna (0.233+£0.016 mIU/L) gore anlamli olarak
azalmis oldugu goriilmiistiir (p<0,05). SHZ grubunun hipokampiis insiilin seviyesinin SH

grubuna gore azalmis oldugu goriilmiistiir ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark
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gozlenmemistir. AHZ grubunun hipokampiis insiilin seviyesinin AH grubuna gore artmis

oldugu goriilmiis ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir.
4.3.4. HOMA-IR Sonuclarn

Sham ve deney grubu hayvanlarmin HOMA-IR diizeyleri Sekil 4.2-D’de verilmistir. Tim
gruplarin HOMA-IR degerleri incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark oldugu belirlenmistir [F(3,20)= 9.21, p<0.001]. AH grubunun (1.276+0.037)
HOMA-IR duzeyinin SH grubuna (0.891+0.046) gore anlamli olarak arttig1 goriilmistiir
(p<0,01). SHZ grubunun (1.263+£0.095) HOMA-IR dizeyinin de SH grubuna gore
anlamli olarak arttig1 saptanmistir (p<0,01). SHZ ve AHZ gruplarmin HOMA-IR
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir. Ayrica AHZ grubu
ile AH grubu karsilastirildiginda AHZ grubunun HOMA-IR diizeyinin AH grubundan az

oldugu goriilmiis, ancak istatistiksel olarak anlamli bulunamamustir.
4.3.5. Total Beyin APO Diizeyleri

Sham ve deney grubu hayvanlarinin total beyin ABO diizeyleri Sekil 4.2-E’de verilmistir.
Tim gruplarin total beyin ABO diizeyleri incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark oldugu belirlenmistir [F(3,28)= 7.21, p<0.01]. AH grubunun
(15.904£0.913 mg/protein) total beyin APO diizeyleri SH grubuna (11.46+0.573
mg/protein) gore anlamli olarak artmustir (p<0,01). AHZ grubunun (11.24+1.154
mg/protein) total beyin APO diizeyleri ise AH grubuna gére gore anlamli olarak azalmistir
(p<0,01). SHZ grubunun (14.91+£0.792 mg/protein) total beyin ABO diizeyleri SH
grubundan anlamli olarak yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,05). Ayrica, SHZ grubunun
total beyin ABO diizeylerinin AHZ grubundan anlamli olarak yiiksek oldugu tespit
edilmistir (p<0,05). SH grubu ile AHZ grubu arasinda ise anlamli bir farklilik

gbézlenmemistir.
4.3.6. Hipokampiis ABO Diizeyleri

Sham ve deney grubu hayvanlarimin hipokampiis ABO diizeyleri Sekil 4.2-F’de
verilmistir. Tlim gruplarin hipokampiis ABO diizeyleri incelendiginde gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark oldugu belirlenmistir [F(3,28)= 21.41, p<0.001]. AH
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grubunun (14.250+0.817 mg/protein) hipokampiis ABO diizeylerinin SH grubuna
(7.920+0.645 mg/protein) gore anlamli olarak arttigi bulunmustur (p<0,001). AHZ
grubunun (8.380+0.528 mg/protein) hipokampiis APO diizeylerinin AH grubuna gore
anlamli azaldig1 gosterilmistir (p<0,001). Ayn1 zamanda, AH grubunun hipokampiis ABO
diizeylerinin SHZ (10.369+0.604 mg/protein) grubuna gore anlamli olarak yiiksek oldugu
gosterilmistir (p<0,01). SHZ grubunun hipokampiis APBO diizeyleri SH grubundan anlaml1
olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05). SHZ grubunun hipokampiis ABO diizeyleri AHZ
grubundan anlamli olarak fazladir (p<0,01). SH grubu ile AHZ grubu arasinda da anlamli

bir farklilik gézlenmemistir.
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Sekil 4.2. Sham ve deney gruplarinin biyokimyasal analiz sonuglar1. A: Sham ve deney grubu hayvanlarinin aglik kan glukoz degerleri (N=6); B: Sham
ve deney grubu hayvanlarinin serum insiilin degerleri (N=8); C: Sham ve deney grubu hayvanlarinin hipokampiis insiilin degerleri (N=6); D: Sham ve
deney grubu hayvanlarinin HOMA-IR degerleri (N = 6); E: Sham ve deney grubu hayvanlarmin total beyin ABO diizeyleri (N=8); F: Sham ve deney
grubu hayvanlarinin hipokampiis ABO diizeyleri (N=8). Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir. *, p<0,05; **, p<0,01; *** p<0,001 SH
grubundan farki gostermektedir. #; p<0,05; ##, p<0.01; ###, p<0,001 SHZ grubundan farki gostermektedir. & p<0,05 &€&, p<0,01; EEE, p<0,001 AH
grubundan farki gostermektedir.
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4.4. Western Blot Sonuclarn
4.4.1. Total Beyin p-IRS-1 (Ser612) Duzeyleri

Sham ve deney grubu hayvanlarinin total beyin p-IRS-1 (Ser612) degerleri Sekil 4.3-A’da
verilmistir. Tiim gruplarin degerleri incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark oldugu belirlenmistir [F(3,20)= 6.91, p<0.01]. AH grubunun (0.495+0.023)
total beyin p-IRS-1 (Ser612) diizeyinin SH grubuna (0.686+0.055) gore anlamli olarak
azaldigr gorilmiistir (p<0,05). AHZ grubunun (0.693+0.040) total beyin p-IRS-1
(Ser612) diizeyi AH grubuna gore anlamli olarak artmistir (p<0,05). Ayrica SHZ
grubunun da (0.777£0.054) total beyin p-IRS-1 (Ser612) diizeyi AH grubundan anlamli
olarak fazlalik gostermektedir (p<0,01). SHZ grubunun total beyin p-IRS-1 (Ser612)
diizeyinin de SH grubuna gore artmis oldugu goriilse de bu artis istatistiksel olarak anlamli
bulunamamaistir. Ayn1 zamanda, AHZ ve SHZ gruplar1 arasinda da istatistiksel olarak

anlaml bir fark gdzlenmemistir.
4.4.2. Hipokampus p-IRS-1 (Ser612) Duzeyleri

Sham ve deney grubu hayvanlarmin hipokampiis p-IRS-1 (Ser612) degerleri Sekil 4.3-
B’de verilmistir. Tiim gruplarin hipokampiis p-IRS-1 (Ser612) degerleri incelendiginde
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu belirlenmistir [F(3,24)= 16.42,
p<0.001]. AH grubunun hipokampis p-1RS-1 (Ser612) diizeyi SH grubuna kiyasla azalma
egilimi gosterse de istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. SHZ grubunun
(0.755£0.042) hipokampus p-IRS-1 (Ser612) dizeyleri SH grubundan (0.508+0.020)
anlamli olarak fazladir (p<0,001). AH grubunun (0.428+0.043) hipokampus p-IRS-1
(Ser612) diizeyi AHZ grubundan (0.644+0.031) anlamli olarak daha azdir (p<0,01). SHZ
grubunun hipokampus p-IRS-1 (Ser612) dizeyleri AHZ grubundan anlamli olarak
fazladir (p<0,001).

4.4.3. Total Beyin p-GSK-3p (Ser-21) Duzeyleri

Sham ve deney grubu hayvanlarinin total beyin p-GSK-3p (Ser-21) diizeyleri Sekil 4.3-
C’de verilmistir. Tiim gruplarin total beyin p-GSK-3f (Ser-21) diizeyleri incelendiginde
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gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu belirlenmistir [F(3,24)= 8.31,
p<0.01]. AH grubunun (0.405+0.075) total beyin p-GSK-3f (Ser-21) dizeyleri SH
grubuna (0.705%£0.068) gore anlamli olarak azalmistir (p<0,05). AHZ grubunun
(0.837£0.084) total beyin p-GSK-3f (Ser-21) diizeyinin AH grubuna gore gore anlamli
olarak artt1ig1 bulunmustur (p<0,01). SHZ grubunun (0.850£0.053) total beyin p-GSK-3p
(Ser-21) diizeyi de AH grubuna gore gore anlamli olarak artmustir (p<0,01). SHZ
grubunun total beyin p-GSK-3p (Ser-21) diizeyinin SH grubuna gére artma egiliminde
oldugu goriilmiis, ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Ayrica, SH
ve AHZ grubunun total beyin p-GSK-3f (Ser-21) diizeyleri arasinda anlamli bir fark

goriilmemistir.
4.4.4. Hipokampus p-GSK-3p (Ser-21) Duzeyleri

Sham ve deney grubu hayvanlarinin hipokampiis p-GSK-3f (Ser-21) diizeyleri Sekil 4.3-
D’de verilmistir. Tiim gruplarin hipokampiis p-GSK-3f (Ser-21) diizeyleri incelendiginde
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu belirlenmistir [F(3,28)= 9.90,
p<0.001]. AH grubunun (0.467+0.030) hipokampis p-GSK-3p (Ser-21) diizeyinin SH
grubuna (0.747+0.068) gore anlamli olarak azaldigi bulunmustur (p<0,001). AHZ
grubunun (0.701+0.023) hipokampis p-GSK-3B (Ser-21) diizeyinin AH grubuna gére
gore anlamli olarak arttigi gosterilmistir (p<0,05). Ayrica, SHZ grubunun (0.805+0.051)
hipokampls p-GSK-3p (Ser-21) diizeyinin AH grubundan anlamli olarak yiiksek oldugu
bulunmustur (p<0,001). SHZ grubunun hipokampiis p-GSK-3f (Ser-21) diizeyinin SH
grubuna gore artma egiliminde oldugu goriilmiistiir, ancak istatistiksel olarak anlamli

bulunamamaistir. Ayrica, SH ve AHZ grubu arasinda anlamli bir fark goriilmemektedir.
4.4.5. Total Beyin p-Tau (Ser356) Duzeyleri

Sham ve deney grubu hayvanlarmin total beyin p-Tau (Ser356) diizeyleri Sekil 4.3-E’de
verilmistir. Tiim gruplarm total beyin p-Tau (Ser356) diizeyleri incelendiginde gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu belirlenmistir [F(3,20)= 10.09, p<0.001].
AH grubunun total beyin p-Tau (Ser356) dizeyinin SH grubuna gore artmis oldugu
gdzlenmis olmasina ragmen anlamli bulunamamistir. SH ve SHZ gruplarinin total beyin

p-Tau (Ser356) diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik gosterilememistir. AHZ grubunun
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(1.245£0.075) total beyin p-Tau (Ser356) diizeylerinin AH grubuna (1.015+0.056) gore
anlamli olarak artmis oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Ayn1 zamanda SH (0.833+0.038)
(p<0,001) ve SHZ (0.935+0.041) (p<0,05) gruplarmm total beyin p-Tau (Ser356)
diizeyleri AHZ grubundan anlamli olarak distiktiir.

4.4.6. Hipokampus p-Tau (Ser356) Duzeyleri

Sham ve deney grubu hayvanlarmin hipokampiis p-Tau (Ser356) dizeyleri Sekil 4.3-F’de
verilmistir. Tiim gruplarin hipokampiis p-Tau (Ser356) duzeyleri incelendiginde gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu belirlenmistir [F(3,20)= 17.40, p<0.001].
AH grubunun (0.516+0.060) hipokampis p-Tau (Ser356) diizeyinin SH grubuna
(0.250£0.042) goére anlamli olarak arttigi bulunmustur (p<0,05). Ayni zamanda, SHZ
grubunun (0.466+0.033) hipokampls p-Tau (Ser356) dizeyinin SH grubuna gére artma
egiliminde oldugu go6rilmiistir. AHZ grubunun (0.866+0.091) hipokampis p-Tau
(Ser356) diizeyleri AH grubuna goére gore anlamli olarak artmustir (p<0,01). AHZ
grubunun hipokampus p-Tau (Ser356) diizeyleri SH ve SHZ gruplarina gore de anlamli
olarak yuksektir (p<0,001).
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Sekil 4.3. Sham ve deney hayvanlarinin p-IRS(Ser612), p-GSK3p(Ser21) ve pTau(Ser356) western blot
sonuglar1. A: Sham ve deney grubu hayvanlarinin total beyin p-IRS-1 (Ser612) degerleri (N = 6) B: Sham
ve deney grubu hayvanlarmin hipokampiis p-IRS-1 (Ser612) degerleri (N=7) C: Sham ve deney grubu
hayvanlarinin total beyin p-GSK3p (Ser-21) duzeyleri (N=7) D: Sham ve deney grubu hayvanlarinin
hipokampis p-GSK3p (Ser-21) duzeyleri (N=8) E: Sham ve deney grubu hayvanlarinimn total beyin p-Tau
(Ser356) dizeyleri (N=6) F: Sham ve deney grubu hayvanlarinin hipokampiis p-Tau (Ser356) dizeyleri
(N=6). Sonuglar ortalama =+ standart hata olarak verilmistir. *, p<0,05; **, p<0,01; *** p<0,001 SH
grubundan farki gostermektedir. #; p<0,05; ##, p<0.01; ###, p<0,001 SHZ grubundan farki gostermektedir.
&, p<0,05 &E, p<0,01; EEE, p<0,001 AH grubundan fark: gostermektedir.

Total Beyin pTau(Ser356)/GAPDH

Hipokampiis pTau(Ser356)/GAPDH
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4.4.7. Total Beyin IDE Diizeyleri

Sham ve deney grubu hayvanlarmin total beyin IDE diizeyleri Sekil 4.4-A’da verilmistir.
Tiim gruplarm total beyin IDE diizeyleri incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlaml1 fark olmadig1 belirlenmistir. AH grubunun total beyin IDE diizeyleri SH
grubuna gdre azalma egilimde oldugu gdzlenmistir. SHZ grubunun total beyin IDE
diizeyleri SH grubuna gore artma egiliminde oldugu goriilmiistiir. SHZ grubunun total
beyin IDE diizeyleri AHZ grubuna gére yiiksek oldugu bulunmustur. AHZ grubunun total
beyin IDE diizeyleri AH grubuna gore artmis oldugu goriilmiistiir. Ancak gruplar

arasindaki bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunamamustir.
4.4.8. Hipokampiis IDE Diizeyleri

Sham ve deney grubu hayvanlarmin hipokampiis IDE diizeyleri Sekil 4.4-B’de verilmistir.
Tiim gruplarin hipokampiis IDE diizeyleri incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark oldugu belirlenmistir [F(3,20)= 47.70, p<0.001]. AH grubunun
(0.723+0.019) hipokampiis IDE diizeylerinin SH grubuna (0.890+0.025) gére anlamli
olarak azaldig1 bulunmustur (p<0,001). SHZ grubunun (1.080+0.031) hipokampiis IDE
diizeyleri de SH grubuna gore anlamli olarak artmustir (p<0,001). Ayrica SHZ grubunun
hipokampiis IDE diizeyleri AHZ grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur
(p<0,001). SHZ grubunun hipokampiis IDE diizeyleri AH grubuna gére anlamli olarak
yiiksek bulunmustur (p<0,001). AHZ grubunun hipokampiis IDE diizeyleri AH grubuna

gore artmis oldugu goriilmiis ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamastir.
4.4.9. Total Beyin NEP Duzeyler

Sham ve deney grubu hayvanlarinin total beyin NEP diizeyleri Sekil 4.4-C’de verilmistir.
Tiim gruplarin total beyin NEP diizeyleri incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark oldugu belirlenmistir [F(3,24)= 12.80, p<0.001]. AH grubunun
(0.281+0.033) total beyin NEP diizeyinin SH grubuna (0.450+0.036) gore anlamli olarak
azaldig1 bulunmustur (p<0,05). SHZ grubunun (0.604+0.048) total beyin NEP dlzeyi ise
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SH grubuna (p<0,05) ve AH grubuna goére anlamli olarak artmustir (p<0,001). AHZ grubu
(0.460+0.024) total beyin NEP diizeyinin AH grubuna goére anlamli olarak artmis oldugu
bulunmustur (p<0,05). Ayrica, SHZ grubunun total beyin NEP diizeyinin AHZ grubunda
anlamli olarak yiiksek oldugu goézlenmistir (p<0,05). SH ve AHZ grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05).
4.4.10. Hipokampus NEP Duzeyleri

Sham ve deney grubu hayvanlarinin hipokampiis NEP dizeyleri Sekil 4.4-D’de
verilmistir. Tiim gruplarin hipokampiis NEP diizeyleri incelendiginde istatistiksel olarak
anlamli fark bulunamamistir (p>0,05). AH grubunun hipokampiis NEP dizeyinin SH
grubuna gore azalma egiliminde oldugu goézlenmistir ancak istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunamamistir. SHZ ile SH grubunun hipokampiis NEP diizeyleri arasinda anlamli
bir fark gézlenmemistir. Ayrica, AHZ grubunun hipokampiis NEP diizeyinin AH grubuna

gore artma egiliminde oldugu bulunmus ancak istatistiksel olarak anlamli bulunamamustir.
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Sekil 4.4. Sham ve deney hayvanlarinin IDE ve NEP western blot sonuglari. A: Sham ve deney grubu
hayvanlarmin hipokampiis IDE degerleri (N=6) B: Sham ve deney grubu hayvanlarmnim hipokampiis IDE
degerleri (N=6) C: Sham ve deney grubu hayvanlarinin total beyin NEP degerleri (N=7) D: Sham ve deney
grubu hayvanlarinin hipokampiis NEP degerleri (N=6). Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir.
* p<0,05; **, p<0,01; *** p<0,001 SH grubundan farki gostermektedir. #; p<0,05; ##, p<0.01; ##,
p<0,001 SHZ grubundan farki gostermektedir. &, p<0,05 &&, p<0,01; &E&, p<0,001 AH grubundan farki
goOstermektedir.

Total Beyin NEP/GAPDH
Hipokampiis NEP/GAPDH

4.5. Davranis Deneyleri Sonuclar
4.5.1. Yeni Nesne Tamima Ayrim indeksi

Sham ve deney grubu hayvanlarinin yeni nesne tanima ayrim indeksi Sekil 4.5-A’da
verilmigtir. Tlim gruplarin yeni nesne tanima ayrim indeksi degerleri incelendiginde
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu belirlenmistir [F(3,40)= 70.28,
p<0.001]. AH grubunun (8.953%2.625) yeni nesne tanima ayrim indeksinin SH grubuna
(56.943£3.504) gore anlamli olarak azaldigi bulunmustur (p<0,001). AHZ grubunun

(75.262+4.032) yeni nesne tanima ayrim indeksi AH grubuna gore anlamli olarak artmigtir
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(p<0,001). Ayrica SHZ grubunun yeni nesne tanima ayrim indeksinin SH grubuna gore

artt1ig1 goriilse de anlamli degildir.
4.5.2. Nesne Konum Ayrim indeksi

Sham ve deney grubu hayvanlarnin nesne konum ayrim indeksi Sekil 4.5-B’de
verilmistir. Tiim gruplarin nesne konum ayrim indeksi degerleri incelendiginde gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu belirlenmistir [F(3,36)= 47.53,
p<0.001]. AH grubunun (10.343£3.437) nesne konum ayrim indeksinin SH grubuna
(49.895+2.633) gore anlamli olarak azaldigi bulunmustur (p<0,001). AHZ grubunun
(55.374£4.567) nesne konum ayrim indeksinin AH grubuna gore anlamli olarak arttigi
gosterilmistir (p<0,001). SHZ grubunun (72.201£4.253) nesne konum ayrim indeksi SH
grubundan anlaml olarak yiiksek oldugu bulunmustur (p <0,01). Ayrica SHZ grubu ile

AHZ grubunun nesne konum ayrim indeksi anlamli bir fark bulunamamastir.
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Sekil 4.5. Sham ve deney gruplarmin hafiza testi sonuglari. A: Sham ve deney grubu hayvanlarinin yeni
nesne tanima ayrim indeksi (N=11) B: Sham ve deney grubu hayvanlarinin nesne konum ayrim indeksi
(N=10). Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir. *, p<0,05; **, p<0,01; *** p<0,001 SH
grubundan farki gostermektedir. #; p<0,05; ##, p<0.01; ###, p<0,001 SHZ grubundan farki gostermektedir.
&, p<0,05 E&, p<0,01; EEE, p<0,001 AH grubundan farki gostermektedir.
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4.6. EEG Analizleri

Sham ve deney gruplarindaki her bir sicanin spontan EEG kayitlar1 analiz edilerek tiim
elektrot bolgelerinden 6lculen delta (0.1-4 Hz), alfa/spindle (8-13 Hz) ve beta (14-29 Hz)
bantlarmdaki giic degerleri belirlenmistir. Ilgili frekans bantlarindaki maksimum giic
degerlerinin ortalamasi ve standart hatalar1 Tablo 4.1.’de verilmistir. Spontan EEG’deki
giic degerlerine 4 kayit bolgesi (Fpl, Fp2, T3 ve T4) x 4 deney grubu (SH, SHZ, AH,
AHZ) olacak sekilde Tekrarlit ANOV A uygulanmistir.

4.6.1. Delta (0.1-4 Hz) Bantlarinin Gii¢ Spektrumu Analizleri

Tekrarh ANOVA testinde gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. Elektrot
bolgesi x grup etkilesiminin anlamli oldugu bulunmustur [F(3,52)= 2.13, p< 0.001]. Post
Hoc Bonferroni testinde sol temporal bélgede SH grubunun delta gii¢ degerinin AH, SHZ
ve AHZ gruplarina gére anlamli diizeyde yiiksek oldugu saptanmistir (p<<0,001).

4.6.2. Alfa (8-12 Hz) Bantlarimin Gii¢ Spektrumu Analizleri

Tekrarli ANOVA testinde gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. Alfa giic
degerlerinin analizi sonucunda kayit elektrot bolgeleri arasinda anlamli bir fark oldugu
goriilmiistiir (p<0,001). Post Hoc Bonferroni testi sonucunda frontal bolgelerde alfa giic
degerlerinin temporal bolgelere gore anlamhi diizeyde artmis oldugu saptanmistir

(p<0,001). Elektrot bolgesi x grup etkilesiminin anlamli olmadig1 bulunmustur (p>0,05).
4.6.3. Spindle (8-12 Hz) Bantlarinin Gii¢ Spektrumu Analizleri

Tekrarli ANOVA testinde gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmustur [F(3,52)=
238.26, p<0.05]. SHZ grubunun spindle gii¢ degerlerinin SH, AH ve AHZ gruplarindan
anlamli olarak biiyiik oldugu goriilmiistiir (p<<0,001). Spindle giic degerlerinin analizi
sonucunda kayit elektrot bolgeleri arasinda anlamli bir fark oldugu goriilmiistiir
(p<0,001). Post Hoc Bonferroni testi sonucunda frontal bdlgelerde spindle giic
degerlerinin temporal bolgelere gore anlaml diizeyde artmis oldugu saptanmustir
(p<0,001). Elektrot bolgesi x grup etkilesiminin anlamli oldugu bulunmustur
F(3,52)=3.94, P<0.05]. Post Hoc Bonferroni testinde tim elektrot bolgelerinde (Fpl, Fp2,
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T3, T4) SHZ grubunun spindle gii¢ degerlerinin SH, AH ve AHZ gruplarindan anlaml1
diizeyde yiiksek oldugu saptanmistir (p<0,01). Ayn1 zamanda sadece sol temporal bolgede
(T3) AH grubunun spindle gii¢ degeri SH ve AHZ grubundan diisiiktiir (p<0,05).

4.6.4. Beta (13-29 Hz) Bantlarinin Gii¢ Spektrumu Analizleri

Tekrarli ANOVA testinde gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. Beta gii¢
degerlerinin analizi sonucunda kayit elektrot bolgeleri arasinda anlamli bir fark oldugu
goriilmiistiir (p<0,001). Post Hoc Bonferroni testi sonucunda frontal bdlgelerde beta guic
degerlerinin temporal bolgelere gore anlamlhi diizeyde artmis oldugu saptanmistir

(p<0,001). Elektrot bolgesi x grup etkilesiminin anlamli olmadigt bulunmustur (p>0,05).
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Tablo 4.1. Sham ve deney gruplarinin tiim elektrot bélgelerinden dlgilen delta (0.1-4 Hz), alfa/spindle (8-
12 Hz) ve beta (13-29 Hz) spontan EEG osilasyonlarinin ortalamalari. Tiim degerler ortalama =+ standart
hata olarak verilmistir (SH grubunda n=14, SHZ grubunda n=13, AH grubunda n=15, AHZ grubunda n=14)
Fp1, sol frontal bolge; Fp2, sag frontal bdlge; T3, sol temporal bolge; T4, sag temporal bolge.

GRUPLAR | DELTA(UV? ALFA (1V2) | SPINDLE (uV?) | BETA (02
SH 1094,80+ 19548 | 8315%11.24 | g6 44417 12 7,350,99
Fpl - I'sHz 1062,89+ 202,85 | (943*1L67 | 116 6541154” | 8,88+1,02
AH 961,02+ 188,85 | 0°12%1086 | 5410410 74% 8,23+0,95
AHZ 1373,71+19548 | 69.99%11.24 | 54 87497 10% 7,83£0,99
SH 856,00+ 147,89 | /L53*1L75 | 567841083 6,03£0,83
FpP2 [ sHz 1038,51+ 15347 | 68:60%1219 | 10081417 24%% | 7,45+0,86
AH 966,61+ 142,87 | 0868 %1135 | 5g 88410 46 8,04+0,80
AHZ 1071,73 + 147,89 | 99251175 | 48 56+10,83% 6,970,83
SH 1557,32+ 144,442 | 1623184 | 133941 75 2,7740,29
T3 ['sHz 738,67 £ 149,89 | 1455191 1 54 1641 g0~ 2,790,30
AH 471,58 + 139,54 | 943+ 1,78 7,87+1,69" % 1,7840,28
AHZ 705,35 + 144,44 | 16,701,841 938347 75##8 | 28840,29
SH 1502,66 +580,52 | 1449179 | 17 7041 83 2,18+0,24
T4 ['sHz 245037 + 602,44 | 1358186 | 55 9541 g0 2,330,25
AH 848,00£560,84 | 1060173 | g7149 77# 1,6140,23
AHZ 011,24 £580,52 | 11089179 | g 474 g3w 1,7240,24

*: SH grubundan farki, #:

SHZ grubundan farki, & AH grubundan farki, y: frontal bolgelerden farki
gostermektedir. *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001, #: p<0,05; ##: p<0,01; ###: p<0,001, &: p<0,05, &&:
p<0,01, &E&: p<0,001
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4.7. Korelasyon Analizi Sonuglarn

4.7.1. Yeni Nesne Tanima Ayrim indeksi ve Hipokampiis p-IRS-1 (Ser612) Seviyeleri
Arasindaki iliski

Yeni nesne tanima ayrim indeksi ile hipokampiis p-IRS-1 (Ser612) seviyeleri arasindaki
iliskiyi degerlendirmek i¢in Pearson korelasyon analizi kullanilmistir. Yapilan analiz
sonucunda yeni nesne tanima ayrim indeksi ile hipokampiis p-IRS-1 (Ser612)
seviyelerindeki degisimler arasinda pozitif bir iligkinin (Pearson r= 0,728, p<0,001, N=28)
(Sekil 4.6-A) oldugu bulunmustur. Korelasyon analizinin sonuglarina gére hipokampus p-
IRS-1 (Ser612) seviyelerinin artigina bagl olarak yeni nesne tanima ayrim indeksinde

anlamli 1yilesmelerin oldugu sonucu ¢ikarilabilmektedir.

4.7.2. Nesne Konum Ayrim Indeksi ve Hipokampiis p-IRS-1 (Ser612) Seviyeleri
Arasindaki iliski

Nesne konum ayrim indeksi ile hipokampiis p-IRS-1 (Ser612) seviyeleri arasindaki
iligkiyi degerlendirmek icin Pearson korelasyon analizi kullanilmistir. Yapilan analiz
sonucunda nesne konum ayrim indeksi ile hipokampiis p-IRS-1 (Ser612) seviyelerindeki
degisimler arasinda pozitif bir iliskinin (Pearson r= 0,720, p<0,001, N=28) (Sekil 4.6-B)
oldugu bulunmustur. Korelasyon analizinin sonuglarina gore hipokampilis p-1RS-1
(Ser612) seviyelerinin artisina bagli olarak nesne konum ayrim indeksinde anlamli

tyilesmelerin oldugu sonucu ¢ikarilabilmektedir.
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Sekil 4.6. Yeni nesne tanima ve nesne konum ayrim indeksleri ile hipokampis p-IRS-1(Ser612) seviyeleri
arasindaki iligki. A: Yeninesne tanima ayrim indeksi ile hipokampiis p-IRS-1 (Ser612) seviyeleri arasindaki
iligki. Pearson korelasyon analizi yeni nesne tamima ayrim indeksi ile hipokampiis p-IRS-1 (Ser612)
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir pozitif artisin olacagimi gostermektedir. B: Nesne konum ayrim
indeksi ile hipokampis p-1RS-1 (Ser612) seviyeleri arasindaki iligki. Pearson korelasyon analizi nesne
konum ayrim indeksi ile hipokampiis p-IRS-1 (Ser612) degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir pozitif
artisin olacagmi gostermektedir.

4.7.3. Yeni Nesne Tamima Ayrim indeksi ve Sol Temporal (T3) Spindle (8-12 Hz)
Giic Spektrumlan Arasindaki iliski

Yeni nesne tanima ayrim indeksi ile sol temporal (T3) spindle gii¢ spektrumlar1 arasindaki
iligkiyi degerlendirmek icin Pearson korelasyon analizi kullanilmistir. Yapilan analiz
sonucunda yeni nesne tammma ayrim indeksi ile sol temporal bdlge spindle giic
spektrumlarindaki degisimler arasinda pozitif bir iliskinin (Pearson r= 0,448, p<0,001,
N=53) (Sekil 4.7-A) oldugu bulunmustur. Korelasyon analizinin sonug¢larina gore sol
temporal bolgede (T3) spindle gii¢ spektrumu seviyesinin artigina bagli olarak yeni nesne

tanima ayrim indeksinde anlamli iyilesmelerin oldugu sonucu ¢ikarilabilmektedir.

4.7.4. Nesne Konum Ayrim indeksi ve Sol Temporal (T3) Spindle (8-12 Hz) Gii¢
Spektrumlan Arasindaki iliski

Nesne konum ayrim indeksi ile sol temporal (T3) spindle gii¢ spektrumlar1 arasindaki
iliskiyi degerlendirmek i¢in Pearson korelasyon analizi kullanilmistir. Yapilan analiz

sonucunda yeni nesne tanima ayrim indeksi ile sol temporal bolge spindle gii¢
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spektrumlarindaki degisimler arasinda pozitif bir iligkinin (Pearson r= 0,433, p<0,01,
N=50) (Sekil 4.7-B) oldugu bulunmustur. Korelasyon analizinin sonug¢larma gore sol
temporal bolgede (T3) spindle giic spektrumu seviyesinin artisina bagl olarak nesne

konum ayrim indeksinde anlamli iyilesmelerin oldugu sonucu ¢ikarilabilmektedir.
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Sekil 4.7. Yeni nesne tanima ve nesne konum ayrim indeksleri ile sol temporal (T3) spindle (8-12 Hz) gii¢
spektrumu arasindaki iliski. A: Yeni nesne tanima ayrim indeksi ile sol temporal (T3) spindle gii¢
spektrumlar1 arasindaki iligki. Pearson korelasyon analizi yeni nesne tanima ayrim indeksi ile sol temporal
(T3) bolge spindle giicii degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir pozitif artigin olacagini gostermektedir.
B: Nesne konum ayrim indeksi ile sol temporal (T3) spindle gii¢ spektrumlar1 arasindaki iligki. Pearson
korelasyon analizi nesne konum ayrim indeksi ile sol temporal (T3) bolge spindle giicii degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir pozitif artisin olacagini gostermektedir.
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5. TARTISMA

Alzheimer hastaliginin patolojik degisiklikleri, klinik semptomlarin ortaya ¢ikmasmdan
20 yil 6nce baslar (Kshirsagar ve ark., 2021). Bu agidan hastaligin erken evrelerinde
goriilen patolojik degisikliklerin arastirilmasi 6nem kazanmaktadir. Bu nedenle
calismamizda, AH patolojisinin erken asamalarinda gézlemlenen benzer degisiklikleri

indiiklemek i¢in i.c.v. ABO uygulamasina dayal1 bir sigan modeli kullanmustir.

Alzheimer hastalarinda siklikla goriilen kilo kaybi, demans semptomlarmin
baslamasindan once bile hastaligin bir isareti olabilir. Hipokampal AP enjeksiyonuyla
olusturulan AH sican modelinde, kilo kaybinin hastaligin erken déoneminin bir 6zelligi
oldugu gosterilmistir (James ve ark., 2014). Alzheimer hastaliginin erken donemini
yansitan ¢alismamizda da AH grubu siganlarin agirlik artisinin SH grubundan anlamli
olarak diisiik oldugu gozlenmistir. Ayni zamanda, AH grubu sicanlarin SH grubuna gore
anlamli diizeyde agirlik kaybi yasadigi sonucuna varilmistir. Literatlrdeki bilgiler ve
calismamizdan elde edilen veriler neticesinde, kilo kaybmin AH'nin erken doneminde

goriilen belirtilerden biri olabilecegi sonucuna varilabiliriz.

Insiilin direncinin veya eksikliginin, AH'nin baslamasina yol agan AP birikimini ve tau
protein fosforilasyonunu degistirebildigi de bilinen bir ger¢ektir (M. K. Song, Bischoff,
ve ark., 2017). Yapilan bir arastirmada hastaligin baslangi¢ evresinde gelisen hiperglisemi
ve hiperinsiilineminin AH'nin erken bir belirteci olabilecegi bulunmustur. Bunun tersine,
ileri diizeyde AH'li hastalarda ise hipoinsiilinemi durumu oldugu bildirilmistir (Craft ve
ark., 1996). Aym1 zamanda, HBB bozuklugu olan hastalarin bile periferik insulin
direncinin gostergesi olan HOMA-IR indeksinin kontrol grubuna gére anlamli diizeyde
yiiksek oldugu gosterilmistir (H. J. Zhao ve ark., 2019). Bu baglamda, periferik glukoz
metabolizmasmin yaygin belirtegleri olarak kullanilan aglik kan sekeri ve serum insiilin
diizeyleri ¢alismamizda Olgiilmiis ve periferik insiilin direnci HOMA-IR indeksiyle
belirlenmistir. Alzheimer hastaliginin erken donemini mimik eden ¢calismamizda da ABO
enjeksiyonu yapilan sicanlarin aglik kan glukoz ve serum insiilin seviyelerinin SH
grubuna kiyasla anlamli Olgiide arttigi gosterilmistir. Ayni zamanda AH grubunun

HOMA-IR indeksi SH grubundan anlamli olarak yiiksek oldugu bulunmustur. Bu
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nedenle, bulgularimiz, periferik insiilin direncinin, erken AH biyobelirteclerinin
patogenezine katkida bulundugunu ve AD'nin patogenezine iliskin i¢cgoriiler ortaya
koydugunu desteklemektedir. Ayni zamanda, kronik periferik hiperinsiilineminin KBB’de
bulunan IR’lerin asag1 dogru regiilasyonuna yol a¢tig1 ve beyne tasman insiilin miktarini
azalttig1 bilinmektedir (Sano ve ark., 2007). Nitekim, periferik hiperinstlinemi durumuna
sahip gOriinen AH'li hastalarin beyin insiilin konsantrasyonlarmin daha diisiik oldugu da
gozlenmistir (Rui, 2014). Calismamizda da AH grubunda gézlemlenen periferik insiilin
diizeyi artiginin aksine hipokampiis insiilin diizeyinin SH grubuna kiyasla anlamli bir
sekilde diistiigli gosterilmistir. Literatiirdeki bilgelerle paralellik gosteren bulgularimiz,
AH'deki kronik hiperinsiilineminin beyindeki insiilin seviyesinin azalmasma neden

olabilecegini kuvvetle 6nermektedir.

Insiilin ve AB’nin ortak bir sekans tanima motifini paylasan amiloidojenik peptitler oldugu
ve APO’larm IR'ye baglanarak reseptoriin fosforilasyonunu inhibe edebilecegi
bilinmektedir (Xie ve ark., 2002). Calismamizda ABO enjeksiyonu yapilarak olusturulan
sican modelinde, ABO’larm insulin sinyal yolagma etkisinin incelenmesi planlanmastir.
Merkezi sinir sisteminde insiilin sinyal yolunun zamana bagl degisimini detayli bir
sekilde aragtiran bir arastirmada hiicre dis1 AP plak olusumunun goriilmedigi hastaligin
erken doneminde total IRS-1 duzeylerinde azalma gorilmesine ragmen IRS-1 Ser612
fosforilasyonunun da azalmis oldugu gosterilmistir. Bu durum, insiilin sinyalini devam
ettirmeye calisan telafi edici bir mekanizma olarak yorumlanmistir ve hastaligin
ilerlemesiyle IRS-1 Ser612 fosforilasyonu giderek arttigi gézlenmistir. Sonug olarak AH
hayvan modellerinde IRS-1’in diizensiz aktivasyonunun oldugu gorilmiistiir (Velazquez
ve ark., 2017). AP plak olusumunun 6ncesini temsil eden ¢alismamizda da total beyin
IRS-1 Ser612 fosforilasyonunun AH grubunda SH grubuna gére anlamli olarak azaldig:
gosterilmistir. Ayrica hipokampus IRS-1 Ser612 fosforilasyonu da AH grubunda azalmis
olmasmna ragmen anlamli bulunamamistir. Bulgularimiz ve daha Onceki sonuclar,
beyindeki azalmis p-IRS-1 Ser612 duzeylerinin AH'nin erken evresinin bir belirteci

oldugunu diistindiirmektedir.

Insiilin sinyal yolagmin devaminda aktiflesen IRS-1 kompleksi, PI3K—PKB/Akt
yolaginm aktive ederek GSK-3f'nin Ser9/21 bolgesini fosforile eder ve GSK-3f
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aktivitesini baskilar (Y. Wang, Yang, ve ark., 2015; Lauretti ve ark., 2020). Calismalarda,
insiilin direnci veya eksikliginin GSK-3f’nin agir1 aktivasyonuna yol acarak (Lauretti ve
ark., 2020) AH'nin baslamasina yol acan AP ve tau protein fosforilasyonunu
degistirebildigi gosterilmistir (X. Li ve ark., 2015). Zira ¢alismamizda da AH grubu
sicanlarda meydana gelen IRS-1 fosforilasyonu degisimi, hipokampiis ve total beyin
bolgelerinde GSK-3p Ser21 fosforilasyon diizeylerinin anlamli olarak azalmasina neden
olmustur. Glikojen sentaz kinaz-3p, tau proteininin mikrotlbillere baglanmasindan
sorumludur (Ahmad, 2013). Bu nedenle, ABO enjeksiyonuna bagli AH hastaliginin erken
donemini mimik eden ¢alismamizda, AB’ya bagl tau toksisitesini yansitan p-Tau Ser356
bolgesi incelenmistir. Tau’nun Ser356 bolgesinden fosforilasyonu mikrotiibiillere tau
baglanmasini azaltir ve tau toksisitesinin artmasinda rol oynar. Bununla birlikte, AH
patolojisinin baslamasina yol agan AB'den kaynaklanan tau toksisitesinin, spesifik olarak
Tau Ser 262/356 bolgesinin fosforilasyonuna bagl oldugu gosterilmistir (Ando ve ark.,
2016). Bu goriisle uyumlu olarak, ¢alismamizda da hipokampus bolgesinde p-Tau Ser 356
diizeyinde anlamli bir artis oldugu, toplam beyin bolgesinde de anlamli olmasa da artma

egiliminde oldugu bulunmustur.

Merkezi sinir sisteminde insulin sinyali, bellegi modiile eden genlerin ekspresyonu igin
gereklidir (Velazquez ve ark., 2017). Dolayisiyla; ¢alismamizda gozlemlenen insiilin
sinyal yolagindaki degisimin bilissel fonksiyonlar iizerinde de degisikliklere neden olmasi
beklenilir. Bu baglamda, hafiza eksikliklerinin yaygin bir belirteci olan yeni nesne tanima
ve nesne konum testleri kullanilmistir. Nesne konum bellegi; kodlama, konsolidasyon ve
bilgiyi geri ¢agirmak i¢in hipokampusa ihtiya¢ duyar (Mumby ve ark., 2002; Haettig ve
ark., 2011). Yakin tarihli bir aragtirmaya gore, ABO enjeksiyonlari, nesne konum ayrim
indeksinde Onemli bir bozulmaya neden oldu. Bu calismada, ABO'larm hipokampal
bagimli iliskisel 6grenme gorevlerinde performanst bozdugu sonucuna varilmigtir
(Rozema ve ark., 2020). Nesne konum ayrim indeksi sonuglarina gére AH grubundaki
hayvanlarin SH grubuna gore anlamli olarak hipokampiis bagimli §grenmelerinin azaldig1
calismamizda gosterilmistir. Yeni nesne tanima testi igin ise insular korteks (Bermudez-
Rattoni ve ark., 2005; Balderas ve ark., 2008), perirhinal korteks (Winters ve ark., 2004;
Winters ve Bussey, 2005; Balderas ve ark., 2008) ve ventromedial prefrontal korteks
(Akirav ve Maroun, 2006) dahil olmak iizere bir dizi farkli beyin bolgesi kritiktir.
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Perirhinal korteks, uzun siireli bellekte konsolidasyonunun gergeklestirilmesi istenen
sinaptik girdilerin hipokampiise iletilecek kismini belirleyen 6nemli bir filtreleme
merkezidir. Dolayisiyla perirhinal korteksin, uzun siireli bellegin konsolide edecegi
bilgiyi belirleyen kritik bir istasyon oldugu sonucuna varabiliriz (Unal ve ark., 2012; Unal
ve ark., 2013). Onceki bir arastirmada, nesne tanima ayrim indeksinin, AB1-42 oligomer
ile tedavi edilen farelerde 6nemli 6l¢iide azaldig1 gosterilmistir (D. H. Kim ve ark., 2016).
Calismamizda da bu bilgi ile paralel olarak yeni nesne tanima testi uygulanan AH grubu
sicanlarm ayrim indeksi sonucglar1t SH grubundan anlamli olarak diisiiktiir. Toplu olarak
bu bulgular, ABO'nun AH'nin baslangicinda beynin insiilin sinyal yolunu degistirerek
hafiza fonksiyonlarin1 bozdugunu ve nihayetinde AH patolojisine katkida bulundugunu
gostermektedir. Bu nedenle AB'y1 bozan proteazlarin diizenlenmesi, AH tedavisi i¢in
mantikli bir terapotik yaklasimi temsil edebilir. Beyindeki AP metabolizmasini esas olarak
diizenleyen iki ana peptidaz Zn*? bagimli NEP ve IDE enzimleridir (Yamamoto ve ark.,
2018). Alzheimer hastaligmin erken evrelerinde IDE (Z. Zhao ve ark., 2007a; Stargardt
ve ark., 2013) ve NEP (Sikanyika ve ark., 2019) diizeylerinin yasla birlikte azaldig1 iyi
bilinmektedir. Calismamizda da AH grubu sicanlarin hipokampiis bdlgesinde IDE
diizeylerinin SH grubuna kiyasla anlamli olarak azaldigi bulunmustur. Total beyin
bolgesinde de anlamli olmasa da diisiis oldugu gosterilmistir. Ayrica AH grubunun total
beyin bolgesi NEP diizeylerinde SH grubuna kiyasla anlamli bir azalisin oldugu
bulunmustur. Hipokampilis bolgesinde benzer azalma goriilmiis ancak anlamlh

bulunamamastir.

Alzheimer hastaliginda Zn*? eksikligi yaygin olarak bildirilen bir durumdur (Roberts ve
ark., 2014; Afkarian ve ark., 2016). Daha 6nceki calismalar, Siklo-Z'nin Zn*? emilimini
artirdigini (Rosenthal ve ark., 2001) ve kilo kontroliinii iyilestirdigini gostermektedir (M.
K. Song ve ark., 2009). Calismamizda da AHZ grubu hayvanlarin agirlik artisimin AH
grubu hayvanlara gore anlamli bir sekilde arttifi ve SH grubundan farkli olmadigi
bulunmustur. Ayrica, Siklo-Z’nin kan sekeri seviyesini diisiirdiigii (M. K. Song ve ark.,
1998; M. K. Song ve ark., 2001; Hwang ve ark., 2003), insiilin duyarliligin1 ve glukoz
toleransini 6nemli 6lgiide arttirdigi da bilinen bir gergektir (Hwang ve ark., 2003; M. K.
Song ve ark., 2003; M. K. Song ve ark., 2005). Calismamizda AHZ grubundaki
hayvanlarm aglik kan sekeri diizeylerinin AH grubuna gore diistiigii, HOMA-IR indeksi
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ve serum insiilin diizeylerinin de anlamli olmasa da diisme egiliminde oldugu
gosterilmistir. Hipokampiis insiilin diizeyleri incelendiginde AHZ grubunda anlamli bir
farklilik bulunamamustir. Bununla birlikte, Siklo-Z uygulanan SHZ grubu siganlarda SH
grubuna kiyasla kilo kaybi egilimi oldugu gdzlenmistir. Bu kilo kayb1 egilimi kismen Zn*?
toksisitesi ile acgiklanabilir. Cinkonun asir1 maruziyet sonrasinda akut ve kronik
toksisitelere neden oldugu bilinen bir gercektir ve Zn*? toksisitesi semptomlarmndan biri
de viicut agirhigi kaybidir. Asir1 Zn*? takviyesinin insanlar icin potansiyel bir risk faktori
oldugu da yapilan ¢alismalarda gosterilmektedir (Yeh ve ark., 2011). Ayni zamanda SHZ
grubunun aglik kan sekeri seviyeleri, serum insiilin seviyeleri ve HOMA-IR indeksi de
SH grubuna gore yiikselmistir. Ayrica, SHZ grubunun hipokampal insiilin seviyesi de SH
grubuna kiyasla diisme egilimi gostermektedir. Cinkonun glukoz homeostazini koruyan
hiicre sinyallemesinde yer alan anahtar molekiilleri aktive ettigi bilinmesine ragmen asir1
miktart da diyabet komplikasyonlarina neden olmaktadir (Bjorklund ve ark., 2020).

Dolayistyla, insan saghgi i¢in vazgegilmez bir unsur olan Zn*?

nin giinde 15-20 mg/giin
tavsiye edilen dozundan (M. K. Song, Bischoff, ve ark., 2017) fazlasi toksisiteye neden
olmaktadir. Calismamizda, Siklo-Z terapétik ajaninin AH hastaligmin erken doneminde
ortaya c¢ikan kilo kaybi, periferik insiilin direnci ve beyin insiilin seviyeleri lizerinde
olumlu bir etkisinin oldugu, ancak saglikli bireylere Zn*? toksisitesine bagli olarak kilo
kaybina, periferik insiilin direncine ve beyin insiilin diizeyinin azalmasina yol agabilecegi

sonucuna varilmistir.

Beyin insiilin direncinin bir gostergesi olarak tanimlanan IRS-1 ’in Ser fosforilasyonunun
hangi bdlgelerden gergeklestigine bagh olarak insiilin sinyalizasyonunu negatif ve pozitif
olarak diizenleyebildigi son zamanlarda ortaya konulmustur. IRS1'in serin rezidiileri
tizerindeki fosforilasyonu, insiilin etkilerini arttirmak veya sonlandirmak i¢in ikili bir rol
oynar. Eger insiilin, IRS-1'i Ser reziduleri Gzerinden fosforile ederse insulin sinyali
duyarsizlasir ve insulin sinyali negatif olarak etkilenir. Aslinda, uzun siireli insiilin
stimiilasyonunun ardindan, IRSI'in, PI3K’in asagi akisinda aktive edilen PKB/Akt
tarafindan Ser rezidiileri iizerinde fosforile edildigi ve bu durumunda insiilin sinyal
yolagmin pozitif olarak diizenlendigi gosterilmistir. Insiilin reseptdr substrat
proteinlerinin PKB/Akt fosforilasyon bolgeleri olarak islev géren dort Ser rezidiisii vardir

ve ¢alismamizda incelenen Ser612 rezidiisii de bunlardan biridir. Insulin sinyalinin uzun
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stireli aktivasyonu sonucu PKB/Akt asir1 eksprese olur ve IRS-1’1 bu Ser bolgelerinden
fosforile ederek Thr defosforilasyon oranini zayiflatir. Bu durum, Thr fosfatazlarmin hizl
etkisinden koruyarak IRS-1’1 fosforile aktif bir formda tutar ve insiilin sinyallerinin pozitif
bir geri besleme mekanizmasi olarak hareket etmesini saglar (Paz ve ark., 1999; Gual ve
ark., 2005). Calismamizda da Siklo-Z tedavisi alan AHZ grubu siganlarm hem
hipokampiis hem de total beyin bolgelerinde p-1RS-1 Ser612 diizeylerinin AH grubundan
anlamli olarak artmis oldugu bulunmustur. Benzer sekilde SHZ grubu sigcanlarin da p-IRS-
1 Ser612 seviyelerinin hipokampiis bolgesinde anlamli olarak arttigi, total beyin
bolgesinde de artma egiliminde oldugu bulunmustur. Daha sonra insiilin sinyal yolunda
IRS-1 fosforilasyonunu takip eden p-GSK-3f Ser21 seviyelerinin degisimi incelenmis ve
AHZ'ye kars1 AH'de hipokampus ve toplam beyin bolgelerinde anlamli bir artis oldugu
bulunmustur. Ayrica, SHZ grubunun p-GSK-3p Ser-21 diizeyleri incelendiginde SH
grubuna goére hipokampiis ve total beyin bolgesinde de artma egiliminde oldugu
gosterilmistir. Cinkonun insiilin sinyal iletimini kolaylastirarak insiilin benzeri etkiler
gosterdigi ¢ok iyi bilinmektedir (Miao ve ark., 2013). Bu etkileri de biyik 6lcide
PKB/Akt sinyalizasyonunun aktivasyonuna baglhdr (Sun ve ark., 2018) ve Zn*2
takviyesinin hem konsantrasyon hem de zamana baghi bir sekilde PKB/Akt
fosforilasyonunu indlkledigi kanitlanmistir (Y. Wang ve ark., 2009; Gao ve ark., 2015;
Y. Zhao ve ark., 2015). Bu nedenle, hem AH grubu siganlara hem de saglikli sicanlara
uygulanan Siklo-Z uygulamasinin, beyin insiilin yolu iizerinde faydali bir etkiye sahip

oldugu gozlenmistir.

Siklo-Z tedavisinin ABO ve tau protein fosforilasyonu tizerine etkileri de incelenmistir.
Siklo-Z tedavisi alan AHZ grubunun AH grubuna gére ABO diizeylerinin her iki bolgede
de anlamli olarak azalttigi ve SH grubundan farkli olmadigi bulunmustur. Alzheimer
hastalarina uygulanan Siklo-Z tedavisinin ABO seviyeleri tizerinde gosterdigi bu olumlu
etki tau p-Ser356 diizeylerinde gbzlenmemistir. Bu durum, AH'nin patofizyolojisinde
onemli bir rol oynadigi bilinen artan p-Tau Ser356 seviyelerinde baska olasi
mekanizmalarm rol oynayabilecegini disiindiirmektedir. GSK-3pB ve protein fosfataz 2A
(PP2A), tau hiperfosforilasyonunu kontrol eden 6nemli enzimlerdir. Bu iki enzim

arasindaki iligki ve bunun tau hiperfosforilasyonu {izerindeki etkisi heniiz tam anlamiyla
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anlagilamamustir. Yapilan bir ¢alismada, GSK-33 ve PP2A'nin birbirlerini diizenledigi ve
tau fosforilasyonunu dogrudan ve dolayli olarak birbirlerinin modiilasyonu yoluyla
diizenledigi bulunmustur. PI3K-Akt aktivasyonundan kaynaklanan GSK-3B'nin
inaktivasyonunun PP2A inaktivasyonuna yol acarak tau hiperfosforilasyonuna neden
oldugu gosterilmistir. Spesifik olarak, GSK-3B’y1 hedeflemenin PP2A'ya duyarli
bolgelerden biri olan Ser262/356°da tau fosforilasyonunun artmasina neden olabilecegi
bu calismada ortaya konulmustur. PP2A, 6zellikle tau'nun anormal hiperfosforilasyonu
icin gerekli bdlge olan Ser262/356 bolgesinde tau fosforilasyonunun ana diizenleyicisidir.
Bu nedenle, tau patolojisi i¢cin gerekli olan Ser262/356 bolgesinin PP2A’ya spesifik
oldugu ve tau patolojisi i¢in terapotik hedef olarak PP2A'nin ele alinmasi 6nerilmistir (Y.
Wang, Yang, ve ark., 2015). Nitekim bizim ¢alismamizda da Siklo-Z terapétik ajaninin
AHZ grubunda GSK-3B aktivitesini azaltmasina ragmen p-Tau Ser356 seviyesini
azaltamadig1 bulunmustur. Siklo-Z ajaninin AHZ grubunda APO seviyesini azalttigi
bulunsa da SHZ grubunun ABO diizeylerinin hem hipokampiis hem de total beyin
bolgelerinde SH grubuna kiyasla anlamli 6l¢iide arttig1 gosterilmistir. Saglikli siganlara
uygulanan Siklo-Z ajaninm ABO seviyelerine olumsuz etkisi oldugu bulunmustur. In vitro
fizyolojik kosullar altinda Zn*? iyonlarmin varliginda AP peptitlerinin agregasyonunun
hizla indiiklenebilecegi ve Zn*? iyonlarmm AP birikintileri ile birlikte yerlestigi
bilinmektedir. Fibrilasyonun olusmas1 icin gerekli olan Zn*? konsantrasyonu tartismali
olmakla birlikte, AP agregasyonunda 6nemli bir rolii oldugu kesindir (Watt ve ark., 2010).
Ayn1 zamanda, yliksek Zn*? iyon konsantrasyonlarmm AP agregasyonunu ve tau protein
modifikasyonuna neden oldugu da bilindigi i¢in (Kabir ve ark., 2021) saglikli siganlara
uygulanan Siklo-Z tedavisinin APO seviyesini arttirmasi sasirtict degildir. Siklo-Z
ajaninin SHZ grubu p-Tau Ser356 diizeylerini arttrma egilimi gosterdigi bulunsa da
anlaml1 degildir. Dolayisiyla, SHZ grubunda gozlemledigimiz gibi agir1 Zn*? takviyesinin

Alzheimer benzeri toksisitelere neden olabilecegi diistiniilmektedir.

Ayn1 zamanda, Siklo-Z tedavisinin bilissel islevler {lizerindeki etkisini incelemek i¢in
davranis testleri kullanilmistir. Calismamizda yeni nesne tanima testi uygulanan AHZ
grubu sicanlarin ayrim indeksi sonuglarmin AH grubuna gore anlamli olarak yiiksek

oldugu gosterilmistir. Benzer sekilde, SHZ grubu hayvanlarin yeni nesne tanima ayrim
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indekslerinin de artma egilimi gdsterdigi belirtilmistir. Ayn1 zamanda yeni nesne tanima
ayrim indeksinin hipokampiis bolgesindeki p-IRS-1 Ser612 duzeyleri ile pozitif bir
korelasyona sahiptir iliskinin (Pearson r= 0,728, p<0,001, N=28). Benzer sekilde, AHZ ve
SHZ grubunun nesne konum ayrim indeksleri sirastyla AH ve SH grubuna gore anlamli
derecede yuksektir. Ayn1 zamanda hipokampus bolgesindeki p-IRS-1 Ser612 seviyeleri
ile nesne konum testi ayrim indeksi arasinda pozitif bir iligki vardir (Pearson r= 0,720,
p<0,001, N=28). Bulgularimiz, artan p-IRS-1 Ser612 seviyelerinin biligsel islev
bozukluklarint 1yilestirdigini gosteren bir calisma ile parallelik sergilemektedir
(Tanokashira ve ark., 2019). Aym1 zamanda, AB'y1 parcalayabildigi bilinen IDE ve NEP
enzimleri (Shirotani ve ark., 2001) Uzerinde Siklo-Z ajanmnin etkisi ¢aligmamizda
incelenmistir. Calismamizda Siklo-Z tedavisinin AHZ grubunun total beyin NEP
seviyesini AH grubuna gére anlamli olarak arttirdig1 ve hipokampal IDE seviyesinin de
arttirma egiliminde oldugu bulunmustur. Ayn1 zamanda, SHZ grubunun hipokampal IDE
ve total beyin NEP enzim seviyesi SH grubuna gore anlamli olarak artmistir. Bu

enzimlerinin hem gen ekspresyonlar1 hem de aktiviteleri icin Zn*?'

ye ihtiya¢ duydugu
bilinmektedir (Watt ve ark., 2010), bdylece Zn*? takviyesi AB'yi par¢alayan bu enzimlerin
sentezini indukleyebilir (Lifshitz ve ark., 2013). Calismamiz sonucunda daha 6nceki
calismalarda hiicre i¢i IDE miktarmi arttirdign bilinen tedavi edici ajan Siklo-Z'nin
(Hwang ve ark., 2003; M. K. Song ve ark., 2003) NEP miktarina etkisi oldugu ortaya

konulmustur.

Biriken kanitlar, Ap maruziyetinin presinaptik ve postsinaptik sinapslarda degisikliklere
neden oldugunu ve tau birikimlerinin sinaptik iletim bozuklugunda etkili oldugunu ve
sinirsel sinaptik ag dinamiklerini bozdugunu gostermektedir (Miyauchi ve ark., 1994;
Brunovsky ve ark., 2003). Ayrica, ABO'larn AP yapilar1 arasinda en patolojik oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle, ketamin anestezisi altinda yiliksek zamansal ¢oziiniirliige sahip
olan EEG teknigi ile ABO'larin sinir ag1 dinamikleri ve degisiklikleri izerindeki etkilerini
arastirdik. Ketamin, rekabetci olmayan bir NMDAR antagonistidir. Ketamin anestezisi
altinda spontan EEG'nin uyku EEG modellerini taklit ettigi (Lazarewicz ve ark., 2010) ve
AH patofizyolojisinin uyku fizyolojisini belirgin sekilde bozdugu iyi bilinmektedir
(Ladenbauer ve ark., 2017). Uyku swrasinda olusan kortikal yavas salinimlar,

talamokortikal spindle aktivitesi ve bunlarin zamansal koordinasyonu, hafiza olusumu
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icin kritik kabul edilmektedir. Uyku, metobolik ihtiyacin karsilanmasi fonksiyonunun
yani sira, hipokampiisteki gecici depodan neokorteksteki kalici depoya bellek transferinde
de dnemli bir rol oynar. Spesifik olarak, EEG ile dlgiilebilen yavasg salinimlar ve spindle

aktiviteleri bellek icin kritiktir (Ladenbauer ve ark., 2017).

Hastaligin erken evrelerinde, AP plaklarinin birikmesinden 6nce beyin dalgalarinin
oligomerik AP varliginda yavas dalga bozuklugu gosterdigi bulunmustur (Y. F. Lee ve
ark., 2020). Ayn1 zamanda, yiiksek tau birikiminin azalan delta giicii ile iliskili oldugu
gosterilmistir (Lucey ve ark., 2019). Calismamizda sol temporal bolgede AH, SHZ ve
AHZ gruplarinda delta gilic degerlerinin SH grubuna gére anlamli diizeyde azaldigi
saptanmustir. Siklo-Z uygulamasi, AHZ grubunda uyku delta spektral giiciinii arttirsa da
anlamli olmadig1 sonucuna varilmistir. SHZ grubunda gézlemlenen anlamli azalis ABO

ve Zn*? toksisitesine bagh tau patolojisi ile iliskilendirilmistir.

Noroplastisiteye kritik bir sekilde bagli olan karakteristik uyku salinimi, spindle
aktivitesidir. Talamusun retikiiler ¢ekirdeginde {iretilirler ve kortiko-talamik donguler
yoluyla eksprese edilirler. Alzheimer hastaliinda uyku spindle ekspresyonunda ve
spindle yogunlugunda azalma oldugu saptanmustir (Mander, 2020). Ayrica, AH
patolojisinin APP/PS1 Tg kortikal spindle giiclinlin anlamli olarak zayiflattigi da
gosterilmistir (Zhurakovskaya ve ark., 2019). Cesitli uyku elektroensefalografi aktiviteleri
arasinda, uyku spindle aktivitesi AH i¢in bir biyobelirte¢ olma potansiyeline sahip spesifik
bir elektroensefalografik ritim olarak dnerilmektedir (Weng ve ark., 2020). Calismamizda
da sol temporal bolgede AH spindle gii¢ degerlerinin SH ve AHZ’den anlamli olarak
diistik oldugu bulunmustur. Dolayisiyla azalan sol temporal bdlge spindle gic
spektrumunun AH h