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OZET

Alzheimer Hastaliginda Glutl2 Ekspresyonunun Degisimi ve Ketojenik
Diyetle Iligkisi
Cicekli, Fatma Nur

Yiiksek Lisans Tezi, Molekiiler Tip Anabilim Dal1
Danisman: Dog. Dr. Birsen Elibol
Ocak 2024

Hafiza kayb1 ve demans gibi 6nemli bilissel fonksiyonlara sebep olan en yaygin
norodejeneratif bozukluk Alzheimer hastalig1 olarak belirlenmistir. Alzheimer
hastaliginda beynin enerji kaynag: olan glikoz kullanim kapasitesinde bozukluk
meydana geldigi de bilinmektedir. Bu nedenle, Alzheimer hastaliginda bir glikoz
tasiyicist olan GLUT ifadesi hakkinda bircok arastirma yapilmis, ancak GLUT
ailesi tiyesi olan GLUT12 {tizerine yapilan calismalarin oldukca kisith sayida
oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle bu calismada, GLUT12 ve GLUT12 iliskili P13K-
AKT sinyal yolaginda bulunan proteinler ile instilin reseptoriintin Alzheimer
hastalig1 ile birlikte prefrontal korteks ve hipokampiisteki degisimini ve bu
degisim tizerinde ketojenik beslenmenin 6nemini arastirilmasi amaglanmstir. Bu
amaca ulasmak icin GLUT12 lokalizasyonu ve ekspresyonel degisiminin yani sira
GLUT12 iligkili proteinlerdeki ekspresyonel degisimler immunohistokimyasal ve
western blot teknigi ile belirlenmistir. Bu ¢alismada, sicanlar 4 gruba ayrilmistir.
Sham kontrol grubuna sadece intraserebroventrikiiler (i.c.v) olarak yapay BOS
uygulanirken diger 3 gruba i.c.v. olarak streptozotosin (STZ) uygulanarak
sporadik Alzheimer hastalift modeli olusturulmustur. Model olusturulan
hayvanlardan bir grubu normal diyetle beslenirken (Alzheimer hastalig1 grubu),
bir grubuna 2 ay boyunca ketojenik diyet (Terapotik grup) uygulanmistir. Son
hastalik modeli gelistirilen grup (Proflaktik grup) ise model gelistirilmeden iki ay
once ketojenik diyetle beslenmeye baslamis ve model gelistirilmesinden sonra da
2 ay boyunca ketojenik diyet almaya devam etmistir. Davranis testleri ile
fonksiyonel degisimler belirlendikten sonra sicanlar sakrifiye edilerek
hipokampus ve prefrontal korteks dokular1 disekte edilmistir. Sonug olarak, STZ
ile indiiklenen Alzheimer hastaliginda bozulan bellek fonksiyonlarma karsi
profilaktik olarak ttiketilen ketojenik diyetin koruyucu etkisi oldugu tespit
edilmistir. Tedavi amaciyla kullanilan terapotik ketojenik diyetin ise bellek
fonksiyonlar1 {izerinde dtizelme saglamadig1 gozlemlenmistir. Molekiiler
incelemelerde bellekte olusan diizelmelerin profilaktik diyette goriilen DG



bolgesindeki hiicre artist ile iligkili olabilecegi ve boylelikle ketojenik diyetin
norogenez ve noroplastisiteyi arttirabilecegi  belirlenmistir. =~ GLUT12
ekspresyonunun ozellikle prefrontal kortekste literatiirle paralel olarak STZ
verilen grupta hem immunofloresan isaretlemede hem de western blot
yonteminde ekspresyonunda artislarin oldugu gozlemlenmistir. Bu artisin yine
profilaktik ketojenik diyet kullanimi ile azaldig tespit edilmistir. GLUT12 ile
iliskili proteinlerin analizlerine bakildiginda IR'nin paralel bir etki gosterdigi
PI3K ekspresyonunda degisimin goriilmedigi gozlenmistir. Ayrica, AKT
proteinin aktif formunun Alzheimer hastalig1 ile arttigin1 hem profilaktik hem de
terapotik ketojenik diyet kullanimin prefrontal kortekste AKT aktiflestirmesini
azalttig1 hipokampiiste tersine arttirdig tespit edilmistir. Bu sonuglar Alzheimer
hastalig1 riski tasiyan kisilerde uzun siireli ketojenik beslenmenin hastalik
belirtilerini geciktirebilecegi ve noroprotektif bir etki gosterebilecegine isaret
etmektedir.

Anahtar kelimeler: Alzheimer Hastalig1, Hipokampus, GLUT12, Ketojenik diyet,
Sican.



ABSTRACT

The Alterations in GLUT12 Expression in Alzheimer's Disease and Its
Relationship with Ketogenic Diet Consumption

Cicekli, Fatma Nur

Master’s Thesis, Department of Moleculer Medicine
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Birsen Elibol
January 2024

The most common neurodegenerative disorder that causes important cognitive
functions such as memory loss and dementia has been determined as Alzheimer's
disease. It is also known that the brain's ability to use glucose as the energy source
is impaired in Alzheimer's disease. In addition, several studies have been
conducted on the expressions of GLUT, a glucose carrier, in Alzheimer's disease.
However, there are limited studies on GLUT12 which is a member of GLUT
family. Therefore, the aim of this study is to investigate the changes in GLUT12
expression in addition to the proteins in GLUT12-related P13K-AKT signaling
pathway and insulin receptor in the prefrontal cortex and hippocampus of rats
with Alzheimer's disease. In addition, the role of ketogenic diet on these
parameters was also evaluated. For that reason, the expression of GLUT12 and
related proteins were determined by western blotting and the localization of
GLUT12 was evaluated by immunohistochemical techniques. The rats were
divided into 4 groups. While the sham control group was administered artificial
cerebrospinal fluid (CSF) by intracerebroventricularly (i.c.v), the three sporadic
Alzheimer’disease model groups were administered i.c.v injections of
streptozotocin (STZ). While one group of disease group was fed with a normal
diet (Alzheimer's disease group), the rats in the therapeutic group had a ketogenic
diet for 2 months. The last disease (Prophylactic) group was fed a ketogenic diet
for two months before the disease model development and continued ketogenic
diet for 2 months after the model development. After functional changes were
determined by behavioral tests, the rats were sacrificed and the hippocampus and
prefrontal cortex tissues were dissected. As a result, it has been determined that
the ketogenic diet consumed prophylactically has a protective effect against
impaired memory functions in STZ-induced Alzheimer's disease. It has been
observed that the therapeutic ketogenic diet used for treatment purposes is not
effective enough to improve memory functions. Molecular studies have

Vi



determined that the improvements in memory may be related to the increase in
DG granular cell seen in the prophylactic group suggesting that ketogenic diet
can increase neurogenesis and neuroplasticity. It was observed that GLUT12
expression increased, especially in the prefrontal cortex, in both
immunofluorescence labeling and western blotting in the STZ group, in line with
the literature. It has been determined that the use of prophylactic ketogenic diet
decreased the GLUT12 expression. In addition, it has been determined that IR has
a parallel effect with GLUT12 expression while there is no change in PI3K
expression. The active form of the AKT protein increased in the Alzheimer's
disease, and both prophylactic and therapeutic ketogenic diet reduced the AKT
activation in the prefrontal cortex and, on the contrary, increases it in the
hippocampus. These results indicate that long-term ketogenic diet consumption
may delay disease symptoms and have a neuroprotective effect in people who
have a risk of Alzheimer's disease.

Keywords: Alzheimer’s disease, Hippocampus, GLUT12, Ketogenic diet, Rat.
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1. GIRIS
En yaygin norodejeneratif hastaliklardan birisi olan Alzheimer hastaliginin bir¢ok nedeni
bulunmaktadir. Ancak, Alzheimer hastaliginin temel nedenini beyinde anormal protein
birikimi olusturmaktadir. Amiloid beta proteini ve tau proteini olarak adlandirilan bu
proteinlerin anormal birikimi beyin hiicrelerinin 6liimiine sebep olmaktadir. Amiloid beta
proteinindeki birikme beyinde plak olarak adlandirilan yapiy1 olusturmaktadir. Ayrica tau
isimli proteinler ise hiperfosforile olmasi nedeniyle yumaklara doniismektedir. Bu iki
yapi, plaklar ve yumaklar, beynin temel islevi olan sinyal iletimini engelleyerek islemlerin
stirekliligini ve gerceklesmesini bloke etmektedir. Sinir hiicrelerinde meydana gelen bu
bozukluk 6zellikle hafiza ile iliskilendirilmis beyin bdlgesi olan hipokampiiste meydana

gelmekte ve dogrudan Alzheimer hastaliginin belirtilerine sebep olmaktadir.

Beynin temel enerji kaynagi glikozdur. Norodejeneratif hastaliklarda beynin glikoz
kullaniminda bozukluk oldugu yapilan arastirmalarda gosterilmistir. GLUT proteinleri
beynin glikoz tasinmasindan sorumlu bir yapidir. GLUT proteinlerinden bir olan GLUT12
proteininin ekspresyonu ile amiloid beta birikimi arasinda dogrudan bir iliskinin oldugu
gecmisteki calismalarda gosterilmistir.  Dolayisiyla GLUTI12  ekspresyonundaki
degisimlerin pek ¢ok yonden Alzheimer hastaliginin patogenezinde rol oynayabilecegi

diistiniilmektedir.

Beynin glikozu yakit olarak kullanmamasi amaciyla uygulanan diyet modellerinden birisi
ketojenik diyettir. Bu diyet modelinde viicut yakit olarak glikoz yerine keton cisimlerini
kullanmaktadir. Boylelikle glikoz metabolizmasindaki bozukluklar nedeniyle amiloid beta
yapisini etkilemeden alternatif bir substrat saglayan ketonlar sayesinde bozulmus glikoz
metabolizmasinin etkisinin azaltilmig olabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda
asir1 eksprese edilmis GLUT12’nin plazma zarina ve hiicre i¢i bolmelere lokalize oldugu
ve buradan insiiline PI3-kinaza bagimli bir sekilde yamit sagladigi gosterilmistir.
Dolayisiyla ketojenik diyet bu yanit1 glikoz tizerinden dolayli bir sekilde etkilemektedir.
Bu nedenle, bu tez calismasinda, ketojenik diyet ve Alzheimer ile GLUT12 proteininin
lokalizasyonu ve ekspresyonunun dogrudan bir baglantisinin olup olmadiginin si¢anlarin
prefrontal korteks ve hipokampus dokularindan elde edilen Ornekler iizerinden

gosterilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastahgi

Alzheimer hastalifinin = 1907 yilinda Alois Alzheimer tarafindan tanim
gergeklestirilmistir. Alois Alzheimer, Auguste D. isimli hastasinin otopsisinden aldigi
beyin Ornegini glimiis boyama teknigi kullanarak incelemistir. Elde ettigi sonuglar ise
Alzheimer hastaliginda temel olarak gozlemlenen norofibriler yumaklar, ndritik plaklar
ve amiloid yapilar olmustur [1]. Alzheimer hastaliginin goriilme riski yas ile dogru orantili
olup 60-65 yas arasinda siklikla gézlemlenmektedir. Alzheimer hastaliginda en yaygin
belirtiler; giindelik hayatta kullanilan fonksiyonlarda azalma, bellekte kayiplar ve
ozellikle gorsel algilamada meydana gelen bozukluklardir. Baslangicinda depresyon,
haliisinasyon gibi durumlarla siklikla karsilagilmaktadir. Progresif bir norodejeneratif
hastalik olan Alzheimer hastaliginda merkezi sinir sisteminin bir¢ok farkli noktasinda
noron ve sinaps kayiplarindan dolay1 davranigsal bozukluklar, néropsikiyatrik bozukluklar

ve biligsel islevlerde azalma goriilmektedir [2].

Biligsel bozuklugun baslangicinda telefon numaralari, adres, randevular veya esya isimleri
gibi durumlar karistirllmaktadir. Alzheimer hastaligi ile her ne kadar 60 yas iistiinde
siklikla karsilagilsa da kirkli yaslarda da baslangici gézlemlenebilmektedir. Alzheimer
hastaliginin prevalansi yas ilerledik¢e artis gostermektedir [Tablo 1]. Tanist konulan
Alzheimer hastasinin yasam siiresi taninin ardindan yaklagik 7-10 yil arasinda

degismektedir [3].

Tablo 1. Alzheimer hastalig ile yas dagilimi arasindaki prevalans degerleri [4].

Yas Dagilimi %
60-69 0.3
70-79 3
80-89 20

Yaglanmanin Alzheimer hastalifi i¢in 6nemli bir risk faktérii oldugu bilinmektedir. Ancak

yagslanma kadar Alzheimer hastaliginin gelisimini etkileyen bir diger énemli faktor ise



genetik yatkinliktir. Birinci derece yakinlarinda Alzheimer hastali§i bulunan kisilerde

hastalik riski artmaktadir.

Alzheimer hastaliginin tanisinda kullanilan iki 6l¢iit bulunmaktadir: Ulusal Norolojik ve
Iletisim Hastaliklar1 Enstitiisii ve Inme-Alzheimer Hastalig1 ve iliskili Hastaliklar
Dernegi, diger bir ol¢iit ise Tanisal ve Sayisal El Kitab1 olgiitiidiir. Alzheimer tanisi
konulabilmesi i¢in bu dlgiitlere gore hastada bilissel bozukluklar degerlendirilmektedir.
Ayrica bilgisayarli tomografi (BT), pozitron emisyon tomografi (PET), manyetik rezonans
gorintiilleme (MRI) ve tek foton emisyon tomografisi (SPECT), Alzheimer hastaligin

diger demans tiplerinden ayirmak i¢in kullanilmaktadir.

Alzheimer hastaligi temel 7 evre seklinde seyretmektedir. Biligsel zayiflikla belirti
gosteren birinci evre baslangic evresi olarak goriilmektedir. Hafif bilissel zayifliklar
goriilmeye basladigr ikinci evrede hastalar kumanda, clizdan gibi basit objelerin yerlerini
unuturlar. Uglincii evrede hastalar konusurken kullanacaklar1 kelimeleri zor segmeye
baslarlar. Organizasyona dair becerilerini kaybeden hastalar bu evrede tanidiklarinin
isimlerini de hatirlamakta zorlanirlar. Dordiincii evrede bellek zayifligr ileri derecede
artmaktadir. Kisisel ge¢mise dair bilgilerde eksilmeler goriilmektedir. Besinci evrede
hastalar adres, telefon numarasi gibi temel bilgilerde keskin bir karigiklik yagamaktadir.
Bu evrede artik hasta giinliik ihtiyaclarim1 karsilayamamaktadir ve yardim almaktadir.
Altinc1 evrede hasta bireyler konusma, idrar ve diski tutmada zorluk yasarlar. Son evre
olan yedinci evrede hastalar konugma yetenegini tama yakin kaybetmistir ayrica yutmada

sorun yasarlar. Bu evredeki hasta tamamen bakima ihtiya¢c duymaktadir [2].

2.2 Alzheimer Hastaliginin Noropatolojisi

Kronik norodejeneratif bir hastalik olan Alzheimer hastaligi demansin en sik sebebidir.
Norofibriler yumak (NFY) olusumu, senil amiloid plaklar (SP), beyinde meydana gelen
atrofi ve sinaps-ndron kaybi temel olarak Alzheimer hastaliinin beyindeki
histopatolojisini gdstermektedir [Sekil 1]. Alzheimer hastaliginin fizyopatolojisi
incelendiginde beyinde atrofi, giruslarda daralma ve ventrikiilerde genisleme

goriilmektedir [2].
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Sekil 1 Alzheimer hastaliina sahip birey ve Saglikli bireylerin beyin dokulari

Hiperfosforile tau proteinleri norofibriler yumaklarin temel yapisini olusturur. Hipoaktif
fosfatazlar ve hiperaktif kinazlar Alzheimer hastalifinin patogenezinde tau proteinini
hiperfosforile ederek mikrotiibiillere baglanmayi bozarlar. Cozlilemeyen ¢ift sarmalli
filamanlara polimerize olan fosforile tau zamanla intrandronal nérofibriler yumak halini
almakta ve bu yap1 aksonal transport ile hiicre iskeletinin biitiinliiglinii bozarak hiicre

olumiine neden olmaktadir.

Alzheimer hastaliginda 6ne cikan bir diger degisiklik ise amiloid beta proteininde
meydana gelen degisimdir (Sekil 2). Alzheimer hastaliginda amiloid beta agrege
olmaktadir. Amiloid beta amiloid prekiirsor proteininin (APP) metabolizma iiriinlerinden
birisi olup buradan proteolitik yolla olusmaktadir. Amiloid beta 40-42 aminoasitten
olugmaktadir. Agrege olan amiloid beta plaklar1 noritik plaklara dontismektedir.
Meningeal kan damarlarinda bulunan Amiloid beta erken demans olgusunda tespit

edilmistir. [3].
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Sekil 2. Alzheimer hastaliginin patolojisini olusturan etkenler

2.2.1. Alzheimer Hastahiginda Molekiiler Mekanizmalar

Beyindeki ndronlarin zarar gérmesiyle ortaya ¢ikan Alzheimer hastaligi beynin entorinal
korteksinde baslar ve hipokampiise ilerler. En son olarak konusma ve fikir yiiriitmekle
iliskili olan serebral kortekse ilerlemektedir. Buradaki noéronlarda meydana gelen

dejenerasyon sonucunda sinapslarda iletisim bozulmaktadir.

Asetilkolin ndrotransmitter bir maddedir. Bu kimyasal madde hafiza ve 6grenme i¢in
noronlar tarafindan kullanilmaktadir. Ozellikle bu kimyasali kullanan ndronlar ise
hipokampiis ve serebral korteksteki noronlardir. Bu noronlar asetilkolinesteraz ile
parcalanmaktadir. Noronlar aras1 dogru mesaj iletiminden sorumlu yap1 fosfolipitlerdir,
dolayisiyla asetilkolin hiicre membranlarinda bulunan fosfolipidlere kimyasal baglarla

baglandigi i¢cin Alzheimer hastaliginin arastirilmasinda 6nemli bir hedeftir.

Ayrica serotonin, ndroadrenalin ve somatostatinde Alzheimer hastalifi i¢in Snemli
molekiillerdir. Bu maddeler hastalik ilerledik¢e saldirganlik gibi davraniglarda etkili
olurlar. Akut bozulmalar sinir sisteminde meydana gelen beyin kanamalari, travmalari
gibi durumlarla karakterize edilmektedir. Bu durumlarda nekroz yani hiicre oliimii
gergeklesmektedir. Demansin her tiiriinde goriilen bu mental bozulmalar 6zellikle

Alzheimer hastaliginda agirliklidir.



Alzheimer hastaliginda baslica dikkat c¢eken yapi beta amiloid yapisidir (Sekil 2).
Alzheimer hastalig1 ile dogrudan iligkilendirilen bu kimyasali toksik bir beyin kimyasali
haline getiren bir¢ok sebep vardir. Bunlardan ilk 6ne g¢ikani proteinlerle iligkili olan
ribozomlarda meydana gelecek bozukluklardir. Ribozomlarda meydana gelen bozulmalar
sonucunda protein sentezinin kapasitesinde azalma goriiliirken ayrica tRNA ve rRNA
seviyelerinde de azalmalar goriilmektedir. Dolayisiyla bu durum, aragtirmacilar tarafindan

Alzheimer hastaliginda goriilen primer ndrokimyasal degisimler olarak diisiiniilmektedir.

Alzheimer hastaligina sebep oldugu diisiiniilen bir diger yapi ise glikoz metabolizmasidir.
Noronlar enerji i¢in glikoza ihtiyag duymaktadirlar. Glikoz metabolizmasinda meydana
gelen bir bozukluk sonucunda néronlar asetilkolin norotransmitteri liretemeyebilir veya
yanlis bir cevap iiretimine sebep olabilmektedir. Alzheimer hastaliginin biyokimyasina
bakilacak olursa en énemli durum proteinin akiimiile olmasidir. iki sekilde akiimiilasyon
gerceklesmektedir. Bunlardan birincisi, hiicre iginde bulunan norofibriler yumaklarin
noron perikaryonunda birikimidir (Sekil 2). Mikrotiibiil sekillenmesinden sorumlu protein
faktorli taudur. Tau tubulin proteinine baglanmaktadir. Bdylece hiicreye destek saglarken

ayni zamanda hiicreyi koruyan mikrotiibiiller i¢in 6nemli bir proteindir (Sekil 3).

Tau protemni

Normal noron ‘ ]

{ - /f\'llkrutuhul

Sekil 3. Tau proteini ve mikrotiibiil arasindaki baglanti

Tauda meydana gelecek en ufak bozukluk mikrotiibiillerin gérevini yapmasint dogrudan
etkilemektedir. Dolayisiyla néronda sinyallerin, besinlerin ve diger uzaklastirilmasi
gerekli maddelerin hiicreden uzaklastirilmasinda problemler olusmaktadir. En sonunda ise

bozulmus mikrotiibiiller ayn1 zamanda amiloid beta birikimine neden olmaktadir. Bu



birikme ise ikinci tip birikme olarak adlandirilmaktadir. Bu birikmeler nérofibriler
yumaklara benzemezler burada birikim sinir hiicrelerinin aralarinda toplanmiglardir (Sekil

4).
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Sekil 4. Bozulmus mikrotiibiil yapini1 ve Amiloid plak olusumu arasindaki iligki

Genel olarak Alzheimer hastaligina bakildiginda amiloid prekiirsor protein (APP) olarak
adlandirilan yap1 6nemli bir hedef olarak goériilmektedir. Bu yapinin geninde meydana
gelen mutasyonlar sonucunda beta amiloidin miktarinda veya toksik uzamig versiyonunun

tiretiminde artis olmaktadir.

2.2.2. Alzheimer Hastahiginin Genetik Temeli

Alzheimer hastaligiyla iliskili baglica genler APP, apolipoprotein E (ApoE), presenilin 1
(PSI) ve presenilin 2 (PS2) genleridir. Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar erken
baslangicli Alzheimer hastaligi olusumuna neden olmaktadir. APP, 21. kromozomda yer
alirken, PS2, 1. kromozomda yer almaktadir. Bu bolgelerde meydana gelen herhangi bir
mutasyon sonucunda amiloid beta peptid seviyeleri artmaktadir. PS1 geni ise 14.
kromozomda yer almaktadir. Burada meydana gelen bir mutasyon sonucunda ise APP’nin
hatali boliinmesinden dolay1 toksik amiloid beta peptid iiretimi goriilmektedir. PS1
geninde meydana gelen mutasyonun bir bagka etkisi ise tau proteinlerinin
hiperfosforilasyonudur. Bu durum ise norofibriler yumak olusumunu tetiklemektedir. APP
geninde meydana gelen mutasyonlar erken baslangighi Alzheimer hastaliginin %2-3{ini,
PS1 geninde meydana gelen mutasyonlar %70-80’ini, PS2 genindeki mutasyonlar ise

%20°sin1 olusturmaktadir. 19. kromozomda bulunan ApoE geni ise gec¢ baslangich



Alzheimer hastaliginin %50-80’ini olusturmaktadir. Genetik faktorlerin haricinde down

sendromu, alkol kullanimi1 ve depresyon Alzheimer hastaligi i¢in risk faktorleridir.

APP geninde meydana gelen mutasyonlar toplam amiloid beta iiretimini arttirmaktadir.
Gevsek plaklarda biriken amiloid beta sonucunda serbest radikaller ve oksidatif gerilim
olusmakta bdylece plaklarin fiziksel degisimi meydana gelmektedir. Dolayisiyla
Alzheimer hastaliginin tedavisinde anti-inflammatuarlar ve serbest radikal giderici ajanlar
denenmistir. Demans olmayan beyinlerde noritik olmayan kati1 plaklar goriilebilmektedir.
Apoptoza ve noritik dejenerasyona neden olan kat1 plaklarin nérotoksisitesi bu duruma
sebep olmaktadir. Noritik plaklar ise dejenere ndritler iceren kati plaklardir ve bu plaklar
ise noritik olmayan kati plaklarin tersine yalnizca demansli beyinlerde tespit edilmektedir.
Noritik plaklarda bulunan merkezi bolgede amiloid beta, ApoE4 ve diger proteinler
bulunur. Tau plaklarda ise ndrofibriler yumak iceren néronlarin kalintilar1 bulunmaktadir.
Amiloid beta proteininin birikimi apoptoz baslaticilar1 olan sistein aspartil proteazlarinin
aktivasyonlarin1 tetikler ve bdylece erken baslangicli Alzheimer hastalifinda tau
proteininin kaspaz tarafindan indiiklenen bdliinmesine neden oldugu diisiiniilmektedir. Bu
durumda ise tau proteininin boliinmesi norofibriler yumak olusmasini dogrudan
etkilemektedir. Tau proteininde meydana gelen mutasyonlar amiloid beta depozisyonuna
neden olmaz ancak nérofibriler yumak olusumuna, nérodejenerasyona ve demansa yol

agmaktadir [4,5].

ApoE ozellikle ge¢ baslangicli Alzheimer hastaligi i¢in tanimlidir. Yapilan ¢alismalarda
ApoEnin in vitro olarak amiloid betaya yiiksek etkiyle baglanmasimin kontrollerle

kiyaslandiginda fazla oldugu goriilmiistiir [6,7].

On iki ekzondan olusan 467 aminoasitlik bir yapiya sahip olan PS/ ile ilgili 185 farkl
mutasyon bulunmustur. PS/ mutasyonu direkt olarak Notch sinyal yolag
diizenlenmesinde ve amiloid beta olusumunda etkilidir. PS2’de bulunan missense
mutasyonlar1 6zellikle erken baslangiglhi Alzheimer hastalifina sebep olmaktadir.
Mutasyona ugramis PS2 ekstraseliiler sinyalleri diizenleyen kinazlara baglanarak reaktif
oksijen tiirleri ile beta sekretaz aktivitesini arttirarak amiloid beta iiretiminde artiga sebep

olmaktadir.

Erken baslangicli Alzheimer hastaligindan daha kompleks olan ge¢ baslangicli Alzheimer
hastaligina sebep olan birincil genetik faktor ApoE genidir. Karaciger ve makrofajlarda

tiretilen ApoE’nin ii¢ farkl alleli bulunmaktadir. Bunlar E2, E3 ve E4’tiir. Bunlar arasinda
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en yaygin bulunan APOE3’tiir. APOE2 yalnizca sistein igerir. APOE4 arjiinin igerir.
APOE3 ise 112. ve 158. pozisyonlarinda sistein ve ariinini birlikte igerir (Sekil 5).

Ekzon! Ekzonl Ekron 3 Ekzon 4
429358 rs7412
T2060C C21987T
Cys112Arg Arg158Cys

NH, | I ICOOH

I Reseptor I Lipnt
badlanma baglanma
112 psiges: 158 bolgesi
Apo£2 Cys  Cys
Apo£l Cys Arg
ApoEsd Arg Arg

Sekil 5. ApoE geninin polimorfizim ile olusan alleleri ve baglanma bdlgeleri

APOE3 alleli ge¢ baslangicli Alzheimer hastalarinin %50-90’ninda goriilmektedir.
Toplamda 4 6nemli gen Alzheimer hastalig ile iliskilendirilmistir (Tablo 2) [8].

Tablo 2. Alzheimer hastaligi ile iliskili olan genler ve 6zellikleri

Gen Semboli | Kromozom | Protein Kalimtipi | Baglangic | Kaliim ile
Lokusu Yasi Aktariima
Orani
APP 21g21.2 Amiloid betaA4 | Otoz.Dom. | 40-60 < %5
PSEN1 14q243 Presenilin-1 Otoz.Dom. | 30-58 > %50-75
PSEN2 1g31-q42 Presenilin-2 Otoz.Dom. | 45-88 < %1
APOE 19q13.2 Apolipoprotein E | Risk Faktordi | 40-90 Risk Faktorii

2.2.3 Alzheimer Hastaliginin Tedavisi

Gilinlimiizde Alzheimer hastaliginin bilinen net bir tedavisi bulunmamaktadir, ancak
hastalarin duygusal ve psikotik degisimlerini kontrol altina almak amaciyla tedavi
yontemleri belirlenmektedir. Alzheimer hastaligina sebep olan genler iizerinden biligsel

bozuklugu tedavi amaglh asetilkolinesteraz inhibitorleri, kolinerjik sinapslardaki



asetilkolin miktarin1 yiikselten ilaclar kullanilmaktadir. Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi
(FDA) tarafindan onaylanmis kolinesteraz inhibitorleri olan takrin, rivastigminl,
galantamin ve donepezil Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica
Alzheimer hastaliginda meydana gelen bellek kaybini azaltmak amaciyla lorazepam,
buspiron ve oksazepam gibi anksiyolitik veya sertralin, paroksetin gibi antidepresan ve
olanzapin, haloperidol, risperidon gibi antipsikotik ilaclar kullanilmaktadir. Yeni yapilan
ilac arastirmalarinda ise kolinerjik reseptorler tizerinde durulmaktadir [9]. Ayrica, omega-
3 yag asidi takviyesi, fiziksel aktivite ve biligsel katilim orta diizeyde bir potansiyel

gostermektedir.

Asetilkolinesteraz inhibitorleri Alzheimer hastaligimin tedavisinde birinci basamak
ilaglardir ve biligsel islevlerde, davranislarda ve giinlik yasam aktivitelerinde hafif
tyilesmelerle iliskilidir, ancak bu etkilerin klinik 6nemi belirsizdir. Asetilkolinesteraz
inhibitorleri Alzheimer hastaligt olan hastalarda bilis, davranis ve giinlik yasam
aktivitelerinin Olglimlerini orta derecede iyilestirebilmektedir. Memantin ayrica
asetilkolinesteraz inhibitdrleri ile kombinasyon halinde kullanilabilmektedir. N-metil-D-
aspartat reseptor antagonistleri ve asetilkolinesteraz inhibitorleri Alzheimer hastaliginin
ilerlemesini yavaglatabilse de hi¢bir farmakolojik ajan bu ilerlemeyi tersine
cevirememektedir. Antipsikotikler bazi davranmigsal semptomlari iyilestirebilir ancak

demansli yagl hastalarda artan 6liim oranlariyla iliskilendirilmistir [9].

2.3 GLUT Proteininin Ozellikleri

Glikozun plazma zar1 boyunca tasinmasini kolaylastiran protein grubuna glikoz
tastyicilar1 (GLUT) denir. SLC24 ailesi olarak bilinen GLUT tastyicilart kolaylastirilmig
difiizyon ile bu islemi gerceklestirmektedir. Insiilinin kas ve yag dokusuna glikoz alimimi
uyarma yetenegi tiim viicut glikoz homeostazisinin korunmasi i¢in dnemlidir. Memeli
hiicrelerinde glikoz alimina, kolaylastirict GLUT ailesi aracilik eder. GLUT ailesinin
iiyeleri, enerji gereksinimlerini ve metabolizmay1 yansitan farkli glikoz tasima kinetik
yetenekleri ve dokuya 6zgii ifade modelleri sergiler [10]. Glikozun tasinmasinda ve enerji
metabolizmasinda olduk¢a Oneme sahip olan GLUT tasiyicilart kan sekeri
konsantrasyonunun korunmasinda ve glikozun depolanmasi, kullanilmasi ve periferik
dokulara verilmesinde gorevlidir. Ayrica glikozun hiicre zarlari boyunca tasinmasi

bunlarin diizenlenmesinde ve kontroliinde 6nemli rol oynar.
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Hiicre zarlan glikoza karsi ge¢imsizdir bu nedenle glikozun hiicrelerin i¢ine ve disina
hareketine GLUT tastyicilari aracilik etmektedir. Bu aracili glikoz taginmasi her biri farkli
bir glikoz tasiyict sinifi igeren ikincil aktif tagima ve kolaylastirilmis tasima olmak iizere
iki forma ayrilir. ikincil aktif tasima mekanizmasi glikozun bagirsak mukozasina
alinmasindan ve glikozun bobrek tarafindan tutulmasindan sorumludur. Cogu hiicre, bir
dizi farkli glikoz tastyicisini eksprese eder ve farkli dokulardaki ekspresyon sekli, spesifik

metabolik gereksinimlerle iliskilidir.

2.3.1. GLUT Proteini Cesitleri

Glikozun ikincil aktif taginmasi bagirsaktaki mukozal hiicrelerde ve bobregin proksimal
tiibiiler hiicrelerinde gergeklesir. GLUT bu hiicrelerde glikozun bir konsantrasyon
gradyanina kars1 tasinmasini saglar. Kolaylastiricr glikoz tasiyicilari ortak bir molekdiler
mimariye sahiptir ve yakindan iligkili proteinlerden olusur. Hem i¢ hem de dis ligand
baglanma bolgelerini olusturan 12 tane membrana yayilan alan, C ve N terminal
sitoplazmik alanlar ve hiicre dis1 halkalardan birinde tek bir glikolizasyon bolgesi iceren

boliimden olusur (Sekil 6).

Sekil 6. GLUT ailesi proteinlerin sematik gdsterimi

Bu ailede GLUTI1-4 olarak adlandirilan dort glikoz tastyicist vardir. GLUTS proteini
aslinda bir fruktoz tasiyicisidir. Glukoz tasiyiciyla iligkili diger iki gen olan GLUT6 ve
GLUT7°dir, ancak GLUT®6 bir psddogendir. GLUT7 ise endoplazmik retikulumun glikoz
tagtyicisidir. GLUT tasiyicilarinin birgok 6zelligi Xenopus oositlerinin hiicre zarinda
bulunan tasiyicilarin ekspresyonu ve metabolize edilemeyen glikozun kullanilmasiyla
belirlenmistir. GLUT1 ve GLUT3 birlikte incelenmektedir; ¢ilinkii her ikisi de 6zellikle
glikozun beyne iletilmesinde rol oynamaktadir. Glikoz serebral metabolizma i¢in zorunlu

substrattir. Dolayisiyla bu organda glikoz tasinmasi temel 6neme sahiptir.
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En kapsamli sekilde incelenen glikoz tastyicilart GLUT1-5’tir. Ug sinifa ayrilan 14 GLUT
proteini 500 amino asitten olustugu igin birbirleri arasinda benzerlik gosterirler. Sif 1
(GLUTI, GLUT2, GLUT14); simif 2 (GLUTS, GLUT7, GLUT9 ve GLUTI11) ve sinif 3
(GLUT6. GLUT7. GLUTS8. GLUTI10 ve GLUTI12) olmak iizere temelde 3 sinifa

ayrilmistir [Tablo 3] [12].

Tablo 3. GLUT tasiyicilarinin gruplari ve temel 6zellikleri

Tissue Kinetic
Transporter Type distribution properties Biological role Disorder
SGLTI1 Na*-linked Intestinal mucosa, pars K, ~ 02 mmol/L Intestinal glucose Glucose/galactose
secondary active recta of renal proximal Vax ~ 4nmol/min per absorption, renal malabsorption
transport tubule mg protein reabsorption
SGLT2 Na'-linked First part of renal proximal K, ~ 10 mmol/L Major fraction of renal Renal glycosuria
secondary active tubule Vinax ~ 10nmol/min per glucose reabsorption
transport mg protein
GLUTI Facilitated transport Widespread. highest levels K, ~ 20 mmol/L General basal glucose Infantile seizures,
in erythrocytes, vascular transport, transport across developmental delay and
endothelium blood-brain barrier hypoglycorrhachia
GLUT2 Facilitated transport Hepatocytes, pancreatic f- K, ~ 40 mmol/L Intestinal absorption, renal Fanconi-Bickel syndrome
cells, basal membranes of reabsorption, pancreatic — hepatic and renal
intestinal mucosal and and hepatic control of glycogen storage, renal
renal proximal tubular glucose homeostasis proximal tubular defect
cells
GLUT3 Facilitated transport Neurons K, ~ 10 mmol/L Glucose transport into Not defined
neurons in brain
GLUT4 Facilitated transport Skeletal muscle, cardiac K, ~ 3 mmol/L Insulin-dependent glucose 7 Role in insulin resistance
muscle, adipose tissue transport
GLUTS Facilitated transport Intestinal mucosa Fructose absorption None defined — deficiency

does not appear to be
cause of isolated fructose

malabsorption

2.3.1.1. GLUT1

GLUTI, SLC241 geni tarafindan kodlanmaktadir. GLUTI eritrositlerin plazma zarinda
cok bol miktarda bulunmasi nedeniyle tanimlanan ilk glukoz tasiyicisidir. Ilk membran
tastyicist oldugu i¢in 1950’lerin basindan beri siklikla arastirilmaktadir. Fetal dokularda
yaygin olarak bulunmaktadir, ancak eritrosit disinda esas olarak vaskiiler endotelyal
hiicrelerde bulunan eriskinlerde ekspresyonu daha kisithdir. GLUTI, glikozilasyon
bolgesindeki karbonhidratlarin bilesiminde farklilik gosteren bir¢ok farkli izoformda
bulunur. Beyne glikoz taginmasi, kiigiik kan damarlarinin endotel hiicrelerini, glial
hiicrelerini, 6zellikle astrositleri, ve néronlarin kendilerini iceren karmasik siire¢lerde yer
alir. GLUTI1, beynin mikro damar sisteminin endotel hiicrelerinde yiiksek seviyede
eksprese edilir ve glikozun kan-beyin bariyeri boyunca transferinden sorumludur. Bu
hiicrelerde GLUT1 agirlikli olarak 45kDa glikoform seklinde mevcuttur. Glikozun
noronlara verilmesine astrositlerin aracilik ettigi ve bu hiicrelerinde GLUT1’1 eksprese
ettigi, ancak bu durumda esas olarak 55 kDa glikoform oldugu arastirmalardan ortaya

cikmaktadir. GLUT1 eksikligi erken bebeklik doneminde nobetler ve gelisimsel
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gecikmeyle ortaya cikar ve hastalarda ilerleyen donemlerde mikrosefali gelisir. En
karakteristik biyokimyasal anormallikler beyin omurilik sivisinda diisiik glikoz
konsantrasyonu ve azalmis seker oranidir. Genellikle beyin goriintiilemede herhangi bir
degisiklik tespit edilmez. Nobetler ketojenik diyet uygulamasina iyi yanit verir ancak
hastalar paroksismal ataksi ataklar1 ve ndrodavranissal bozukluklar gostermeye devam

edebilir.

2.3.1.2. GLUT2

GLUT2 SLC2A42 geni tarafindan ilk olarak si¢an ve insan karaciger komplementer DNA
kiitliphanelerinden karakterize edilmistir. Glukozamin i¢in yiiksek afinite gostermektedir
[13]. GLUT2, GLUT tasiyicilar arasinda en yiiksek glikoz oranina sahiptir ve agirlikli
olarak karacigerde, bobrekte, pankreasin beta hiicrelerinde ve bagirsak mukozal
hiicrelerinde eksprese edilmektedir. Kullanim i¢in hiicrelere glikoz verme islevi goren
diger glikoz tastyicilarindan farkli olarak GLUT2 bagirsaktan glikoz alimi, bobrek
tarafindan yeniden emilmesi, pankreatik beta hiicrelerinde algilama ve hiicreler tarafindan
almip salinmadaki rolii araciligiyla Oncelikle glikoz homeostazisinde rol oynar.
Bagirsaktan alinan ve proksimal tiibiilde Na-glikoz tasiyicilar: tarafindan yeniden emilen
glikoz, epitel hiicrelerinin bazal zarindaki GLUT2 araciligiyla dolasima salinir.
GLUT2’nin glikoz oraninin yiiksek olmasi, pankreas beta hiicreleri ve hepatositler
tarafindan glikoz tasinmasinin kan glikoz konsantrasyonuyla orantili oldugunu
gostermektedir. Bu hiicrelerin  glukokinaz aktivitesi yoluyla mevcut glikoz
konsantrasyonunu algilamasina izin verilir ve bu da pankreas tarafindan insiilin
salgilanmasimin kontrol edilmesine ve kan sekerini diizenlemek icin gerektigi sekilde
hepatositler tarafindan glikozun alinmasina veya salinmasina yol agmaktadir. GLUT2
tamamen glikoza 6zgii degildir ve galaktoz tasinmasinda da rol oynamaktadir. GLUT2‘nin
degisen ekspresyonu Ozellikle diyabetin patogeneziyle iliskilendirilmistir. Azalmig
GLUT2 ekspresyonu, kusurlu glikozla uyarilmis insiilin salinimiyla baglantili olarak
bulunmustur. Karacigerdeki GLUT2 ekspresyonunun hiperglisemiye tepki olarak arttigi
goriilmektedir. Yiiksek karbonhidratli bir diyetin uygulanmasinin ardindan bagirsak
mukozal hiicrelerinde GLUT2 ekspresyonunun arttigi arastirmalarda goriilmektedir.
GLUT2’deki genetik kusurlar, bebeklik doneminde gelisme geriligi, rasitizm ve glikojen
birikimine bagl karaciger ve bobrek biiylimesiyle ortaya ¢ikan nadir otozomal resesif bir

durum olan Fancomi sendromundan sorumludur [Tablo 3] [11].
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2.3.1.3. GLUT3

GLUT3 ise SLC2A3 geni tarafindan kodlanmistir. Noronlara glikoz aliminda birinci sirada
yer almaktadir [14]. GLUT3 o6zellikle néronlarin glikoz alimina aracilik eder. Sican
beyninde hem GLUT1 hem de GLUT3 seviyeleri dogumda ¢ok diisiiktiir ve hizli gelisme
ve olgunlagmaya karsilik gelen bir donem olan siitten kesme zamaninda hizla yetiskin
seviyelerine yiikselir. GLUT1’in ekspresyonu, besin maddelerinin temini ve beynin genel
bliylimesi ile iliskiliyken, GLUT3’lin olgunlasma ve serebral fonksiyonla daha fazla
iliskili oldugu goriilmektedir. GLUTI1 ekspresyonu hipoglisemi kosullar1 altinda artar.
Noronal hiicre 6liimii etkilenen bolgede GLUT3 seviyesinde bir azalmaya yol agar ve
buna ¢evredeki damarlarda ve astrositlerdeki GLUT1 ekspresyonunun artmasi eslik eder.
Alzheimer hastalig1 olan hastalarda parietal ve temporal loblarda glikozun bdlgesel
metabolizma hizinda tutarli bir azalma goriilmektedir. GLUT1 ve GLUT3

glikoformlarinda 6nemli bir azalma bu hastalikla iligkilendirilmistir.

2.3.14. GLUT4

Insiilinle diizenlenen glikoz tastyicist GLUTA4, esas olarak insiiline duyarl dokularda, yani
beyaz ve kahverengi yag dokusunda ve akut insiilin stimiilasyonuna yanit olarak glikoz
alimina aracilik ettigi kalp ve iskelet kaslarinda eksprese edilir. GLUT4'lin hiicre i¢i
membranlar ile plazma membrani arasindaki dagilimindaki ve GLUT4'lin insiilinle
uyarilan plazma membranina translokasyonundaki degisiklikler, bozulmus glukoz

tasinmasiyla sonuglanir [Sekil 7] [15].
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Sekil 7. GLUT4 tasiyicisinin Alzheimer hastaligina sahip bireyin beyninde etkisi

2.3.1.5. GLUTS-9

GLUT 8 SLC2A48 geni tarafindan kodlanmaktadir. GLUTS sadece hiicre i¢i bir bolmede
ifade edilir. GLUT9 540 aminoasit uzunlugundadir ve SLC2A49 geni tarafindan
kodlanmaktadir. Hem farelerde hem de insanlarda GLUT9b sadece bobrekte ve

karacigerde eksprese edilirken GLUT9a sadece karacigerde bulunur [16].
2.3.1.6. GLUT12

GLUTI12 proteini insiiline duyarli dokularda eksprese edilir. Fonksiyonel analiz
GLUT12’nin sekerleri konsantrasyon gradyanina dogru tasidigin1 ancak ayn1 zamanda bir
protein olarak da calisabilecegini gostermistir [17]. Son zamanlarda yapilan bir
arastirmaya gore beta-aktin promoteri altinda GLUT12'yi asir1 eksprese eden transgenik
bir fare modelinde artan GLUT12 ekspresyonunun, insiiline duyarli dokularda artan glikoz
temizleme orani yoluyla tiim viicut insiilin duyarliligini arttirdigini  gosterilmistir.
GLUT12, diger heksozlara gore tercihen D-glikoz ve 2-deoksi-D-glikozu tastyan siif 111

glukoz tastyicilarinin bir liyesidir.

En son kesfedilen glikoz tastyicilarindan birisi olan GLUT12 seker tasinmasi i¢in gerekli
yapisal Ozelliklere sahip olan 617 amino asitlik bir proteini kodlamaktadir. GLUT12
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iskelet kasinda, yag dokusunda ve ince bagirsakta yogun ekspresyon gosterirken beyinde

diisiik mRNA seviyeleriyle tespit edilmistir (Sekil 8) [17].
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Sekil 8. GLUT12 translokasyonu ve glukoz taginimini diizenleyen sinyal yolu

2.3.1.6.1 GLUT12 ve Alzheimer Hastaligi1 Arasindaki Baglanti

Alzheimer hastaliginin beyinde amiloid beta ve fosforile tau birikimi ile iliskili anormal
glikoz metabolizmasinin sistematik olarak degerlendirilmesi sonucunda, insiilin
sinyallemesi ile Alzheimer hastalig1 arasindaki baglantinin IRS/PI3K/Akt/AMPK
sinyallemesinin ve GLUT larin hastaligin ilerlemesine dahil oldugu varsayilmistir. Arizali
glikoz metabolizmasimin mitokondriyal fonksiyon bozukluguna sebep oldugu
gosterilmistir [18]. GLUT1 ve GLUT3iin ekspresyonunun Alzheimerli beyinde azaldigi
ve tau proteininin hiperfosforilasyonu ile dogrudan iligkili oldugu gosterilmistir. Yine
yapilan ayni ¢alismada GLUT’larin kaybini telafi etmek i¢in Alzheimer hastalifinda
GLUTI12’nin yukar1 dogru diizenlenebildigi gosterilmektedir. Bu da GLUTI12nin
Alzheimer hastalifinin tedavisi i¢in bir biyobelirte¢ veya potansiyel bir hedef olma

Ozelligi tasidigina isaret etmektedir.

GLUTI12 ekspresyonundaki artis Alzheimer hastaligi olan beyinlerde gelisen insiilin
direncinin bozulmus insiilin tepkisi 6zelligini dengelemek i¢in bir mekanizmadir Daha
once yapilan caligmalarda obez farelerde insiiline GLUT12 yanitinin kaybolmasindan
yola c¢ikilarak, GLUT12’nin ince bagirsakta ve yag dokusunda insiilin direnciyle iligkili
olarak asagi regiile edildigi bulunmustur. Ayrica, GLUT12’nin Alzheimer hastalig1 fare
modellerinin 6n korteksinde de yukar1 dogru diizenlendigi goriilmiistiir. Bu, beyindeki ana

GLUT’larin azalmasini dengelemek icin GLUT12’nin telafi edici bir mekanizmasina
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isaret etmektedir. Yaslanma ince bagirsakta yag dokusunda ve bdbrekte GLUTI12
ekspresyonunu arttirir. Kanser ve yaslanma ortak bir kdkene sahiptir. Hiicresel hasarin
zamana bagli birikimi ile GLUTI12, insan kolon adenokarsinomunda hepatoseliiler
karsinomda ve tiimor baskilayict p53’iin azaldigi rahim tiimdrlerinde yukar1t dogru
diizenlenmektedir. Sonu¢ olarak GLUT12, hiicre i¢i olarak eksprese edilir. Glikoz ve
insiilin gibi uyarilar, GLUT12’nin membrana translokasyonunu tetikler. Bu GLUT12’nin
postprandiyal  donemlerde glikoz  kemoostazisine  katkida  bulunabilecegini
gostermektedir. GLUT12 yaglanma, Alzheimer hastali§i ve kanserde yukari dogru
diizenlenirken, obezitede asagi dogru diizenlenmektedir. Bunlar GLUT12’nin terapotik
bir hedef olarak arastirilmaya aday olabilecek bir yedek glikoz tastyicisi olarak hareket
ettigini gostermektedir [19].

2.4. Ketojenik Diyet

Ketojenik diyet 1920’lerin basindan bu yana epilepsi hastalarinin tedavisinde
kullanilmistir. Diyet, yag acisindan yiiksek, karbonhidrat ve protein agisindan diisiik olup
biiylime i¢in yeterli protein saglamaktadir; ancak viicudun tiim metabolik ihtiyaclari i¢in
yetersiz miktarda karbonhidrat icermektedir. Enerji biiyiik 6l¢iide mitokondrideki yag
asidi oksidasyonundan elde edilir. Yiiksek oranlarda yag asidi oksidasyonu sirasinda,
biiylik miktarda asetil-CoA iiretilir ve bu da oncelikle karacigerde {i¢ keton govdesi olan
beta hidrosibutirat, asetoasetat ve asetonun sentezine yol agar. Keton cisimleri dolasima
karigarak serum seviyelerinin birkag kat artmasina neden olur ve daha sonra beyin de dahil

olmak iizere karaciger dis1 dokularda enerji kaynag olarak kullanilir.

Glikoz, normalde insan beyni i¢in tek yakittir. Yag asitleri kan-beyin bariyerini
gecemedikleri i¢in kullanilmazlar. Keton cisimleri beyne ketozis derecesi ile orantili
olarak girer. Normalde ketonlarin beyin tarafindan kullanimi minimum diizeydedir. Ancak
ketojenik diyet sirasinda keton cisimleri beyin i¢in yakit olarak kismen glikozun yerini
alir. Ketojenik diyetin mekanizmalarina iliskin bir¢ok farmakolojik etkiler tanimlanmistir
[20]. Ketojenik diyet tedavisinin ayirt edici Ozellikleri karacigerde yag asidi
oksidasyonunun {irlinleri olan keton cisimlerinin {iretilmesi ve kan sekeri seviyelerinin
azalmasidir. Keton cisimleri enerji kullanimi i¢in glikoza alternatif bir substrat saglar ve
gelismekte olan beyinde hiicre zarlarinin ve lipitlerin biyosentezi i¢in gerekli yapi taglarini
da olusturur. Ketojenik diyet tedavisi sirasinda glikoz seviyelerinin belirlenmesi ve bu

nedenle diisiik glisemik indeksli gidalara temel bagliliga dayanmaktadir. Glisemik indeks,
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bir karbonhidratin ne kadar emildigini ve kan sekerinin ne kadar yiikselttigini tanimlayan
bir degerdir ve daha diisiik indeksler, glikoza kiyasla daha yavas insiilin tepkileriyle
iliskilidir. Ketojenik diyetin ndronal uyarilabilirli§i azaltmasi aragtirmacilar tarafindan
beklenilmektedir. Ketojenik diyetin mekanik temellerine iliskin en belirgin ve potansiyel
olarak onemli klinik gozlem, hastalarda goriilen belirgin ketonemidir. Ketoneminin
derecesi ile nobet kontrolii arasinda iligki vardir. Serum keton seviyeleri istikrarli bir
sekilde arttikca ketojenik diyete basladiktan sonraki birkag hafta i¢ginde nobet kontroliiniin
giderek arttig1 bilinmektedir. Ketozis bozuldugunda genellikle karbonhidratlarin
tilkketilmesiyle epilepsi nobet kontrolii aniden kaybolmaktadir [21].

2.4.1. Ketojenik Diyet ve Alzheimer Hastahg Arasindaki iliski

Ketozisin aktivasyonuyla gerceklesen bir diyet modeli olan ketojenik diyette yag miktari
yilksek ve karbonhidrat miktar1 diisiik seviyede bulunur. Karacigerde keton
cisimciklerinin olusmasini saglayan bu diyet tiiriinde viicuda gerekli karbonhidratin
almmamasi sonucunda glikojen deposu tiikenir, dolayisiyla yaglar karacigerde B-
oksidasyon ile keton cisimciklerini olustururlar. Asetoasetat, aseton ve B-hidroksibiitirat
bu ketozlardir. Beyin bu keton cisimciklerini glikoz yoklugunda enerji kaynagi olarak
kullanir. Dolayistyla bu yapilar hiicre membranlarinda, lipit biyosentezinde ve 6zellikle

beyin gelisimde rol alirlar.

Ketojenik diyet dogrudan glikoz metabolizmasi etkilemektedir, dolayisiyla Alzheimer
hastaliginda da profilaktik veya terapotik bir etkisinin oldugu diislintilmektedir [22].
Ciinkii, Alzheimer hastaliginda meydana gelen biligsel bozukluklar beyinde bulunan
glikoz metabolizmasiyla baglantilanmistir. Yapilan arastirmalara gore Alzheimer
hastaligina sahip bireylerin serebral glikoz kullaniminda azalma gozlenirken insiilin
seviyelerinde degisiklikler tespit edilmistir [15]. Arastirmalar ketonlarin glikoza kiyasla
daha verimli bir enerji kaynagi sagladigini ortaya c¢ikarmaktadir. Glikozdan daha hizli
metabolize edilirler ve dogrudan Krebs dongiisiine girerek glikolitik yolu atlayabilirler,
oysa glikozun glikolize ugramasi gerekmektedir. Apoptoz ve nekroz nedeniyle néron
kaybina kars1 korumaya katkida bulunan ketozis daha yiliksek serum yag seviyeleri ve
daha diistik glikoz seviyeleri igerir. Ketojenik diyetin mitokondriyal ve enerji
metabolizmasi enzimlerin kodlayan hipokampal genleri yukari regiile ettigi arastirmacilar
tarafindan bulunmustur. Terapotik ketoz alternatif enerji substratlar1 saglayarak bir

metabolik potansiyel tedavi sekli olarak goriilmektedir. Bu metabolik degisiklikler

18



sayesinde beyin metabolizmasi iyilesir ve mitokondrideki ATP {iretimi yeniden saglanir.
Ayrica reaktif oksijen tiirlerinin liretiminde azalma, antioksidan etkiler, daha diigiik
inflamatuar yanit ve norotrofik faktorlerin aktivitesinde artis gézlemlenmektedir. Diger
bir etki, artan Krebs dongiisii ara iiriinleri seviyeleri, artan GABA-glutamat orani ve
ATP’ye duyarli potasyum kanallarinin aktivasyonu yoluyla noronlarin arasindaki sinaptik
aktivitenin stabilizasyonunu icermektedir. Ketojenik diyetin Alzheimer hastaliginin
gelisimi lizerindeki yararli etkisi altinda yatan olas1 mekanizmalar Sekil 9°da verilmistir

[23].

} ROS Uretimi | Glikoz almm ve glikoliz

t Mitokondri JBEEEENT (| insiilin, IGF 1 sinyal yoh
Biyogenezi/ t Keton cisimleri
Fonksiyonu t Bagrsak mikrobiyatast

| Inflamatuvar sitokinler
} NLRP3 inflamazomu
f Sitotoksik T hiicre fonksivonu

Sekil 9. Ketojenik diyetin Alzheimer hastaligi gelisimini etkiledigi varsayilan
mekanizmalar

Ayni zamanda Alzheimer hastaliginda net bir sekilde gdzlenen amiloid beta birikimi
viicuda alinan karbonhidrat ve seker alimiyla dogrudan iligkili bulunmustur. Bunun yani
sira yiiksek miktarda karbonhidrat ve seker alimi mitokondriyal disfonksiyona sebep
olmaktadir. Dolayisiyla beyin i¢in verimsiz olarak goriilen glikozun yerine keton
kullanimi, Alzheimer hastalari i¢in iyilestirici olarak goriilmektedir. Literatiire gore glikoz
ile keton cisimcikleri karsilastirildigi zaman keton cisimciklerinden elde edilen ATP
tiretimi daha fazla gozlenmistir. Mitokondrinin detoksifikasyon etkisini arttiran ketonlar
NADH oksidasyonunu arttirmaktadir. Yapilan arastirmalara gore ketojenik diyet amiloid

beta seviyesinin diismesine ve hiicre i¢i agregasyonunun azalmasina sebep olmaktadir.
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Beyinde amiloid beta seviyelerinin diismesi mitokondriyal fonksiyonu gelistirmektedir,
clinkii amiloid beta seviyesinin diismesi toksisiteyi azaltmaktadir. Dolayisiyla bu durum
hafizay1 ve 6grenmeyi gelistirmektedir [22]. Yapilan arastirmalar Alzheimer hastaligina
sahip bireylerde glikoz hipometabolizmasinin defalarca degismesine ragmen keton
cisimlerinin metabolizmasinin hastaligin erke evrelerinde degismedigini géstermektedir.
Beynin enerji krizi durumunda keton cisimleri beyin metabolizmasi i¢in yardimer ve
alternatif yakit olarak kullanilmaktadir. Alzheimer hastaligina sahip beyindeki yakat
hipometabolizmas1 glikoza 6zgii goriindiigiinden, keton cisimciklerinin uygulanmasinin
glikoz alim1 ve metabolizmasindaki azalmanin iistesinden gelebilecegi ve beyindeki enerji
acigini iyilestirebilecegi diisiiniilmektedir. Hem kalori kisitlamas1 hem de ketojenik diyet
tiiketiminin, karbonhidrat alimin1 azalttig1 ve keton cisimlerinde telafi edici bir artisa yol
actift gdzlenmistir. Bunun mitokondriyal fonksiyonu iyilestirdigi, apoptotik ve
inflamatuar aracilarin ekspresyonunu azalttigi ve ndrotrofik faktdrlerin aktivitesini
arttirdigr gosterilmistir. Diyetteki karbonhidrat azaltiminin néroprotektif etkileri oldugu
goriilmektedir ve keton cisimciklerinin ndronlari bir¢ok tipte noronal hasara karsi
korudugu ve kalori kisitlamas1 veya ketojenik diyeti takip edenlerin benzer mitokondriyal
etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Keton cisimciklerinin ndronlar1 koruma yetenegi
mitokondriyal enerji tiretimindeki kusurlarin Alzheimer hastaliginin patofizyolojisine
katkida bulundugu ve keton cisimciklerinin terapotik potansiyele sahip oldugu

arastirmacilar tarafindan diistiniilmektedir [24].
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Gerec

3.1.1. Cihazlar

Stereotaksi intrasereroventrikiiler enjeksiyon yapilacak siganlarin kafalarimi
sabitlemek ve koordinatlar1 belirlemek amaciyla kullanildu.

Ethovision XT video goriintiileme sistemi kullanilarak Morris su labirenti ile
o0grenme ve bellek parametreleri 6l¢iildii.

Homojenizatdr cihazi ile dokular homojenize edildi.

Multiscan Go ELISA reader ile protein konsantrasyonu &lgiildii.

Tibbi biyoloji laboratuvarinda bulunan pH metre (Hanna, ABD), mini santrifijj
(Isolab,Almanya), calkalayic1 (BioRocker 2d, ABD), sogutmali inkiibator cihazi,
hassas terazi (Precisa XB) deneylerde orneklerin hazirlanmasinda kullanildi.
Western Blot islemlerinde Bio-Rad, dikey elektroforez cihazi ve Bio-Rad Trans-
Blot Turbo, transfer sistemi kullanildi.

Western blot membranlarin  goriintillemesi ise Fusion Fx7 tarafindan
gergeklestirildi.

Histoloji laboratuvarinda bulunan Leica Rm2245, Almanya kryostat cihazi ile
dokulardan kesit alindi.

Kesiti alinan dokular nissl boyamasi sonrasinda Nikon (Eclipse 920248, ABD) 151k
mikroskobunda incelendi

Immiinflorans boyamanin sonucu ve fotograflamasi ise Leica (Sp8, Almanya)

konfokal mikroskop kullanilarak gerceklestirildi.

3.1.2. Sarf Malzemeler

YV V VYV V

Y VY

Doku Homojenizasyonu — RIPA lizis tamponu (Santa Cruz)

Jel elektroforezinde protein denatiirasyonu — Bio-Rad Laemmli Sample Buffer
Sample Buffer hazirlanmasi- Sigma Aldrich 2-Mercaptoethanol

Western Blot Transfer — IsoLab metanol

TBST Buffer hazirlanmasi — Sigma Aldrich Sodium chloride, Tris Base, TWEEN
20

Nissl boyama- Cresyl violet (Sigma Aldrich)

Immunflorans boyama -DAPI
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Etil Alkol — TK200655

Ksilen- TK090270

Siit Tozu-(Santa cruz , sc-2325)

Transfer Buffer- Bio-Rad

Entellan- Sigma aldrich 107961

> GAPDH, Insiilin Reseptdr, pAKT, ve PI3K antikorlart

YV V V VYV V

3.2. Yontem

3.2.1 Hayvan Calismalan

Bezmialem Vakif Universitesi hayvan deneyleri yerel etik kurul kararinca 23.11.2022
tarihinde “Alzheimer Hastaliginda GLUTI2 ekspresyonunun degisimi ve ketojenik
diyetle iliskisi” baglikli projemiz 29.11.2022-E.86449 tarih ve say1 ile etik kurul onay1

almstir.

Bu galismada, Bezmialem Vakif Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan temin
edilen 3-4 aylik Spraque Dawley erkek si¢anlar (300-350 g) kullanildi. Deneyler siiresince
hayvanlar standart olarak 12 saat aydinlik-12 saat karanlik sirkadiyen dongii igerisinde
yem ve su alimlar1 ad libitum olacak sekilde, sicakligi sabit tutulan (20£2°C) hayvan
saklama odasinda, her kafeste 4-5 sican olacak sekilde barindirildi. Tiim deneyler giiniin

aydinlik periyodunda (06.00-18.00), sicaklig1 sabit ve giiriiltiisiiz bir ortamda yapilda.
Randomize sekilde siganlar;

1.Grup: 2 ay ketojenik diyet sonrasi intraserebroventrikiiler (i.c.v) streptozotosin (STZ)
uygulanacak ve ketojenik diyet almaya devam eden Profilaktik grup (P)

2.Grup: icv-STZ uygulanacak ve sonrasinda ketojenik diyet alacak Terapdtik grup (T)
3.Grup: icv-STZ uygulanacak hastalik grubu (STZ)

4.Grup: icv-STZ uygulanmayip yapay BOS verilecek sham kontrol grubu (Sham) olmak

tizere 4 deney grubuna ayrildi.

Profilaktik grup deney siiresince (4 ay) ketojenik diyet ile beslenirken terapdtik grup

deneysel Alzheimer modeli olustuktan sonra 2 ay ketojenik diyet ile beslendi.

Ketojenik diyet Arden firmasi tarafindan hazirland1 ve hayvanlara giinliik olarak verildi.

Deney bagladiktan 2 ay sonra sham kontrol grubu disindaki diger gruplara icv-STZ
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enjeksiyonu yapildi ve 2-3 hafta bekledikten sonra hayvanlar Alzheimer olarak kabul
edildi.

3.2.1.1. STZ ile Alzheimer Hastaligi Modelinin Olusturulmasi

Anestezi altindaki sicanlarin her iki lateral ventrikiiliine (bregmadan 0.8 mm posterior ve
1.5 mm lateral ve 3.5 mm derinlik) koordinatlar1 ayarlanarak stereotaksik cerrahi ile
3mg/kg STZ 10ul’lik hacimde Hamilton enjektorii aracilifiyla bir giin ara ile 2 defa
uygulandi (Sekil 10).

Diyet Hastalik modeli Diyet Davranig Deneyin
uygulamasi (Sadece 1. grup) olusturulmasi adece uygulamasi deneyleri sonlandiriimasi
Ketojenik diyet . Ketojenik diyet
'7 uygulanmasi —' e wglanmas o e uygulanmasi _' '

-60. Giin 0. giin 15. giin 60. glin 75. giin
1.grup-STZ (i.c.v) 1. grup 1. grup 1.grup
2.grup-STZ (i.c.v) 2. grup 2. grup 2. grup
3.grup-STZ (i.c.v) 3. grup 3. grup
4.grup-BOS (i.c.v) 4. grup 4. grup

Sekil 10. Deney semasi

3.2.2. Davramis Deneyleri

3.2.2.1. Morris Su Labirenti

Uzun siireli hafizay1 6lgmeye yarayan Morris su labirenti testi hipokampiise bagh bellek
ve 6grenme Ol¢iimii i¢in kullanilir. Kisaca, 150 x 150 x 60 cm genislik ve derinligindeki
havuz 21°C (£1) sicakhigindaki 45 cm yiiksekliginde su ile dolduruldu ve suya toksik
olmayan boya katilarak opak hale getirildi. Morris su tankinda si¢anlara gizlenmis
platformla 60 saniye siire verilerek 6grenme diizeyleri ve kaldirilmis platformla bellek
diizeyleri belirlendi. Siganlarin havuzdaki hareketleri bilgisayarli kamera sistemiyle
(EthoVisionvideo Tracking System, Holland) otomatik olarak takip edildi. Havuz
bilgisayar ekraninda merkezden gecen iki dogru ile 4 esit parcaya (kadranlara) ayrildi.
11x11 cm biyiikligiindeki hayvanlar tarafindan goriilmeyen ve tasiabilen kacis
platformu bu bolgelerin birinin ortasina, suyun 2 cm altinda kalacak sekilde yerlestirildi.
Sicanlara pes pese 5 giin boyunca, giinde 4 defa deneme yaptirildi. Bilgisayar-kamera
sistemiyle sicanlarin havuzda, birakildigi noktadan platforma ulasincaya kadar yiiziilen
mesafe Olciildii ve kontrol grubu ile karsilastirilarak 6grenme kapasitelerindeki degisimler
belirlendi. Ogrenilen yerin hafizadaki izlerinin ne kadar gii¢lii oldugunu test etmek igin

ana egitimi bitirdikten bir giin sonra kaldirilmig platform ile yer tercihi testi yapildi. Bu
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denemede sicanin daha once platformun bulundugu kadranda ne kadar yiizdiigi

kaydedildi.

3.2.3. Western Blot Teknigi

3.2.3.1. Homojenizasyon (Doku Hazirlanmasi)

Prefrontal korteks ve hipokampiis dokular1 0.1M fosfat buffer1 (PBS), proteaz inhibitor
kokteyli (PIC) ve 3-4 celik bilye (Retsch MN400) iceren tiipe eklenip homojenizator
cihazinda 1 dk boyunca homojenize edildi. Homojenize edilen dokular buzun {izerine
alindilar ardindan 5000 x g‘de 5 dk 4°C’de santrifiij edildi. Ustte kalan siipernatant kisim
alinarak deneyler yapilincaya kadar uygun kosullarda -80°C’ye kaldirilds.

3.2.3.2. Protein Konsantrasyon Olciimii

Protein konsantrasyonu 6l¢limii i¢in bikinkoninik asit (BCA) kiti kullanildi. Bu kit uygun

2+

ortami saglayarak protein tarafindan Cu*"’nin Cu"’ya indirgenmesi ile olusan kimyasal bir

deney zinciri sayesinde protein konsantrasyonunu belirlemektedir.

[k olarak etiiv 37°C’ye ayarladi. 96 kuyucuklu plate kullanilarak ilk kuyu hari¢ (Blank
kuyusu) biitiin kuyulara standartlar ve 6rnekler koyuldu. 9 adet kuyuya standart protein
ornekleri uygun olarak seyreltildikten (1000 pg — 25 pg) sonra eklendi. Orneklerin
eklendigi kuyulara ise 9 pL homojenizasyon (lizis) tamponu ve 1uL 6rnek eklendi.
Ardindan her kuyuya 200pL BCA calisma soliisyonu eklendi. Hazirlanan plate 37°C’de
30 dk inkiibe edildi. Ardindan Multiscan Go cihazina yerlestirilerek 562 nm’de dlgiimler
yapildi (Sekil 11). Elde edilen konsantrasyon sonuglar1 western blot drnek hazirlamada

kullanildi.

Sekil 11. Multiscan go 6l¢lim cihazi ve BCA Assay sonucunda elde edilen
proteinlerin 6l¢tim sonuglar
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3.2.3.3. Ornek Hazirlama

Protein konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra her bir jel kuyusuna 40 pg/ul protein
eklenecek sekilde hesaplamalar yapildi. Hesaplanan miktardaki protein 6rnekleri laemli
buffer soliisyonu ve p-merkaptoethanol ile karistirildi. Ornekler daha sonra 95°C’de 5
dakika kaynatilarak proteinlerin denatiire olmas1 saglandi. Daha sonra protein ornekleri

Western blot ¢alismalar yapilincaya kadar -20°C’ye kaldirilds.

3.2.3.4. SDS-PAGE

SDS-PAGE isleminde %4-20 Mini Protean Biorad jel kullanildi. Distile sudan gegirilen
jeller dikey elektroforez tankina yerlestirildi. Tankin ortasina Tris igeren yliriitme tamponu
eklendi. Taraklar dikkatlice ¢ikartildi. Molekiiler agirliklar1 bilinen protein belirteci (See
Blue Plus2 protein ladder, Invitrogen) 5ul olacak sekilde ilk kuyuya yiiklendi. Sonraki
kuyulara da 10’ar pl olmak iizere drnekler yiiklendi. Ornekler jelde 120 V gerilimde 1 saat
yiritildi (Sekil 12).

Sekil 12. Orneklerin jel elektroforezinde yiiriitiilmesi

3.2.3.5. Proteinlerin Membrana Aktarilmasi

Once distile suda ardindan transfer tamponunda bekletilen PVDF membranlar 3 dk
metanolde bekletilerek aktive edildiler. Daha sonra membran, jel ve filtre kagitlar1 transfer

cihazina yerlestirildi. Transfer 25V gerilim ve 2.5A akimda 7 dk’da Biorad transfer
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cithazinda gergeklestirildi. Transfer bitince membranlar 5 dk boyunca 0.1M TBST’de
yikandi.

3.2.3.6. Membranlara Antikor Muamelesi

Membrana transfer edilen ornekler ilk olarak bloklama i¢in %5°lik siit tozunda (2.5 g siit
tozu ve 50 ml Tween 20 iceren Tris bufferi (TBS-T)) oda sicakliginda 1 saat ileri-geri
calkalayicida inkiibe edildi. Boylelikle membrana aktarilan proteinlerin digindaki
bosluklarin kapatilmasi ve bu sayede yine protein yapisinda olan antikorlarin membranin
bos kisimlarina baglanmasi en aza indirgenerek spesifik olmayan baglanmanin azalmasi
ve hedef proteinlere baglanma oraninin da en iist seviyeye ¢ikarilmasi saglanir. Bloklama
isleminden sonra elde edilen membranlara Tablo 4’te goriildiigl lizere %5°’lik siit tozu
icerisinde hazirlanmis pAKT i¢in 1:1000; (Cell signaling), insiilin reseptorii i¢in 1:500
(ABclonal), GLUT12 i¢in 1:2000 (ABclonal), PI3K i¢in 1:3000 (Cell signaling) primer

antikorlar1 eklendi ve membranlar 4°C’de gece boyunca inkiibe edildi.

Tablo 4. Antikor muamelesinde kullanilan primer ve sekonder antikor 6rnekleri,
diliisyon miktarlar1 ve elde edildikleri organizma

GLUT12 (1:2000) Rabbit Antibody
pPAKT (1:1000) Rabbit Antibody

insiilin Reseptir [ 1:500) Rabbit Antibody
pl13K (2:3000) Rabbit Antibody
HRP (1:5000) Anti-Rabbit Antibody

Ertesi glin membranlar 3’er kez 5’er dk TBS-T ile yatay ¢alkalayicida yikandi. Daha sonra
membranlar 1:5000 oraninda %5’lik siit tozu igerisinde hazirlanmis anti-rabbit ve anti-
mouse HRP bagl sekonder antikor ile ileri-geri ¢alkalayicida 1 saat inkiibe edildi (Sekil
13).
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Sekil 13. Orneklerin aktarildigi membranlara primer ve sekonder antikor isleminin
gerceklestirilmesi

Sekonder antikorda bekletilen membranlar tekrar 0.1 M TBS-T ile yikandi. Membranlarin
tizerine 1ml elabscience excellent chemiluminescent substrate A ve 1 ml excellent
chemiluminescent substrate B’den karistirilarak eklendi. Belli bir siire inkiibe edilen

membranlar Fusion FX7 (Vilber Lourmat) goriintiileme cihazi ile goriintiilendi (Sekil 14).

Sekil 14. Fusion FX7 Goriintiileme
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3.2.4. immunohistokimya Calismalar1

3.2.4.1 Kesit Alma

-80°C’ye kaldirilan yarim beyin dokularmdan kryostat cihazi ile 20 um kalinhiginda
pozitif yiiklii lamlarin tizerine hipokampal bolgeyi ve prefrontal korteksi iceren kesitler

alind1 (Sekil 15).

Sekil 15. Sicanlardan ¢ikarilan yarim beyin ve bu beyinlerden elde edilen hipokampiis kesit
ornegi

3.2.4.2 Cresyl (Nissl) Boyama ve Goriintiileme

Kesitler 37°C’de 30 dk kurutuldu. Ardindan salelere yerlestirilen kesitler 4°C‘de
sogutulmus %4 liikk paraformaldehid (PFA) soliisyonunda 5 dk bekletilerek fikse edildi.
Fikse edilen dokular 5 dk distile su kullanilarak yikandi. Yeni bir salede 2 dk sabit yerde
ve 13 dk calkalayicida daha 6nceden hazirlanmis cresyl violet boyasi igerisinde inkiibe
edildi. Daha sonra kesitler 15 sn 3’er kez distile su ile yikandi. Her bir kesit sirastyla %70-
%90-%95-%100-%100’liikk ethanole 5’er kere batirip cikarilarak dehidrate edildi.
Ardindan yeni bir salede ksilen soliisyonunda 2-3 dk bekletilerek yagdan arindirma
islemine tabi tutuldu. Son olarak kesitler entellan ile kapatildi (Sekil 16). Daha sonra
kesitlerden farkli hipokampal bolgelerden (CA1 ve DG) ve prefrontal korteksten 3’er tane

151k mikroskobu altinda goriintii alind1 ve Image J ile boyanan néron hiicreleri sayildi.
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Sekil 16. Cresyl Violet islemi ile boyanmis hipokampiis kesitleri

3.2.4.3 GLUT12 immunofloresan Boyama ve Gériintiileme

Kesitler 37°C’de 30 dk kurutuldu. Ardindan kesitlerin etrafi yagli kalemle ¢izildi. Kesitler
salelere dizildi ve %4’liik 6nceden sogutulmus PFA‘da oda 1sisinda 20 dk inkiibe edildi.
Daha sonra kesitler 3 kez 5 dk 0.1 M PBS ile ¢alkalayicida yikandi. Ardindan kaynatilmis
sitrat tamponunda antijenik kisimlarin agiga c¢ikarilmasi i¢in antijen retrieval yapildi.
Antijen retrievalda tamponun ve yiiksek 1sinin yardimi ile antijenin proteinlerle olan
capraz bagi kirildi ve antikorun baglanma olasilig1 arttirildi. 15 dk sitrat tamponda
bekletilen kesitler 3 kez 5’er dk 0.1 M PBS tamponu ile yikandi. Daha sonra %10 normal
ke¢i serumu (NGS) damlatilarak bloklama islemi i¢in 1 saat oda sicakliginda inkiibe
edilen kesitler %2 NGS ve %0.3 PBS-T tamponu igerisinde 1:100 oraninda hazirlanmis
primer GLUT12 antikoruna tabi tutuldu. Primer antikor eklenen kesitler gece boyunca
4°C’de inkiibe edildi. Ertesi giin salelere alinan kesitler 3 kez 5’er dk 0.1 M PBS ile
yikandi. Ardindan kesitlerin iizerine sekonder antikorlama islemi i¢in floresan isaretli %2
NGS ve %0.3 PBST tamponu igerisinde 1:500 oraninda hazirlanmis Anti-rabbit Ig Goat
555 antikoru kesitlerin iizerine eklendi ve 1 saat boyunca 1siktan koruyarak oda 1sisinda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda kesitler 4 kez 5’er dk 0.1 M PBS ile yikanarak
tizerlerine gekirdek boyasi olan DAPI damlatildi, sonrasinda lamel ve su bazli kapatici ile
kesitler kapatildi. Ertesi giin kesitler 1siktan korunarak konfokal mikroskobunda her
bolgeden (hipokampus ve prefrontal korteks) 3‘er tane fotograf g¢ekildi ve c¢ekilen
fotograflarda GLUT12 pozitif hiicreler sayildi (Sekil 17).
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Sekil 17. Immiinflorans boyamasi gerceklestirilen GLUT12 hiicrelerinin goriintiilenmesi
icin kullanilan konfokal mikroskop
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4. SONUCLAR

4.1. Davrams Deneyleri

Morris su labirenti testi deney hayvanlarindaki bellek performansini 6l¢gmek amaciyla
gergeklestirilen hipokampiisii incelemeyi hedef alan bir deneydir. Sekil 18’de goriildigii
tizere ve tekrarli 6l¢iim varyans analizi (rANOVA) sonucuna gore gilinler arasinda anlamli
bir fark bulundu (F4,80=16.435, p<0.001). Bunun yani sira gruplar arasinda da anlaml1 bir
farklilik tespit edildi (F3,20=6.221, p=0.004). Tek yonlii ANOVA analizi ile her giine
bakildiginda 6zellikle 5. giin gruplar arasinda anlamli bir farklilik oldugu gozlendi
(F(3.20=4,057, p=0.021). Post hoc LSD testine gore, terapétik grubundaki &grenme
performansi hem kontrole gore hem de profilaktik gruba gore anlamli derecede diisiik idi

(p=0.010 ve p=0.006, sirastyla) (Sekil 18).

Morris Su Tanki Ogrenme

1400
~ 1200
B I
~ 1000 #
-
@ 800 ' - | _
= f\ L ; T -
E 600 T '|'
= 400 L + 1
S {
200 1 T
L
0
Giin 1 Giin 2 Giin 3 Giin 4 Giin 5
= Kontrol s5TZ Profilaktik Tearapotik

Sekil 18. Sicanlarin Morris su tankinda 5 giin boyunca platforma ulasincaya kadar
yiizdiikleri mesafe. *p<0.05

Ogrenme deneyleri sonrasi yapilan platformsuz hafiza dlgiimleri deneylerinde platform
ceyreginde gegirilen siirenin toplam gegirilen siireye oranlar1 karsilastirildiginda gruplar
arasinda anlamli bir farklilik goézlendi (F3.21y=3.794, p=0.029). Post hoc LSD ile ikili grup
karsilastirilmalarinda, STZ ile olusturulan Alzheimer hastalig1r grubu ve Terapotik diyet
grubunun kontrol grubuna gore platformun bulundugu alanda daha az vakit gecirdigi tespit

edildi (p=0.022 ve p=0.007, sirasiyla) (Sekil 19). Profilaktik diyet grubunun da terapotik

31



diyet grubuna gore platformun oldugu ceyrekte daha fazla vakit gecirdigi gozlendi
(p=0.61).

100 Morris Su Tank: Hafiza

30
20
10

0

Kontrol Profilaktik Terap otik

viizdesi (%)
3

Platform kadraminda gecirlen siirenin

Sekil 19. Morris su labirenti deneyinde platformun oldugu ¢eyrekte gegirdikleri siireye
bagli bellek degerlendirmesi *p<0.05.

4.2. Western Blot Sonuclar

Alzheimer hastalig1 ile iliskisi oldugu diisiinlilen GLUTI12 proteininin ekspresyonu
hipokampiiste ve prefrontal kortekste degerlendirildi. Prefrontal kortekste GLUTI12
ekspresyonunda anlamli bir fark gozlenirken (F@,11)=4.135, p=0.048), hipokampiiste
gruplar arasinda fark tespit edilemedi (F3,11y=2.148, p=0.172). Hem hipokampiis hem de
prefrontal kortekste STZ enjeksiyonu verilen grupta GLUT12 ekspresyonunda degisim
gozlenmedi. Profilaktik gruptaki sicanlarin prefrontal kortekslerinde GLUTI12
ekspresyonu hem kontrole gore hem de STZ grubuna gore anlamli bir sekilde azaldi
(p=0.013 ve p=0.023, sirasiyla) (Sekil 20). Hipokampiiste profilaktik grupta GLUT12
ekspresyonunun istenilen anlamlilik degerine ulagmasa da kontrole ve terapotik gruba

gore arttig1 gézlendi (p=0.063 ve p=0.056, sirasiyla).
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Sekil 20. GLUTI2 proteinin prefrontal korteksteki ve hipokampiisteki ekspresyonel
degisimi. *p<0.05 kontrole gore, #p<0.05 STZ grubuna gore.

Calismada ayrica GLUTI2 ile iligkili olan proteinlerden IR’nin ekspresyonunun
Alzheimer hastalig1 ve ketojenik diyet ile nasil degistigine bakildi. IR’nin ekspresyonel
degisimi GLUTI12 ile paralellik gosterse de hem prefrontal kortekste hem de
hipokampiiste anlaml1 bir degisim gostermedi (Sekil 21). Hipokampiiste profilaktik grupta
IR ekspresyonu istenilen anlamlilik degerine ulasmasa da kontrole ve terapétik gruba gore

arttig1 gozlendi (p=0.080 ve p=0.064, sirasiyla).
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Relative IR'GAPDH
Relative IR'GAPDH

Sekil 21. IR proteinin prefrontal korteksteki ve hipokampiisteki ekspresyonel degisimi.

IR’nin aktivasyonu ile degisen proteinlerden biri olan PI3K proteininin degisimine
bakildiginda prefrontal kortekste gruplar arasinda anlamli bir fark goézlenmezken
(F3,11y=0.056, p=0.981), hipokampiisteki PI3K ekspresyonunda gruplar arasinda anlamli
bir fark gézlendi (F(3,11y=4.998, p=0.031). ikili grup karsilastirilmalarinda ise terapdtik
grupta diger tiim gruplara gore hipokampiiste anlamli bir PI3K ekspresyonu tespit edildi
(p=0.027-kontrol, p=0.008-STZ, ve p=0.016, profilaktik) (Sekil 22).
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Sekil 22. PI3K proteinin prefrontal korteksteki ve hipokampiisteki ekspresyonel degisimi.
*p<0.05 kontrole gore, #p<0.05 STZ grubuna gore.

PI3K’nin etkilesimde oldugu AKT’nin fosforlanmis aktif formuna baktigimizda hem
prefrontal kortekste hem de hipokampiiste gruplar arasinda anlamli fark bulundu
(F3,11)=21.495, p<0.001 ve F3,11y=3.948, p=0.053, sirastyla). Prefrontal kortekste STZ
grubunda pAKT kontrol grubuna gore anlamli derecede artarken (p=0.001), profilaktik ve
terapotik gruplardaki siganlarin prefrontal kortekslerinde STZ grubundakine oranla
anlamli bir azalma gézlendi (p=0.004 ve p<0.001, sirasiyla) (Sekil 23). Hipokampiiste ise
STZ verilen grupta anlamli bir degisim goriilmezken profilaktik grupta ve terapotik grupta

pAKT ekspresyonunda kontrole gore anlamli bir artis gozlendi (p=0.011 ve p=0.051,
strastyla) (Sekil 23).
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Sekil 23. pAKT proteinin prefrontal korteksteki ve hipokampiisteki ekspresyonel
degisimi. *p<0.05 kontrole gore, #p<0.05 STZ grubuna gore.

4.3. Creyl Violet Boyama

Cresyl violet boyama ile hiicredeki nissl cisimcikleri boyandi. Yapilan boyamanin

sonucunda hipokampiisten CA1 ve Dentat girus bolgeleri ile prefrontal kortekste hiicre

sayimlari gergeklestirildi (Sekil 24).
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Sekil 24. Nissl boyamas: sonucu hipokampusun CA1 ve DG bolgeleri ile prefrontal
korteksten (PFC) alinmis her gruba ait 6rnekler.

Hiicre sayilarina baktigimizda STZ verilen grupta CA1 ve prefrontal kortekste degisim
goriilmezken, DG bolgesinde STZ ile Alzheimer gelistirilen si¢anlarda hiicre sayisinda
kontrole oranla anlamli bir azalma goriildii (p=0.025). Diger taraftan ketojenik diyet
verilen gruplarda ise bir iyilesme s6z konusuydu. Fakat CA1 bolgesinde profilaktik
ketojenik diyet verilen grupta kontrole oranla hiicre sayisinda anlamli bir azalma vardi

(p=0.011) (Sekil 25).
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Sekil 25. Nissl boyama sonucu hipokampus CA1 ve DG bolgeleri ve prefrontal
korteksten (PFC) alinan kesitlerdeki toplam hiicre sayisi. *p<0.05 kontrole gore.

4.4. GLUT12 Immunfloresan Boyama

Prefrontal korteks ve hipokampiisteki GLUTI12 hiicresinin lokalizasyonuna ve

ekpresyonuna bakmak amaciyla immunofloresan boyama yapilmistir (Sekil 26).

Kontrol STZ Profilaktik Terapotik

Hipokampus

250 | PROFLAKTIK 0 _wm 25| TERAPOTIK

Prefrontal
Korteks

0__m 3 pROFLAKTIK 0 pm 250 TERAPOTIK

Sekil 26. Hipokampus ve prefrontal kortekste GLUT12 ekspresyonunun immunofloresan
olarak goriintiilenmesi. GLUT12 yesil floresan boya ile boyanmistir. Mavi DAPI boyasi
ise ¢ekirdek boyasidir.
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Hipokampiisteki GLUTI12 pozitif hiicrelerin sayisina bakildiginda gruplar arasinda
anlaml bir fark gozlenmedi (Sekil 27). Diger taraftan prefrontal kortekste STZ verilen
Alzheimer hastalig1 grubunda kontrole oranla anlamli bir artig gbzlendi (p=0.024). Diger
taraftan profilaktik ketojenik diyet kullanimm GLUTI12 pozitif hiicre sayisini tekrar
kontrol seviyelerine tasidigi gozlendi (p=0.065, STZ grubuna oranla). Fakat, terapdtik

diyet grubunda GLUT12 pozitif hiicre sayis1 yine kontrole oranla anlamli derecede artti

(p=0.006).
*
C

Hipokampus PF

150

100

GLUT12 Pozitif Hiicre Sayisi
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Sekil 27. GLUT12 immunfloresan boyama sonucu hipokampus ve prefrontal kortekste
bulunan pozitif hiicrelerin sayisi. *p<0.05 kontrole gore.
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5.TARTISMA

Alzheimer hastalig1 giiniimiizde yasla dogru orantili bir sekilde artig gosteren en yaygin
norolojik hastaliklardan birisidir. Literatiirde de yapilan ¢alismalar incelendigi zaman
Alzheimer hastaligina kesin olarak ¢6ziim bulunamamistir ancak genel hedef meydana
getirdigi bilissel fonksiyonlardaki azalmay1 hafifletmek veya geriletmektir. Bu dogrultuda
biz bu calismada Alzheimer hastaliginin glikoz metabolizmasindaki degisimlerden de
kaynaklandigini varsayarak bu degisimlerde GLUT 12 nin roliinii aragtirmak ve Alzheimer

hastaliginda ketojenik beslenmenin fonksiyonunu aragtirmayi amacladik.

Oncelikle Alzheimer modelinin basarisini ve uygulanan diyetin 6grenme ve bellek
performansini lizerindeki etkisini 6lgmek amaciyla Morris su tanki deneyi gergeklestirildi.
Ogrenme deneyinde siganlarin giinler arasi yiiziilen mesafelerinde azalma yani
ogrenmenin gerceklestigi tespit edildi. Bu teste gore STZ ile yapilan sporadik Alzheimer
modeli siganlarda O6grenmede bir degisim goézlenmezken uzun siireli mekansal
belleklerinde beklenildigi iizere bir bozulma séz konusu oldu. Literatiire bakildiginda da
Alzheimer hastaligt modellerinde Morris su tanki testinde hastaligin baslangic
semptomlart ile iliskili olarak en ¢ok etkilenen biligsel siireclerden olan hafiza kaybinin
tespit edildigi goriilmektedir [25]. Onceki calismalar, amiloid beta agregasyonu olmasa
bile STZ'nin norodejeneratif degisikliklerin patogenezinde bir rolii oldugunu
gosterilmistir [26]. Sicanlara i.c.v olarak STZ uygulanmasi, biligsel bozukluk olugmasi
nedeniyle Alzheimer hastalig1 fenotipini taklit etmektedir. Bizim ¢alismamizda da STZ
indiiksiyonu, Morris su labirenti egitimi ile dogrulandigi lizere mekansal 6grenmede kesin
bir bozulma gelistirmistir. Diger taraftan ketojenik diyetle uzun siireli beslenen profilaktik
diyet grubundaki sicanlarda ise uzun siireli bellek fonksiyonlarinda STZ’ye bagli herhangi
bir bozulma gézlenmemistir. Ama terapotik olarak model gelistirildikten sonra uygulanan
ketojenik diyetin bellek fonksiyonlarmnin diizelmesine herhangi bir etkisi olmamustir.
Ketojenik diyetin kognitif fonksiyonlara iyi geldigine dair literatiirde ¢alismalar
bulunmaktadir [27-30]. Ornegin yapilan bir ¢alismada orta yaslarin sonunda olan farelere
(18 aylik) 5 ay boyunca ketojenik diyet uyguladiklarinda yaslanmaya bagl belleklerinde
bir iyilesmenin oldugu gozlenmistir [31]. Epilepsi modeli gelistirilmis siganlarda yapilan
diger bir ¢alismada da ketojenik diyet uygulamasinin olumlu etkileri oldugu ve bu

etkilerin sinaptik plastisitenin degismesi ile olustugu gosterilmistir [28]. Yapilan
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caligmalara bakildiginda ketojenik diyetin sadece uzun siireli mekansal bellege degil ayni
zamanda c¢alisma bellegi ve dikkat gibi alanlarda da biligsel fonksiyonlart iyilestirici
etkiler sagladigi diisliniilmektedir. Hayvan caligmalarinin yaninda insanlarla yapilan
calismalarin da %80'inden fazlasinda ketojenik diyet kullaniminin olumlu bir etkisinin
oldugu bunu da hi¢bir zararl etki gostermeden yaptig1 belirtilmistir [30]. Bu iyilesmenin
uzun siireli ketojenik diyetle beslenme sonucu tedavi edici degil de koruyucu 6zellikte

oldugu diistiniilmektedir.

Ketojenik diyetle gerceklesen bellek performansindaki iyilesmeye paralel olarak
hipokampal dokudaki hasar1 incelemek amaciyla histopatolojik degerlendirmeler yapildi.
Tiim bunlara paralel olarak hiicre sayist incelendiginde Alzheimer hastaligi modelindeki
sicanlarin DG bdlgelerindeki graniil hiicre sayilarinda anlamli bir azalmanin gozlendigi
ve davranis parametreleri ile paralel olarak profilaktik olarak ketojenik diyetle
beslenenlerde bu hiicrelerin sayisinin tekrar kontrol grubundaki sayilara yakinlastig
gozlendi. Profilaktik gruba ek olarak terapotik ketojenik diyet grubunda da hiicre
sayisinda bir artisin oldugu gosterildi. Prefrontal korteksteki sayimlarda ise hiicre
sayisinda herhangi bir degisim s6z konusu olmadi. Dentat girusun hipokampal devrenin
bir pargast olarak episodik bellegin olusumuna ve yeni ortamlarin kendiliginden
kesfedilmesine katkida bulundugu bilinmektedir. Ayrica DG beyindeki ndrogenezin
oldugu yerlerden biridir [32]. Literatiire bakildiginda 1 aylik bir ketojenik diyet
uygulamasinin patolojiye bagl hiicre sayilarindaki azalmalar diizelttigi tespit edilmistir
[33]. Bu da ketojenik diyetin apoptoza kars1 beyin hiicrelerini koruyarak ndroprotektif bir
etki gosterdigine isaret etmektedir. Profilaktik grupta goriilen davranissal iyilesmenin de
uzun siireli ketojenk diyet kullanimi ile birlikte DG’de olusan norogenezin etkisi ile
olabilecegi diislintilmektedir. Diger taraftan CA1 bolgesinde ketojenik diyetle herhangi

degisimin goriilmemesi literatiirde de paralel calismalarda belirtilmistir [34,35].

Alzheimer hastaliginda beynin enerji kaynagi olan glikoz kullanim kapasitesinde
bozukluk meydana gelmektedir [36]. Alzheimer hastali§1 ayn1 zamanda instilin eksikligi
ve beyin omurilik sivisindaki yiiksek diizeydeki glikozun yani sira beyindeki bozulmus
insiilin sinyalizasyonu nedeniyle tip 3 diyabet olarak da bilinmektedir [37]. Alzheimer
hayati bir organ olan beyin insiilin direncinden O6nemli Olciide etkilenmekte ve
norodejeneratif bozuklugun ayirt edici 6zellikleri olan enerji agiklar1 ve néronal hasara
neden olmaktadir. Insiilin direnci, insiilin duyarlihiginin azalmasma (hiperglisemi) ve
bozulmus glikoz alimi arasinda énemli bir baglant1 gérevi gérmektedir. Bu nedenle bu
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calismada glikoz aliminda gorevli olan ve beyindeki rolii tam olarak anlasilmayan
GLUTI12 proteinin ekspresyonuna bakildi. GLUT12 insiiline bagimli hareket eden PI3K
ve pAKT gibi yardimci proteinlerle etkilesim gosteren bir tastyici proteindir. Beyindeki
GLUT12 proteininin ekspresyonu ile amiloid beta arasinda dogrudan bir iliskinin oldugu
bazi calismalarda gosterilmistir. Sayica az olan bu ¢alismalarda Alzheimer hastaligina
sahip olan bireylerin beyinlerinde GLUT12 ekspresyonunun arttig1 tespit edilmistir
[38,39]. Bizim c¢alismamizda da GLUTI2 pozitif hiicrelerin STZ indiiksiyonu ile
olusturulan Alzheimer modeli siganlarin prefrontal kortekslerinde anlamli derecede arttig
hipokampiiste de artmasina ragmen bu artisin anlamli olmadig1 goriilmektedir. Diger
taraftan western calismalarinda ise hem prefrontal kortekste hem de hipokampiiste
GLUTI12 ekspresyonunda bir artma gozlense de bu artiglar belirlenen anlamlilik
seviyelerine ulasmamistir. Uzun siire ketojenik diyet beslenmesinin ise artan GLUT12
ekspresyonunu normal seviyelerine tekrar ¢ektigi gézlenmektedir. Literatlirde yapilan
calismalarda diger glikoz tastyicilarinin (GLUT1 ve GLUT3 gibi) ekspresyonunun
ketojenik diyet kullanimi ile arttig1 gosterilmistir [40]. Fakat yapilan bu c¢aligmalarda
beyinde hipoglisemi olan durumlar s6z konusudur. Boyle bir patolojide ketojenik diyet
beyinde yogunlukla bulunan GLUT’larin (GLUT1, GLUT3 ve GLUT4) gen
ekspresyonunu arttiran mekanizmalar1 aktive etmektedir. Bizim calismamiz ketojenik
diyetin GLUTI12 ekspresyonunu beyinde diisiirdiigiine dair ilk yapilan calismalardan
biridir. GLUT12’nin insiiline duyarli bir molekiil oldugunu ve asir1 ekspresyonunun
sistemik glikoz toleransini ve insiilin duyarliligin1 gelistirdigini diisiinecek olursak
ketojenik diyetin artmigs GLUTI12 ekspresyonunu azaltmasimin noroprotektif bir etki

gosterdigini sOyleyebiliriz.

Ketojenik diyetle GLUT12de gerceklesen ekspresyonel degisimin GLUT12’yi aktive
eden sinyalizasyon mekanizmasi ile iligkisini gostermek amaciyla IR, PI3K ve fosforile
AKT’nin hem STZ indiiksiyonunda hem de profilaktik ya da terapotik ketojenik diyetteki
degisimine bakildi. Buna gore, IR ekspresyonunda hem hipokampiiste hem de prefrontal
kortekste GLUT12 ekspresyonu ile paralel bir degisim gozlense de gruplar arasinda
anlaml bir farklilik gozlenmedi. Yapilan ¢aligmalar ketojenik diyetin siganlarin sistemik
insiiline duyarliligini arttirdig1 ayn1 zamanda da insiilin reseptor mRNA'sinin ekspresyon
seviyelerini arttirdigin1 gostermistir [41]. Calismamizda ketojenik diyet kullaniminin IR
reseptorlerindeki ekspresyonu az da olsa azaltmasint GLUT12 ekspresyonundaki diisme

ile iligkilendirilebilmektedir.
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Insiilin sinyal yolaginda énemli bir kinaz olan PI3K bir dizi fosforilasyon olay1 yoluyla
glikoz alimimi diizenlemektedir [42]. Calismamizda prefrontal kortekste PI3K’nin
ekspresyonunda herhangi bir degisim gozlenmezken, hipokampiiste terapdtik ketojenik
diyet kullanimi ile miktarinin arttig1 tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalar ketojenik diyetin
PI3K sinyal yolaginda azalmalara sebep oldugunu goéstermistir. Bunun nedeninin de
kandaki insiilin seviyelerindeki azalmadan kaynaklandigin1 belirtmislerdir [43]. Bizim
calismamizda terapdtik ketojenik diyet tedavisinin PI3K’de artisa sebep olmasinin insiilin
mekanizmasi ile lizerinden oldugu degil de, PI3K’ nin yer aldig1 diger mekanizmalarla

iligkili oldugunu diisiindiirmektedir.

Hiicre proliferasyonu ve sag kaliminda énemli bir protein olan AKT proteinin aktif formu
olan pAKT’ye baktigimizda, STZ ile indiiklenen Alzheimer hastaliginda aktif AKT
formunun anlaml derecede prefrontal kortekste arttigi gézlenmektedir. Hipokampiisteki
artis ise anlamli degildir. AKT fosforilasyonu sonucu bir¢ok sinyalizasyon yolunu kontrol
eden merkezi proteindir. Bu durumda beynin zararlara karst kendini koruma mekanizmasi
AKT sinyal yolaginin aktive olmasi ile iligkilendirilebilmektedir [44]. Ketojenik diyetin
hem profilaktik kullanim1 hem de terapdtik kullanimi prefrontal kortekste aktif AKT
ekspresyonunu azaltirken, hipokampiiste AKT ekspresyonunu daha da arttirmaktadir.
Yapilan bir ¢alismada ketojenik diyetin artan AKT sinyalizasyonun azalmasina sebep

oldugu ve boylelikle apoptoz yerine otofajiyi aktive ettigi gosterilmistir [45].

Literatlirde Alzheimer hastali§ina sahip hastalarda yapilan ¢aligmalar ketonlarin yalnizca
ApoE geninin varyantina sahip bireylerde Alzheimer hastalifinin tedavisinde yararl
olabilecegini ve karbonhidrat aliminin azaltilmasinin biligsel gerilemenin tersine
cevrilmesinde etkili olabilecegini gostermistir [46].Yapilan bir baska c¢alismada ise
ketojenik diyetin olas1 etki mekanizmalar1 {izerine gelistirilen hipotezlerde en giiclii
olaninin karaciger hiicrelerinin mitokondrisinde yag oksidasyonu ile elde edilen enerjinin
ketojenik diyetle saglamasi ve bdylece viicutta fonksiyonlarin gerceklesmesidir.
Karacigerde gergeklesen bu oksidasyon sonucunda Aseti CoA, beta-hidroksibutirat ve
asetoasetat sentezlenir. Bu yapilar kan-beyin bariyerini gegerek enerji kaynagi olarak
alternatif substrat gorevi gormektedir ve norodejeneratif hastaliklarin sebep oldugu
nobetlerde azalmay1 saglamaktadir. Koenzim Q10 seviyelerini azaltarak serbest radikal
olusumunu engelleyen ketonlar sayesinde glutatyon peroksidaz aktivitesi arttirilarak lipid
peroksidasyonu onlenmektedir. Alzheimer hastasi olan bireylerde insiilin sinyallerinde ve
seviyelerinde degisiklik gozlemlenirken aynmi zamanda glikoz kullaniminda azalma
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meydana gelmektedir. Bu durumda da motor fonksiyonlarinda dejenerasyon olmaktadir.
Alzheimer hastaliginin temel sebebi olan amiloid beta plak birikimi diisiik serebral glikoz
kullaniminda ortaya ¢ikmaktadir. Noronal hiicreler diisiik serebral glikoz kullaniminda
enerji bakimindan yetersiz kaldigi i¢in fonksiyonlarinda bozulma meydana gelmektedir.
Alzheimer hastaliginda mitokondrideki enzim etkinliginin azalmasi mitokondriyal
DNA’larin oksidatif stresten hasar gormesiyle ortaya ¢ikmaktadir ve bu durum amiloid
beta iiretimini tetiklemektedir. Beyinde enerji dengesizligine neden olan mitokondriyal
disfonksiyon glikoz yerine keton kullanildiginda iyilesmektedir. Ciinkii glikoza gore keton
cisimcikleri daha fazla ATP {iretilmesine neden olmaktadir. Ketonlarin ndérokoruyucu
etkisine da artan mitokondriyal solunum ile ulagilmaktadir. Artmis instilin duyarlilig1 ise
noroprotektif fayda saglandigini gostermektedir. Ketonlar mitokondriyal solunum
zincirinde bulunan NADH oksidasyonunu arttirdigi icin NAD+ ve NADH arasindaki
oran1 dengelemektedir, boylece oksidatif strese karsi koruma saglanmaktadir. Sonug
olarak insanlar lizerinde yapilan ¢aligmalardan elde edilen literatiirden yola ¢ikilarak
ketojenik diyetin oksidatif stres olusumunu etkileyerek glikoza kiyasla mitokondriyal
islevde iyilesme sagladigini ve boylelikle beyinde GLUT12 {izerinden ndronal sagkalima
yardim ettigini gormekteyiz [22].
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Sonug olarak ¢alismamizda ketojenik diyetin norodejeneratif bir hastalik olan Alzheimer
hastaligin1 tedavi edip edemedigi veya bu hastaliga karsi bir koruma olusturup
olusturmadigin1 bir glikoz tasiyicist olan GLUT12 iizerinden incelemeyi amagcladik.
Yapilan literatlir taramalarinda GLUT12 ile ketojenik diyet arasindaki baglantinin
arastirilmadigini  gézlemledik. Bu nedenle bu ¢alismamiz bu acidan 6zgilinliik

tasimaktadir.

Caligmamizda STZ ile indiiklenen Alzheimer hastaliginda bozulan bellek fonksiyonlarina
kars1 profilaktik olarak tiiketilen ketojenik diyetin koruyucu etkisi oldugunu tespit ettik.
Tedavi amactyla kullanilan terapdtik ketojenik diyetin ise bellek fonksiyonlari {izerinde
diizelme saglayacak kadar etkili olmadigim1 gozlemledik. Bunun paralelinde yapilan
molekiiler incelemelerde bellekte olusan diizelmelerin profilaktik diyette goriilen DG
bolgesindeki hiicre artis ile iligkili olabilecegi ve bdylelikle ketojenik diyetin ndrogenez
ve noroplastisiteyi arttirabilecegini belirledik. GLUT12 ekspresyonuna baktigimizda ise
ozellikle prefrontal kortekste literatiirle paralel olarak STZ verilen grupta hem
immunofloresan isaretlemede hem de western blot yonteminde ekspresyonunda artislarin
oldugunu gozlemledik. Bu artisin yine profilaktik ketojenik diyet kullanimi ile azaldigini
tespit ettik. GLUT12 ile iliskili proteinlerin analizlerine baktigimizda IR ’nin paralel bir
etki gosterdigini PI3K ekspresyonunda degisimin goriilmedigini AKT proteinin aktif
formunun Alzheimer hastaligi ile arttigin1 hem profilaktik hem de terapdtik ketojenik diyet
kullanimin prefrontal kortekste AKT aktiflestirmesini azalttigi, hipokampiiste tersine

artirdigini tespit ettik.

Sonug olarak, literatiirde ilk olarak ¢alistigimiz ketojenik diyet ve GLUT12 ekspresyonu
arasinda bir iligkinin oldugunu ve bu iliskinin hem kognitif fonksiyonlara hem de
morfolojik fonksiyonlara yansidigini tespit ettik. Bu ¢alismanin, Alzheimer hastaligi riski
tasiyan kisilerde ketojenik diyetlerin erken ve uzun siireli kullannomina dair bir parca

olumlu kanit saglayacaginm diisiinmekteyiz.

Gelecekte yapilacak calismalarda daha wuzun siireli terapotik  ketojenik  diyet
uygulamasmin yapilmast ve daha fazla sayida hayvan {iizerinde c¢alismalarin

gerceklestirilmesi gerekmektedir. Ayrica GLUTI12 sinyalizasyonunda yer alan diger
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proteinlerinde  ekspresyonlarinin  incelenerek molekiiler temelinin daha fazla

aydinlatilmasi1 planlanmaktadir.
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