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OZET

Diyabet Modeli Olusturulmus Sican Hipokampusiinde Alzheimer Tiskili
ADAMTS4, TIMP3, RELN, BCAN Genlerinin Ekspresyon Profillerinin
Incelenmesi

Tip 2 Diyabet (T2D), insiilin sekresyonunda bozukluk ya da insiilin etkisine
karsi diren¢ veya her iki durumun bir arada bulunmasi ile karakterize metabolik
bir hastahiktir. Alzheimer hastaligi, norodejeneratif ve noropsikiyatrik
bozukluklara sebep olan ilerleyici ve geri doniisiimsiiz bir beyin hastahgidir.
Alzheimer hastali@1 ve Tip 2 Diyabet endiistrilesmekte olan iilkelerde ¢ok fazla
sayida insam etkileyen ve dejeneratif siireclerinde ortak molekiiler mekanizmalar
yer alan hastahiklardir. Bu baglamda calismamizin amaci, yiiksek yagh diyet
(HFD) ve streptozotosin (STZ) enjeksiyonu ile tip 2 diyabet modeli gelistirdigimiz
ratlarda, beyin ekstraseliiler matriks molekiillerini kodlayan Alzheimer hastahg:
patofizyolojisi ile de iliskili oldugu diisiiniilen ADAMTS4, TIMP3, RELN, BCAN
genlerinin ekspresyon seviyeleri incelenmesidir.

Toplamda 40 rat, HFD+STZ (10), HFD (10), STZ (10), Kontrol (10) olmak
iizere 4 gruba ayrildi. 20 haftalik deney siiresi boyunca tiim ratlarin agirhk ve kan
glikoz seviyeleri kaydedildi, insiilin tolerans testi yapildi. Deney siiresi sonunda
ratlarin hipokampusleri izole edildikten sonra bir kismindan Real time PCR
yontemi ile gen ekspresyonu seviyeleri belirlenirken, diger kismu ile histopatolojik
incelemeler yapildi.

Calisma sonuclarimiza gore, deneysel tip 2 diyabet modeli ratlarda
histolojik incelemede plak benzeri yapilara rastlanmirken, molekiiler incelemelerde
ADAMTS4, TIMP3, RELN, BCAN genlerinin ekspresyon seviyeleri HFD+STZ ve
STZ gruplarinda kontrole kiyasla azalmisken, HFD grubunda inhibitor TIMP3
haric ekspresyon seviyeleri artmistir.

Sonu¢ olarak, bu genlerin, T2D ve Alzheimer hastalik orgiisiinde hangi
asamada nasil bir rol oynadiklarina dair yorum yapilabilmesi ve bu hastaliklarin
onlenmesi, tedaviye yonelik yeni yaklasimlar benimsenebilmesi icin daha fazla
calisma yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Sozciikler: Tip 2 diyabet, Alzheimer Hastahgi, ADAMTS4 geni, TIMP3
geni, RELN geni, BCAN geni.
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ABSTRACT

Investigation the Expression Profiles of Alzheimer Associated Genes,
ADAMTS4, TIMP3, RELN, BCAN in the Hippocampus of Experimantal Diabetic
Model Rats

Type 2 diabetes (T2D) is a metabolic disorder characterized by a disorder
in insulin secretion or resistance to insulin action or a combination of both
conditions. Alzheimer's disease is a progressive and irreversible brain disease that
causes neurodegenerative and neuropsychiatric disorders. Alzheimer's disease and
type 2 diabetes are diseases that affect a large number of people in industrialized
countries and involve common molecular mechanisms in degenerative processes.
The aim of our study is to investigate the expression levels of ADAMTS4, TIMP3,
RELN, BCAN genes, which encode the extracellular matrix molecules and are
thought to be related to the pathophysiology of Alzheimer's disease, in rats that we
developed type 2 diabetes model by injection of high fat diet (HFD) and
streptozotocin (STZ).

In total, 40 rats were divided into 4 groups as HFD + STZ (10), HFD (10),
STZ (10), and Control (10). Weight and blood glucose levels of all rats were
recorded and insulin tolerance test was performed. At the end of the experimental
period, hippocampus was isolated from the rats and a part of them were used for
gene expression analysis by Real time PCR, and other parts were used for
hystological analyses.

According to our results, plaque-like structures were found in histological
examination of experimental type 2 diabetes model, in molecular studies,
expression levels of ADAMTS4, TIMP3, RELN, BCAN genes were decreased in
HFD + STZ and STZ groups compared to control, whereas expression levels
except inhibitor TIMP3 were increased in HFD group.

As a result, for understanding the role of these genes in the T2D and
Alzheimer's disease and for preventing the diseases and for adopting new
approaches to treatment, further studies are to be done.

Keywords: Type 2 diabetes, Alzheimer Disease, ADAMTS4 gene, TIMP3 gene,
RELN gene, BCAN gene.
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1. GIRiS

Yeterli insiilin {retilemediginde ve/veya insiilinin biyolojik etkinliginde
meydana gelen azalma sonucu gelisen insiilin direnci nedeniyle organizmanin temel
biyomolekiillerden yeterince yararlanamadigi Diabetes Mellitus (DM), kronik bir
metabolizma hastaligidir'.

Diyabet gelismislik diizeyi ile iligkili olmayip sagliksiz beslenme ve sedanter
yasam sonucu kiiresel ve toplumsal felakete doniismektedir. Uluslar arasi Diyabet
Federasyonu’nun 2017 yilinda yayinladigi diyabet atlasima gore, diinyada 425
milyondan fazla insan diyabetli ve bu insanlarin iicte biri 65 yas istlii bireylerden
olusuyor ve diinyadaki diyabetli birey sayisinin 2045 yilinda %48 oraninda artarak 629
milyona ulasacag: diistiniiliiyor”.

Amerikan Diyabet Birligi (American Diabetes Association [ADA]) 1998 yilinda
diyabeti, 4 genel kategoride toplamustir®. Bunlardan Tip 2 diyabet, patolojisinde hala
karanlik noktalar olan, tiim diyabet olgularinin %90-95°ni olusturan, nisbi insiilin
eksikligi ve insiilin direnci goriilen, genellikle orta yas ve sonrasinda ortaya ¢ikan ve
yaslanma ile goriilme olasiligi artan bir diyabet tipidir. Glinlimiizde beslenme
aligkanliklar1 ve yasam tarzinin degismesi ve artan obezite oranlari nedeniyle ¢ocukluk

ve ergenlik dénemlerinde de tip 2 diyabet siklig1 artmaktadir'>'

. Tip 2 diyabet, insiilin
sekresyonunda bozukluk ya da insiilin etkisine karsi diren¢ veya her iki durumun bir
arada bulunmasi ile, hiperglisemiyle karakterize metabolik bir hastaliktir'®.

Tip 2 diyabet patofizyolojisinde, insiilin duyarlilifinda azalma, pankreas beta
hiicrelerinin fonksiyon bozuklugu sonucu insiilinin yetersiz salgilanmasi, karacigerde
glikoz tiretiminde artis meydana gelir'®. Insiilinin biyolojik etkinligi i¢in, pankreas beta
hiicrelerinden salinip, portal ven araciligi ile sistemik dolasima katilmasi, dolasimdan
dokular aras1 bosluga gecmesi ve hedef dokularin hiicre yiizey reseptorlerine
baglanmasi ve hormonal etkinlik i¢in bir seri post reseptor olay1r baslatmasi
gerekmektedir'®. Insiilin direnci durumunda, daha fazla insiilin gerekir ve glikozun
hiicre i¢ine alinmasinin azalmasi veya kaybolmasi durumunda kan glikoz seviyesinin
artmasit sonucu insiilin sekresyonu uyarilir, hiperglisemi ve hiperinsiilinemi meydana
gelir. Insiilinin karaciger, kas ve yag doku gibi hedef dokulardaki etkilerine kars1 direng

meydana gelir, hepatik glikoz sentezi artar. Kas ve yag dokusuna insiilin aracili glikoz



girisi azalir'®?’. Tip 2 diyabetli obez bireylerin yaklasik %90’minda insiilin direnci
oldugu belirlenmistir. Obez bireylerde insiilin direnci gelisiminin, diyabet ortaya
¢ikmadan ¢ok daha nce meydana geldigi gozlenmistir®'.

Biiyiik 0lcekli epidemiyolojik c¢alismalar tip 2 diyabet i¢in en Onemli risk
faktoriiniin  obezite oldugunu gostermistir’’. Bati toplumlarinda obezite oranmnin
dramatik bir artis sergiledigi, bununla birlikte obezite ile iligkili hastaliklarin oraninda
artis oldugu ve hatta bazi bilim adamlar1 tarafindan obezitenin insan 1rki fenotipini
yavag yavas degistirdigi one siiriilmektedir. Obezite, her gegen giin daha fazla kalori
alim1 sonucu, kronik kalori alim1 dengesizliginin sebep oldugu asir1 viicut agirhigr ile
karakterize bir durum olarak tanimlanir’>>*,

Tip 2 diyabet gelisiminin anlagilmasi, 6nlenebilmesi ve antidiyabetik ajanlarin
gelistirilebilmesi konusunda bilim diinyasinda bu ama¢ dogrultusunda rodent modelleri
sikca kullanilir. Bu modeller, genetik olarak uyarilan spontan diyabet modelleri ve
deneysel olarak uyarilan spontan olmayan diyabet modelleri seklindedir. Deneysel
olarak uyarilan tip 2 diyabet rodent modellerinden bir tanesi de HFD-STZ modelde, ilk
sahneyi yiiksek yagh diyet ve diisiik doz STZ ise daha kisa siirede diyabet patolojisi
gelistirmek i¢in kullanilir. HFD ile insiilin direnci gelisimi, STZ ile de kismi pankreatik
yikim saglayarak hizli sekilde T2D modeli gelistirmek amaglantyor®”.

Alzheimer hastalig1 nérodejeneratif ve ndropsikiyatrik bozukluklara sebep olan
ilerleyici ve sinir sistemini yozlastirici, geri doniislimsiiz bir beyin hastalig1 olup,
hastaligin patolojisinde amiloid plaklar ve noérofibriller yumaklarin varhig ile
karakterizedir. Demansin en yaygin sebebi olup, tiim demans vakalarinin yaklasik %60-
80°’ni olusturur ve insan Omiir uzunlugunun artmasi ile birlikte yasli populasyondaki
artis sonucu 2050 yilina kadar her 85 kisiden birinde Alzheimer hastaligt meydana
gelmesi beklenmektedir®.

Alzheimer hastalig1 ve tip 2 diyabet endiistrilesmekte olan tilkelerde ¢ok fazla
sayida insani etkileyen ve dejeneratif siireclerinde ortak molekiiler mekanizmalar yer
alan hastaliklardir. Diyabetin gelisimi ile ilgili molekiiler defektler, Alzheimer
hastaligi1 da iceren tiim demans tiplerinde demans gelisim riskini 2-3 kat
arttirmaktadir™’. Bu ortak molekiiler mekanizmalar sunlardir; insiilin ve insiilin
reseptorlerinde bozukluk, amiloid peptidler, NFT ve hiperfosforile tau proteini, Protein

Kinaz B (PKB/Akt) ve Glikojen Sentaz Kinaz 3 (GSK3), ileri glikasyon son iirlinleri



(AGE) ve O-bagli N-asetil Glukozamin (O-GlcNAc), IDE (Insulin Degrade Eden
Enzim), ApoE4, oksidatif stres ve inflamasyon, kan beyin bariyeri hasar1 (KBB),
obezite ve serbest yag asitleri™.

Ekstraseliiler matriks (ESM) molekiilleri, beyinde ekstraseliiler boslugu
dolduran, yetiskin beyin hacminin yaklagik %20’ sini olusturan, ndronal gelisme,
plastisite ve patofizyolojide 6nemli rol oynayan molekiillerdir. Noronlarin yiizeyini
cevreleyen retikiiler formasyona sahip perindronal aglarin yapisinda bulunan
lektikanlar, MSS spesifik brevikan, norokan, agrekan (kikirdakta bol miktarda bulunur),
versikan (bazal membran ve kan damarlarini iceren tiim dokularin yakininda bulunur)
icerir. Bu molekiiller, diger ECM komponenetleri ile etkilesimde ve dogru hidrodinamik
yapilanmanin devamliliginin saglanmasini saglayip, yaralanmalar sonrasi iyilesme
siirecinde ve hastalik proseslerinde ¢ok dnemli rol oynarlar. Merkezi sinir sisteminde
(MSS) uygun miktar ve lokasyonda bulunan kondroit siilfat proteoglikanlarinin
korunmasi, beyindeki fonksiyonlarin dogru bir sekilde yerine getirilmesi ve muhtemelen
néronal Sliim ve hayatta kalma arasinda ki dengenin kurulmasim da etkiler®®®”.

Lektikanlar, proteoglikanlar ve diger matriks proteinleri iizerinde segici rol
oynayan ekstraseliiler proteaz aileleri ADAMTS (a disintegrin and metalloproteinase
with thrombospondin motifs) ve inhibitorleri vardir. MSS’ de matriks proteinlerinin
miktarindaki degisiklikleri meydana getiren bu proteazlar noronal aktiviteyi diizenlerler.
Ekstarseliiler matriks kompozisyonunda ve voliimiinde yasa bagh degisiklikler, en
yaygin goriillen norodejeneratif hastaliklardan birisi olan Alzheimer hastaliginin
baslangici ve gelisiminde en 6nemli parametrelerden biridir. En son yapilan ¢aligmalara
gore ekstraseliiler matriks ve proteazlari, hafiza, 6grenme ve plastisitenin en 6nemli
regiilatorleridir®,

Yapilan bu calismada, yiiksek yagl diyet ve streptozotosin enjeksiyonu ile tip 2
diyabet modeli gelistirdigimiz ratlarda, beyin ekstraseliiler matriks molekiillerini
kodlayan Alzheimer hastaligi patofizyolojisi ile de iliskili oldugu diisiiniilen
ADAMTS4, TIMP3, RELN, BCAN genlerinin ekspresyon seviyeleri incelenmistir.



2. GENEL BILGI

2.1. Diabetes Mellitus

2.1.1. Tamim ve Epidemiyolojisi

Diabetes Mellitus, pankreas tarafindan yeterli insiilin liretilemediginde ve/veya
insiilinin biyolojik etkinligindeki defektler sonucu meydana gelen insiilin direnci
nedeniyle organizmanin karbonhidrat, yag ve proteinlerden yeterince yararlanamadigi
stirekli tibbi bakim gerektiren kronik bir metabolizma hastaligidir. Diyabette goriilen
kronik hiperglisemi, uzun donemde viicudun c¢esitli organlarinda, ozellikle goz,
bobrekler, sinirler ve kan damarlarinda fonksiyon bozukluklarina neden olur'.

Diyabet artik refah diizeyi ile iligkili olmayip, hizli kentlesme, sagliksiz diyetler
ve giderek artan hareketsiz yasam sonucu kiiresel ve toplumsal felakete donlismektedir.
International Diabetes Federation’nin (IDF) 2017 yilinda yayinladigi diyabet atlasina
gore, diinyada 425 milyondan fazla insan diyabetli ve bu insanlarin ticte biri 65 yas iistii
bireylerden olusuyor. 20 yasin altindaki cocuk ve ergenlik ¢agina girmis tip 1 diyabetli
kisi sayisinin ise, 1 milyonu astig1 tahmin ediliyor. Eger herhangi bir 6nlem alinmazsa,
diinyadaki diyabetli birey sayisinin 2045 yilinda %48 oraninda artarak 629 milyona
ulasacag: diisiiniiliiyor”.

Tim diinyada 20-79 yas araliginda yaklasik 4 milyon insanin 2017 yilinda
diyabet ve komplikasyonlar1 nedeniyle 61diigii bildirilmistir. Ayn1 zamanda 20-79 yas
araliginda diyabet kaynakli 6liimlerin oraninin yaklasik %46.1’ini 60 yas alt1 bireyler
olusturmaktadir. Diyabetten dolayr oOlenlerin oraninin enfeksiyon hastaliklar
(HIV/AIDS; 1.1 milyon, tiiberkiiloz; 1.8 milyon, malarya; 0.4 milyon) sebebiyle
6lenlerden daha yiiksek oldugu rapor edilmistir’.

2017 yili  saghk masraflari1 degerlendirlidiginde, diyabet ve ilgili
komplikasyonlarin tedavisi i¢in yapilan saglik harcamalari, 2015 yilinda yapilan
istatistige kiyasla %8 oraninda artmis oldugu ve 727 milyar dolara ulastig1 bildirilmistir.
Bu durum, iilkelerin sosyo ekonomik gelisimine biiyiik bir yiik getirmektedir™’.

IDF 6. Diyabet atlasina gore (2013), Tiirkiye Avrupa’ da diyabetin en yliksek
oranda goriildiigli ilk bes lilke arasinda 3. Sirada yer alirken, IDF 8. Diyabet atlasi
(2017) verilerine gore de 2045 yilinda 629 milyona ulagsmasi beklenen diyabetli birey



niifusunun 11.2 milyonunu Tiirkiye’ de ki diyabetli bireylerin olusturacagi ve bu niifusa
katkida bulunan ilk 10 iilke arasinda yer alacagi rapor edilmistir™*. Ulkemizde 1997-
1998 yillar1 arasinda yapilan Tiirkiye Diyabet, Obezite ve Hipertansiyon
Epidemiyolojisi (TURDEP-I) ¢alismasinda 20 yasin altinda 24.788 kisi incelenmis ve
diyabet oran1 %7.2, bozulmus glikoz toleransi (BGT) %6.7 bulunmustur. 2010 yilinda
yapilan TURDEP-II calismasina gore incelenen 26.499 kiside Tiirkiye ‘de ki diyabet
oran1 12 yillik siiregte %90°lik bir artig gostererek %13.7° ye, BGT orani ise %108

oraninda artarak %13.8” e yiikselmistir.™®.

2.1.2. Tam Kriterleri

Diyabetin erken tanisi uzun doénemde ortaya cikabilecek komplikasyonlarin
Onlenmesini amaglar. Diyabet i¢in tani kriterleri 1979 yilinda National Diabetes Data
Group (NDDG) ve 1985 yilinda (World Health Organization) WHO Onerilerine gore
diizenlendi. Daha sonra bu kriterler revize edildi. Hemen hemen her yil yeni literatiir
bilgileri taranarak diyabet i¢in tani kriterlerinin giincel kalmasi saglanmaktadir. Son

yillarda kabul edilen kriterler ¢izelge 1’ de verilmistir.

Cizelge 1. Diyabet igin tani kriterleri’

1. Diyabetin klasik semptomlar1 poliuri, polidopsi, kilo kayb1 gibi klasik bulgulara
ek olarak, herhangi bir zamanda o6lgiilen plazma glikoz konsantrasyonunun 200

mg/dl (11,1 mmol/l) veya daha iizerinde olmasi.

2. En az 8 saat aclik sonrasinda Slgiilen plazma glikoz seviyesinin 126 mg/dl (7,00

mmol/dl) veya lizerinde olmasi.

3. WHO tarafindan tanimlanan Oral Glikoz Tolerans Testinde (OGTT), 75g glikoz
oral yolla verildikten sonra, 2. saat Ol¢ililen plazma glikoz degerinin > 200 mg/dl

(11.1 mmol/l) olmasi.

HbAlc (glikolize hemoglobin), 2-3 aylik siirecteki ortalama kan glikoz
seviyesini yansitmasi nedeniyle kronik hiperglisemi i¢in marker olarak kullanilir.
Onceden kabul edilen tami kriterlerinde HbAlc testi standardizasyon eksikliginden

dolay1 kullanilmazken, pek ¢ok epidemiyolojik caligma sonuglart degerlendirildikten



sonra, Uluslararas1 Uzman Komite ‘nin de tavsiyesi ilizerine tanida kullanilmaya
baslandi''. Amerikan Diyabet Birligi tarafindan 2010 yilinda revize edilen Diyabet ve

bozulmus glikoz regiilasyonu icin yeni tani kriterleri Cizelge 2’ de yer almaktadir.

Cizelge 2. Diyabet ve bozulmus glikoz regiilasyonu igin yeni tan1 kriterleri''.

E E L. s E L Fle £ 28| B
Tan et = $C3iEciiEiiis s
2 =) @/ s = R é o 3 M \Q/ o g g a
APG
<100 100-125 100-125 >125
(Aglik plazma glikoz <100 mg/dl
) mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl
diizeyi)
OGTT
<140 <140 140-199 140-199 >200
(Oral Glikoz Tolerans
mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl mg/dl
Testi)
HbAlc >%6.5

2.1.3. Smmiflandirilmasi

Diyabetin klinik olarak kontrol altina alinabilmesi, epidemiyolojik ve klinik
arastirmalar yapilabilmesi i¢in diyabetin ¢esitli bicimlerini tanimlamak amaciyla uygun
bir siniflandirma sistemine gereksinim duyulmustur. Bu dogrultuda ilk kez 1979 yilinda
National Diabetes Data Group tarafindan yaymlanan ve 1980 yilinda World Health
Organization Expert Committe tarafindan onaylanan siniflandirmada diyabet; insiiline
bagiml diyabet (IDDM), insiiline bagimli olamayan diyabet (NIDDM) ve diger tipler
olmak iizere tice ayrilmistir’. Amerikan Diyabet Birligi (American Diabetes Association

[ADA]) 1998 yilinda hastaligin etiyolojisini de goz Oniinde bulundurarak diyabeti, 4

genel kategoride toplamlstlrg.

1. Tip 1 Diyabet

Beta [B] hiicre hasar1 nedeniyle net bir insiilin eksikligi vardir.

2. Tip 2 Diyabet

Insiilin direnci zemininde ilerleyen insiilin sekresyonu bozuklugu vardir.

3. Gestasyonel Diyabet

Gebeligin 2. veya 3. trimestirinda ortaya ¢ikan karbonhidrat intolerans: vardir.



4. Diger Spesifik Tipler
A- Beta Hiicre Fonksiyonunun Genetik Defektleri
B- Insiilin Etkisinin Genetik Defektleri
C- Ekzokrin Pankreas Hastaliklar1
D- Endokrinopatiler
E- Enfeksiyonlar
F- Ilag ve Kimyasal Maddelerle Olusan Diyabet
G- Immiin Kaynakli Nadir Diyabet Formlar
H- Diyabetle Birlikte Gériilebilen Diger Genetik Sendromlar’

Bir bireyin sahip oldugu diyabet tipinin belirlenmesi, genellikle tan1 konuldugu
anda ki mevcut durumuna bagli olarak degiskenlik gosterir ve tek bir kategoriye dahil
etmek miimkiin olmamaktadir. Klinik tablo ve hastaligin ilerleyis sekline gore diyabet
tipleri olduk¢a degisiklik gosterir. Yapilan kohort ¢aligsmalar ile birlikte, tip 2 diyabetin
sadece yetiskin bireylerde, tip 1 diyabetinde sadece ¢ocuklarda goriildiigline dair genel
kani yikilmistir®. Diyabetin birgok tiirii oldugu halde, tiim diyabet vakalarimin yaklasik

%90’ n1 tip 2 diyabet olusturur™'’.

2.2. Tip 2 Diyabet

2.2.1. Tammm ve Epidemiyolojisi

Diyabet yiizyillardir bilinen bir hastalik olmasma ragmen etiyolojisinde ve
patolojisinde hala karanlik noktalar vardir. Bu durum o6zellikle Tip 2 diyabet i¢in
gecerlidir. Tim diyabet olgularinin %90-95’ni olusturan Tip 2 diyabet, gecmiste
“’insiiline bagimli olmayan diyabet’” veya “’eriskin diyabeti’’ olarak isimlendiriliyordu.
Tip 2 diyabette nisbi insiilin eksikligi ve insiilin direnci goriiliir'?. Genellikle orta yas ve
sonrasinda ortaya ¢ikar ve yaslanma ile goriilme olasilig1 artar. Son yillarda beslenme
aligkanliklar1 ve yasam tarzinin degismesi ve artan obezite oranlari nedeniyle ¢ocukluk
ve ergenlik donemlerinde de tip 2 diyabet siklig1 artmaktadir'.

Tip 2 diyabet, insiilin etkisinin mutlak veya nisbi azlig1 sonucu karbonhidrat,
protein ve yag metabolizmasinda bozukluklara sebep olan kronik hiperglisemik

heterojen bir grup metabolizma bozuklugu igerir. Baska bir deyisle tip 2 diyabet, insiilin



sekresyonunda bozukluk ya da insiilin etkisine kars1 diren¢ veya her iki durumun bir
arada bulunmasi ile, hiperglisemiyle karakterize metabolik bir hastaliktir'.

Tip 2 diyabetli hastalarda goriilen insiilin direnci ile birlikte insiilin artis1 veya
eksikligi, hastalarin her birinde farkli derece ve siddetlerde olabilmektedir'.
Uluslararas1 diyabet federasyonu (IDF) diyabet atlasi verilerine gore, 2 diyabetli
yetiskinden 1’ine (%46.5) teshis konulmamis yani diyabetli oldugunu bilmiyor’. Bu
hastalik, hiperglisemi durumu yavas yavas gelistigi ve klasik diyabet semptomlari
baslangicta farkedilebilecek siddette olmadigi i¢in ¢ogunlukla erken evrelerde teshis
edilemez. Tanis1 konulmamus tip 2 diyabetli hastalarda mikrovaskiiler ve makrovaskiiler

komplikasyonlarin gelisme riski artiyor'?,

2.2.2. Tip 2 Diyabet Patofizyolojisi

Patoloji bakis acistyla Tip 2 diyabet plazma glikoz seviyesinin yiiksek
seyretmesi ile tanis1 konulan heterojen bir bozukluktur. Hiperglisemi, insiilinin islevinde
veya saliniminda bir azalmaya baglidir. Glikoz homeostazisi dikkate alindiginda klinik
acidan tip 2 diyabet asagidaki sira ile gelisen ve hastaligin farkli evrelerini temsil etmesi

olas1 3 patofizyolojik durum ile karakterizedir'®.

e Insiilin duyarliliginda azalma veya insiilin direnci
e Goreceli insiilin yetersizligi ile birlikte pankreas beta hiicrelerinin fonksiyon
bozuklugu

o Karacigerde glikoz iiretiminde artis'®

2.2.2.1. Insiilin Direnci

Klinik olarak insiilin direnci; normal kan sekeri durumunun devam etmesi igin
gerekli olan insiilin seviyesinin olmasi1 gerekenden daha yiiksek seyretmesi anlamina
gelir. Hiicresel seviyede insiilin direnci ise, metabolik (karbohidrat, protein, lipit
metabolizmasi) ve mitojenik  (bliylime, farklilasma, DNA sentezi, gen
transkripsiyonunun diizenlenmesi) hiicresel fonksiyondaki insiilin etkisinde, insiilinin
reseptore baglanmasindan dowstream son substrata kadar olan yolcugunda, bir defekt
meydana gelmesi olarak tanimlanir'’. Insiilin etkisine normal biyolojik yamt, insiilin

seviyesine, insiilin salinim hizina ve insiilinin dolasimda kalig siliresine baghdir.



Insiilinin biyolojik etkinligi i¢in, pankreas beta hiicrelerinden salmip, portal ven aracig
ile sistemik dolasima katilmasi, dolasimdan dokular arasi bosluga gecmesi ve hedef
dokularin hiicre yiizey reseptdrlerine baglanmasi ve hormonal etkinlik i¢in bir seri post
reseptor olay1 baslatmasi gerekmektedir'®.

Insiilin, glikozu kas ve yag dokusuna tasiyarak, glikojen olarak depolanmasini
veya enerji iiretmek igin okside olmasini saglar. Insiilin direnci durumunda perifer
dokulardan glikoz alimi i¢in daha fazla insiilin gerekir. Karacigerde glikoneogenez ve
glikojenoliz bozulur ve glikoz tiretimi artar. Glikozun hiicre i¢ine alinmasinin azalmasi
veya kaybolmasi durumunda kan glikoz seviyesinin artmasi sonucu insiilin sekresyonu
uyarilir, hiperglisemi ve hiperinsiilinemi meydana gelir. Insiilinin karaciger, kas ve yag
doku gibi hedef dokulardaki etkilerine kars1 direng meydana gelir, hepatik glikoz sentezi
artar. Kas ve yag dokusuna insiilin aracih glikoz girisi azalir'*?.

Tip 2 diyabetli obez bireylerin yaklasik %90’ninda insiilin direnci oldugu
belirlenmistir. Obez bireylerde insiilin direnci gelisiminin, diyabet ortaya ¢ikmadan ¢ok
daha 6nce meydana geldigi gozlenmistir®'. Glisemik kontrolii diizenli olabilen tip 2
diyabetli hastalar oldugu gibi, diislik seviyede insiilin duyarlilig1 olan diyabet olmayan
bireylerde vardir. Insiilin direnci diizeyi kisiden kisiye, populasyondan populasyona
farklilik gosterir ve zamanla artar. Bu farkliligin temel sebebi yasam tarzi ve beslenme
aliskanliklar1 ve genetik alt yapidir™.

Insiilin direnci kas, karacifer ve yag hiicrelerinde metabolik anormallikler
yumagi seklinde ortaya g¢ikar. Biyokimyasal bir bozukluk, insiilin hassasiyeti olan
dokularda glikoz transportunu azaltir, insiilin sinyalinde bozulma beraberinde insiilin
direncini meydana getirir. Diren¢ gelisimi sonucu karacigerde glikoz {iretimi
baskilanamaz, bu durum yag lipolizinin baskilanmasini engeller ve serbest yag
asitlerinin transhepatik portal iletimi yiikselir. Yag ve kas hiicrelerinde glikoz transportu
saglayan GLUT 4 (Glikoz tasiyici tip 4), tip 2 diyabet olmayan obez bireylerde %40
oraninda azalmisken, tip 2 diyabetli obez bireylerde %85 oraninda azalmistir. Insiilin
reseptoriine insiilin baglaninca insiilin reseptor substrat -1 (IRS-1) tirozin rezidiilerinden
fosforillenir. Obezitenin insiiline direncli yag hiicreleri, serbest yag asitlerinin genel
dolasimda yiikselmesi ve/veya intramiyoseliiler trigliserit birikmesi yoluyla kaslar
insiilin direnci kazanir. Insiilin direnci gelisimine katkida bulunan adipoz dokuda yer

alan sitokinler tanimlanmistir. Obezite’ de, bu adipositokinlerin (TNF-a [tumor nekrosis



faktor-alfa] ve IL-6 [interlokin-6]) asir1 salinimi ve yag dokudan adiponektin, leptin,
rezistin gibi adiposit diizenleyici maddelerin saliniminda bozulma meydana gelir ve
insiilin direnci ortaya ¢ikar*">.

Insiilinin hiicre igine almmasmi saglayan reseptdrlerden PPARy (peroksizom
proliferator aktif reseptor gama) agonistleri, insiilin direnci durumunda, karaciger,
cizgili kas ve yag dokusu hiicrelerinde glikoz transportunu artirarak, glikoz kullanimini
ve insiilin duyarliligini artirirlar. Yag depolanmasini artirarak, plazmada serbest yag

asidi seviyesini azaltirlar. PPARY ‘da bir mutasyon meydana gelirse insiilin baglanmasi

. .. . e - . . . 24
ve kinaz aktivitesi bozulur ve insiilin direnci meydana gelir™.

2.2.2.2. Beta (p) Hiicre Yogunlugunda ve Fonksiyonunda Azalma

Tip 2 diyabette  hiicre disfonksiyonu, progresif ilerleyen ve hastaligin gidisatini
etkileyen bir durumdur. B hiicrelerinin normal yogunlukta ve fonksiyonda olmasi, f3
hiicreleri tarafindan salgilanan, insiilinin gérevli oldugu metabolik yolaklar agisindan
kritik rol oynar. Yapilan bir ¢calismada tip 2 diyabette B hiicre kitlesinin yaklasik olarak
%60 oraninda azaldig1 ve buna paralel olarak glikoz ile uyarilan insiilin salgisinda
azalma meydana geldigi rapor edilmistir.  hiicre kitlesinin azalmasina, pankreas
adaciklarinda biriken adacik amiloid polipeptidinin (IAPP-amilin)’ de neden olabilecegi
Onerilmistir. Hastaligin etiyolojisinde B hiicre kitlesinden ziyade B hiicre disfonksiyonu
rol oynar®*.

Kronik hiperglisemi, oksidatif stres ve inflamasyona sebep olur bunun
sonucunda apoptoz artar ve insiilin sekresyonu azalir. Endoplazmik retikulum stresinin
de tip 2 diyabetteki B hiicre apoptozisinden sorumlu oldugu bulunmustur.

Inflamasyon nedeniyle artan sitokin seviyesi, obezite, insiilin direnci, doymus
yag ve kolesterol oran1 yiiksek besinlerin asir1 tiiketimi ve serbest yag asitleri 3 hiicreleri
iizerinde toksik etki yaratir’’. Diyetle alinan ya da lipolizle ortaya cikan dolasimdaki
doymus serbest yag asitleri orani ile B hiicre hasar1 ve insiilin direnci arasinda ¢ok giiclii
bir iligski vardir. Hiperglisemi durumu siirekli oldugunda, dolasimdaki doymus serbest
yag asitlerinin artisi, B hiicrelerinde hasara sebep olan glikolipotoksisiteyi uyarir,
ardindan insiilin sekresyonunda azalma meydana gelir®.

Talep edilen insiilini karsilamak i¢in B hiicreleri replikasyon ve neogenez ile

sayilarini arttirir. Insiilin direnci B hiicrelerinin fizyolojisini ve kompensasyonunu bozar,
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saglikli yasam, dengeli beslenme, diizenli egzersiz ile B hiicre disfonksiyonunun 6niine

gecilebilir®®.

X Pankreas adaciklan
Insiilin eksikligi

,.+thtcrelerinden
glukagon
aretiminde aris

glukagon

Glikoz iiretiminde artis insiilin direnci
(azalan glikoz alimi)

Sekil 1. Tip 2 diyabet patofizyolojisi*’

2.2.3. Tip 2 Diyabet Genetigi

Tip 2 diyabetin belirtileri 40 yas iistiinde ortaya ¢iksa da, sagliksiz beslenme ve
sedanter yasam ile iligkili olsa da genetik faktorlerin patofizyolojide temel rol oynadigi
tespit edilmistir. Farkli sosyal ortamlarda biiyliyen ikizlerden birinde tip 2 diyabet
goriildiigiinde, digerinde de sonraki yillarda hastalik meydana gelme olasig1 cok
yiiksektir. Bu nedenle genetik predizpozisyon temel bir belirtectir ve diyabetik
fenotipin olugmasina ¢ok biiylik katkilar1 vardir. Bununla beraber yasam tarzi ve diger
sosyal degiskenlerin hastaligin baslangici ve olasi koruyucu stratejilerin uygulanma
sans1 tizerine glclii etkileri vardir'®,

Yapilan popiilasyon, aile ve ikiz temelli ¢aligmalardan, tip 2 diyabetin kalitim
oraninin %20-80 araliginda degistigi tahmin edilmektedir. Tip 2 diyabetli bir ebeyvene
sahip bir kisinin hastali§a yakalanma riski %40 iken, her iki ebeveynde tip 2 diyabetli
ise bu oran %70’e yiikselmektedir. Calismalar 35-60 yas araliginda bireyler ile
sinirlandirildiginda yasamin ileriki donemlerinde diyabet gelisme riski acisindan
cevresel faktorlerin ¢ok onemli roller oynadigini isaret eder. Bu kalitimin 6nemli bir
oranini diyabetten ziyade obezite yansitir ¢linkii obezite, Tip 2 diyabet olusumunda
temel etmendir®®.

Tip 2 diyabet riskinin genetik mimarisi heniiz tam olarak aydinlatilamamuistir.

Otoimmiin olmayan tip 2 diyabetin ¢ok kiiciik bir kismindan (<%5) MODY (genglerde
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tek gene baglh kaliim gosteren diyabet) monogenik form sorumludur. Monogenik
formda Hepatosit niikleer faktor 1A (HNFI1A) ve Glikokinaz (GCK) genlerinde
mutasyona ¢ok sik rastlanir. Tip 2 diyabetin gelisiminde, monogenik kalitimdan ziyade
pek cok gen ve gevresel faktoriin kompleks iligkisinin rol oynamasindan dolay1

poligenik ve multifaktériyel kalitima sahip oldugu belirtilmistir™.

2.2.4. Risk Faktorleri

Tip 2 diyabet gelisimi, popiilasyonlara ya da bireylere gore degistigi icin ayni
risk faktorlerinden bahsetmek zordur. Bunun yanisira etnik koken, genetik alt yap1 ve
yasam tarzi hastaligin gelisiminde belirleyici bir rol oynar. Risk faktorlerinin
belirlenmesi, diyabet taramasinda hastaligin meydana gelmesini veya ilerlemesini
engelleyici dnlemlerin alinmasi konusunda yonlendirici etkiye sahiptir. Tip 2 diyabetin
erken teshis ve tedavisi, bu hastalik ile iligskili makrovaskiiler ve mikrovaskiiler
komplikasyonlarin 6nlenmesi konusunda avantaj saglar. Hastaligin gelisimi i¢in en
yiiksek riske sahip kisiler, aile oykiist, ileri yas, fiziksel inaktivite ve obezite gibi risk
faktorlerinden birine veya birkagina sahiptir. Hipertansiyon, yiiksek trigliserit seviyesi,
diisitk HDL (yiiksek dansiteli lipoprotein) kolesterol gibi metabolik anomaliler de tip 2
diyabet icin risk faktorii olarak tanimlanmistir. Gestasyonel diyabet Gykiisii olan, 4
kilogramdan fazla dogum agirhigina sahip bebek diinyaya getiren, bozulmus glikoz
toleransina sahip bireyler de tip 2 diyabet icin riskli gruplar arasinda yer alir™.

Farkl: tilkelerde ve etnik gruplarda yiiriitilen GWAS (Genom wide association
study) caligmalarinda, tip 2 diyabete hassasiyet kazandiran ve risk teskil eden yaklasik
75 gen lokusu tanimlanmistir ve bu risk oranini arttiran lokuslara her gecen giin bir
yenisi eklenmektedir’'.

2008 yilinda baslatilan Insan Bagirsak Yolu Metagenom projesi (MetaHIT) ile
bagirsak mikrobiyatas1 genomundaki farkliligin %50’ye kadar yiikseldigi ve bu
farkliliklar incelenerek de Tip 2 diyabet icin risk degerlendirilmesinin yapilabilecegi
rapor edilmistir. Ayrica bu calismada bakterilerin sayisindan ziyade, bakteriler
arasindaki dengenin daha 6nemli oldugu vurgulanmustir 332,

Sedanter yasam, alkol ve sigara kullanimi gibi ¢evresel faktorlerin yanisira
yapilan biiyiik Olgekli epidemiyolojik caligmalar tip 2 diyabet i¢in en 6nemli risk

faktoriiniin obezite oldugunu gésterrnistir31.
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2.2.4.1. Obezite

Obezite, her gecen giin daha fazla kalori alimi sonucu, kronik kalori alimi
dengesizliginin sebep oldugu asir1 viicut agirligi ile karakterize bir durum olarak
tanimlanir”. Bat1 toplumlarinda obezite oraninin dramatik bir artis sergiledigi, bununla
birlikte obezite ile iligkili hastaliklarin oraninda artis oldugu ve hatta bazi bilim adamlari
tarafindan obezitenin insan 1rki fenotipini yavas yavas degistirdigi one siiriilmektedir.
Obezite, hipertansiyon ve dislipidemi ile birlikte tip 2 diyabet ve koroner hastaliklar i¢in
bir risk faktéridiir'®. NHANES (Ulusal beslenme ve saglik arastirmalari-ABD) 2015-
2016 verilerine gore, obezite orani yetigkinler arasinda %39,8’e yiikselmis olup, 40-59
yas araliginda ki bireylerde goriilme oran1 %42,8 iken, 20-39 yas araligindaki bireylerde
bu oran %35,7’ dir*”.

Obezite i¢in tan1 kriterleri; bel gevresi genisligi erkeklerde >102 cm, kadinlarda
>88 cm olmasi, aglik glikozu >100 mg/dl olmasi, kan basincit >130/85 mm-Hg,
trigliserit seviyesi >150 mg/dl ve HDL seviyesinin erkeklerde <40mg/dl, kadinlarda ise
<50mg/dl olmas1 seklinde belirlenmistir. Bu tani kriterlerinin tamami insiilin direnci ile
iligkilidir®®. Insiilin direncinin temel sebeplerinden birisi olan abdominal yaglar,
subkutan adipoz doku (SCAT; %80) ve viseral adipoz doku (VAT; erkeklerde %10-20,
kadinlarda %5-10) seklinde ikiye ayrilir. SCAT ve VAT farkli metabolik, endokrin ve
immiin fonksiyon sergiler. VAT, periferal, hepatik insiilin direnci ve metabolik
sendromun 6nemli bir belirleyicisidir. Insan ve sicanlarda yapilan ¢aligmalarda VAT
oraninda azalmanin, insiilin hassasiyeti ve glikoz toleransinda artis sagladigi
bulunmustur®. Insillin direnci ve ardindan Tip 2 diyabetin meydana geldigi
patogenezisde VAT iki sekilde rol oynar. ilk olarak VAT artis1 serbest yag asitleri
(FFA) saliniminda artiga sebep olur. Artan VAT direk olarak portal vene sizar, FFA
tiretiminde artis karacigere FFA akiginda bir artisa sebep olur. Karacigerde yiikselen
FFA seviyesi sonucunda insiilinin hepatik glikoz iiretimini baskilamak ig¢in
glikoneogenezi yonlendirme yetene§i azalir. Ikinci olarak da VAT, yag depolayan
organlarda hem lokal hem de sistemik rol oynayan yag ve glikoz metabolizmasin
diizenleyen adipokinlerin (TNF-a, IL-6, cannabinoid (CB)-1, 11 hidroksi steroid
dehidrojenaz (11B-HSD-1), plazminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1)) sinyal proteini

. . . . 34 . o C s . .
salgisinda endokrin ve immiin bir organ olarak davranir’™. Viseral yag ve insiilin direnci
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arasindaki potansiyel iliski, 6nceden teshis edilmis T2D’ li hastalarda kilo kontrolii veya

azaltilmasi ihtiyacin1 vurgular.

2.2.5. Deneysel Tip 2 Diyabet Modelleri

Diinya genelinde diyabet oranlarinda meydana gelen artig, multifaktoriyel bir
hastalik olan tip 2 diyabet gelisiminin anlasilmasi, 6nlenebilmesi ve antidiyabetik
ajanlarin gelistirilebilmesi konusunda bilim diinyasini yogun arastirmalar yapmaya
yonlendirmistir. Bu ama¢ dogrultusunda rodent modelleri sik¢a kullanilir. Iki genis
kategoride siiflandirilan bu modeller, genetik olarak uyarilan spontan diyabet
modelleri ve deneysel olarak uyarilan spontan olmayan diyabet modelleri seklindedir.
Spontan olmayan deneysel tip 2 diyabet modelleri, diisiik maliyet, kolay uygulama,
gelistirme ve ulagilabilirlikten dolayr daha fazla tercih edilir. 30 yili agkin siiredir
farmakolojik tarama ve diyabet ile iliskili mekanizmalarin arastirildigi deneylerde
kullanilan ve deneysel olarak uyarilan tip 2 diyabet rodent modelleri sunlardir;
STZ/Alloksan rat modeli, neonatal STZ/alloksan rat modeli, kismi pankreatektomik
model, uzun dénem yiiksek yagl diyet (High Fat Diet-HFD) modeli, HFD-STZ model,
nikotinamid STZ model, intrauterin gelisme geriligi modeli, STZ ile uyarilan progresif
diyabetik model, monosodyum glutamat ile uyarilan model’’. En uygun T2D rodent
modeli gelistirmek miimkiin olsaydi bu modelin, masrafsiz, kolay uygulanan,
biyokimyasal olarak kan profili (aclik glikozu, serum insiilin, lipid profili, karaciger
enzimleri, vd.) ve patogenezi (noral, retinal, renal ve kardiak fonksiyon) agisindan
insandaki tip 2 diyabete en yakin 6zellikleri barindirmasi gerekirdi. Su anda tim bu
karakteristik 6zellikleri gosteren bir model heniiz gelistirilememistir’’~*.

HFD-STZ modelde yiiksek yagh diyet, diyabetik durumu gosteren senaryoda ilk
sahneyi meydana getiriyor veya var olan durumu daha da koétiilestiren bir tablo
yaratiyor. HFD ve diisiik doz STZ’ nin kombine olarak uygulanmasi, daha kisa siirede
uzun siireli HFD, T2D modelindekine benzer bir diyabet patolojisi gelistirmek i¢in
kullaniliyor. Bu nedenle genetik olarak uyarilan T2D modelleri yanisira, HFD-STZ
rodent modeli bugiin T2D arastirmalarinda ¢ok yaygin bir kullanima sahiptir. HFD ve
kimyasal bir uyaricinin kombine kullaniminda, HFD ile insiilin direnci gelisimi, STZ ile
de kismi pankreatik yikim saglanarak hizli sekilde T2D modeli gelistirmek

amaglaniyor’ .
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2.3. Alzheimer Hastahgi (A. H.)

Alzheimer hastalig1 norodejeneratif ve noropsikiyatrik bozukluklara sebep olan
ilerleyici ve sinir sistemini yozlastirici, geri doniislimsiiz bir beyin hastaligidir.
Demansin en yaygin sebebi olup, tim demans vakalarinin yaklasik %60-80’ni
Alzheimer hastalig1 olusturur. Alzheimer birligi 2017 verilerine gore, Amerika’ da 5.5
milyon insanin Alzheimer tipi demansa sahip oldugu, yine 5.4 milyon insanin da
Alzheimer oldugu rapor edilmistir. Insan Omriiniin uzamasi ile birlikte yash
populasyondaki artis sonucu 2050 yilina kadar her 85 kisiden birinde Alzheimer
hastaligt meydana gelmesi beklenmektedir**. Bellek bozukluklari 6zellikle yakin
gecmisi  hatirlayamama ve unutkanlik Alzheimer hastaliimin en sik rastlanan
bulgularidir. Bunun yami sira hafiza sorunlari, konusmada giicliik, kisinin giinliik
aktivitelerini yapmasina engel olan biligsel islev bozukluklar1 hastaligin klinige
yansimalaridir®’. Alzheimer hastaliginda beyindeki patolojik degisiklikler, herhangi bir
klinik semptom meydana gelmeden yaklasik 20 yil 6nce baglar. Alzheimer hastalarin
tedavi etmek i¢in kullanilan mevcut ilaclar semptomlari hafifletebilir, ancak su anda AH
ilerlemesini durdurabilecek veya yavaslatabilecek tedavi yoktur. Ayrica, AH hastalar
genellikle es zamanl olarak Tip 2 diyabet veya kardiyovaskiiler hastaliklar gibi baska
hastaliklara da sahiptir ve bu durum molekiiler diizeyde patojenik siiregleri etkileyerek
AH semptomlarini ve ilerlemesini kétiilestirebilir*.

Morfolojik olarak hastalik beyin atrofisi ve serebral ventrikiillerde genisleme ile
karakterizedir. Biyokimyasal agidan bakildiginda en net ve tutarli bulgu, kolinerjik
sistemin bir eksikligi, azalan kolin asetiltransferaz ve diger kolinerjik belirtegler ile
belirlenir. Histolojik olarak AH, 6lii ve hasar gérmiis noronlarla ¢evrili AP peptid iceren
yogun bir protein cekirdekten olusan serebral plaklar olarak adlandirilan hiicre disi
plaklar ile karakterizedir. AH' nin diger tipik histopatolojik 6zelligi ise, esas olarak
mikrotiibiille iligkili tau proteinin, hiperfosforile bir formu tarafindan olusturulan
noronlar i¢indeki norofibriler yumaklardir (Sekil.2). Bu bulgulara ek olarak néron ve
sinaps kayb1 gozlenir. Cogu AH olgusu sporadik olarak meydana gelirken, hastalarin
yaklasik %S5'i, otozomal dominant gen mutasyonlarinin bir sonucu olarak hastaligin
erken désnemde meydana gelen AH formuna sahiptir”. APP, presenilin 1 (PSEN1) ve
presenilin 2 (PSEN2) genlerinde meydana gelen mutasyonlar, ailesel tip AH’ dan

sorumludur. Bu genlerin mutant formlari, senil plaklarin temel komponenti olan AB42
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iiretimini arttirir. Noronal lipit homeostazisi, néron hasar1 tamiri, sinapto-dendritik
baglantilarin devamlilig1 ve norotoksinlerin temizlenmesine katki sagladigi diisiiniilen

Apolipoprotein E’nin &4 alleli (APOE &4)’ de AH igin bir diger risk faktoriidiir*.

Sekil 2. Alzheimer Hastali1 Patolojisi*’

2.3.1. Alzheimer Hastaligi Patolojisi (AB ve NFT)

Alzheimer hastalig1 gelisiminin yavaslatilabilmesi ve uygun tedavi yaklagiminin
izlenebilmesi, hastaligin patofizyolojisinin anlagilmasina dayanir. Alzheimer’li
hastalarin otopsi verilerinden elde edilen bilgiler dogrultusunda hastaligin patolojisinde
amiloid plaklar ve norofibriller yumaklarin varlig1 ortak bulgu olarak tespit edilmistir.
Bu hiicre dis1 plaklarin ve hiicre i¢i yumaklarin yogunlugu ve dagilim sekli de hastaligin
progresyonuna gore degisim gostermektedir*®.

Alzheimer hastaliginda, kiiciik bir peptid olan AP proteinin, uzun, ¢oziilemeyen
fibril formunun, hipokampus ve neokorteksde hiicre dis1 yerlesimli varligr s6z
konusudur. Senil plaklar olarak bilinen AP plaklari icinde mikroglia hiicreleri, etrafinda
ise distrofik ndritler yer alir. AB; integral membran proteini Amiloid Prekiirsér Proteinin
(APP) proteolizi ile olusan bir proteindir ve bu olay noronal aktivite ile
diizenlenmektedir. Proteolitik aktivite, y-sekretaz, P-sekretaz ya da a-sekretazin
enzimatik aktiviteleri ile gergeklesir. Yapilan ilk ¢alismalarda APP kesiminin

intramembranal diizenlenmesinde AP olusumunun bir membran hasar1 varliginda
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(hidrofobik membran tabakasinin suya erisim ic¢in proteolize izin verdigi) meydana
geldigi varsayiliyordu. Ancak daha sonra AB’nin ekstraseliiler sivida, serebrospinal
stvida ve plazmada bulunmast ve APP kesimi ile normal olarak {iretilmesinin
anlasilmasi ile bu varsayim ciiritiildi®’.

Senil plaklar i¢inde biiylik oranda hidrofobik ve kiimelenme egilimi gdsteren
AP42 ve az miktarda APP’ nin normal kesimi ile olusan AB40 yer alir. APP’ nin
proteoliz islemi Amiloidojenik ve Non-amiloidojenik yolak ile gerceklesir. APP’nin,
hiicre i¢inde karboksi ucu, membran i¢inde 28 aminoasitlik kismi ve hiicre disindada da
amino ucu vardir. o-sekretaz ile kesim sonucunda ¢oOziilebilir parga o-APPs
ekstraseliiler bosluga gecger. a-APPs’ nin hiicre kiiltiirlerinde nérotrofik ve
norokoruyucu olumlu etkileri belirlenmistir. 83 aminoasitlik karboksi terminal parca (C-
83), transmembran kisimda y-sekretaz ile proteolize ugrar ve p3 (AB17-40) ve AICD
(APP hiicre i¢i alan) olusur. Normal sartlarda gergeklesen bu yolaga non-amiloidojenik
yolak denir. B-sekretaz APP’yi amino ucundan keser, bunun sonucunda B-APPs ve 99
aminoasitlik karboksi terminal parca (C99) meydana gelir. y-sekretaz ise C99’u
karboksi terminalinden keser ve bu kesim sonucunda A ve AICD olusur. Meydana
gelen AP’ lar 40-42 aminoasit uzunlugunda olup, amiloidojenik olani1 42 aminoasit
uzunlugundaki AB42°dir. AP42, daginik plaklar seklinde c¢oker ve zamanla yogun
nérotik plaklara déniisiir (sekil-3)*%. Alzheimer’l1 hastalarin beyinlerinde A olusumu
oksidatif stres ve inflamatuvar cevabi1 uyararak biligsel fonksiyon bozukluklarma
katkida bulunur. APP’ de meydana gelen bir mutasyon ya toplam AP iiretimini ya da
AP42 iretimini arttirir. A.H. ‘da a-sekretaz yolu inhibe olurken bu dengenin B ve y
sekretaz yoluna kaydigi ileri siiriilmektedir®.

Hiicre iskeletinin yapisinda bulunan mikrotiibiiller, transport ve norotransferde
gorevli akson ve dendritlerin formasyonundan sorumlu 6nemli bir hiicresel bilesendir.
Mikrotiibiillerin stabilizasyonu ve dinamigi mikrotiibiil asosiyasyon proteini (MAP) ile
diizenlenir. Mikrotiibiil dinamiginde temel rol oynayan tau proteinleri, MAP ailesinin
bir iiyesidir. Alzheimer patolojisinde tau proteininin hiperaktif kinazlar ve hipoaktif
fosfatazlar ile hiperfosforilizasyonu gergeklesir ve mikrotiibiillere baglanma yetenegini
bozar. Serbest ve ¢oziilebilen hiperfosforile tau, ¢ift sarmal ¢oziilemeyen filamentler ile
polimerlesir ve zamanla intrandronal norofibriller yumaklara (NFY) doniisiir. Hastaligin

son donemlerinde goriilen bilissel bozuklukta kotiilesmenin ciddiyeti, amiloid
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depozisyonunun yani sira NFY miktar ile de iligkilidir. Ekstraseliiler matriks bileseni
olan heparan siilfat proteoglikanlari, Alzheimer’ da demansin bagladig1 erken donemde
NFY ile bir arada bulundugu, ayni zamanda heparan siilfat bilesenlerinin NFY

olusumunda anahtar bir role sahip oldugu belirlenmigtir’*>*~*.

Non- Amiloidojenik Yolak Amiloidojenik Yolak
s-APPa s-APPB
f Plaklar
fOIigomerler
-sekretaz .
. a-sekretaz B—. .- Ap40; Ap42
P3 v-sekretaz v-sekretaz
S CARAARLLE D AARRRANAREL  ANALAALEANE LLAARAAEE RbA
xkxﬂx‘“x)xnx‘nx]:]x xi‘ﬂiu‘lxﬁxﬂxﬂxi,)‘ix Y O]

AlCD e APP

c99 AICD

Sekil 3. Amiloid prekiirsor proteininin proteolizi’®

2.4. Tip 2 Diyabet ve Alzheimer Hastahgi

Alzheimer hastalig1 ve tip 2 diyabet endiistrilesmekte olan iilkelerde ¢ok fazla
sayida insan1 etkileyen dnemli hastaliklardir. Her iki hastalik i¢in de hastalik gelisimini
onlemeye ve tedaviye yonelik hedefler barindiran ¢ok fazla ¢aligma yapilmis ve halen
calismalar stlirdiiriilmektedir. Bu calismalarda siirpriz bir sekilde her iki hastaliginda
dejeneratif siireglerinde yer alan ortak molekiiller mekanizmalar tespit edilmistir.
Diyabetin gelisimi ile ilgili molekiiler defektler, Alzheimer hastaligin1 da igeren tiim
demans tiplerinde demans gelisim riskini 2-3 kat arttirmaktadir™. Beyin atrofisi, orta
siddette biligsel bozukluk, beyin ak madde anormalliklerinin sebeplerinden birisinin de
diyabet oldugu bulunmustur. T2D’de goriilen kronik insiilin direnci, demans ve AH
meydana gelme riskini arttirir. T2D’li hastalarda AH meydana gelme riski, diyabet
olmayanlara nazaran 2 kat artmistir. Merkezi sinir sisteminde insiilin, insiilin
reseptorleri (IR) ve onun substratlar1 beynin spesifik bdlgelerinde bulunur. Insiilin,
sinaptik plastisite ve ndrotransmitter salinimi ile diizenlenen 6grenme ve hafiza
formasyonunda onemli bir role sahiptir. Yapilan ¢aligmalarda diyabetik hastalardaki
defektif insiilin sinyalinin, sinaptik fizyolojide olumsuz bir durum ortaya ¢ikardigi

bulunmustur. Insiilin sinyal yolagindaki diger pek ¢ok molekiiliinde normal sinaptik
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fizyoloji igin elzem oldugu vurgulanmistir. Beynin farkli bdlgelerinde IR varlig: insiilin
sinyali ve sinaptik plastisite arasindaki iligki i¢in ipucu teskil eder. Rodentlerde yapilan
calismalarda Morris su tanki ile yapilan hafiza testlerinden sonra IR’ nin upregiile
bulunmasi bu verileri desteklemektedir. Postmortem AH’na sahip bir kisinin beyninde
insiilin benzeri bliylime faktorii (IGF) ve onun reseptorlerine ait mRNA seviyelerinin
kontrol grubuna kiyasla azaldigi tespit edilmistir. Alzheimer’li hastalarda periferal
glikoz hassasiyetinde bozulma, plazma ve serebrospinal sivida insiilin seviyesinde
yiikselme oldugu rapor edilmistir*®.

AH ve T2D arasindaki iligkiye ilk kanit teskil eden g¢aligma 1980 yilinda
yapilmistir. Bu ¢alismada Alzheimer tipi demansa sahip hastalarda glikoz tolerans testi
yapilmis ve hipoglisemik durumda beyinde mevcut olan anormalliklerin daha hafif
oldugu tespit edilmistir’®. 2005 yilinda Brown Universitesinde ki bir grup arastirmact,
ratlarda beyin insiilin saglayicilarim1 blokladiktan sonra AH patolojisi gelistigini
gozlemlemisler ve beyin diyabeti kavramini “’Tip 3 Diyabet’’ olarak adlandirmislardir.
Ayni grup daha sonraki calismalarinda asetil kolin homeostazisi ve biligsel bozukluk
arasinda yakin bir iligki oldugunu, insiilin hassasiyeti durumunda bu etkilerin ortaya

798 2011 yilinda yapilan bir ¢alismada insiilin

cikmadigint rapor etmislerdir
sinyalindeki patojenik degisikliler, Ap agregasyonu, oksidatif stres, inflamasyon ve
glikoz metabolizmas1 anormalliklerinin AH ve T2D’de ki patolojik tabloya sebep
oldugunu rapor etmislerdir. STZ ile wuyarilan diyabetik rat modelinde tau
hiperfosforilasyonu ve bilissel fonksiyonda azalma oldugunu gostermislerdir’®. 1980
yilindan giinlimiize kadar yapilan pek cok calismada bu iki hastalik arasinda ortak

molekiiler ve hiicresel mekanizmalar oldugu vurgulanmis, glikoz homeostazisi ve

insiilin sinyalinin bu iki hastalik arasinda képrii gorevi gordiigii belirlenmistir™.

24.1. Tip 2 Diyabet ve Alzheimer Hastahginda Ortak Patofizyolojik

Mekanizmalar

AH ve T2D arasinda ortak homeostatik mekanizmalardan dolay1 c¢ok fazla
dikkat cekici kanit olmasina ragmen tavuk yumurta sorunsali gibi hangi hastaligin
digerine sebep oldugu gizemini korumaktadir. Bu gizemi ¢6zmek i¢in doniim noktasi
niteliginde pek ¢ok calisma yapilmistir. T2D’1i hastalarda ve deneysel modellerde orta
siddette biligsel bozukluk, demans ve AH gelisme riskinin daha yiiksek oldugu
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belirlenmistir. Alzheimer’l1 hastalar ve hayvan modellerinde, intranasal insiilin tedavisi
sonras1 biligsel performans 6nemli derecede artmistir. Klinik ve deneysel caligsmalar
sonucunda AH ve T2D’in ortak molekiiler ve biyokimyasal mekanizmalara sahip

oldugu bulunmustur. Bu mekanizmalardan bazilar sekil 4’ yer almaktadir.

DIYABET ALZHEIMER HASTALIGI
‘ Ortak
Mekanizmalar

Serebral/sistemik Anormal serebral glikoz
anormal glikoz metabolizmasi
metabolizmasi

! Yiiksek AGE Serebral glikoz

Hiperglisemi | seviyesinde azalma
Beyinde azalmis instilin s
Cfr" ransportu Beyinde insiilin direnci
Mitokondriyal
Hiperinsiilinemi : : G Ap birikimi ve tan
— Lakstyan hiperfosforilasyonu

| S l

Sinaptik kayip

iDE
l . Norodejenerasyon 4[
AP = N T
oligomerleri Biligsel 1
disfonksiyon

Sekil 4. Alzheimer hastalig1 ve Diyabette ortak mekanizmalar. (IDE: Insiilin degrade eden enzim, Ap:
Amiloid beta, AGE: ileri glikasyon son iiriinleri, ROS: Reaktif oksijen tiirleri) *°
Alzheimer hastalig1 ve Tip 2 diyabette yer alan ortak fizyolojik mekanizmalar
arasinda; yasa bagli prosesler, dejenerasyon, yiiksek kolesterol seviyesi, metabolik
hastaliklar, AP agregasyonu, glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3) aktivitesinde arts,
oksidatif stres ve inflamasyon cevabinda artis, APOe4 alleli ile korelasyon, gliseraldehit

kokenli ileri glikasyon son tiriinleri (AGE) yer almaktadir®’.

2.4.1.1. Insiilin ve Insiilin Reseptorlerinde Bozukluk

Insiilin sinyalinde bozulma Alzheimerda ki bilissel bozukluklardan kismen
sorumludur. Insiilin reseptor hassasiyetinden dolay1, merkezi sinir sisteminde insiilin
direnci gelisir ve AH’da tekrarlayan bir sekilde goriilen bozukluklardan bir tanesidir. Bu
durum AP ve tau ekspresyonu ve metabolizmasini etkiler. Insiilin ve insiilin reseptorii;
olfaktori bulb, serebral korteks, hipokampus, hipotalamus, amigdala ve septum olmak
lizere beyinde bol miktarda eksprese olur (Sekil 5). Insiilin; gida alimi ve viicut
agirh@imi diizenleyen bir ndéromodiilatér gibi davranir. Norotransmitterleri serbest

birakarak ya da geri alarak 6grenme ve hafiza gelisimi siireclerinde etkilidir.
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Hipotalamusta bulunan insiilin ve insiilin reseptdrleri (IR) viicut enerji homeostazini
regiile eder. Hipokampus ve serebral kortekste bulunan insiilin ve IR biligsel
fonksiyonlarla yakindan iligkilidir. Insiilin; reseptér uyarimi veya inhibisyonunu
diizenler, ayrica uzun siireli bellekte sinyal uyarim kaskadin1 tetikler. Insiilin sinyalinin
sinaptik plastisite de rol oynadig1 gosterilmistir. IR’ nin bozulmasina; biligsel bozukluga
sahip tip 2 diyabetli hastalarda ve beyin dejenerasyonu gelisen Alzheimerl hastalarda
sitkca rastlanmaktadir. Alzheimerli ve Parkinsonlu hastalarin beyinlerinde IR
ekspresyonu azalir. Alzheimerli ve Alzheimerli olmayan kontrol grubu bireylerin beyin
kortikal bolgeleri kiyaslandiginda AH’da, IR ekspresyonunun azaldigi goézlenmistir.
Insiilin ve IR ekspresyonu yaslanma ile birlikte azalir. Beyin insiilin sinyalinde ki bu
bozukluk kendine o6zgii gelisim ve yayilim sergiledigi i¢in; bazi bilim adamlari
tarafindan “’Tip 3 Diyabet’ olgusunun gelisimini saglamistir. Bazi bilim adamlar1 da
AH’ n1 “’beyinde insiilin direnci’’ olarak tanimlamistir®.

APOE, Alzheimerl hastalarda hastalik belirteci olmasinin yan1 sira bu hastalar
icin hafiza iizerinde etkili insiilin aktivitesini de diizenler. APOE ¢4 alleli olmayan
hastalarda insiilin hassasiyeti daha diisiiktiir ve yiiksek insiilin durumlarinda insiilin
uyarimi ile gelisen hafiza iyilesmesi gozlemlenmistir. APOE €4 allellerinden bir
tanesine sahip hastalarda diislik insiilin seviyesinde, insiilin uyarimi ile gelisen hafiza
iyilesmesi ve insiilin degrade eden enzim (IDE) seviyesinin azaldigi gbézlemlenmistir.
Bu yiizden serebral insiilin sinyali yolaklarinda ki bozulma, beyin yaglanma siirecinde
ve AH patolojisinde etkilidir’’.

Alzheimerl1 hastalarin beyinlerinde yapilan histopatolojik ¢aligmalarda kontrol
grubuna kiyasla, hipokampusde IDE ekspresyonunun azaldigi goézlemlenmistir. Bu
azalis yalnizca APOE &4 alleline sahip alzheimerl1 hastalarda gézlemlenmistir. APOE
&4 alleli T2D “li hastalarda AH riskini biiyiik oranda arttirmaktadir’,

Yaslanan beyin; hiperglisemi, oksidatif stres, ileri glikasyon son iirlinlerinin
birikimi sonucu hasar goriir. Hiperglisemik rodentlerin beyninde sinaptik ve kognitif
bozukluklar meydana geldigi gézlemlenmistir. Asir1 glikasyon beyinde onemli olan,
yapisal ve fonksiyonel proteinlere zarar verir’®.

Cesitli calismalarda insiilinin yani sira IGF-1 (insiilin benzeri biiyiime faktorii)’
in, Alzheimer hastaliginin molekiiler ve hiicresel mekanizmasi {izerinde etkili oldugunu

gbstermistir. Insiilin, IR, IGF-1 ve reseptorleri, IGF-1" e baglanan protein (IGFBP)
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rodent ve insan beyninde ortak olarak bulunmaktadir. Insiilin ve IGF-1, kan beyin
bariyerinden gecebilir ve beyinde lokalize olurlar. Yapisal ve fonksiyonel homoloji
gosteren insiilin ve IGF-1; norofizyolojik gelisimde de benzer roller {istlenir. Bu yiizden
IGF-1" in noronal aktivitede ki reseptor diizenlemesi, IGF-1’1 AH i¢in de 6nemli kilar.
IGF-1 sirkiilasyonu diisiik olan mutant farede yasamin baslangicinda beyinde, AP
seviyesinin yiiksek oldugu bulunmustur. Tam tersine AP seviyesi diisiik olan yash
farede serum IGF-1 seviyesinin yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Ratlarda yapilan bir
calismada, hipokampuste AP seviyesi iizerine IGF-1 infiizyonu etkisi incelendiginde,

yetiskin ratlarda geng olanlara oranla AB seviyesinin yiiksek oldugu belirlenmistir®,

Septum
Olfaktori bulb ,Nf | T
S " it e

Amigésia \ Hipokampus

Sekil 5. insiilin ve insiilin reseptoriiniin eksprese oldugu beyin kisimlari.

2.4.1.2. Amiloid Peptidler

AH’ da meydana gelen noro-dejenerasyonun AP birikimine sebep oldugu
kanitlanmistir. Benzer bir sekilde T2D’de pankreasta ki beta hiicrelerinde ki kaybin,
pankreas adaciklarinda amiloid depolanmasina sebep oldugu gosterilmistir. A, APP
(amiloid prekiirsor protein) kesim iirliniidiir. Benzer sekilde adaciklarda ki amiloid,
adacik amiloid polipeptidinden (IAPP) koken alir. APP ve IAPP onciil proteinleri %90

. 57,62
benzerdir’

. Bu benzerlik, T2D ve AH arasinda gii¢lii bir iligski oldugunu ve benzer
fizyolojik belirtilere sahip olduklarin1 dogrular. Bu AP plaklar1 toksik etkiye sahiptir ve
inflamatuvar proseslerde norotoksisiteye sebep olur. Diyabetli hastalarin pankreas
adaciklarinda IAPP agregatlar ortak olarak gézlemlenir. T2D’1i hastalarin langerhans
adaciklarinda ki anormallikler, B hiicre kayiplar ile karakterize edilir. Transgenik fare

modellerinde IAPP asir1 eksprese olur. Diyabetli hastalarda pankreasta IAPP agregatlari
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gelisir. Tam tersi olarak IAPP ekspresyonun bozulmasi insiilin sekresyonunda artisa ve
dolayisi ile glukoz toleransina sebep olur. Patolojik benzerlikler, IAPP ve APP protein
yapilarinin %90 benzer olmasi, AH ve T2D de insiilin direnci ve insiilin salgisinin
artisginin iligkili olmas1 sasirtict degildir. T2D 1i bireylerde muhtemelen demans da
gelisir’’.

IAPP; besin alimi ve viicut agirligini diizenler. Rodentlerde beyinde ve
hipotalamusun bazi kisimlarinda bulunur. Renal fonksiyonlar1 da diizenler.
Katlanmasinda ki problemler sonucu beta hiicreleri hasar goriir. Kalsiyum
konsantrasyonunun azalmasi ve pH artis1 gibi ¢evresel ve kimyasal degisiklikler sonucu
amiloid fibril formasyonuna doniisiir. Yanlis katlanmis pro-IAPP, lizozom tarafindan
normal kesime karsi direnclidir. T2D’te kronik olarak glukoz ve serbest yag asitleri
yiikselir ve amiloid fibril formasyonu artar. IAPP toksik amiloid formasyonu sonucu
beta hiicrelerinde apoptoz uyarilir. Adacik amiloid artisina beta hiicre fonksiyonunun
bozulmasi, glukoz homeostazinin bozulmasi, adacik hiicre yogunlugunun azalmasi
eklenir. Yaslanma ile birlikte adacik hiicrelerinde amiloid formasyonu artar. Son
yapilan c¢aligmalarda diyabet olmayan yaslh bireylerde de amiloid agregatlar
bulunmustur. Yemek sonrast glukoz seviyeleri de yiiksektir. Bu yiizden ada
hiicrelerinde ki amiloid formasyonu yaslanmaya baglhh glikoz metabolizmasinin
bozulmasinda 6nemli rol oynar. IAPP amiloid birikimine diger bazi bilesenlerde eslik
eder. APOE (Apolipoprotein E), heparan siilfat proteoglikan, (HSPG), serum amiloid
beta bilesenleri gibi peptidler T2D ve AH’da 6nemli rol oynar”’.

Insiilinin plazma AP seviyesi iizerindeki etkisini belirlemek icin yapilan
calismalarda, insiilin inflizyonu sonrast normal yaslt bireyler ve Alzheimerl bireylerin
inslilin ve AP seviyeleri karsilagtirllmigtir. Bunun sonucunda Alzheimerli hastalarin
plazma insiilin ve AP seviyeleri daha yiiksek bulunmustur. Saglikli bireylerde insiilin
inflizyonu plazma AP seviyesini azaltirken, Alzheimerli hastalarda arttirmistir. Bu
sonuclar Alzheimer durumunda insiilin degradasyonunun azaldigi ve insiilinin

tetikledigi plazma AP seviyesinin artigim gostermektedir®.
2.4.1.3. NFT ve Hiperfosforile Tau Proteini

Insiilin reseptdrlerinin aktivasyonu AH bulgularinin  basinda gelen tau

hiperfosforilasyonunu tetikler. Beyin insiilin reseptorleri olmayan bir farede,
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hiperinsiilinemik bir durumda insiilin reseptor sinyali ve tau fosforilasyonu tamamen
iptal olmustur. Bu durum serebral insiilin reseptdrlerinin hedefinin periferal insiilin
oldugunu gostermektedir. Her iki hastalikta da (Glikojen Sentaz Kinaz 3) aktivasyonu
s6z konusudur. GSK-3 bir serin/treonin kinaz olup, glikojen biyosentezinde insiilin ile
aktiflesen glikojen sentazi inaktive ederek sinirlayici bir rol oynar. GSK-3 izoformu
olan GSK-3 B 6zellikle tau hiperfosforilasyonu ile iliskilidir. Her iki hastalikta da tedavi

yaklagiminda GSK-3 inhibitérleri kullantlir %,

2.4.1.4. Protein Kinaz B (PKB/Akt) ve Glikojen Sentaz Kinaz 3 (GSK3)

PKB, insiilin sinyalinin noérokoruyucu fonksiyonu i¢in énemli bir molekiildiir.
Ug farkli izoformu vardir (o, B, v). PKB v (Akt3) néronlarda eksprese olur. Norotoksik
durumlarda PKB aktivasyonu, noérokoruyuculuk yapar. PKB’nin ndrokoruyuculugu,
proapoptotik ve antiapoptotik molekiiller araciligi ile olur. GSK3, PKB yolaginin agagi
kisminda yer alir ve tiim beyin bélgelerinde yogun bir sekilde ifade olur. Insiilin sinyali
GSK3 fosforilasyonu ve inhibisyonunu uyarir. Bu ylizden T2D’de insiilin sinyalinde
azalma, GSK3 aktivitesinde de artis meydana gelir. GSK3, tau hiperfosforilayonu yan
sira amiloid plaklarin olusumuna katkida bulundugu i¢in tip 3 diyabette PKB aktivitesi
azalir, GSK3 aktivitesi artar (sekil 6)>>°.

2.4.1.5. Tleri Glikasyon Son Uriinleri (AGE) ve O-bagh N-asetil Glukozamin

(0O-GlcNAc)

Ileri glikasyon son iiriinleri, protein, lipit ve niikleik asitlerin amino gruplari ile
fruktoz, galaktoz ve glikozun karboksil gruplari arasindaki enzimatik olmayan
glikasyon sonucu olusan reaktif heterojen iirlinlerdir. AGE’ler ¢esitli dokularda ve
hiicrelerde diger protein ve lipitler ile carpraz baglar yaparak enzimatik regililasyonu ve
membran yapilarini bozarlar. AGE formasyonu ve birikimi normal yaglanma siirecinde
meydana gelen bir olay olup, diyabet tablosunda ciddi anlamda hizlanir. Hiperglisemi,
AGE formasyonu ve birikimine eslik eder, AGE formasyonunda ki artis AH’l
hastalarda da goézlemlenmistir. AGE; AH’nin en énemli patolojik bulgular1 arasinda yer
alan AP glikasyonunda ki artis sonucu olusan AP birikimi, tau proteininin glikasyon
artis1 ile olusan tau hiperfosforilasyonu iriinii gibi iiriinleri de igerir. AGE ve AGE

reseptorleri (RAGE) diyabetik vaskiiler komplikasyonlarin da gelisiminde ¢ok onemli
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rol oynar. Kronik hiperglisemi ve oksidatif stresin bir arada bulunmasi AGE olusumu
ile sonucglanir. AGE’ler inflamatuvar hiicreler tlizerindeki RAGE’lere baglanarak
oksidatif stres ve inflamasyona sebep olurlar. Ayni zamanda AGE’in RAGE’e
baglanmas: diyabetik vaskiiler komplikasyonlarin gelisimini uyarir. Immiino-
histokimyasal ¢alismalar NFT ve senil plaklarda AGE‘lerin var oldugunu gdstermistir.
Kortikal noronlarda ve serebral damarlarda AGE’lerin bulunmasi bilissel bozukluklarin
siddeti ile iligkilendirimistir’.

Glikoz seviyesinin kronik olarak artisi, hiicreler ilizerinde toksik etki yaratabilir.
Ciinkii glikoz hiicrede protein glikasyonunun diizenlenmesi ile ilgkilidir. Glikoz hiicre
icin enerji kaynagi olmasinin yanisira proteinlerin fonksiyonel diizenlenmesi ve hiicre
sinyalizasyon sisteminde de gorevlidir. Bu diizenleme de ki denge, fosforilasyon ve O-
GlcNAc ile saglanir. Glikoz konstantrasyonunda ki degisim bu dengeyi olumsuz etkiler.
Hiperglisemi ve hiperinsiilinemi ile bir¢ok hiicre tipinde ki pek ¢cok proteinin O-GlcNAc
olusumu artar. O-GIcNAc artis1, kas doku ve adipositlerde insiilin sinyalini engeller.
Yag ve kas hiicrelerinde GlcNAc tranferazin (OGT) asir1 eksprese olmasi ile hedeflenen
farelerde diyabet ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir .

Yash noronlarda glikoz kullaniminin azalmasi ile AH‘nin hizlandigina dair
hipotez yillardir pek ¢ok calismada yer almistir. Kalori kisitlamasi yapilan farelerle
yapilan ¢aligmalarda tau proteinlerinde hipo-GlcNAc ve hiperfosforilasyonunun ortaya
ciktigit gozlemlenmistir. Bu etkinin kalorili beslenme ile tersine dondiiglinii
belirlenmistir. Alzheimer patolojisi ile iligkili proteinlerin hemen hemen hepsi O-
GIcNAc veya fosforilasyon ile diizenlenir. AH’I1 hastalarin beyinlerinde O-GIcNAc
azaldig1 bulunmustur®’.

Viicuttaki glikoz seviyesi, hiicresel metabolizma iizerinde sadece enerji kaynagi
olmasinin haricinde daha fazla anlam ifade eder. O-GlcNAc hiicre sinyalizasyonunda
¢ok 6nemlidir. O-GIcNAc bozulmasi hiicre yolaklar1 tizerinde olumsuz etkilere sahiptir.
Mevcut olan AH tablosunu da kétiilestirme yoniinde ¢ok biiyiik etkilere sahiptir.
Hiicresel tamir mekanizmasi, protein sentezi, transkripsiyon ve apoptoz
mekanizmalarinin bozulmasi siiregelen dejeneratif prossese eklenebilir ya da ayni

zamanda diyabet varliginda néronal dejenerasyonu uyarabilir’’.
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2.4.1.6. IDE (insulin Degrade Eden Enzim)

Insiilin ve AP metabolizmasinda, insiilin AP sekresyonunu stimiile eder, insiilin
degrade eden enzim (IDE) ile rekabete girerek ekstraseliiler AR degredasyonunu inhibe
eder. IDE’ nin AP ve insiilin olmak {izere iki substrati vardir. Bunlardan birisi AH,
digeri T2D ile birebir iligkilidir. IDE ndronal ve mikroglial hiicrelerde, AP seviyesinin
diizenlenmesinde temel rol oynar. IDE eksik fare modeli ve normal bir farenin beyin
membran fonksiyonlar1 ve primer noronal kiiltiirleri kiyaslandiginda, IDE eksik fare
modelinde AP degredasyonunun %50 azaldig1r gozlenmistir. Ayn1 zamanda IDE eksik

farede, serebral endojen AP birikimi, hiperinsiilinemi ve glukoz intoleransi artmistir®.

2.4.1.7. ApoE4

Glikoz ve insiilin metabolizmasinda ki diizensizliklerin yani sira diyabetin
karakteristik Ozelliklerinden birisi de dislipidemidir. ApoE4; lipid metabolizmasinda
cok onemli rol oynar. Bu gen AH genetiginde var olan genlerden birisi oldugu ig¢in
diyabet ve AH arasinda bir iliski oldugunu gosterir. ApoE &4 allelini heterozigot tasiyan
bir bireyin AH’ na yakalanma riski bes kat artmistir, homozigot olmas1 durumunda ise
risk artis1 %50-90 oraninda olmaktadir. ApoE &4 alleli, diger ApoE izoformlarina oranla
daha fazla AP birikimine sebep olur, plaklarin ortadan kaldirilmasi ve oksidatif strese
kars1 korunma azalir. Bu yiizden ApoE €4 alleli tasiyan T2D’li hastalarin AH’na

yakalanma riski daha yiiksektir®.

2.4.1.8. Oksidatif Stres ve Inflamasyon

Normal bir insan viicudu reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve antioksidan savunma
sistemi arasindaki dengeyi devam ettirme potansiyeline sahiptir. Bu dinamik sistemde
meydana gelen herhangi bir bozukluk bilissel bozuklugun eslik ettigi metabolik
sendromun meydana gelmesine neden olur. Diyabetik bireylerde saglikli bireylere
kiyasla daha oksidatif bir ¢evre mevcuttur. Hiperglisemik durumda hiicrede NADPH
azalir, polyol yolag: ile sorbitol meydana gelir. Bunun sonucunda da antioksidan
kapasite azalir. AGE’lerin RAGE’lere baglanmasi ile de ROS {iretimi artar. ROS
iiretimi insiilin sinyalini bozar, stres yolagi aktiflesir dolayisi ile hastalik tablosunu
kotiilestiren birbirini tetikleyen bu iki olay arasinda kisir dongli meydana gelir.

Alzheimer hastalifinda ise, oksidatif stres ve AP agregasyonu birbirini tetikleyen bir
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diger kisir dongiidiir. Oksidatif stres, Af dinamigini kontrol eder ve agregat formu
olusturur. AP plaklar1 serbest radikallerin bir kaynagi gibi davranir ve beyni
nérodejenerasyona siiriikler™.

Inflamasyon cevabi, birbirleriyle iliskili mekanizmalar1 aktiflestiren savunma
sistemi i¢in bir hayli maliyetli ve fazlasiyla kompleks bir sistemdir. Viicudun, tehdit
unsuru olusturan bir cevrenin iistesinden gelebilmek i¢in devreye soktugu telafi
mekanizmasi olan inflamatuvar sistem pek cok faktor ve herhangi bir tehdit ile
savasacak Ozellesmis hiicreler igerir. Diyabetik hastalarda IR (insiilin reseptorii),
Alzheimer hastalarinda ise noronal fonksiyon bozuklugunda ¢ok kritik bir roli vardir.
Alzheimerl1 hastalarda yapilan ¢alismalarda TNF-a, IL-6, IL-1p gibi proinflamatuvar
sitokinlerin artt1g1 rapor edilmistir. Diyabetli hastalarda yiikselen TNF-a diizeyi, IRS-1
(insiilin reseptorii substrat-1) fosforilasyonu i¢in ¢esitli stres kinazlar1 aktiflestirir ve
insiilin sinyalini bozar. Insiilin sinyalinde bozulma, néronlarin normal fonksiyon

sergilemesine engel olur’®®’.

2.4.1.9. Kan Beyin Bariyeri Hasar1 (KBB)

Kan beyin bariyeri, beyin mikrovaskiiler endotelyal hiicrelerinden olusur, son
kisminda da astrositler ve perisitler yer alir. Bu endotelyal hiicreler siki baglantili
proteinler ve yapisal proteinler ile birbirlerine birlesik halde bulunur. Yaslanmaya baglh
olarak kan beyin bariyerinin zarar gordiigii tespit edilmistir. Hasarli KBB ile iligkili
perisitlerin var olmasinin, orta siddette bilissel bozukluk ile korele oldugu rapor
edilmigstir. KBB biitiinliigiinlin azalmasi, doymus yag ve kolesterolce zengin diyet ile
beslenen ratlarda gézlemlenmistir. Yiiksek yagli diyet ile beslenen ratlarda hipokampal
biligsel fonksiyon bozukluguna eslik eden artmis KBB gecirgenligi belirlenmistir®.
Baska bir ¢aligmada ise lipit seviyesini diisiiren ajanlar ve anti-inflamatuvar ajanlarin
kullanimi ile yiiksek yagli diyete bagli KBB hasarinin geriye dondiiriilebildigi rapor
edilmistir. Yiiksek yagli diyet ile beslenen farenin serebral korteksinde yer alan
damarlar1 incelendiginde saperon, enzim ve transport gorevi yapan anahtar proteinlerin
downregiile oldugu gosterilmistir. Obezite ve diyabette KBB biitlinliigiinde bozulma,

A.H’ da goriilen merkezi sinir sistemi inflamasyonu ve oksidatif stres ile iliskilidir®.
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2.4.1.10. Obezite ve Serbest Yag Asitleri

Obez ve fazla kilolu birey sayis1 diinya ¢apinda alarm verecek boyuta ulagsmis
olup, 2030 yilina kadar fazla kilolu birey sayisinin 1,35 milyar, obez birey sayisinin ise
573 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir. Yiiksek yagl diyet ile beslenme, obezite ve
fazla kilonun temel nedenidir. Serbest yag asitlerinin kronik bir sekilde dolasimda yer
almasi, insiilin direncinde de 6nemli rol oynayan inflamasyon ve pek ¢ok zararli etkinin
nedeni oldugu bulunmustur (sekil-6). Metabolik sendroma sahip vakalarda kan beyin
bariyerini asan yag asitlerinin ve birikiminin, kilo kayb1 ile azaldig: tesbit edilmistir.
Yiiksek yagli diyet immiin sistem aracili bir mekanizma ile A.H patogenezini uyarir.
Lipopolisakkaritlerde tespit edilen toll like reseptor kinaz 4 (TLR4) proteini, doymus
yag asidi gibi hareket eder. TLR4 aktivasyonu astrositlerde sitokin iiretimine sebep olur.
Doymus yag asitleri hipotalamusta TLR4 aracili inflamatuvar cevabi uyarir. Serbest yag
asitlerinin invitroda Alzheimerda goriilen amiloid ve tau filamentlerinin bir araya
gelerek toplanmasini uyardigi rapor edilmistir. Bu ¢alismalar doymus yag asitlerinin
KBB noktasinda glial aktivasyonu direk olarak etkiledigini gostermektedir®.

Mekanizma olarak obezite ve T2D’ te; hiperglisemi, insiilin direnci, oksidatif
stres, ileri glikasyon son iirlinlerinin birikimi ortak oldugu i¢in, AH risk gelisimi
acisindan benzerdirler. Populasyon temelli yapilan c¢alismalarda, 70 yasinda ki
bireylerde viicut kitle indeksinde ki her %1°lik artisin AH riskini %36 arttirdig: tesbit
edilmistir. Bel ¢evresi ve hipokampal atrofi arasinda bir iligski oldugu bulunmustur. Bel
cevresi genis olan Alzheimerl hastalarda, HDL (High Density Lipporotein) seviyesi
diisiik, glukoz ve trigliserit konsantrasyonu yiiksek bulunmustur. Son dénemde yapilan
bir ¢alismaya gore; leptin beyin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde 6énemli bir role sahip
oldugu i¢in, leptin sinyalinde ki bozuklugunda T2D ve AH arasindaki iliskiyi ortaya

koymak igin kullanilabilecegini gostermistir®.
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Sekil 6. Periferal ve noronal insiilin direnci komplikasyonlari (T2D: Tip 2 diyabet, FFA: serbest yag
asidi, PKB: protein kinaz B, GSK3B: Glikojen sentaz kinaz 3B, IDE: Insiilin degrade eden
enzim, KBB: Kan beyin bariyeri, NFT: Nérofibriller tau proteini)™.

2.5. Beyin Ekstraseliiler Matriksi ve Alzheimer fliskisi

Ekstraseliiler matriks (ESM) molekiilleri, beyinde ekstraseliiler boslugu

dolduran, yetiskin beyin hacminin yaklasik %20’ sini olusturan, ndronal gelisme,
plastisite ve patofizyolojide onemli rol oynayan molekiillerdir. Beyin ESM’si bol
miktarda glikozaminoglikan olarak adlandirilan uzun lineer polisakkaritlerden olusur.
Beyin ESM’si ya difiize ya da kondanse formdadir. Kondanse formda perinéronal aglar
(PNN), difiize formda perisinaptik bosluklar bulunur. ESM her iki formda da yetigkin
beyninde noronal plastisiteyi sinirlayan molekiiler fren gibi davranir. Cilinkii néronal
plastisite beyin ESM’sinin enzimatik parcalanmasi ya da genetik maniipiilasyonu ile
diizenlenebilir. Glikozaminoglikanlar, noronal plastisite ve rejenerasyon ig¢in spesifik
olmayan fiziksel bir bariyer olarak degerlendirilir. Fakat son donemde yapilan
caligmalarda, ESM molekiillerinin, birbirleriyle ve onlara baglanan diger molekiiller ile
olan spesifik iligkileri ile néronal fonksiyonu diizenlemede aktif bir rol oynadiklar1 6ne
siiriilmektedir™.
Glikozaminoglikanlar  polimerize formda olup, tekrarlayan disakkarit
tinitelerinden olusurlar. Kompozisyonlar1 ve disakkarit iiniteleri arasindaki glikozidik
baglara gore glikozaminoglikanlar; kondroitin siilfat (CS), heparan siilfat (HS), keratan

stilfat (KS) ve hyaluronan olmak iizere 4 sinifa ayrilir. Proteoglikanlarin (PG) kovalent
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olarak baglanmasi ile CSPG, HSPG, KSPG olusur. Hyaluronan ise serbest
glikozaminoglikandir, protein ¢ekirdegi bulunmaz’.

Merkezi sinir sistemi ESM’si diger dokularin ESM’si ile benzer ozellikler
tagidig1 halde, pek ¢ok yonden kendine has 6zellikler tasimasi dolayist ile tektir. MSS’
de az miktarda kollojen ve diger fibril formundaki molekiiller vardir. Diger kisimlar ise;
hyaluronan, glikoprotein (tenascin C/R) ve kondroitin siilfat ailesinden lektikan olarak
isimlendirien proteoglikanlardan olusur. Noronlarin ylizeyini cevreleyen retikiiler
formasyona sahip perindronal aglarin yapisinda bulunan lektikanlar, MSS spesifik
brevikan, ndrokan, agrekan (kikirdakta bol miktarda bulunur), versikan (bazal membran
ve kan damarlarini igeren tiim dokularin yakininda bulunur) igerir. Bu molekiiller, diger
ECM komponentleri ile etkilesimde ve dogru hidrodinamik yapilanmanin
devamliliginin saglanmasinda beyin yapist i¢in ¢ok Onemlidir. Bu molekiiller ve
bunlarin sentezledigi bilesenlerin yaralanmalar sonrasi iyilesme siirecinde ve hastalik
proseslerinde ¢ok 6nemli rolleri vardir. Merkezi sinir sisteminde uygun miktar ve
lokasyonda bulunan kondroit siilfat proteoglikanlarinin korunmasi, beyindeki
fonksiyonlarin dogru bir sekilde yerine getirilmesi ve muhtemelen ndronal 6liim ve
hayatta kalma arasinda ki dengenin kurulmasini da etkiler. Lektikanlarin aminoterminal
ucuna hyaluronan, karboksi terminal ucuna tenascin baglanir. MSS gelisimi esnasinda
onemli oranda matriks degisimi meydana gelir. Gelisim esnasinda ESM direk olarak
ndronal ve glial gocii ve farklilagmayi, norogenezi, aksonal biiylimeyi etkiler ayrica
sinaptogeneze rehberlik eder’'.

Hyaluronan ve CSPG ‘den olusan difiize ESM ile dolu olan perisinaptik bosluk
noronal plastisiteyi diizenler. Hyaluronan sinaps formasyonu ve plastisitesini, bir
transmembran protein olan hem noronlarin hem de glia hiicrelerinin dendritik spin
lerinde yer alan CD44 reseptorleri araciligi diizenler’’. Sinaptik ve nérit plastisitesinde,
MSS bagli proteoglikanlar bilinmektedir fakat nasil ortaya ciktiklari ve matrikse
dontisiimlerinin nasil diizenlendigi ile ilgili ¢ok az sey bilinmektedir. Lektikanlar,
proteoglikanlar ve diger matriks proteinleri iizerinde secici rol oynayan ekstraseliiler
proteaz aileleri vardir. Bu protein aileleri; ADAMTS (a disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin motifs) ve MMP (matriks metalloproteinaz)’
dir. MMS’ de matriks proteinlerinin miktarindaki degisiklikleri meydana getiren bu

proteazlar noronal aktiviteyi diizenlerler. Bu enzimlerin yanisira spin dinamiginin
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uyarilmasi ile doku plazminojen aktivatorii (tPA)’ da ESM dinamiginde rol oynayan bir
diger enzimdir. Presinaptik ekstraseliiler matriksi olusturan lektikanlar ve
hyaluronanlar, dendritik spinleri stabilize eder ayni zamanda AMPA reseptorlerinin
lateral difiizyonunu sinirlandirirlar. Ekstraseliiler proteazlarin (MMP, ADAMTS, tPA)
aktiviteleri ile spin dinamigi ve yapisal olarak yeniden sekillenmesi saglanir.
Hyaluronan sinaptik plastisiteyi kendisine baglanan CD44 reseptorii ile gergeklestirir.

(sekil 7)"7",
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Sekil 7. Presinaptik ECM ve sinaptik plastisite. (tPA: doku plazminojen aktivatorii, ADAMTS: a
disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs, MMP: matrix metallo
proteinase)’.

Ekstraseliiler proteazlar tarafindan PNN (prendronal ag) degredasyonun
diizenlenmesi hastalik prosesinde onemlidir. PNN normalde oksidatif strese karsi
koruyucu bir kalkan gorevi {istlenir. Norodejeneratif bir hastalik durumunda bu roliinii
kaybeder. Ekstraseliiler matriks kompozisyonunda ve ESM voliimiinde yasa baglh
degisiklikler, en yaygin goriilen ndrodejeneratif hastaliklardan birisi olan Alzheimer
hastaliginin baslangict ve gelisiminde en 6nemli parametrelerden biridir. En son yapilan
calismalara gore ekstraseliiler matriks ve proteazlari, hafiza, 6grenme ve plastisitenin en
onemli regiilatorleridir. Epilepsi, sizofreni, bagimlilik ve demans gibi farkli norolojik
hastaliklarla da iliskili olabilecekleri ©ne siirtilmiistiir. Beyin fonksiyonu veya
disfonksiyonunun anlasilmasinda ve ndrolojik hastaliklarin molekiiler mekanizmasini
hedefleyen terapotik yaklasimda bu prosesleri diizenleyen mekanizma ve molekiiller
kritik bir Oneme sahiptir. Alzheimer hastaliginda goriilen amiloid beta plaklari
genellikle noroinflamasyon ile olugur. Tau yumaklari, aksonal transportta ve néronal

iletisimde genel bir kayip s6z konusu oldugunun isaretidir. Bunun yanisira amiloid
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betanin ¢oziinebilir formu da bulunur, cesitli oligomerler ve fibriller meydana getirir.
ADDL (amiloid beta kokenli difiize olabilen ligandlar)’ ler hiicre ylizeyinde ¢esitli
reseptorlere baglanarak sinaptik aktivitenin bozulmasina neden olurlar. Tim bu
faktorler nérodejenerasyona sebep olur. Heparan siilfat proteoglikanlart (HSPG), A} ve
ADDL baglanan en yaygin protein siniflarindan biridir. Bu aile perlekan, agrin,
kollagen IVIII ve glipikan, sindekan alt {initelerini icerir. Alzheimer hastalig ile ilgili
yapilan ¢aligsmalarda, beyin parankimasinda senil plaklarin icerigindeki AP depolarinda,
serebrovaskiiler AP depolarinda ve NFT’lere baglanmis olarak bulunan HSPG
molekiilleri gosterilmistir. Tiim HSPG molekiilleri Ap plaklarinin bir komponenti
olarak bulunmusgtur’>.

Alzheimer hastaliinda CSPG’lerin rolii ¢ok cesitlidir. CSPG’lerin hem AP
plaklar hem de norofibriller yumaklarla bir arada bulunmasi nedeniyle, bu yapilarin
olusmasinda araci1 molekiiller olabilecekleri 6nerilmektedir. In vitro ¢calismalar CSPG ve
glikozaminoglikanlarin AB formasyonunu yonlendirdigini, GAG’lar AB’ ya baglanarak,
AP fibrillerinin proteolizini engelledigine dair ¢alisma sonuglari vardir. Astrositik
CSPQG iiretimi i¢in, AP ¢ok giiclii bir uyaricidir. Bu CSPG’ ler 6zellikle néronal biiylime
prosesini inhibe eder. Alzheimerli beyinde akson yogunlugunu azaltir ve sinaptik kayba

sebep olur.

2.5.1. ADAMTS4 Geni

ADAMTS molekiilleri hem MSS hem de disinda yapilan pek ¢ok ¢alismada
inflamatuvar ve anti-anjiyogenik oOzellikleri olan, invitroda makrofaj invazyonu,
monosit, makrofaj farklilasmast ve aktivasyonuna sahip molekiiller olarak
tanimlanmistir.  Arastirmalar 1518inda  ADAMTS lerin, sinir sistemi fizyolojik ve
patofizyolojik siireglerinde spesifik rol oynadig1 sdylenmektedir. ADAMTS’ler; spinal
kord, beyin sap1, hipokampus, striatum ve korteksin dahil oldugu merkezi sinir sistemi
boyunca eksprese olurlar. ADAMTS lar proteolitik aktivasyon gerektiginde islevsel bir
proteaz iiretebilir ya da endojen TIMP (tissue inhibitor of metalloproteinase)’ler
tarafindan inhibe edilebilir. ADAMTS spesifik lektikan fragmentleri seviyesindeki
degisiklikler, proteinaz aktivitesindeki degisikliklere isaret eder. Beyinde eksprese olan
ve lektikanlar1 kesme yeteneginde olan ADAMTS’ ler, ADAMTSI1, ADAMTS4,
ADAMTS5, ADAMTSS ve ADAMTS9 dur’".
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ADAMTS ailesi iiyesi olan ADAMTS4 geni insanda, 1. kromozomun ¢23.3
bolgesinde yer alir, 837 aminoasitten olusur ve molekiiler agirligir 90.2 kilodaltondur.
Prodomain, metalloproteinaz domaini, dis-integrin benzeri domain, sisteince zengin
domain ve trombospondin tip 1 tekrar domaini (TSR) ve ara domainden olusur.
Trombospondin domaini ile proteoglikanlarin hiicre yiizeyine baglanir. Preprotein
olarak kodlanan bu gen C-terminal ugtan islenerek proteaz aktivitesi kazanir. Kikirdakta
bulunan temel proteoglikan olan agrekan ve beyin ESM spesifik proteoglikan olan
brevikan kesiminden sorumludur”.

ADAMTS’lerin ndrodejeneratif hastaliklarla iligkisi tizerine ¢ok fazla calisma
bulunmamaktadir. Azheimerli hastalarda ADAMTS ailesi iiyesi genlerin ekspresyon
profilleri taranarak hastaligin patogenezinin anlagilmasi ve yeni tedavi yontemlerinin
gelistirilebilmesi konusunda yol gésterici olmaktadir’™. Yapilan bir ¢alismada AP
verilen sigan astrosit kiiltirinde ADAMTS4 mRNA seviyesi yiiksek bulunmustur’.
Baska bir ¢alismada Alzheimerl hastalarin postmortem beyin 6rneklerinde ADAMTS1
ve ADAMTSS protein seviyeleri incelendiginde, ADAMTS!’in artmis oldugu fakat
ADAMTSS’in degismedigi gozlemlenmis. Pehlivan ve arkadaslarinin yaptigr bir
calismada  ise = Alzheimerli  hastalarin  postmortem  beyin  Orneklerinde
immiinohistokimyasal boyama sonucunda, néronlarda, glia hiicrelerinde ve
norofibrillerde ADAMTS4’{in, glia hiicreleri ve astrositlerde ise ADAMTS9 un belirgin
bir sekilde boyandigi tespit edilmistir. Ayni1 calismada ADAMTS4 ve ADAMTSS
acisindan alzheimerli hastalar ve saglikli bireyler kiyaslandiginda, her iki proteinde de
saglikli bireylere kiyasla Alzheimerli bireylerde az da olsa bir azalma oldugu tespit
edilmistir’®.

Yapilan caligmalarda Alzheimer hastaliginda, ADAMTS gen ailesine ait
genlerin ekspresyonlarinda bozulmalar oldugu oOnerilmektedir. ADAMTS genleri
tarafindan kodlanan enzimler, beyin hiicrelerinin normal fizyolojik fonksiyonlar1 igin
hizmet ediyorken, bir bozukluk meydana gelmesi durumunda norodejeneratif prosese
katkida bulunurlar. Bu sebeple son dénemde yapilan ¢aligmalar, Alzheimer hastaliginin
en Oonemli bulgularindan biri olan AP plaklari ve ADAMTS enzimlerini de iceren

metalloproteinazlarin disfonksiyonu arasindaki iliskiye odaklanmistir.
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2.5.2. RELN Geni

Reelin proteinini kodlayan RELN geni insanda 7. kromozomun g22.1 bdlgesinde
bulunur. 3460 aminoasitten olusur ve molekiiler agirhigi 388,4 kilodaltondur.
Memelilerde evrimsel siiregte yiliksek derecede korunmus ekstraseliiler sinyal
proteinidir. Reelin beyin gelisimi ve fonksiyonlar1 i¢in 6nemli olan ve biiylik oranda
beyinde eksprese olan bir glikoproteindir. Ayrica hafiza ve 6grenmeyi kapsayan néronal
fonksiyonlar i¢in de elzem bir molekiildiir.

Reelin, iki ana bdlgede proteolitik isleme tabi tutulur. Bu proteolitik
fragmantasyonun fizyolojik fonksiyonu hala tam olarak anlasilmamasina ragmen,
mevcut veriler, reelinin N-terminalinin (N-R2) protein homodimerizasyonu ve
sinyallesmesi i¢in gerekli oldugunu, merkez bolgenin ise (R3-6), ApoER2
(apolipoprotein receptor 2) ve VLDLR (very-low-density lipoprotein receptor) igin
baglanma birimi oldugu ayni zamanda reelin oligomerizasyonunda ve amiloid Oncii
proteini (APP) ile etkilesimde yer aldigin1 géstermektedir. Uygun protein katlanmasi ve

tam sinyallesme aktivitesi i¢in ise C-terminal fragmani (R7-C) gereklidir (Sekil 8) 77",

KDa N RO R1 R2 R3 R4 RS R6 R7 R8 C
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Sekil 8. Reelin geni ve proteolitik islenmesi’’.

In-vitro yapilan ¢alismalarda reelinin N terminal fragmentinin agregat olusturma
egiliminde oldugu gosterilmistir. N terminal ucu eksik olan reelin fragmentlerinin
fonksiyonel dimerlerden daha biiyiik protein kompleksleri olusturabildikleri ancak stabil
olmadiklar1 yapilan in-vivo ¢aligmalarda gdsterilmistir. Transgenik Alzheimerh farelerle
yapilan ¢aligmalarda reelinin proteolitik kesiminde, yaslanma siirecinde ki agregasyonu
hizlandirabilecegi yoniinde degisiklikler oldugu gosterilmistir 7.

Reelin aktivitesinin azalmasi Alzheimer gibi noropsikiyatrik hastaliklarin

baslangici ile iliskilendirilmektedir. Reelin ekspresyonunun azalmasinin, amiloidojenik

APP islenmesi, AP plaklar1 ile iliskili sinaptik fonksiyon bozuklugu, tau
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hiperfosforilasyonu ve norofibriller yumak olusumu iizerinde etkileri oldugu
belirlenmistir’*.

Inflamasyon ile uyarilabilen proteaz olarak bilinen ADAMTS4’{in, wild tip
farelerde immiin sistem aktif oldugunda reelin agregasyonununda ki hizlanma ile iliskili
oldugu rapor edilmistir’’. Yapilan bir ¢alismada, Alzheimerli hastalarin serebrospinal
stvilarinda kontrol grubu saglikli bireylere kiyasla proteolitik reelin fragmentlerinde
artis oldugu tespit edilmistir. Baska bir ¢alismada ise transgenik Alzheimerl farelerde
ADAMTS4 ve ADAMTSS’in reelini hem C hem de N terminalden kesebildigi
gosterilmistir’™®.

ADAMTS4 izoformlari arasinda pS0 N terminalden, p75 ise her iki ugtan keser.
Bu sonuglar reelin eksikliginin, tau hiperfosforilasyonu ve norofibriller yumaklarin
artist ile ilgkili oldugunu gostermektedir. Reelin, VLDRL ve ApoER2 reseptorlerine
baglanarak insiilin sinyali yolagindaki PI3K ve PKB’yi aktive eder ve GSK3f
inhibisyonunu uyarir. GSK3p, tau fosforilasyonunu diizenleyen enzimdir. APOE
varhginda reelinin lipoprotein reseptdrlerine baglanmasi inhibe olur. Ozellikle
Alzheimer igin risk faktorii olan APOE &4 alleli bu reseptorlere baglanmada reelin ile
rekabete girer. Alzheimer durumunda ADAMTS’ nin reelin proteolizi sonucu, reelin
seviyesi azalir, tau fosforilasyonu artar. (sekil 9)’®. Alzheimer’li insan beyninde bu
proteazlarin ve ndrodejeneratif hastaliklarda ki reelin aracili diizenlenmelerinin daha iyi

anlasilmasi i¢in daha fazla ¢aligma yapilmasi gerekmektedir.
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Sekil 9. Tau fosforilasyonunun ADAMTS ve reelin aracili diizenlenmesi (PKB: protein kinaz B, GSK3:
Glikojen sentaz kinaz 3B, PI3K: Fosfotidilinositol 3 kinaz, ADAMTS: Bir disintegrin ve
trombospondin motifi igeren metalloproteinaz, VLDRL: Diisiik yogunluklu lipoprotein
reseptorii, ApoER2: apolipoprotein receptor 2)"*7,

2.5.3. TIMP3 Geni

Matriks metalloproteinazlar (MMP)‘ler, ekstraseliller matriks proteinlerini
degrade eden ¢inko bagimli endopeptidaz ailesidir. MMP’ler morfogenez, yara
iyilesmesi, doku hasarini takip eden tamir, patolojik hastaliklar (kanser, diyabet),
norodejeneratif hastaliklarda dinamik rol oynar. Doku inhibitorii metalloproteinaz ailesi

(TIMP) tiyesi proteinler ¢ok az bir 6zellesme ile MMP’lere baglanarak onlarin proteaz

aktivitelerini inhibe ederler. Yetiskin dokularinda doku hasar1 sonras1t MMP tarafindan

ESM parcalanmasi meydana gelir. Bu proses patofizyolojik cevap ve doku tamiri

acisindan 6nemlidir. MMP aktivitesindeki artigi takiben noéronal hasar beyin 6demi

olusumunu ve inflamasyonu uyarir ve sonu¢ olarak noronlar degrade olur. Kafa
travmalari, iskemi, inflamasyon ve ndrodejeneratif hastaliklar sonrast MMP paralel
olarak TIMP ekspresyonu da artar. TIMP {iretiminin MMP’ler {izerindeki inhibitor
etkisinden dolayi, TIMP’lerin MMP aktivitesindeki artis ile tetiklenen sinir sistemi

hasarmi 6nledigi diisiiniiliir .

TIMP ailesinin dort alt tipi vardir. TIMP1, 6n beyin iskemisi sonras1 hipokampal
formasyonda artig gosterdigi, kimyasal uyarimli iskemi meydana getirilen hipokampiis
kiiltliriinde ise noronlar1 ekzitotoksisiteden (asir1 ndrotransmitter salinimi sonucu néron

olimii) korudugu gosterilmistir. TIMP2 ise, PC12 hiicre serilerinde ve kortikal

noronlarda norit (bir ndéronun hiicre govdesinden herhangi bir ¢ikintiya karsilik gelen

36



akson veya dendrit olabilen kisim) biiyiimesi ve farklilagsmayir yonlendirdigi
gosterilmistir. TIMP3, serebral iskemiyi takiben kortikal néronlarin dejenerasyonunda
artig gosterdigi ve noronal apoptozu diizenledigi gosterilmistir. TIMP4’lin beyindeki
rolii hakkinda ise ¢ok fazla bilgi bulunamamistir®.

TIMP ailesi iiyesi olan TIMP3 geni, insanda 22. Kromozomun q12.3 bolgesinde
yer alir. Bu gen tarafindan kodlanan protein 211 aminoasitten olusur ve molekiiler
agirhigr 24.1 kilodaltondur®. TIMP3 ilk olarak tavuk fibroblastlarinda transformasyon
uyarict protein olarak kesfedilmisti. ADAMTS1, ADAMTS4, ADAMTSS’in
proteolitik aktiviteleri endojen TIMP3 tarafindan kontrol edilir. TIMP3 N-terminal
domaini ile inhibitér aktivitesini gerceklestirir. TIMP3’tiin ESM kondroitin siilfat
proteoglikanlar1 ile etkilesimi (agrekan gibi) ekstraseliler ADAMTS enzimlerinin
inhibisyonunu saglar. Yapilan c¢alismalarda kanser gelisiminin ¢esitli safhalarinda da

TIMP3 aktvitesinde bozulmalar gozlenmistir®.

2.5.4. BCAN Geni

Kondroitin siilfat proteoglikanlarindan lektikan ailesi iiyesi olan brevikanm
kodlayan BCAN geni insanda 1. Kromozomun q23.1 bolgesinde yer alir. Brevikan
beyin ekstraseliiler matriks formasyonunda gorevlidir. 911 aminoasitten olusur ve
molekiiler agirligi 99.1 kilodaltondur. Bu protein gliomalarda yiiksek seviyede eksprese
olur, beyin tiimorlerinde hiicrenin biiylime ve motilitesinden sorumludur. Alternatif
splaysing ile ¢ok farkli varyantlari meydana gelir. Alzheimer hastaligindaki bilissel
bozukluklardan sorumlu karakteristik lezyonlarda yaygin olarak goriilen noropillerde
(anormal nérit) brevikan ekspresyonu yiiksek diizeyde bulunmustur®.

Noronlarda, astrositlerde, mikroglia hiicrelerinde sadece matriks proteinleri degil
ayni zamanda onlar1 proteolize eden MMP ve ADAMTS enzimleri de eksprese olur.
Brevikan MMP ve ADAMTS tarafindan farkli bolgelerden kesilir dolayisi ile farkli
fragmentler meydana getirirler. Brevikan ESM proteazlarinin biiytik bir kismi tarafindan
kesilebilir. Brevikan 0Ozellikle ADAMTS4 (agrekanaz 1) tarafindan spesifik bir
bolgeden kesilir. Bunun sonucu olarak da ESM difiize forma doniisiir. ADAMTS4
proteolitik aktivitesi ile, ESM’nin diflize forma donlismesi noronal aktivite ile
diizenlenir, bu yiizden de ADAMTS4’lin sinaptik plastisitede onemli rol oynadigi

sOylenebilir. Ekstraseliiler matrikste brevikanin, yapisal plastisite iizerindeki inhibitor
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etkisinden dolay1 sinapslar1 stabilize ettigi Onerilmektedir. Yapilan bir calismada
ADAMTS4 tarafindan proteolize ugramis brevikan fargmentlerinin sican beyninde
hipokampiis ve korteks bolgesinde immiinohistokimya yontemi ile giiglii bir sekilde

boyandig tespit edilmigtir®.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Cihazlar
Hassas Terazi

Kan glikozu 6l¢tim cihazi1 ve stripleri
Mikrosantrifiij
Sogutmal1 Santrifiij
Vorteks

Buz Makinesi

Azot Tanki

Buzdolabi (-20°C)
Buzdolabi (+4°C)
Buzdolabi (-80°C)
Real Time PCR cihazi
Isik Mikroskobu

3.1.2. Kimyasal Malzemeler
Streptozotosin
Insiilin

DMEM

Rat insiilin elisa kiti

Trizol

Kloroform

izopropanol

Ethanol

DEPC

First-strand cDNA sentez kiti

TagMan gen ekspresyon assay
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Ohous Triple Balance
Accu Check Go

Hettich

Hettich

Heidolph

Hoshizaki

Taylor Wharton

Bosch

Ugur

New Brunswick scientific
Applied Biosystem-7500
Leica DMBR

Santaz Cruz

Lilly

Gibco (Dulbecco Modified Eagle’s
Medium)

Cloud-Clone

Life Tech

Merck

Sigma

Merck

Lonza (diethyl pyrocarbonate)
Life Tech

Life Tech



(GAPDH, ADAMTS4, TIMP3, RELN, BCAN)

TagMan gen ekspresyon master mix Life Tech
Formol soliisyonu Sigma
Cresyl violet asetat Merck
Hematoksilen Merck
Eozin Merck

3.1.3. Sicanlarin Temin Edilmesi ve Bakim

Calismada kullanilan 40 adet Albino Wistar tiirii, 180-200 gram agirliginda, 7-
10 haftalik erkek sigan, Cukurova Universitesi Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma ve
Uygulama Merkezi (TIBDAM)’ den temin edildi. Sicanlarin bakimi ve beslenmeleri
caligma stiresince 22-25°C, %40-60 rolatif nem, 12:12 saatlik aydinlik-karanlik dongiisii
bulunan odada gergeklestirildi. Sicanlar kafeslere, her kafeste 5 sigan olacak sekilde
yerlestirildi. Oda siirekli 35m’/saatlik bir debide vantilator araciligi ile siirekli
havalandirildi. Deney siiresi boyunca gruplara gore yiiksek enerjili ve normal yemle
beslenme ve taze glinliik su temini saglandi. Calisma siiresince hayvanlara uygulanan
tiim miidahaleler CU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan bildirilen kurallar
dogrultusunda yapildi. Bu ¢alismalar i¢in 27.11.2015 tarihli, 9 sayili toplant1 karar ile
etik kurul belgesi alindu.

3.2. Yontem

3.2.1. Deney Gruplarinin Belirlenmesi ve Deney Oncesi Hazirhk

Deney 4 grup ve her bir grupta 10 adet sigan olacak sekilde dizayn edildi.
Hastalik modelinin olusturulmast ve siganlarin deney periyodu sonlanmandan 6lmesi
ihtimaline karsin 50 adet sigan temin edildi. Siganlar deney gruplan ile etiketlenmis
kafeslere yerlestirildi. Deney gruplari ve yapilan uygulamalar c¢izelge 3’ de

Ozetlenmistir.
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Cizelge 3. Deney gruplari ve yapilan uygulamalar

Deney Uygulama Sican
Gruplar Say1s1

Yiiksek yagh diyet ile beslenmis ve Streptozotosin 10
1. Grup o

enjeksiyonu yapilmis grup
2. Grup Yiiksek yagl diyet ile beslenmis grup 10
Normal diyet ile beslenmis ve Streptozotosin 10

3. Grup

enjeksiyonu yapilmig grup

4. Grup Normal diyet ile beslenmis grup 10

3.2.1.1. Cahismada Kullanilan Yemin Hazirlanmasi

Yapilan cesitli ¢alismalarda obezite veya insiilin direnci olusturmak amaciyla
deney hayvanlarina verilen yag oranlar1 %30-%58 arasinda degismektedir’”**4!,
Toz haline getirilmis standart pelet yem, icerisine protein kaynagi olarak %5 yagl soya,
%S5 tavuk unu, enerji kaynagi olarak ise %50 i¢ yag1 konularak karisim homojen hale
getirilmis sonrasinda da pelet haline getirilerek derin dondurucuda saklanmistir (Sekil
10). Daha 6nce Hazman ve arkadaslarinin ¢alismalarinda kullandig1 ayni yem igerigi
kullanilmis olup, kullanilan i¢ yagi ve diger yem igerikleri ayni kurumlardan temin
edilmistir'®. Bu ekibin yaptirdig1 yem analizi sonucunda hazirlanan yem karisimimin
metabolik enerji degeri 4930 kal/kg oldugu belirlenmis olup, cizelge 4° de yapilan yem
analizi sonuclar1 verilmistir'®. Her hafta taze olarak hazirlanan yem, si¢anlara besleme
yapilmadan bir saat 6nce dondurucudan ¢ikarilmig ve sonrasinda verilmistir. Literatiir
aragtirmalar1 ve Hazman ve arkadaslarinin ¢aligmalarinda kullandig1 yagh diyet icerigi
gdz Oniinde bulundurularak hazirlanan HFD, ratlarin yeme alisma siireci dikkate

alarak icerikteki yag orani yavas yavas arttirilarak uygulanmistir. Ratlarin 1 hafta

sonunda %50 i¢ yag1 iceren yeme tamamen uyum sagladigi gézlemlenmistir.
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Sekil 10. Yiiksek yagli yem hazirlanmasi

Cizelge 4. Standart yem ve yiiksek yagl yem igerikleri'*

Yag Protein Karbonhidrat Diger Maddeler Enerji
(%) (%) (%) (%) diizeyi
(kal/kg)
Standart
pellet 4,1 17 76,4 2,5 2600
yem
Yiiksek
yagh 57,3 13,6 30,1 1,5 4930
yem

3.2.1.2. Streptozotosin Hazirlanmasi

Steril kosullar altinda pH’s1 4.5 olan 0.1M sitrat tamponu igersinde 45 mg/ml
STZ ¢ozdirildii. Tip 2 diyabet modeli olusturulacak ratlarin agirliklart belirlendikten

sonra agirliklarina uygun olacak hacimlerde STZ 45 mg/kg oraninda ratlara kuyruk

veninden verildi.

3.2.1.3. Insiilin Cézeltisinin Hazirlanmasi

Yiiksek yagli diyet ile beslenen ratlarda streptozotosin enjeksiyonu oncesinde
insiilin tolerans testi i¢in kullanilmak iizere insiilin ¢6zeltisi hazirlandi. Hizli etkili
(humolog) insiilinden 1ml (100 IU), 199 ml serum fizyolojik (%0.9 NaCl) igersinde

¢cozdiiriildi. Her ml’sinde 0.5 ml insiilin bulunan ¢ozelti ratlarin o anki agirligina gore

intraperitonal (i.p.) 0.5 IU/kg olarak uygulanmustir.
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3.2.2. Ratlarda Insiilin Direnci Olusturma

Literatiir taramas1 sonucunda si¢canlarda en hizli agirlik artisinin 5. haftadan
sonra baglayip 20 haftalik oluncaya kadar devam ettiginin belirlenmesi sonucunda
calismamizda yer alan sicanlarin temin edilmesinde 7-10 haftalik olmasi gbz Oniinde

814 Deney gruplari arasinda yiiksek yagli diyet ile besleyecegimiz 1. ve

bulunduruldu
2. grupta yer alan ratlara, 1 hafta boyunca yeme aligmalar1 i¢in yemde ki yag orani
yavag yavasg arttirilarak verilmistir. Normal diyet ile beslenen ve yiiksek yagh diyet ile
beslenen tiim ratlarin agirlik degisimleri haftalik olarak belirlenerek kaydedildi. Altinci
haftanin sonunda tiim ratlara insiilin tolerans testi uygulandi ve insiilin direnci geligimi
gozlenen ratlar tespit edildi. Literatiirde yer alan ¢alismalar gézoniinde bulundurularak
normal diyet ile beslenen kontrol grubu ratlar ile kiyaslandiginda agirlik artis1 farki en
az %5 olan ve insiilin tolerans testi sonucunda insiilin direnci gelisimi tespit edilen

yiiksek yagl diyet ile beslenen ratlar obezite modeli olarak kabul edildi'**>*’.

3.2.3. Tip 2 Diyabet Modelinin Olusturulmasi

Obez oldugu kabul edilen ratlar calismanin sekizinci haftasinin sonunda 12 saat
stire ile a¢ birakildiktan sonra aclik kan glikozlar dl¢iildii (Accu-Check Go). Ratlarin
agirlik olgtimleri yapilarak, verilecek olan STZ dozlar1 belirlendi. Daha sonra literatiire
dayanarak steril kosullarda hazirlanan pH’st 4,5 olan 0,1 M sitrat tamponunda
coziinmiis 45 mg/ml STZ, 45 mg/kg dozunda siganlara kuyruk veninden enjekte
edilmek iizere hazirlandi. Ketamin (65 mg/kg) ve ksilazin (7 mg/kg) ile anestezi altina
alindiktan sonra kuyruk kismi alkolle temizlenip kuyruk veninin yeri belirlendikten
sonra tek doz enjeksiyon yapildi. Enjeksiyondan 48 saat sonra plazma glikoz seviyeleri

o6l¢iildii ve 300 mg/dl lizerinde olanlarda tip 2 diyabet gelistigi kabul edildi.

3.2.4. Agirhk ve A¢chik Kan Glikozu Olgiimii

Ratlara, deneyin baslangicindan itibaren haftada bir kez olmak iizere agirlik
dlgiimleri yapildi ve kaydedildi. Ol¢iimler éncesi bir gece ag birakilan ratlarin agirliklari
elektronik hassas terazi ile belirlendi. STZ enjeksiyonundan sonra ise yine haftada 1 kez
olmak kaydiyla bir gece a¢ birakilan ratlarin kuyruk veninden alinan bir damla kan ile

Accu-check go cihaz1 yardimi kan glikoz seviyeleri belirlenip kaydedildi.
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3.2.5. Deneyin Sonlandirilmasi
20 hafta sonunda ketamin ksilazin ile anestezi altina alinan ratlarin kalplerinden
biyokimyasal analiz i¢in kan 6rnekleri alindi, molekiiler ve histopatolojik analizler i¢in

de beyin hipokampus dokular1 izole edildi.

3.2.6. Biyokimyasal Analizler

3.2.6.1. insiilin Tolerans Testi (ITT)

Insiilin tolerans testi, plazma glikozunun insiiline kars: olan hassasiyetini ve
viicudun hipoglisemiye karsi tepkisini belirlemek amaciyla yapilir. Testten 2 saat 6nce
a¢ birakilan ratlara 0,5 U/kg dozunda insiilin deri altindan enjekte edildi®®?’. 0, 30, 60

ve 90. dakikalarda plazma glikoz seviyeleri 6l¢iildii ve kaydedildi.

3.2.6.2. Insiilin Seviyesinin Belirlenmesi

Insiilin seviyelerini belirlemek amaciyla ratlarn kan serumu &rneklerinde
ELISA yontemiyle rat insiilin elisa kiti (Cloud-clone) ile 6l¢iim yapildi. Caligmanin
sonunda, kalpten alinan 3-5 ml kan 6rnegi +4 °C’ de 3000 x g’de santrifiij edilerek

ayrilan serum 6rneginden ¢aligma yapildi.

3.2.7. Histopatolojik Analizler

Deney sonunda izole edilen hipokampus dokularinin bir kismi histopatolojik
analizler icin kullanildi. Hipokampus dokulart %10’luk tamponlu formol soliisyonu
icinde en az 24 saat tespit edildi. Tespit olan hipokampus dokular1 rutin patoloji doku
takip sistemi ile takip edildi (Shandon Citadel, Almanya). Dokular formol soliisyonu
icinden ¢ikarilarak akar ¢esme suyunda 6 saat siire ile yikandi. Daha sonra sirasiyla
%50, %70, %96 ve absolii alkol serilerinde 2 saat siireyle tutuldu, sonrasinda 2 saat
boyunca Ksilen ile muamele edilen dokular en son parafine konarak 2 saat parafinde
tutulup parafin bloklara gomiildii. Parafine gomerken hipokampustan sagital kesitler
almacak sekilde bloklandi. Parafin bloklar mikrotom ile 4-5 mikron kalinliginda kesildi
(Microm HM 325, Almanya) ve adeziv lam iizerine alindi. Hipokampus dokular1 rutin
Hematoksilen ve eozin boyamasiyla ve ayrica sinir sistemi lezyonlarini ve noronlarin

histolojik durumunu net gosteren cresyl violet (Nissl boyama) boyama ile boyandi.
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Cresyl violet boyamasi kisaca soyle yapildi: Kesitlerden parafin ksilol ile uzaklastirildi.
Alkol serilerinde dehidrate edilen (%50,70-80-96 ve absolii alkol) kesitler lizerine %0,1
lik Cresyl violet damlatild1 ve 1-2 dakika boyanmasi beklendi. Ardindan ¢esme suyu
altinda fazla boyanin akitilmasi saglandi. Tekrar alkol serilerinden ksilol’a kadar 2’ser
dakika rehidrate edilen kesitler entellan ile kapatildi. Boyanan kesitler 151k mikroskobu
(Leica DMRB, Almanya) altinda ¢ekilen dijital goriintiiler lizerinden degerlendirildi ve

kaydedildi.

3.2.8. Molekiiler Analizler

3.2.8.1. RNA Izolasyonu
(Calisma sonrasinda alinan hipokampus 6rnekleri izolasyon islemi yapilana kadar
-80 °C’de saklandi. Hipokampiis 6rneklerinden RNA izolasyonu Trizol protokoliine

gore gergeklestirilmistir®®.

1. Buz iizerinde 50-100 mg doku Ornegi bistiiri ile kiiclik parcalara ayrilir ve
tizerine 1ml trizol eklenerek ependorf tiipe aktarildi.

2. Buz iizerinde 5 dakika inkiibe edildikten sonra, 6rnek tizerine 200 pl kloroform
eklendi. Vorteks iizerinde 15 saniye karistirild1 ve 15 dakika tekrar inkiibasyona
birakildi.

3. Inkiibasyon sonrast +4 °C’ de 13500 rpm’de 15 dakika santrifiij yapild:.
Santrifiij sonras1 ependorfta 3 faz gozlenmis olup, en iist faz (saydam kisim)
RNA igermektedir. Bu kisim yeni bir ependorfa aktarildi.

4. RNA iizerine 500 pl isopropanol eklendi, 10 dakika oda sicaklifinda
inkiibasyona birakildi.

5. Inkiibasyon sonunda +4 °C” de 13500 rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi.

6. Santrifiij sonrast RNA, pelet halinde ependorf duvarinda goriinmektedir.

7. Siipernatant uzaklastirilarak RNA peleti tizerine %75 Etanol-DEPC su karigim
eklenerek pipetaj yapildi ve pelet kaldirildi. Daha sonra tekrar +4 °C” de 13500
rpm’de 15 dakika santrifiij yapilda.

8. Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirilarak RNA, 5-10 dakika kurumaya

birakildi. Siipernatant uzaklastirilarak RNA 10 dakika kurumaya birakildi,
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peletin miktarina gore 20-50 pl DEPC su eklendi. Pipetaj yapilip -80 °C’ye
kaldirildi.

cDNA sentezi yapilmadan 6nce RNA konsantrasyonlart ve Ajep/Asgp orani
nanodrop yardimi ile Olgilildli, saflik oranlar1 belirlendi. Elde edilen
konsantrasyon sonuglari 100-600 ng/ul araligindaydi. Niikleik asit safligim
gosteren A260/A280 orani yaklasik olarak 2 idi.

3.2.8.2. cDNA Sentezi
RNA orneklerinden cDNA sentezi ic¢in ticari ¢cDNA sentez kiti Applied

Biosystems High Capacity cDNA Reverse Transkriptaz kiti kullanildi. Reaksiyonda

kullanilacak master mix bilesenleri ve hacimleri asagida gosterilmistir. RNA miktar1 1,5

ng olacak sekilde eklenmistir. Toplam hacim 20 pl’ dir.

10x Tampon (2 ul)
25x dANTP (0.8 pul)
10x RT Rastgele primerler (2 pl) L Reaksiyon Basina Toplam Hacim: 10 pl
Reverse Transkriptaz Enzim (1 pl)

Niikleaz igermeyen su (4.2 ul)

Termal Cycler’da belirlenen reaksiyon kosullar1 ise asagidaki gibidir.
Asama: 25 °C (10 dk)

Asama: 37 °C (120 dk)

Asama: 85 °C (5 dk)

4. Asama: +4 °C (=)

3.2.8.3. Real Time PCR (Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Real time PCR, gen ekspresyonunu goriiniir hale getiren, floresan isaretli prob

ve boyalarin kullanildigi, floresanin olusan transkript miktar1 ile dogru orantili olarak

arttig1 6zglin ve hassas bir ¢ogaltma yontemidir. Floresan 1smnim bilgisayara bagli bir

termal cycler ile monitorize edilir’. Calismamizda ADAMTS4, TIMP3, RELN, BCAN

genlerinin ekspresyon analizi i¢in tasarlanan FAM boyali prob iceren TagMan gen

ekspresyon analiz kiti kullanilarak real time PCR reaksiyonu yapildi. TagMan prob
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yonteminde 3 c¢esit primer kullanilir. Kullanilan primerlerden iki tanesi DNA ipligi
tizerinden replikasyonu baslatir. Floresan isaretli prob ise primerlerin arasindan zincire
baglanir. Prob, 5’ ucunda reporter (bildirici) florokrom ve 3’ ucunda quencher
(baskilayici) florokrom isaretli modifiye bazlar igerir. Amplifikasyon siirecinde 1.
Primer yoniinde uzayan DNA ipligi, probun 5’ucunu zincirden ayirir ve Taq polimeraz
enzimi 5°-3’ niikleaz aktivitesi ile floresan reporter molekiiliini probdan ayirir.
Quencherden ayrilan reporter molekiilii floresan 1s1ma yapar. Her doéngiide
amplifikasyon arttikca floresan 151ma da buna bagl olarak artmaya devam eder™.

Real time PCR i¢in mix asagida belirtilen sekilde hazirlandi ve 96’lik plate’e
20’ser pul olacak sekilde paylastirildi.

e 20x TagMan Gene Expression Assay (1 pl)

e 2x TagMan Gene Expression Assay Master mix (10 pl)
e cDNA o6rnegi (2 pul)

e Niikleaz igermeyen su (7 pl)

Real time PCR cihazi i¢in belirlenen 1s1 dongii kosullar ise asagidaki gibidir.

Asama: 50 °C (2 dk)
Asama: 95 °C (10 dk)

Asama: 95 °C (15 sn)
40 Dénei
Asama: 60 °C (1 dk) onsgu

Real time PCR sonucunda elde edilen ekspresyon verilerini degerlendirmek i¢in

B bhb o=

Threshold Cycle (esik deger dongii; CT) degerleri arasindaki farkliliklar olgtiliir. CT
degeri triindeki ilk anlamli artisin oldugu noktay1 yansitir. Calismamizda her bir gen
icin deney ve kontrol gruplarina ait Ornekler duplike olarak c¢aligildi. Reaksiyon
sonucunda elde edilen verilerin ortalamasi alinarak degerlendirme yapildi. Referans gen
olarak GAPDH (house keeping gen) kullanildi. Reaksiyon sonuglar1 asagidaki formiile

gore degerlendirildi®.
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ACT= CT hedef gen- CT referans gen
AACT= ACT muamele edilen- ACT kontrol

- AACt
Ekspresyon orani= 2

3.2.9. istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel analizinde IBM SPSS Statistics Versiyon 20.0 paket
programi kullanildi. Kategorik Olgiimler say1 ve yilizde olarak, sayisal Olclimlerse
ortalama ve standart sapma (gerekli yerlerde ortanca ve minimum - maksimum) olarak
ozetlendi. ikiden fazla grubun sayisal dl¢iimlerinin genel karsilastirilmasinda Tek Y 6nlii
Varyans Analizi kullanildi. Gruplarn ikili karsilastirilmalarinda grup i¢i varyanslarin
homojen olup olmamasina gére Bonferroni veya Tamhane testleri kullanildi. Tim
testlerde istatistiksel onem diizeyi 0,05 olarak alindi. Serum insiilin seviyeleri ise
deskriptif (tasviri) olarak degerlendirildi. Real time PCR sonuglar1 fold change (kath

degisimleri) ve p degerleri dataanalysis.qiagen.com’ da degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda materyal metod boliimiinde anlatilan sekilde Tip 2 Diyabet
modeli gelistirilen ratlarda, beyin ekstraseliiler matriksinde yer alan proteinleri kodlayan
ADAMTS4, TIMP3, RELN, BCAN genlerinin ekspresyon seviyeleri incelenmistir.
Deneysel Tip 2 Diyabet modeli literatiirde yer alan bilgiler 15181nda optimize edilip,
ratlara uygulanmis olup model basar ile olusturulmustur. Model olusturulduktan sonra
elde edilen serum ve doku orneklerinden laboratuar analizleri yapilip, elde edilen

sonugclar istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Calisma sonucunda elde edilen bulgular

basliklar halinde agagidaki gibidir.

4.1. Canh Agirhik Degisimi Verileri

Ratlarin, ¢aligmanin basinda laboratuvara getirildikleri andan itibaren her hafta,

haftada bir kez olmak iizere diizenli olarak agirliklart 6l¢iiliip, kaydedilmistir. Calisma

siresince, ratlarin dorder haftalik siirecde ki agirlik degisimi verilerinin ortalamalari

cizelge 5° de yer almaktadir.

Cizelge 5. Ratlarin ortalama agirlik degisimleri (X : ortalama, SS : standart sapma)

Olgiim Zamanlar
Deney 0.hafta 4.hafta 8.hafta 12.hafta 16.hafta 20.hafta
Gruplar XtSs XtSs XtsSs X+SS X+SS XtSs
Med(min-max) | Med(min-max) | Med(min-max) | Med(min-max) | Med(min-max) | Med(min-max)
HED*S 184+23,52 227+13,61 286+14,92 305+21,56 310+21,64 314+23,53
I.qup 189,5(135-210) 223,5(204-246) 283(267-313) 301(280-341) 314,5(268-334) 314(274-349
HFD 188+10,79 237+16,64 296+15,74 336+10,17 364+8,76 398+10,34
2.Grup 188,5(169-205) 231(218-273) 296(267-318) 334(321-350) 362(351-378) 399,5(382-412)
STZ 193+5,29 205+5,39 227+4,96 268+5,51 270+5,79 275+7,36
3.Grup 192(187-204) 204,5(198-213) 228(218-234) 268(257-275) 270,5(259-278) | 274,5(266-287)
Kontrol 196+4,42 22045,16 24145,22 263+4,47 281+4,52 29446,18
4.Grup 195,5(190-203) 221(208-225) 241(232-249) 263(256-269) 281,5(274-289) 293(284-304)
P degeri p>0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001

Calismanin ilk haftasinda rastgele segilen sicanlardan olusturulan deney

gruplarinin ortalama agirliklar1 karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik olusmazken (p>0,001), calismanin 4. haftasindan itibaren 20. haftaya kadar
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ortalama agirliklar karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmustur(p<0.001).

Deneyin ikinci haftasindan itibaren yiiksek yagli diyet ile beslenen HFD ve
HFD+STZ gruplarinin ortalama agirliklarinda, normal diyet ile beslenen STZ ve kontrol

gruplarma kiyasla anlamli bir farklilik gézlenmistir.

Canhi Agirhik Artisi

m KONTROL STZ mHFD mHFD+STZ

Sl e ———————
16 Dt
PRy
8.hafta
4 hafta
0.hafta ;
0 100 200 300 400 500
AGIRLIK (G)

Sekil 11. Ratlarin ortalama canli agirlik degisimleri

Yukarida yer alan ¢alisma gruplari arasindaki agirlik artisi degisimini gosteren
grafikte (Sekil 11), agirlik artisinin 8. haftadan sonra bagladigi ve agirlik artisinin en
fazla oldugu gruplarin HFD ve HFD+STZ gruplart oldugu gozlemlenmistir. Her iki
grupta normal diyet ile beslendikleri halde, sekizinci haftada STZ enjeksiyonu
yapildiktan sonra, STZ grubunda kontrol grubuna kiyasla agirlik artisinda nispeten bir
azalma gozlemlenmistir. Yiiksek yaglh diyet ile beslenen HFD ve HFD+STZ gruplarini
da kendi i¢inde kiyasladigimizda, yine 8. haftada ki STZ enjeksiyonundan itibaren
HFD+STZ grubunun agirlik artisinda, HFD grubuna kiyasla azalma oldugu

gbzlemlenmistir.

4.2. Kan Glikoz Degisimi Verileri

STZ ve HFD+STZ gruplarma ¢alismanin sekizinci haftasinda yapilan
streptozotosin enjeksiyonundan sonra haftada 1 kez olmak kaydiyla bir gece ag
birakilan ratlarin kuyruk veninden alinan bir damla kan ile kan glikoz seviyeleri

belirlenip kaydedildi. Ayni sekilde HFD ve kontrol gruplari i¢inde kan glikoz seviyeleri
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belirlenip kaydedildi. Ratlarin dorder haftalik siiregte ki kan glikoz degisimi verilerinin

ortalamalari ¢izelge 6’ da yer almaktadir.

Cizelge 6. Ratlarin ortalama kan glikoz degisimleri ( X : ortalama, SS : standart sapma)

Olgiim Zamam
Deney 0.hafta 8.hafta 12.hafta 16.hafta 20.hafta
Gruplan X+SS X +SS X+SS XtSs XtSs
Med(min-max) Med(min-max) | Med(min-max) | Med(min-max) | Med(min-max)
HFD+STZ 80+5,71 109+6,71 402+44,03 336+52,55 387+46,39
1.Grup 79(72-90) 109,5(100-119) | 411,5(322-461) 321(246-418) 390(322-450)
HFD 82+7,63 106+10,24 119+5,22 123+33,97 137+4,61
2.Grup 82(72-94) 109(89-120) 119(108-127) 123(116-129) 137(129-144)
STZ 7945,94 9546,30 391£57,34 317+57,77 369+41,89
3.Grup 78(71-89) 94,5(86-107) 400(267-458) 313,5(197-400) 371(293-431)
Kontrol 84+5,09 78+5,98 82+4,13 90+4,29 87+5,07
4.Grup 84,5(76-92) 79,5(69-86) 82,5(74-88) 88,5(85-97) 88(76-93)
P degeri P>0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001 P<0,001

Calismanin ilk haftasinda deney gruplarinin ortalama kan glikoz seviyeleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olusmazken (p>0,001),
calismanin 8. haftasindan itibaren 20. haftaya kadar ortalama kan glikoz seviyeleri
karsilastirildiginda  gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmustur(p<0.001).

HFD+STZ ve STZ grubu ratlarda acglik kan glikoz seviyesi sekizinci haftada
yapilan STZ enjeksiyonu ile artig gostermis olup, kontrol grubu ve HFD grubu ratlarin
ortalama glikoz seviyesine kiyasla anlamli bir farklilik gézlenmektedir. HFD ve kontrol
grubu ratlarin glikoz seviyelerini kendi i¢inde karsilastirdigimizda ise, HFD grubu ve

kontrol grubu arasindaki farkin anlamli bir farklilik oldugu gézlenmistir.

51



Kan Glikoz Degisimi

20.hafl |
16.hafta [
12.hafta
8hafta [
O.hafta
0 100 200 300 400 500

Kan Glikozu (mg/dl)
W Kontrol mSTZ MHFD MW HFD+STZ

Sekil 12. Ratlarin Ortalama Kan Glikoz Degisimleri

HFD+STZ ve STZ grubu ratlarda aglik kan glikoz seviyesinin sekizinci hafta
sonunda yapilan STZ enjeksiyonu ile artig gosterdigi Sekil 12° de goriilmektedir.
Kontrol grubu ratlarin glikoz seviyesi ¢alisma boyunca stabil iken, yiiksek yaglh diyet
verilen HFD grubu ratlarin kan glikoz seviyesinin kontrol grubuna nazaran yiikselme

egiliminde oldugu gozlenmektedir (Sekil 12).

4.3. Serum Insiilin Seviyeleri
Ratlardan alinan kan 6rneklerinde serum insiilin seviyeleri analiz edilmistir. Elde

edilen veriler cizelge 7’ de goriilmektedir.

Cizelge 7. Ratlarin Serum insiilin seviyeleri

Deney .
Insiilin (ng/ml)
Gruplan
HFD+STZ
0,71
1.Grup
HFD
1,1
2.Grup
STZ
0,46
3.Grup
Kontrol
0,30
4.Grup
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Deney gruplarindan STZ ve kontrol grubu serum insiilin seviyeleri, yiliksek yaglh
diyet ile beslenen HFD ve HFD+STZ gruplarina nazaran daha diisiiktiir (¢izelge 7, sekil
12)

Serum insiilin Seviyesi (ng/ml)

1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2 I l
0
STZ

HFD+STZ HFD KONTROL

Sekil 13. Ratlarmn Serum Insiilin Seviyeleri Degisimleri

4.4. Insiilin Tolerans Testi (ITT)

Insiilin tolerans testi, kan glikoz seviyesinin insiiline kars1 duyarhiligim ya da
viicudun hipoglisemiye yanitin1 belirlemek igin yapilir. Insiilinin yar1 émrii siganlarda
226-314 saniyedir’’. Bu nedenle ilk diismeden sonra glikoz konsantrasyonundaki
farkliliklar 30. dakikaya kadar devam ettigi, 30. dakikadan sonra glikoneogenez ve
glikojenoliz devreye girdigi i¢in glikoz seviyesinde artan yonde bir degisim meydana
geldigi rapor edilmistir’.

Altinct haftanin sonunda tiim gruplardaki ratlara uygulanan insiilin tolerans testi
Hazman ve arkadaslarinin yaptig1 calisma referans alinarak insiilin uygulamasi dncesi
kan glikoz degerleri 100 mg/dl kabul edildi”®. Test sonucu elde edilen veriler gizelge 8’

de yer almakta olup, sonugclar istatistiksel olarak da degerlendirilmistir.
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Cizelge 8. Insiilin tolerans testi sonucu kan glikoz degerleri (X : ortalama, SS : standart sapma)

Ol¢iim Zamam
Deney 0.dakika 30.dakika 60.dakika 90.dakika
Gruplari X+SS X+SS X+SS
Med(min-max) Med(min-max) Med(min-max)
HFD+STZ 863,23 524628 484529
1.Grup 100
85,5(81-91) 52(42-62) 47,5(40-57)
HFD 100 88+4,52 74+4,73 70+3,52
2.Grup 87(31-96) 74,5(67-81) 71(65-74)
o 443,36 40+1,49 371,56
j: k) j: 9
3.Grup 100 43(40-52)
40(38-42) 37(35-39)
Kontrol 45+2,74 41,5+2,06 37+1,82
4.Grup 100 45,5 41,5 37
41-50 39-45 34-40

Insiilin tolerans testi sonucu organizma insiiline duyarl ise, plazma glikoz
seviyesi 30 dk icersinde acglik seviyesinin %50 altina diistiigii, insiilin direnci s6z
konusu ise de glikoz seviyesindeki azalmanin %50’ den az ve diisme siiresinin 30 dk’
dan uzun siirdiigii belirtilmistir’®. Yiiksek yagl diyet ile beslenen HFD ve HED+STZ
gruplarinda kan sekerindeki diisme ilk 30 dk’ da 9%50’den azdir. Dolayis: ile bu iki
grupta insiilin direncinin meydana geldigi kabul edilmistir. Kontrol ve STZ gruplarinda
ise kan sekerindeki diisme %50’ den fazladir. Ol¢iim alinan tiim dakikalar agisindan,
biitliin gruplar karsilastirildiginda elde edilen veriler istatistiksel olarak da anlamlidir

(p>0,001) (¢izelge 8).

4.5. Histopatolojik Analiz Sonug¢lar:

Hipokampus dokular1 hipokampus formasyonunun tiim yapilar1 goriinecek
sekilde kesilen dokularda incelendi. Dentat girus, CA1, CA2, CA3 bolgeleri dikkatlice
incelendi. Stratum piramidale ve stratum molekulare tabakalarindaki ndron ve
astrositler histolojik olarak degerlendirildi.

HFD ve KONTROL gruplarinda yer alan rat hipokampuslarinda staratum
piramidale ve molekulare tabakarindaki hiicrelerin normal yogunlukta ve normal
boyanmalar gosterdigi gozlendi. Piramidal hiicrelerin cresyl violet boyamada normal
olarak boyandigi, néron uzantilarinin ve molekiiler katindaki astrositlerin normal

histolojik yapisinda oldugu goriildii (Sekil 14).
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HFD+STZ ve STZ gruplarinda yer alan rat hipokampuslarinda en belirgin bulgu
ndronlarin biiziismesiydi. Noron biiziismeleri cresyl violet boyamasinda oldukca koyu
ve kiiclilmiis sekilde belirgin hale gelmesiyle kendini gosteriyordu. Bu durum ndron
hasarmin spesifik bir bulgusudur. Ayrica HFD+STZ grubunda yer alan hayvanlardan
bazilarinda molekiiler tabakada plak seklinde 3-5 piramid hiicre biiyiikliigiinde koyu
boyanma alanlarina rastlandi. Bu alanlar Hematoksilen ve eozin boyamada ve cresyl

violet boyamasinda oldukga belirgindi (Sekil 15).

Sekil 14. A. HFD grubunda yer alan rata ait hipokampus kesiti. Piramidal katmandaki hiicreler normal
goriiniimde (ok). Hematoksilen ve eozin boyama. Biiyiitme 200X. B. HFD grubunda yer alan
rata ait hipokampus kesiti. Piramidal katmandaki hiicreler normal goriiniimde (ok). Cresyl
violet boyama. Bilylitme 200X. C. Kontrol grubunda yer alan rata ait hipokampus kesiti.
Piramidal katmandaki hiicreler normal gdriinimde (ok). Hematoksilen ve eozin boyama.
Biiyiitme 200X. D. Kontrol grubunda yer alan rata ait hipokampus kesiti. Piramidal
katmandaki hiicreler normal goriiniimde (ok). Cresyl violet boyama. Biiyiitme 200X.
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. A. HFD+STZ grubunda yer alan rata ait hipokampus kesiti. Piramidal katmandaki hiicrelerden

bazilarinn biiziigmiis oldugu ve koyu boyandig1 goriinmekte (oklar). Hematoksilen ve eozin
boyama. Biiyiitme 200X. B. HFD+STZ grubunda yer alan rata ait hipokampus kesiti. Piramidal
katmandaki biiziismiis (oklar) hiicreler ve normal ndronlar (okbasi). Cresyl violet boyama.
Biiyiitme 200X. C. STZ grubunda yer alan rata ait hipokampus kesiti. Piramidal katmandaki
hiicrelerden bazilarinn biiziigmiis oldugu ve koyu boyandigi goriinmekte (oklar). Normal
ndronlar katmanda goriinmekte (okbasi). Hematoksilen ve eozin boyama. Biiyiitme 200X. D.
STZ grubunda yer alan rata ait hipokampus kesiti. Piramidal katmandaki biiziigmiis (oklar)
hiicreler. Cresyl violet boyama. Biiyiitme 200X. E. HFD+STZ grubunda yer alan rata ait
hipokampus kesiti. Molekuler tabakada yer alan plak benzeri boyanmis alan (ok). Hematoksilen
ve eozin boyama. Bilylitme 200X. F. STZ grubunda yer alan rata ait hipokampus kesiti.
Molekiiler tabakada yer alan Cresyl violet pozitif plak benzeri alanlar (oklar). Cresyl violet
boyama. Biiyiitme 200X.
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4.6. Molekiiler Analiz Sonuclar:

Calismamizda, deney gruplarimizda yer alan tiim ratlarin beyin hipokampus
dokusundan, Alzheimer ile iligkili oldugu diisliniilen ADAMTS4, TIMP3, RELN,
BCAN genlerinin ekspresyon seviyeleri Real time PCR yontemi ile incelenmistir. Elde
edilen bulgular 2" **“ formiilii ile analiz edilmistir. Her bir gen i¢in deney ve kontrol
gruplarina ait ornekler duplike olarak calisildi. Calisilan genler ve kontrol grubu ile

karsilagtirmali analiz verileri sekil 16,17,18 ve 19°da yer almaktadir.

ADAMTS4 Geni
1,4 1,279
1,2
0,963 1

1
0,8 0,646
0,6
0,4
0,2

0

HFD+STZ HFD STZ KONTROL

Sekil 16. ADAMTS4 geni ekspresyon analizi verileri (HFD+STZ: yiiksek yagl diyet+streptozotosin,
HFD: yiiksek yagli diyet, STZ: streptozotosin)

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda yiiksek yagli diyet ve streptozotosin
uygulanan HFD+STZ grubunda ADAMTS4 geninin ekspresyonunda yaklasik 1,5 kat
bir azalma gozemlenirken, streptozotosin uygulanip normal diyet ile beslenen STZ
grubunda yaklagik 1.1 kat bir azalma gozlemlenmistir. Ancak sadece yiiksek yagli diyet
ile beslenen HFD grubunda kotrol grubuna oranla 1,27 kat bir artis gézlenmistir (sekil
16, cizelge 9).

57



TIMP3 Geni

1
! 0,783 RE
08 ) 0,738
0,6
0,4
0,2
0
HFD+STZ HFD STZ KONTROL

Sekil 17. TIMP3 geni ekspresyon analizi verileri (HFD+STZ: yiiksek yagh diyet+streptozotosin, HFD:
yiiksek yagl diyet, STZ: streptozotosin)

TIMP3 geni agisindan yapilan degerlendirmede HFD+STZ, HFD, STZ

gruplarinin her birinde kontrol grubuna kiyasla ekspresyon seviyelerinde azalma

gozlenmistir (sekil 17, ¢izelge 9).

RELN Geni

16 1,398
1,4
1,2 1

1 0,899
03 0,724
0,6
0,4
0,2

0

HFD+STZ HFD sTZ KONTROL

Sekil 18. RELN geni ekspresyon analizi verileri (HFD+STZ: yiiksek yagl diyet+streptozotosin, HFD:
yiiksek yagl diyet, STZ: streptozotosin)

RELN geni ekspresyon seviyeleri agisindan incelendiginde, yiliksek yagli diyet
ile beslenen ve streptozotosin uygulanan HFD+STZ grubunda kontrol grubuna kiyasla
yaklagik 1,3 kat azalmis, sadece streptozotosin enjeksiyonu yapilan STZ grubunda ise
yaklasik 1,12 kat azalmistir. Yiiksek yaglh diyet ile beslenen HFD grubunda ise RELN
geni ekspresyon seviyesi 1,39 kat artmig olup istatistiksel agidan da bu artis 6nemli

bulunmustur (p=0,0007, p<0,05) (sekil 18, ¢izelge 9).
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BCAN geni

15 1,426
0,987 1
1
0,722
) I
0
HFD+STZ HFD STZ KONTROL

ekil 19. BCAN geni ekspresyon analizi verileri (HFD+STZ: yiiksek yaglh diyet+streptozotosin, HFD:
g presy yu yaglt diy P
yiiksek yagl diyet, STZ: streptozotosin)

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda BCAN geni ekspresyon seviyesi yliksek
yagh diyet ile beslenen ve streptozotosin verilen HFD+STZ grubunda yaklasik 1,3 kat
azalmis, streptozotosin enjekte edilen ve normal diyet ile beslenen STZ grubunda da
yaklagik 1,1 kat azalmistir. Sadece yiiksek yaglh diyet ile beslenen HFD grubunda ise
BCAN geni ekspresyon seviyesi 1,42 kat artmug olup istatistiksel agidan da bu artis
o6nemli bulunmustur (p=0,02, p<0,05) (sekil 19, cizelge 9).

Cizelge 9. Gen Ekspresyonu Verileri

HFD+STZ HFD STZ
Gen 288 [ pdegeri | 27%%Y | pdegeri | 27" | pdegeri
ADAMTS4 0,646 0,07 1,279 0,10 0,963 0,92
TIMP3 0,783 0,51 0,738 0,43 0,857 0,15
RELN 0,724 0,83 1,398 0,0007 0,899 0,43
BCAN 0,722 0,18 1,426 0.02 0,987 0,93
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5. TARTISMA

Tip 2 diyabet ve Alzheimer hastalif1 diinya capinda yaygin olarak goriilen, ¢ok
sayida insani etkileyen hastaliklardir. Hem tip 2 diyabet hem de Alzheimer i¢in hastalik
gelisimini 6nlemeye ve tedaviye yonelik hedefleri olan ¢ok fazla calisma yapilmais olup,
hala bu caligmalar siirdiiriilmektedir. Bu ¢alismalarda siirpriz bir sekilde her iki
hastaliginda dejeneratif siireglerinde yer alan ortak molekiiler mekanizmalar tespit
edilmistir. Diyabetin gelisimi ile ilgili molekiiler defektler, Alzheimer hastaligini da
iceren tiim demans tiplerinde demans gelisim riskini 2-3 kat arttirmaktadir™”. Klinik ve
deneysel caligmalar sonucunda AH ve T2D’in ortak molekiiler ve biyokimyasal
mekanizmalara sahip oldugu bulunmustur’®.

Tip 2 diyabette meydana gelen insiilin direnci ile demans ve azalan biligsel
fonksiyonlar arasinda yakin bir iligki olduguna dair ¢ok sayida kanit vardir. Periferal
instilin direncine eslik eden serebral insiilin direnci ile birlikte demans tablosu meydana
gelir. Alzheimer hastaliginin iki tipik bulgusu olan amiloid plaklar ve ndrofibriller
yumaklarin meydana gelmesinde rol oynayan A ve tau proteinlerinin metabolizmasini
etkileyen insiilin, iki hastalik arasinda ki iligkinin ortaya konmasinda en belirgin
kopridiir’”.

Beyin ekstraseliiler matriksi (ESM), beyinde ekstraseliiler boslugu dolduran,
beyin plastisitesinde ve hastaliklarin patofizyolojisinde 6nemli rol oynayan
molekiillerdir. ESM yetiskin beyninde ndronal plastisiteyi diizenleyen molekiiler bir
fren gibi davranir. Ciinkii noronal plastisite beyin ESM’sinin enzimatik par¢alanmasi ya
da genetik maniipiilasyonu ile diizenlenebilir’’. Ekstraseliiler matriks proteinleri
lizerinde secici rol oynayan ekstraseliiler proteaz aileleri vardir. Bu protein aileleri;
ADAMTS (a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs) ve MMP
(matriks metalloproteinaz)’ lardir. MSS’ de matriks proteinlerinin miktarindaki
degisiklikleri meydana getiren bu proteazlar noronal aktiviteyi diizenlerler’.
Ekstarseliiler matriks kompozisyonunda ve ESM voliimiinde yasa bagli degisiklikler,
Alzheimer hastalifinin baglangict ve gelisiminde de rol oynayan en Onemli
parametrelerden biridir. En son yapilan ¢aligmalarda gore ekstraseliiller matriks ve
proteazlari, hafiza, Ogrenme ve plastisitenin en Onemli diizenleyicileri oldugu

belirlenmistir’>.
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Calismamizda, yiiksek yagh diyet ve streptozotosin enjeksiyonu ile tip 2 diyabet

modeli gelistirdigimiz ratlarda, beyin ekstraseliiler matriks molekiillerini kodlayan
Alzheimer hastalig1 patofizyolojisi ile de iliskili oldugu diisiiniilen ADAMTS4, TIMP3,
RELN, BCAN genlerinin ekspresyon seviyeleri incelenmistir.
Reed ve arkadaslari bir tip 2 diyabet modeli uyariminda oncelikle %40 kalori igeren bir
diyeti yaklasik 2 haftalik bir siire¢ boyunca uygulamanin ardindan 50mg/kg STZ
enjeksiyonu yapiyorlar. Bu sekilde gelistirilen modelde viicut agirligi, aglik glikoz
seviyesi, serum insiilin seviyesi, FFA ve trigliserit seviyesinin arttig1 tesbit ediliyor.
Gelistirilen modelde trigliserit seviyesindeki ylikselme, insandaki T2D durumunda
yaygin olarak goriilen anormal lipoprotein metabolizmasinin gelistirilmesinde basarili
olundugunu gosteriyor. Zhang ve ark. erkek ratlara, %30 yag igeren HFD ve 15 mg/kg
STZ uygulamislar. Bu modelde, T2D patolojisinin ortaya ¢ikma siiresi Reed ve ark.
gelistirdigi modele kiyasla daha uzun siirmiistiir®’. Srinivasan ve ark. %58 yag iceren
(domuz yag) ile 2 hafta boyunca besleyip daha sonra i.p. olarak ¢esitli dozlarda (25, 35,
45, 55 mg/kg) STZ wuygulamasi yapmislar. 35 mg/kg STZ, insandaki T2D’in
biyokimyasal ve patolojik bulgularina (6nemli oranda artmis glikoz intoleransi, viicut
agirligl, hiperglisemi, total kolesterol, trigliserit ve insiilin seviyesi) en benzer durumu
gelistiren doz olarak tespit edilmistir. Ayrica bu modelde 10 haftalik siire boyunca
hiperglisemi devam etmistir’. Tim bu diyet igerigi ve dozlar gozoniinde
bulunduruldugunda, bdyle bir model olusturmaya calisirken en 6nemli nokta, segilen
diyetin yag icerigi, STZ dozu ve maruz kalma siiresidir. Biz de ¢alismamizda %350
oraninda i¢ yagi igeren yem ve 45mg/kg STZ dozu kullanarak Tip 2 diyabet modeli
gelistirdik.

Kondroitin siilfat proteoglikanlarinin degredasyonundan sorumlu ADAMTS
ailesi iiyesi olan ADAMTS4, merkezi sinir sistemi gelisiminde sinaptik plastisitede,
yaslanma siirecinde rol oynar. Son yapilan calismalarda ADAMTS4 uygulamasi ile
kondroitin siilfat proteoglikanlarin1 degrade ederek ratlarda spinal kord yaralanmasi
sonras1 aksonal rejenerasyonu saglayan terapotik yaklagimda umut vaad edici yararlar
tespit edilmistir’®. TIMP3’iin ESM kondroitin siilfat proteoglikanlar: ile etkilesimi de

(agrekan gibi) ekstraseliller ADAMTS enzimlerinin inhibisyonunu saglar®.

61



Lemarchant ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada nérodejeneratif bir hastalik olan
Amfitrofik lateral skleroz (ALS) hastalik modeli gelistirilen farelerle, wild tip farelere
kiyasla ALS modeli erkek farelerin lumbar spinal kordlarinda, hastaligin son evresinde
(motor noéron kaybi ve dejenerasyonu meydana gelen evre) ADAMTS4 mRNA
seviyesinin onemli derecede azaldigi, ADAMTS4 inhibitori TIMP3’iin ekspresyon
seviyesinin ise arttigl tespit edilmistir. Ayni ¢alismada, wild tip farelerde ADAMTS
1,4,5,9 proteoglikanlarinin ekspresyon seviyeleri degerlendirildiginde, wild tip farelerin
spinal kord ve beyin korteksinde ADAMTS4 ekspresyon seviyesinin digerlerine
nazaran 8 kat daha yiiksek oldugu tespit edilmistir’®. Bizim ¢alismamizda da yiiksek
yaglh diyet ile besleyip, STZ enjeksiyonu yaptigimiz ve normal diyet uygulayip STZ
enjeksiyonu yaptigimiz gruplarda, Lemarchant ve ark. ‘nin yaptig1 calisma ile uyumlu
olarak ADAMTS4 ekspresyonu azalmisken, yiiksek yagli diyet ile besledigimiz obez
grupta ise yiiksek ¢ikmustir. TIMP3 ifadesi ise her {i¢ grupta da kontrol grubuna kiyasla
diisiik cikmistir ve Lemarchant ve ark. ‘nin yaptigi ¢alisma ile uyumlu degildir.

Haddock ve arkadaglarinin yaptigi calismada ADAMTSI1,4,5 ve TIMP3
ekspresyon seviyeleri normal ve multiple sklerozlu (MS) hastalarin beyin dokusunda
incelenmis. MS’ 1i beyin dokusunda ADAMTS1 ve ADAMTSS ve inhibitér TIMP3
seviyesi azalmisken, ADAMTS4 seviyesi kontrol grubuna kiyasla degismemistir.
Ancak ADAMTS4 protein seviyesi kontrol grubuna kiyasla 6nemli derecede artmustir.
Bu ¢alismaya gore ADAMTS4’iin MS prosesinde lezyon gelisiminde muhtemel bir rol
oynadigi, TIMP3 seviyesinde azalmanin ise ADAMTS aracilt kesime izin vererek ESM
degisimini arttirdig1 ve MS’li beyinde MSS’ deki patolojik olaylara katkida bulundugu
rapor edilmistir”’. Norodejeneratif bir hastalik olan MS hastaliginda yapilan bu
calismada bizim sonuglarimiz ile uyumlu olarak TIMP3 seviyesi tiim c¢alisma
gruplarimizda azalmistir.

Satoh ve arkadaslarinin yaptigi calismada Wistar ratlarin serebral korteks ve
hipokampiislerinden hazirlanan astrosit kiiltiirii Ap ile muamele edilmis ve ADAMTS4
mRNA seviyesi incelenmistir. Muameleli grupta, muamelesiz gruba kiyasla ADAMTS4
seviyesi 8,1 kat yiliksek bulunmustur. Bu ¢alismaya gore, AP muamelesi sonucu artan
ADAMTS4 seviyesi AD’li beyinde ESM degredasyonu meydana geldigini gosterir. Bu
enzimin aktivitesinde artis sonucu ekstraseliiler matriks degredasyonu hizlanir, néronlar

ve onlarin sinapslari i¢in elzem lokalizasyonlar1 ve yapilar1 degisir, noral ag yapisi
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bozulur’™. Yapilan bu in-vitro ¢aligma, bizim yaptigimiz in-vivo ¢alisma sonuglarimiz
ile uyumsuzdur.

Literatiirde Alzheimer ve ADAMTS seviyesinin azalmasi ya da artigin1 gosteren
farkli caligmalar vardir ve bu konuda bir uzlasma s6z konusu degildir. Pehlivan ve
arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada immiinohistokimya sonuglarina gore, Alzheimer’li
hastalarin beyinlerinden alinan otopsi Orneklerinde, saglikli kontrol grubuna kiyasla
ADAMTS4 ve ADAMTSS ifadesi baskilanmig olarak gozlemlenmistir. Bu ¢alismaya
gore ECM degredasyonu AD’li hastalarda yetersizdir ve sonu¢ olarak ECM
bilesenlerinin fazla birikimi meydana gelir’®. Pehlivan ve arkadaslarmm insan beyin
dokusunda yaptig1 calisma verileri ¢calismamiz ile uyumlu olup, ADAMTS4 mRNA
ifadesi kontrol grubuna kiyasla azalmis olarak bulunmustur.

Gibb ve arkadaslarmin yaptig1 calismada travmatik beyin hasar1 (TBI)
olusturulan fare modelinin hipokampusunde post-TBI’ de TIMP3 seviyesinde azalma
gozlemlenmistir. Bu calismada aym1 zamanda TIMP3’iin post-TBI’de noro-biligsel
bozuklugu tamir edici yonde etki gdsterdigi ve ndronal korumada bir fonksiyona sahip
oldugunu destekleyen bulgular elde edilmistir’. Calismamizda da TIMP3 seviyesinin
Tip 2 diyabet ve obezite modeli gelistirdigimiz ratlarin hipokampuslerinde diigiik
cikmasi, Gibb ve arkadaslarinin ¢alismasindan yola ¢ikarak, ratlarda noro-bilissel bir
bozukluk olabilecegini diislindiirtmektedir.

Reelin MSS’ de salgilanan ve noronal gelisimde Onemli bir rolii olan
ekstraseliiler glikoproteindir. Yapilan caligmalarda Alzheimer hastalinin baglangic
siirecinde entorhinal korteksde (hafiza gelisiminde énemli rol oynayan beyin boliimii)
reelin ekspresyonunda ve beyinde reelinin protein seviyesinde azalma oldugu
gosterilmistir. Bunun yanisira AD’ nin son agamalarinda frontal korteksde reelin mRNA
seviyesinde artis oldugu gosterilmistir. Bu durum reelinin hastalik siirecine katkida
bulunabilecegi ya da hastalik siirecinde potansiyel dengeleyici bir molekiil olabilecegi
seklinde yorumlanmlstlr78.

Alzheimer hastaliginda reelin aracili sinyallesmenin degistigini gdsteren genetik
ve biyokimyasal caligmalar mevcuttur. Bu c¢aligmalardan birinde, reelin ifadesinde
azalmanin sinaptik fonksiyon, hiicre iskeleti stabilitesi ve aksonal transportu bozarak

100

AD baslangic1 ve gelisimine katkida bulundugu 6ne siiriilmiistiir —. Calismamizda da

reelin mRNA seviyesi tip 2 diyabet modeli gelistirdigimiz ratlarda azalmis olarak
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bulunmus olup, bu ¢alisma ile uyumlu sonuglar elde edilmesi, Alzheimer hastalig
baslangici ya da gelisimine tip 2 diyabetin sebep olabilecegini diislindiirmektedir.

Reelini hem C terminalden hem de N terminalden kesen ve inflamasyon ile
uyarilan bir proteaz olan ADAMTS4’{in varlig1 ile, wild tip farelerde immiin savunmada
reelin agregasyonunda bir hizlanma oldugu gdsterilmistir. Reelin ile birlikte eksprese
olan endojen ADAMTS4 ve ADAMTSS inhibitorleri TIMP1 ve TIMP3’iin reelin
proteolitik kesimini blokladigi gosterilmistir’’.

Yapilan bir calismada 16 aylik yashh ve 4 haftalik gen¢ wild tip farelerin
hipokampus lizatlarinda reelin proteolitik kesiminde herhangi bir farklilik
gozlenmezken, geng farelerde reelin N terminal agregatlar1 daha kii¢iik iken, yaslh
farelerin hipokampuslerinde N terminal agregat biiyiikliigiinde oldukca farklilik
gozlenmistir. Bu calismada, yasa bagli uygun protein degredasyonunda ki azalmanin
reelini de etkileyebilecegi ve agregat olusturma egiliminde olan N terminal
fragmentlerin interndronal birikiminin meydana geldigi one siiriilmiistir'®’. Genellikle
orta yas ve sonrasinda ortaya c¢ikan tip 2 diyabetinde, yaslanma siirecinde beyinde
meydana gelen bu degisimler ile birlikte ve birbirlerini tetikleyerek hastalik siireglerini
hizlandirip, ilerletebilecegini diisiindiirmektedir.

Kondroitin siilfat proteoglikanlarindan lektikan ailesi {iyesi olan brevikan, beyin
ekstraseliiler matriks formasyonunda gorevlidir®. Valenzuela ve arkadaslarinin yaptig
calismada brevikan kesiminin sinaptik plastisitede ¢ok énemli rol oynadig1 dolayist ile
ekstraseliiler matriks homeostazi agisindan da 6nemli oldugu bulunmustur®. Brevikan
kesimi sonrasi olusan brevikan fragmentlerinin sinyalizasyon agisindan bilgilendirici
oldugu bulunmustur. Yapilan c¢alismalardan elde edilen bulgulara gore entorhinal
korteks yaralanmalar1 sonrasi dentat gyrus’un yeniden sekillenmesinde brevikanin
proteolitik prosesi olduk¢a 6nemlidir'®. Yapilan bir calismada Alzheimer hastaligida
amiloid plaklarin yapisinda yer alan brevikan temelli aksonal kabugun kaybolmasi ile
paralel olarak sinaps kaybi ile iliskili oldugu bulunmustur'®. Bu ¢alisma ile uyumlu
olarak brevikan’ 1 kodlayan BCAN geninin ifade diizeyi tip 2 diyabet modeli
gelistirdigimiz ratlarda azalmis olup, Alzheimer hastalifinda goriilen dejeneratif siireci

hizlandirabilecegi diistiniilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yiiksek yagl diyet ile beslenen ratlarda agirlik artisi ile birlikte insiilin direnci
meydana getirildi. Buna paralel olarak kan glikoz seviyesi ve insiilin seviyesinde artig
ile T2D gelisimine zemin hazirlayan ve en Onemli risk faktorii olan obezite modeli
meydana getirildi. Obezite sonrasi, T2D gelisim siiresini kisaltmak amac1 ile pankreas
beta hiicrelerini tahrip eden STZ uygulamasi yapildi. Bu sekilde T2D patofizyolojisinde
yer alan insiilin direnci ve beta hiicre hasar1 taklit edilerek deneysel T2D modeli
gelistirildi. Tip 2 diyabet modeli gelistirilen ratlarda, beyin ekstraseliiller matriks
molekiillerini kodlayan Alzheimer hastaligi patofizyolojisi ile de iliskili oldugu
diisiiniilen ADAMTS4, TIMP3, RELN, BCAN genlerinin ekspresyon seviyeleri

incelendi. Elde edilen sonuglar asagida belirtilmistir.

1. Deneyin ikinci haftasindan itibaren yiliksek yagl diyet ile beslenen HFD ve
HFD+STZ gruplarinin ortalama agirliklarinda, normal diyet ile beslenen STZ ve
kontrol gruplarina kiyasla anlamli bir farklilik gézlenmistir(p<0.001).

2. HFD+STZ ve STZ grubu ratlarda aglik kan glikoz seviyesi sekizinci haftada
yapilan STZ enjeksiyonu ile artig gostermis olup, kontrol grubu ve HFD grubu
ratlarin ortalama glikoz seviyesine kiyasla anlamli bir farklilik gézlenmektedir.
HFD ve kontrol grubu ratlarin glikoz seviyelerini  kendi iginde
karsilastirdigimizda ise, HFD grubu ve kontrol grubu arasindaki farkin anlamli
bir farklilik oldugu gézlenmistir (p<<0.001).

3. Deney gruplarindan STZ ve kontrol grubu serum insiilin seviyeleri, yiiksek yagh
diyet ile beslenen HFD ve HFD+STZ gruplarina nazaran daha diisiiktiir.

4. HFD ve HFD+STZ gruplarinda kan sekerindeki diisme ilk 30 dk’ da %50’den
azdir. Bu iki grupta insiilin direncinin meydana geldigi kabul edilmistir. Kontrol
ve STZ gruplarinda ise kan sekerindeki diisme %50’ den fazladir. Olgiim alinan
tiim dakikalar acgisindan, biitiin gruplar karsilastirildiginda elde edilen veriler
istatistiksel olarak da anlamlidir (p>0,001). Agirlik artis1 ve insiilin direncinin
meydana geldigini gosteren bu veriler dogrultusunda deneysel T2D modeli
basaril1 bir sekilde olusturulmustur. Ancak daha etkin, daha kisa siirede ve daha
az masrafli kolay uygulanan, biyokimyasal olarak kan profili (aglik glikozu,

serum insiilin, lipid profili, karaciger enzimleri, vd.) ve patogenezi (noral,

65



retinal, renal ve kardiak fonksiyon) agisindan insandaki tip 2 diyabete en yakin
ozellikleri barindiran bir deney diizenegi tasarlanabilir.

. Histopatolojik inclemeler sonucunda HFD ve kontrol gruplarinda yer alan rat
hipokampuslarinda, néron uzantilarinin ve molekiiler katindaki astrositlerin
normal histolojik yapisinda oldugu goriildii. HFD+STZ ve STZ gruplarinda yer
alan rat hipokampuslarinda en belirgin bulgu noronlarin biiziismesiydi. Néron
hasarmin spesifik bir bulgusu olan, néron biiziismeleri gozlenmistir. Ayrica
HFD+STZ grubunda yer alan hayvanlardan bazilarinda molekiiler tabakada plak
seklinde 3-5 piramid hiicre biiyiikliiglinde koyu boyanma alanlarina rastlandi.
Histopatolojik bulgular dogrultusunda beyin hipokampus dokusunda ndronal
hasar olustugu gozlenmistir. Ancak HFD+STZ grubu ratlarda gozlemlenen plak
benzeri yapilarin, Alzheimer hastaliginin patofizyolojik bulgusu olan amiloid
plaklar  olup olmadigin1  belirlemek icin  spesifik  markerlar ile
immiinohistokimyasal boyama yapilmas1 daha uygun olabilir.

. T2D’ de meydana gelen periferal insiilin direncine eslik ettigi diisliniilen serebral
inslilin direnci ayrica insiilinin AP ve tau metabolizmalarin1 etkilemesi
sebebiyle, daha onceki ¢alismalarda Alzheimer ile iliskisi oldugu diisiiniilen ve
ekstraseliiler matriks proteinlerinin miktarindaki degisiklikleri belirleyerek
noronal aktiviteyi diizenleyen proteazlari kodlayan ADAMTS4, TIMP3, RELN
ve BCAN genlerinin seviyesi arastirtlmistir. ADAMTS4, TIMP3, RELN ve
BCAN genlerinin ifadesi, HFD+STZ ve STZ gruplarinda kontrole kiyasla
azalmis olarak bulunmustur. HFD grubunda ise, ADAMTS4, RELN ve BCAN
genlerinin ifadesi kontrol grubuna kiyasla artmisken, inhibitor TIMP3 ifadesi
azalmis olarak bulunmustur. HFD grubunda ise RELN geni ekspresyon seviyesi
1,39 kat artmis olup istatistiksel agidan da bu artis Onemli bulunmustur
(p=0,0007, p<0,05). Yine HFD grubunda BCAN geni ekspresyon seviyesi 1,42
kat artmis olup istatistiksel agidan da bu artig 6nemli bulunmustur (p=0,02,
p<0,05). Literatiirde bu genlerin artis1 ya da azalisi ile ilgili net bir ifade
olmayip, bu genlerin Alzheimer ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Bu genlerin,
T2D ve Alzheimer hastalik orgiisiinde hangi asamada nasil bir rol oynadiklarina
dair yorum yapilabilmesi ve bu hastaliklarin 6nlenmesi, tedaviye yonelik yeni

yaklagimlar benimsenebilmesi i¢in daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.
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