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OZET

Necmettin Erbakan Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiist
Fizyoloji Anabilim Dali
Fizyoloji
Doktora Tezi

ALZHEIMER HASTALIGININ YENI BiR ADiPOKIN OLAN ASPROSIN iLE
ILISKISININ ARASTIRILMASI

Mehmet Akif YAZAR

Konya-2025

Alzheimer hastaligi (AH), bellek, 6grenme ve biligsel islevlerde bozulmalara yol agan ilerleyici bir nérodejeneratif
hastaliktir. Asprosin ise enerji metabolizmasini diizenleyen, beyaz yag dokusundan salinan bir hormondur ve
metabolik sureglerdeki rolil son yillarda giderek daha fazla dikkat ¢ekmektedir. Bu ¢alisma, Alzheimer hastalig
ile yeni bir adipokin olan asprosin arasindaki iliskiyi incelemek amaciyla gerceklestirilmistir. Arastirmada, hem
deneysel hayvan modelleri hem de insan denekler (izerinde asprosinin AH ile olan baglantis1 degerlendirilmistir.

Hayvan modellemesinde, streptozotosin (STZ) kullanilarak Alzheimer hastaligi modeli olusturulan siganlarda
6grenme ve bellek performanst Morris Su Labirenti testi ile degerlendirilmistir Hipokampiis ve frontal korteks
dokularinda mRNA diizeyinde asprosin seviyesi qPZR ile degerlendirilmistir. Serum ve hipokampiis ve frontal
korteks dokularindaki asprosin seviyeleri dl¢iilmiistiir. Insan deneklerde ise AH tanis1 konmus hastalar ve saglikli
kontrol grubu arasinda serum asprosin seviyeleri ile metabolik parametreler karsilastirilmistir. Doku ve serum
asprosin seviyeleri ELISA yontemiyle 6l¢iilmiis ve istatistiksel analizler gergeklestirilmistir.

Aragtirma bulgularina gore, Alzheimer modeli siganlarda serum asprosin seviyeleri kontrol grubuna gore diisiik
bulunmus, ancak fark istatistiksel olarak anlamli degildir. Hipokampiis ve frontal korteks dokularinda asprosin
mMRNA ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Insan deneklerde, Alzheimer
hastalarinda serum asprosin seviyelerinin kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksek oldugu ve bu grupta
insiilin direnci ile viicut kitle indeksinin de daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular, asprosinin metabolik
slireglerde onemli bir role sahip olabilecegini ve insiilin metabolizmasiyla iliskili olabilecegini ortaya koymaktadir.

Sonug olarak, bu ¢alisma, asprosinin Alzheimer hastaligindaki metabolik siireglerle iligkisine dair 6nemli veriler
saglamaktadir. Calisma, asprosinin Alzheimer hastalig1 i¢in potansiyel bir biyobelirteg olabilecegini 6ne siirmekte
ve ileri ¢alismalar i¢in bir temel sunmaktadir. Daha genis 6rneklem biiyiikliikleri ve uzun siireli aragtirmalar,
asprosinin Alzheimer hastaligindaki kesin roliinii daha ayrintili sekilde ortaya koyacaktir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastaligi, asprosin, instlin direnci, metabolik stregler.
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ABSTRACT

Necmettin Erbakan University, Graduate School of Health Sciences
Department of Physiology
Physiology
Doctoral Thesis

INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP OF ALZHEIMER'S DISEASE WITH
ASPROSIN, A NEW ADIPOKINE

Mehmet Akif YAZAR

Konya-2025

Alzheimer's disease (AD) is a progressive neurodegenerative disorder that leads to impairments in memory,
learning, and cognitive functions. Asprosin, a hormone secreted from white adipose tissue, plays a role in
regulating energy metabolism and has recently gained attention in metabolic research. This study aimed to
investigate the relationship between Alzheimer's disease and asprosin, a novel adipokine. The study evaluated the
association of asprosin with AD using both experimental animal models and human participants.

In the animal modeling study, learning and memory performance in rats with Alzheimer’s disease model induced
by streptozotocin (STZ) was evaluated using the Morris Water Maze test. The asprosin level in the hippocampus
and frontal cortex tissues at the mRNA level was assessed by gPCR. Asprosin levels in serum, hippocampus, and
frontal cortex tissues were measured. In human subjects, serum asprosin levels and metabolic parameters were
compared between patients diagnosed with Alzheimer’s disease and a healthy control group. Tissue and serum
asprosin levels were measured using the ELISA method, and statistical analyses were performed.

The findings showed that serum asprosin levels in Alzheimer model rats were lower than those in the control
group, although the difference was not statistically significant. Asprosin mMRNA expression in the hippocampus
and frontal cortex tissues was higher in the Alzheimer model group compared to the control group. Among human
participants, serum asprosin levels were significantly higher in Alzheimer patients compared to the control group.
Additionally, the AD group exhibited higher insulin resistance and body mass index. These results suggest that
asprosin may play an important role in metabolic processes and could be linked to insulin metabolism.

In conclusion, this study provides important insights into the association of asprosin with metabolic processes in
Alzheimer's disease. The findings suggest that asprosin may serve as a potential biomarker for AD and offer a
foundation for further research. Larger sample sizes and long-term studies are needed to better elucidate the exact
role of asprosin in Alzheimer’s disease.

Keywords: Alzheimer’s disease, asprosin, insulin resistance, metabolic processes.
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1. GIRIS VE AMAC

Norodejeneratif bir hastalik olarak bilinen Alzheimer Hastaligt (AH), tiim demans
olgularmin yaklasik iicte ikisini olusturmaktadir (Helmer ve ark., 2001). Ozellikle korteks ve
hipokampiiste irreversible noron kaybi ile giden AH, 6grenme, hafiza, karar verme, fiziki gevre
oryantasyonu ve konugmada progresif bir bozulma ile karakterizedir. AH nin tanis1 noérolojik
muayene ve demansa neden olan diger nedenlerin dislanmasi ile konulur. Kesin tani, otopside
noronal kayip ve amyloid-f} igeren ekstraseliiler senil plaklar ve nérofibriler yumaklarin varligi
ile konur. AH’nin yayginhigi, kullanilan tami kriterlerine, niifusun yasina, cografi ve etnik
kokeni gibi diger faktorlere bagli olarak farklilik gosterebilir. AH, 65-69 yaslar1 arasinda
yaklasik %1'lik bir prevalansa sahipken yas ilerledik¢e bu oran hizla ilerler ve 95 yas ve tistii
kisilerde %40-50'ye yikselir (Hy ve ark., 2000). Erken baslangigli vakalarin %7’si otozomal
dominant gosteren bir kalitima sahiptir. Giincel tedavide, 6grenme ve hafiza ile iligkili beyin
alanlarinda asetilkolin gibi kolinerjik sistemin presinaptik markerlerinin kaybina yonelik olarak
asetilkolinesteraz aktivitesini inhibe eden ilaglar kullanilmaktadir. Bu tedaviler sadece AH nin
semptomlarina yonelik olup hastaligt 6nleme veya geciktirme yontemlerine odaklanan

molekiler ¢alismalara ihtiyag duyulmaktadir.

Asprosin, esas olarak aclik sirasinda beyaz yag dokusu tarafindan sentezlenen ve salinan
yeni bir glukojenik adipokindir. Fibrillin-1 (FBN1) geninin iki ekzonu (ekzon 65 ve ekzon 66)
tarafindan kodlanir. Ilk olusturulan proprotein, C terminal bolgesinde aktive edilmis proteaz
furin tarafindan boliiniir, bdylece olgun fibrillin-1 ve 140-amino asit uzunlugunda olan asprosin
moleklu sentezlenir. Insiilin direnci olan insanlar ve fareler, patolojik olarak yiiksek plazma
asprosin duzeylerine sahiptirler ve immunolojik veya genetik yollarla iglev kaybi, karaciger
glukoz saliniminin azalmasina ikincil olarak derin bir glukoz ve insiilin diisiiriicii etkiye sahiptir
(Romere ve ark., 2016). Dolasimdaki asprosin, kan-beyin bariyerini kolaylikla geger ve
oreksijenik AgRP + ndronlarint cAMP'ye bagli bir yolla dogrudan aktive eder. Bu sinyallesme,
GABA'ya bagimli anoreksijenik  proopiomelanokortin  (POMC)-pozitif ndéronlarin
inhibisyonuna neden olur. Bu inhibisyon daha sonra istah uyarilmasina yol acar (Duerrschmid
ve ark., 2017). Ayrica asprosinin bilinmeyen bir G protein baglh reseptor (GPCR) araciligiyla
cAMP sinyal yolunu aktive ederek hipotalamusta istahi uyardigi ve karacigerde glikoz
tretimini tetikledigi bilinmektedir (Romere ve ark., 2016). Olfaktor reseptér (OLFR734)
asprosinin bir reseptori olarak hepatik glukoz tretimini diizenler. Kocaman ve ark, streptozosin

ile olusturulmus diabet mellitus modellemesinde, hem kontrol grubunda hem de diabetik



ratlarda beynin kortikal yapilarda asprosin immiinoreaktivitesi tespit etmislerdir (Kocaman ve
ark., 2020).

Deneysel Alzheimer modelleri birgok arastirmada Alzheimer hastalifinin
etiyofizyopatolojisinin  anlagilmast ve potansiyel tedavi segeneklerinin etkinliginin
belirlenmesine yonelik olarak son yillarda yogun olarak kullanilmaktadir. Bu baglamda
merkezi sinir sisteminde eksprese edilen yeni bazi molekiillerin olast etkinlikleri
arastirtlmaktadir. Leptin, insllin, seratonin, ghrelin veya asprosin gibi hormonlar veya
ndrotransmitterler, hipotalamusta arkuat niikleusta bulunan pro-opiomelanokortin (POMC) ve
agouti iliskili protein (AgRP) néronlari lizerine etki ederek beslenme davraniglarini diizenlerler
(Yang ve ark., 2020). Leptin, insiilin ve seratonin anoreksijenik etki ile POMC néronlarini
aktive ederken, AGRP néronlarmi inhibe ederler. Bunun aksine ghrelin ve asprosin ise POMC
noronlarin1 inhibe ederkenbaskilarken AgRP néronlarini aktive ederek oreksijenik bir etki
gosterir (Duerrschmid ve ark., 2017). Beslenme davraniglarini diizenleyen bir¢ok hormon ve
onlarin kandaki diizeyleri, beynin belirli bolgelerindeki sinaptik ve yapisal plastisiteyi etkiler.
Oreksijenik bir hormon olan ghrelin kan beyin bariyerini kolaylikla gecer ve kognitif
fonksiyonlarda 6nemli bir yere sahip olan hipokampus lzerinde GHS-R resept6ri yoluyla
pozitif norokognitif etkilere yol agar (Seminara ve ark., 2018). Benzer sekilde kas dokusundan
sentezlenen irisin, yag dokusu dolasimina katilarak enerji metabolizmasini regiile eder
(Grygiel-Gorniak ve ark., 2017). Bazi galismalar egzersiz sonrasi sekrete salinan edilen irisinin
beyin fonksiyonlarinda ve AH gibi ndrodejeneratif hastaliklarda iyilestirici 6zelliklere sahip
oldugunu gostermistir (Okonkwo ve ark., 2014). Son ¢alismalar 6zellikle irisin-BDNF aksinin
o0grenme ve hafiza fonksiyonlarini gii¢lendirdigini kanitlamislardir (do Nascimento ve ark .,

2015).

Gastrointestinal sistem ile santral sinir sistemi arasindaki iletisimde belirli peptit
hormonlarin noérokognitif fonksiyonlar1 etkiledigi bilinmesine ragmen, asprosinin kognitif
fonksiyonlar veya noroprotektivite ile olan iliskisi hala bilinmemektedir. Literatiirde suana
kadar AH ile ilgili asprosinin etkisini konu alan herhangi bir arastirma yer almamaktadir. Bu
arastirmada AH olan denekler ile onlarin serumlarindaki asprosin konsantrasyonlar1 arasindaki

iliskinin incelenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Demans

Demans; 6grenme, bellek, dil, yiiriitiicii islevler, dikkat, yargilama, sosyal beceriler,
duyusal ve motor fonksiyonlar gibi bir veya daha fazla biligsel islevde azalma ile karakterize,
mevcut biligsel diizeyden kotiiye gidisi yansitan bir beyin hastaligidir (American Psychiatric
Association, 2013).

Demans diinya her y1l tahmini olarak 4,6 milyon yeni vaka ile epidemik oranlara ulasan,
yetiskin ve yash niifusu etkileyen (Smith ve ark., 2008), klinik bir durumdur. Yashlarda
demansin en sik nedeni AH olup tiim demans vakalarinin %60-80’ini olusturmaktadir (Hebert
ve ark., 2003). Siklik sirasina gore demansin diger nedenleri ise; vaskiiler demans, Lewy
cisimcikli demans, frontotemporal demans, Pick hastaligi, normal basingli hidrosefali, alkole
bagli demans, ilaglara bagh demans ile sifiliz ve HIV gibi enfeksiyonlarla iligkili demanslar ve

Parkinson hastaligidir.

Altmis bes yas iistii bireylerdeki demans tiplerinden en fazla rastlanan tipi AH’dir (Jack
ve ark., 2010). Demansin ileri yaslarda birden fazla patolojik durumu yansittigi, néropatolojik
caligmalarda agik bir sekilde goriilmektedir (Kovacs ve ark., 2008). Lewy cisimli demans
(LCD), AH'den sonra dejeneratif demansin ikinci en sik goriilen tipidir. LCD, klinik ve
patolojik olarak Parkinson Hastaligi ve demansi ile iligkilidir. Yine Parkinson Hastaligi
demansi ve LCD’nin klinik 6zellikleri benzerlik gostermektedir (Donaghy ve ark., 2014).
Parkinson Hastaligi demansi ve LCD , o -sinuklein iceren Lewy cisimleri ve Lewy ndritlerinin
varhig1 ile karakterizedir. Ancak her iki demans da AH patolojisinin ¢esitli asamalarinda,
ozellikle yiiksek biligsel fonksiyonlarla iliskili korteks bolgelerinde ortaya ¢ikarlar (Howlett ve
ark., 2015). Ayrica Lewy cisimleri siklikla Geg¢-Baslangicli Alzheimer Hastaligi (GBAH)
patolojisine eslik ederler (Chung ve ark., 2015). Vaskiiler demans ise serebrovaskiiler hastalik
veya kardiyovaskiler patoloji nedeniyle ortaya ¢ikan iskemik veya hemorajik beyin
lezyonlarindan kaynaklanan bilissel islev kaybi olarak tanimlanmaktadir (Servello ve ark.,
2014).

2.2. Alzheimer Hastahg:
Alzheimer hastalig1 beyinde atrofik degisiklikler nedeniyle bellek ve biligsel islevlerde
glinliik yasam aktivitelerini kisitlayacak derecede bozulmalarin oldugu, davramigsal ve

psikolojik bozukluklar ve demans ile sonuglanan ilerleyici ndrodejeneratif bir hastaliktir. AH,



demansin ilerleyici bir formudur. AH; hafiza, muhakeme, karar verme, fiziksel ¢cevreye uyum
ve dilde ilerleyici bozukluklara yol acan, 6zellikle hipokampiis ve kortekste geri dontigiimsiiz
noronal kayip ile karakterize en yaygin nérodejeneratif bir hastaliktir (Nussbaum ve ark., 2003).
[k olarak 1907 yilinda Alois Alzheimer tarafindan tarif edilen ve ndrodejeneratif bir hastalik
olan AH, yiizyilimizin 6nemli saglik sorunlarindan biridir. Altmis bes yas iizeri insanlar
arasinda en yaygin 6liim nedenleri arasinda dordiincii sirada bulunmaktadir (Sonkusare ve ark.,
2005). AH ve diger demanslarin, yaslanan diinya popiilasyonu ile 2030 y1lina kadar 66 milyona;
2050 yilina kadar ise 115 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir (Wortmann ve ark., 2012).

2.2.1. Alzheimer hastahi@imin patofizyolojisi

Beyin dokusunda 60 yasindan sonra senil plaklar ve ndrofibriler yumaklar (NFY)
goriilebilir ancak NFY ’lerin neokortekste, AP plaklarinin limbik sistemde goériilmesi AH i¢in
yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliik gosterir (Mathis ve ark., 2012). AH’de, ilerleyici ndron ve sinaps
kaybr ile karakterize edilen (Kim ve ark., 2012), NFY’ler hiperfosforile tau proteinlerinin
kiimelenmesi iken amiloid protein (AP)’ler ise AP peptidlerin birikimine verilen isimdir

(Lehmann ve ark., 2013).

Patolojik olarak, AP peptidlerin ekstraselliiler, hiperfosforile tau proteinlerin ise
intraselliiler birikimi ve ndronal 6liim seklinde tanimlanmaktadir (Bertram ve ark., 2010; Aly
ve ark., 2011). AP peptidlerin birikmesinin ve asirt iiretiminin, AH’deki noronal hiicre
fonksiyon bozuklugu ve Oliime yol acan patolojik akisi baslattigina dair 6nemli kanitlar
mevcuttur (Huang ve ark., 2012). AH'de AP ve NFY ozellikle frontal, temporal ve pariyetal
korteks, hipokampus ve bazal 6n beyin kolinerjik ¢ekirdekleri gibi beyindeki bircok bolgede
gozlemlenmektedir (Allen ve ark., 2011). Oncelikle transentorhinal kortekste olusurlar ve daha
sonra sirastyla entorhinal kortekse, hipokampiis bolgelerine ve daha sonra da serebral kortekse
yayilirlar (DeKosky ve ark., 1990). AH’de hem neokorteks hem de hipokampiisteki sinaptik
baglantilarda kayip mevcuttur (Scheff ve ark., 2006).

2.2.2. Alzheimer hastah@imin klinik seyri

AH Kklinik olarak ii¢ asamadan meydana gelmektedir. Pre-semptomatik fazda kisiler
bilissel olarak normal olup AH’ye ait baz1 patolojik degisiklikler gézlemlenir. Bu kisilerin
bazilar1 hi¢ klinik belirtiler gostermeden Sldiiklerinden bu kisileri “AH’nin presemptomatik
fazinda” seklinde isimlendirmek, gercek bir ifadeden ziyade daha ¢ok bir hipotezdir (Jack ve
ark., 2010). Yaygin olarak hafif biligsel bozukluk olarak anilan prodromal faz (hafif bilissel

bozukluk), demans kriterlerine uymayan, erken biligsel semptomlarin baglamasiyla



karakterizedir. Prodromal fazda bilissel bozuklugun siddeti, bellek bozuklugunun erken ortaya
cikmasindan diger biligsel alanlardaki daha yaygin fonksiyon bozukluguna kadar degisim
gosterir. Son faz demans ise oldukga ciddi fonksiyon kaybina yol agan g¢oklu alanlardaki
bozukluklar olarak tanimlanir (Price ve ark., 1999). AH, Erken-Baslangi¢li Alzheimer Hastaligi
(EBAH) ve GBAH olarak 2 alt tipe kategorize edilebilir (Sakamoto ve ark., 2002). AH
vakalarinin yaklasik %1-5’inde EBAH mevcuttur ve EBAH bulunan bu hastalardaki baslangi¢
yas1 65 yas oncesi, 40’11 yaglarin sonu ya da 50’li yaslarin baslangici seklinde degisirken, 65
yasindan sonra hastalik gelisen hastalarin %95’inden fazlasinda ise GBAH goriilmektedir
(Reitz ve ark., 2011). Pozitif AH aile dykiisii olan kisilerde hem EBAH hem de GBAH ortaya
cikabilir. EBAH vakalarmin yaklasik %60’ min ailelerinde birden fazla Alzheimer olgusuna
rastlandig1 rapor edilmistir (Brickell ve ark., 2006).

2.3. Alzheimer Hastahginin Bazi Hormon ve Norotransmitterler ile liskisi

Son yillarda noroprotektif etkileri oldugu disiinilen bircok hormon ve
ndrotransmitterin hafiza ve 6grenme iizerine etkilerinin oldugu bilinmektedir. Bunlardan ilk
olarak ghrelinin ilk arastirmalarda beyin dokusundaki igeriginin diisiik oranda oldugu
gosterilmistir. Oysa ghrelin, parakrin/otokrin faktor olarak hareket edebildigi beyin de dahil
olmak tiizere ¢ok cesitli dokularda {iretilen ¢ok islevli 28 amino asitli bir hormon oldugu
anlasilmistir (Kojima ve ark., 2005). Ghrelin baslangigta growth hormon salinimini uyarma
yetenegine gore tanimlanmistir. Bununla birlikte, kisa bir siire sonra, ghrelin sisteminin, gida
aliminin diizenlenmesi, viicut agirlig artisi, insiilin salinimi ve B-hiicresinin hayatta kalmasi,
adipozite ve enerji homeostazinin kontrolii gibi bir dizi farkl islevde yer aldig1 gosterilmistir.
Spesifik olarak, ghrelin sadece hipotalamusta degil, ayn1 zamanda diger beyin bolgelerinde de
biligsel siiregleri modiile ettigi ve AH ile iliskili olabilecegi gosterilmistir (Gahete ve ark., 2011,
Tian ve ark., 2023).

Leptin 16-kDA agirliginda adipositlerden sentezlenen ve salgilanan bir peptid
hormondur. Sentezlendikten sonra dolasima katilan leptin, proteinlere baglanir ve 6zellikle
hipotalamusta merkezi sinir aginda etkilidir. Hipotalamusta reseptorlere baglanmasiyla tokluk
faktorli gibi hareket ettigi kabul edilen leptin, besin alimini inhibe ederek enerji harcamasini
uyarir (Ahima ve ark., 1996). Dahast AH olan transgenik hayvan modelinde leptinin kognitif
fonksiyonlar1 iyilestirdigi gosterilmistir (Greco ve ark., 2010). Ayni sekilde 112 aminoasitlik
glikozile edilmis bir protein-hormon olan irisin, BDNF {iretimini artirarak odiille ilgili 6§renme

ve motivasyonun artmasina katkida bulundugu gosterilmistir (Zsuga ve ark., 2011). Bu yolla



beyindeki irisin-BDNF ekseninin uyarilmasi AH tedavisi i¢in umut verici bir konu olabilecegi

distintilmistir (Kim ve ark., 2018).

2.4. Asprosin

2016 yilinda ABD’de Romere C. ve ¢calisma grubu tarafindan FBN1 gen mutasyonu ile
karakterize NPS (konjenital parsiyel lipodistrofi, fasiyal dismorfizm, ylz ve ekstremite
anomalileri) hastalarinda tespit edilen ve aglikla indiiklenen, hepatik glukoz ¢ikisini saglayan
bir hormon bulunmustur. Bu hormon FBN1 tarafindan kodlanan profibrilin proteininin C-
terminal klivaj iirtiniidiir. Beyaz adipoz dokudan salgilandig1 i¢in bu hormona Yunanca ‘beyaz’

anlamina gelen ‘asprosin’ ad1 verilmistir (Romere ve ark., 2016).

NPS hastalar1 arasinda iki tanesinin diger NPS hastalarindan farkli oldugu dikkati
cekmistir. Hem parsiyel hem jeneralize lipodistrofilerde siklikla insiilin direnci olmasina
ragmen bu hastalarin digerlerine gore iki kat daha diisiik aclik insiilin diizeylerine sahip oldugu
ve genetik analizler sonucunda her iki hastada da FBN1 geninde heterozigot mutasyon oldugu
goriilmiistiir. Mutasyonu bulunmayan NPS hastalarinda dolasimdaki asprosin diizeyleri
belirgin olarak diisiik gozlenmistir. Giin ic¢inde asprosin diizeylerinin dalgalanmasi
incelendiginde; asprosinin sirkadiyen ritmi oldugu, beslenme sonrasi hizla azaldigi ve gece
boyu aglik sonrasi insanlarda, farelerde ve sigcanlarda dolasim seviyelerinin azaldigi
goriilmistiir. Tiim dokularda FBN1 mRNA profili incelendiginde beyaz adipoz dokunun en
yiiksek seviyede FBN1 mRNA ekspresyonu sergiledigi goriilmiistiir. Adipositlerin asprosin
ekspresyonun uyarabilme edebilme yetenegi hiicre kiiltiirlerinde gdsterilmistir. Havyan
deneylerinde hem disardan verilen rekombinat asprosinin hem de endojen olarak adenoviris
kaynakl1 artmis asprosin seviyesi kan glukozu ve insiilin diizeylerini yeterli 6l¢lide artirdigi
tespit edilmistir. Farelerde tek doz asprosin enjeksiyonu sonrast 30. dakikada glukoz piki
saptanmigtir. Kompansatuar hiperinsiilineminin devreye girmesi ile 60. dakikada kan glukozu
normale gelmistir. Artmis plazma asprosin seviyeleri artmis hepatik glukoz ¢ikigina neden
olmakla birlikte insiiline yanit olarak periferal dokularin glukoz alimi iizerinde bir etkisi

gozlenmemistir (Romere ve ark., 2016).

Asprosin primer etki yeri olan karacigerde hepatosit yiizeyinde bulunan reseptorlerine
baglanarak doz bagimli glukoz ¢ikisini artirmaktadir. Hiicre igi etkisini hem in vivo hem de in
vitro G protein-cAMP-Protein Kinaz A yolagi lizerinden gergeklestirmektedir. Benzer huicre igi
sinyal yolaklar1 kullanan diger mediatorlerin asprosinin etkisi tizerindeki rolii arastirildiginda

glukagon veya epinefrin blokajimin asprosin iliskili hepatik glukoz cikisint etkilemedigi,
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insiilinin ise artirdig1 gosterilmistir. Plazma glukoz diizeyi asprosin iiretimini negatif geri
bildirim yoluyla inhibe etmektedir. Insiilin direnci olan obez insan ve hayvan modellerinde
asprosin seviyeleri patolojik olarak artmustir. Insiilin direnci ile birlikte artan asprosinin
kaynagini bulmak i¢in homozigot leptin eksikligi olan ve normal farelerin ¢esitli dokularindaki
FBN1 mRNA profili arastirilmistir. Yapilan arastirmada en fazla beyaz adipoz dokuda olmak
tizere kahverengi adipoz doku ve iskelet kasinda kuvvetli degisim goriilmiistiir. Bu {i¢ organ
ayni zamanda insiilin direnci patogenezi ile siklikla iliskilendirilen organlardir. Adipoz doku ve
iskelet kasinda goriilen artmis FBN1 mRNA aracilig1 ile plazma asprosin diizeyinin artisi
instlin direnci patogenezi icin temel mekanizma olarak diisiiniilmektedir, ¢linkii diger
organlarda ne aglikta ne de streptozotosin uygulamasi sonucu kan glukozu yiikselmesiyle FBN1

mRNA diizeyinde herhangi bir degisiklik saptanmamistir (Romere ve ark., 2016).

Asprosin ayn1 zamanda santral etkili oreksijenik bir hormondur. Dolagimda bulunan
asprosinin kan beyin bariyerini gecerek direkt olarak oreksijenik AgRP néronlarini cAMP
bagimli mekanizma ile aktive etmektedir. Bu aktivasyon sonucunda anoreksijenik GABA-
bagimli POMC néronlari inhibe olarak aglik uyarilmakta bunun sonucunda adipozite ile viicut
agirligi artigi olmaktadir (Kocaman ve ark., 2020). Yapilan ¢alismalarda Tip 2 diabet, polikistik
over sendromu ve obezite gibi metabolik hastaliklarda asprosin diizeylerinin arttig1 saptanmistir
(Zhang ve ark., 2019). Asprosin diizeyinde cinsiyetler arasi fark olup olmadigi literatiirde
tartigmal1 bir konudur. Erigkinlerde yapilan calismalarda kadin ve erkeklerde asprosin diizeyleri

acisindan fark gézlenmemistir (Wang ve ark., 2018).

2.5. Deneysel AH Modelleri

Halen kesin tedavisi kesfedilememis olan AH, yaslilarda en sik goriilen demans seklidir.
Bilim camiasinin muazzam cabalarina ragmen, AH ila¢ gelistirme ¢abalar1 son derece sinirli
kalmaktadir. Hayvan hastalik modelleri, herhangi bir ilag¢ gelistirme programinin temel tasidir.
Hastalig1 birebir taklit etme konusunda deneysel hayvan modeli ne kadar basarili ise dogru
tedavi icin terapotik ajan gelistirme ¢alismalar1 da ayni oranda basarili olabilir. AH igin ilag
gelistirmede son yillarda siklikla kullanilan transgenik modeller AH’nin  molekiiler
mekanizmalarinin anlagilmasina biiyiik katki saglamistir. Genel olarak transgenik modellerde
hastaliklar tam olarak modellenemedigi gibi AH’de de tedavi girisimleri agisinda birgok
basarisizliga sebep olmaktadir. Bu nedenle sporadik AH hayvan modelleri tedavi girisimleri
icin oransal olarak halen en iyi segenektir. [lk AH hayvan modelleri hastaligin etiyolojik

degerlendirmelerine dayantyordu. APP kodlayan gendeki ilk mutasyonun ve bunun AH'nin



ailesel formundaki merkezi roliiniin kesfinden yaklasik on yil sonra, AH'nin ilk transgenik fare
modellerinin ortaya ¢iktig1 gériildii. Insan APP geninin mutasyona ugramis bir formunu tagiyan
bu modellerin yetersiz oldugu goriilerek kronolojik olarak ¢ift transgenik (APP/PS1 veya
APP/tau) daha sonra tiglii transgenik (APP/PS1/tau) fareler gelistirildi (Lewis ve ark., 2001).
Boylece AH etiyolojisi ile ilgilenmeye gerek kalmadan sporadik form da dahil olmak Uzere
dogrudan AH patolojisi taklit edilebilmis oldu. Bu gelisme, tau kodlayan genin AH'de
goriilmeyen ancak kromozom 17'ye bagli Parkinsonizm'li frontotemporal demansla ilgili bir
mutasyonu olan transgenik tauP301L'nin kullanimin1 hakli ¢ikardi. Giinlimiizde AH
modellemesinde agirliklt olarak sican tercih edilmektedir. Gelistirilen sigan modellerinin
cogunun amiloidojenik basamaklar ve ilgili amiloid peptit patolojik yollarin1 yeniden taklit
etme girisimine dayanmaktadir. Kliniklerde belgelenen bir veya birka¢ patolojik 6zelligi
gelistirmesi i¢in sican beynine amiloid peptidi enjeksiyonu ile farkli AH tetiklemesi
yapilabilecegi kesfedilmistir. AB1-40 (Stephan ve ark., 2001) ve Ap1-42 (Lecanu ve ark., 2006)
formlarmin intraserebroventrikiiler (ISV) infiizyon ya da intrahipokampal akut enjeksiyonu
veya kronik inflizyonu gergeklestirildi (Nakamura ve ark., 2001). AH hastalarinda goriilenlere
benzer histolojik degisiklikler modellerin ¢ogunda tutarli bir sekilde bulunurken, biligsel
performans diisiisiiniin taklit edilmesi biiylik 6lciide deneysel protokole bagli olup amiloid
peptit inflizyon bolgesi ve kullanilan yontemden etkilenmektedir. Son on yilda gelistirilen
baska bir strateji ise AH'nin tip 3 diyabet olabilecegi hipotezine dayaniyordu. Bu hipotez,
insiilin, insiilin benzeri biiylime faktorii ve bunlara karsilik gelen reseptorlerin ekspresyonunda
tutarli bir azalma gosteren AH hastalarinin beyinlerinin 6liim sonrasi histolojik gézlemlerine
dayaniyordu (Pilcher ve ark., 2006). Daha sonra pankreatik B hiicreleri igin toksik olan bir
glukozamin nitrozolire olan STZ’nin sican beynine enjekte edilmesinin de ayni modelle
sonuglanacag1 varsayildi. STZ wuygulamasi, tau proteininin fosforilasyonunu, amiloid
birikimlerini, kognitif bozuklugu, insiilin duyarsizlagmasin1 ve noron Sliimiinii indiiklemistir

(Grinblatt ve ark., 2004).

2.5.1. Deneysel AH’de kullanilan 6grenme ve bellek testleri
Konumsal é6grenme ve hafiza

Neredeyse tim canlilar yer degistirme aninda giivenli bir sekilde manevra yaparak
hayatta kalmaya ¢alisir. Bunu yapabilme yetenegi, yerleri 6grenmeye ve hatirlamaya baghdir.
Bu kapasite beyinde iki sistem tarafindan kodlanmistir. Ilki allosentrik navigasyon olarak
isimlendirilen organizmanin disindaki ipuglar1 (uzak ipuglari), digeri egosentrik navigasyon

olarak isimlendirilen organizmanin igsel ipuglarini kullanarak yon bulmasidir. Allosentrik



navigasyon hipokampiis, entorinal korteks ve cevreleyen yapilari igerir. Insanlarda bu sistem
allosentrik, semantik ve epizodik hafizay1 kodlar. Bu bellek bi¢imi, laboratuvar hayvanlarinda
birgok yonden degerlendirilir, ancak baskin degerlendirme bigimi Morris su labirenti testidir
(MST). Egosentrik navigasyon ise dorsal striatum ve baglantil1 yapilari icerir. insanlarda bu
sistem ana glizergahi ve bununla baglantili olan yan yollar kodlar ve tekrarlayan 6grenmelerde
prosediirel hafiza haline gelir. MST avantajlar1 (az egitim gerekli, gida yoksunlugu yok, test
kolaylig1, hizli ve giivenilir 6grenme, viicut agirligi ve istahtaki farkliliklara kars1 duyarsizlik,
performans gostermeyenlerin olmamasi, proksimal ipucu 6grenme i¢in kontrol yontemleri ve
performans etkileri) ve dezavantajlar (stres endisesi), belki de calisan bellek i¢in hassas
degildir) tartisilmaktadir. Kanita dayali tasarim iyilestirmeleri ve test yontemleri hem siganlar
hem de fareler i¢in gbzden gegirilmistir. Genel olarak uzamsal navigasyona ve 6zel olarak
MST'ye uygulanan deneysel faktorler g6z o6ninde bulundurulur. Dengede, MST'nin
dezavantajlardan daha fazla avantaja sahip oldugu ve diger tahsisli navigasyon gorevleriyle

olumlu sekilde karsilagtirildig1 sonucuna varilmastir.

Navigasyon, organizmalarin, konumlar ve rotalar i¢in hafiza gerektiren, kaybolmadan
cevrede yollarini bulmay1 6grenme yetenegidir. Tiim organizmalar, yiyecek aramak, su bulmak,
yirticilardan kaginmak, es bulmak ve basladiklar yere giivenli bir sekilde geri donmek igin
yuvalarini veya evlerini terk edebilmeli ve ¢evrede hareket edebilmelidir. Bu yetenek olmadan
hi¢bir organizma hayatta kalamayacagi i¢in konumsal 6grenme hemen hemen tiim tiirlerde
geligsmistir. Navigasyon hayatta kalmak i¢in o kadar hayatidir ki karmncalar, arilar, kuslar,
baliklar, yarasalar dahil olmak {izere bocekler ve tiim karasal memelilerde mevcuttur (Etienne
ve ark., 1992). Kuslarda, yarasalarda, baliklarda ve deniz memelilerinde navigasyon, bu

hayvanlarin iki yerine ii¢ boyutlu olarak yon bulabilecekleri dlciide gelismistir.

Uzaysal navigasyon olarak da adlandirilan allosentrik yon bulma, uzak ipuglarini, yani
organizmanin diginda ve belirli bir mesafede bulunan ipuglar1 ve yer isaretlerini kullanarak
gezinme yetenegi ile karakterize edilir. Egosentrik yon bulma ise igsel ipu¢larini kullanarak yon
bulma yetenegidir. Hareket hizi, yon, doniisler ve doniiglerin sirasi i¢in ekstremite
hareketlerinden geri bildirim ile organizma c¢evreleyen nesneleri ve isaret direklerini gegerken

optokinetik akisin varliiyla karakterize edilir.

Kemirgenlerde konumsal hafizanin degerlendirilmesi
Allosentrik navigasyonu degerlendirmek i¢in bircok test diizenegi gelistirilmistir.

Richard Morris (Morris, 1981) tarafindan gelistirilen MST, en yaygin olarak kullanilan ve en
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fazla verinin elde edildigi konumsal 6grenme test diizenegidir. MST, kemirgenler i¢in agik bir
ylizme arenasinin ¢evresindeki baslangi¢ konumlarindan birakildiktan sonra batik bir kacgis
platformunu bulmak i¢in uzak ipuglarina dayanan konumsal bir 6grenme testidir. Bu testte
konumsal 6grenme, tekrarlanan denemeler boyunca degerlendirilir ve referans bellegi platform
yerinde olmadiginda platform alani tercihine gore belirlenir. Platformun konumunda yapilacak
olan yer degistirme denemeleri mekansal bozukluklarin tespitini gelistirir. MST'nin,
hipokampal sinaptik plastisite ve NMDA reseptor islevi ile gliclii bir sekilde iliskili olan saglam
ve giivenilir bir test oldugu kanitlanmistir. MST testinde sonuglar her bir hayvandan 6 giin gibi

kisa bir siirede alinabildigi i¢in avantajlidir.

MST ile 6grenme ve hafizayr degerlendirmede kemirgenlerin MST'deki performansi
Olclilerek, norotransmitter sistemleri ile ilaglar arasindaki etkilesimler test edilmektedir. MST
performansi, kalici 6grenme olarak da adlandirilan uzun dénem potansiyasyon (LTP) ve
NMDA reseptor islevi ile iliskilendirilmistir. Bu da onu hipokampal devrelerin arastirilmasinda
onemli bir teknik haline getirmektedir. Ayrica entorinal ve peririnal kortekslerde oldugu gibi
prefrontal korteks, singulat korteks, neostriatum ve hatta belki daha sinirli bir sekilde

serebellum tutulumu oldugu gosterilmistir (D’Hooge ve ark., 2001).

MST, bilinen anlamda bir labirent olmayip daha ziyade, yaklasik yarisi su ile
doldurulmus, agik dairesel bir tank havuzudur. I¢ kisimda miimkiin oldugunca hayvanin
kafasii karigtirabilecek yapilarin bulunmadig: bir ylizme alanidir. Hayvanin su yiizeyinin
altina batmis ve sabit bir yere yerlestirilmis nispeten kiigiik bir hedefi (gizli bir platform)
bulmak i¢in aramasi gerektigi anlaminda bir labirenttir. Platform ya suya opaklastirici maddeler

katarak ya da seffaf malzemeden imal edilerek kamufle edilir.

Birbirine dik iki eksen vasitasiyla labirent hayali olarak 4 esit parcaya bdoliiniir. Bu
boliinme sonucu elde edilen esit kadranlar deneyi gerceklestirilen pozisyonuna gore yon
isimleriyle (kuzey, dogu, giliney, bat1 seklinde) isimlendirilir. Platform, kadranlardan birinin
ortasina yerlestirilir. Tiim denemeler i¢in platformun yeri sabit birakilarak deneme hayvaninin
baslangi¢ ylizme noktas1 degistirilir. Platform, se¢ilen kadrandan bagimsiz olarak genellikle

merkez ve duvar arasinda ortada bir yerde konumlandirilir (Maurer ve ark., 2000).

Test protokolleri gergeklestirilirken yer veya mekansal 6grenme, en temel MST
prosediiriidiir. Bunun arkasindaki konsept hayvanin, tankin cevresinde farkli ve rastgele

konumlardan baslatildiginda, gizli platforma giden dogrudan bir yolda yilizmesi i¢in uzak

10



ipuclarmi kullanmayr Ogrenmesi gerektigidir. Yakin ipucglart yoksa, uzak ipuglarinin
kullanilmast bunu basarmak icin en etkili stratejiyi saglar. Cogu protokol dort baslangig
konumu (K, D, G, B) kullanir. Hayvanlara gogunlukla dort konumun her birinden her giin bir
deneme yapilmasi seklinde yiizdiirme denemeleri yapilir. Birkag arastirmaci sekiz baslangic
konumu kullanir (Kim ve ark., 2001). Hayvanin her giin dort baslangi¢ pozisyonunun her birini
kullanarak platformu bulmasi i¢in giinde 4 deneme olmak iizere 5 giin boyunca 6grenme
denemeleri yiiriitiilmektedir. Denemeler arasindaki siire 10-15 saniye ile 5-15 dakika arasinda
degisebilir. Arastirmacinin tercihine gore bir hayvan ayrilan siire i¢cinde platformu bulamazsa
sudan alinarak platforma yerlestirilir. Ancak cogunlukla sudan alinmadan hedefe nasil
gidilecegini 6grenmesi acisindan hafif el yonlendirmeleriyle platformu bulmasi saglanir ve
yaklagik 15 saniye boyunca platformda birakilarak konumsal hafizanin olusturulmasi ve

pekistirilmesi hedeflenir (Sutherland ve ark., 1987).

Ogrenme sonunda referans bellegi degerlendirmek igin bir deneme gergeklestirilir. En
yaygin yontem son 6grenme denemesinden 24 saat sonra bir prob denemesi uygulamaktir. Bazi
prosediirlerde bu deneme, son dgrenme denemesinden hemen sonra uygulanir. Ancak bu
uygulama en son antrenman seansinin hafizasini yansitabileceginden, kisa ve uzun siireli hafiza
arasinda ayrim yapamaz. Referans hafizasi, son egitim seansinin hafizasindan bagimsiz olarak

belirlenecekse, son egitim denemesi ile yoklama denemesi arasinda uzun bir aralik gereklidir.

Ozetle MVM, konumsal haritalama i¢in kullanilan ¢alisan bellegin degerlendirilmesini
saglayan yaygin kullanima sahip bir uygulamadir. Bu degerlendirmede kullanilan radyal kollu
labirent, pasif kaginma, T-labirentler ve varyasyonlar1 gibi daha onceki test duzeneklerinden
sonra ortaya ¢ikmasina ragmen MVM, yaklasik kirk yildir ¢cok ¢esitli varyasyonlarla kullanilan
baskin bir yontem haline gelmistir. Tlim yontemlerde oldugu gibi, MST'nin de gii¢lii ve zayif
yonleri olmasina ragmen s6z konusu zayifliklarin cogu ¢ok kiigiik labirentlerin kullanimindan,
O0grenmeyi yeterince degerlendirmeyen protokollerden, referans bellegi degerlendirmek i¢in
egitim ve arastirma denemeleri arasinda uygun bir araligin saglanamamasindan veya konumsal
olmayan  faktorleri  degerlendirmek i¢in  kontrol  prosediirlerinin  eksikliginden
kaynaklanmaktadir. Bu sebepler disinda MST nin kullaniminin artmasi, tedaviden sonra MST
performansi lizerindeki etkilerin, diger herhangi bir 6grenme gorevinde gézlemlenen etkilerden
daha yaygin olarak tekrarlanmasindan ve MST'min kurulumunun nispeten basit olmasindan
kaynaklanmaktadir. MST'nin NMDA reseptorleri, sinaptik plastisite ve 6grenme (Morris ve

ark., 1990) arasindaki iliskinin anlagilmasina 6nemli 6lgiide katki sagladigina siiphe yoktur ve
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diger 6grenme tiirlerinin degerlendirilmesi i¢in yeni uygulamalarda kullanilmaya devam
etmektedir. MST nin kullanimi arttik¢a faydasini genigleten metodolojik varyasyonlarin sayisi
da artmaktadir. Bu varyasyonlar ile yapilan ayrintili analizler, hayvanlarin tank duvarindan
acisal ayrilma ve mesafeyi igeren minimum bir dizi ipucu kullanarak gorevi ¢ozebilecegini
gostermistir (Maurer ve ark., 2000). Bu tlr veriler, uygun kontrol prosedirlerinin dahil
edilmesiyle, uygun sekilde yapilandirildiginda ve kullanildiginda, MSTmin konumsal
haritalamay1 degerlendirmek i¢in giiclii bir teknik oldugunu gostermektedir. Temel protokoliin
uygun sekilde degistirilmesi, onu mekansal 6grenmeyi daha derinlemesine arastirmak veya
diger 6grenme ve hafiza bicimlerini degerlendirmek igin uygulanabilen esnek bir ara¢ haline

getirmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu aragtirma, Alzheimer Hastalig1 ile asprosin arasindaki iliskinin tespit edilmesi
amaciyla iki kategoride yapilmistir. Ilk béliimde deneysel Alzheimer hastaligi modeli
olusturulan siganlarin serum ve hipokampiis ve frontal korteks dokularinda asprosin diizeyleri
incelenmistir. Aragtirmanin ikinci boliimiinde ise Alzheimer tanist konan insan deneklerden

alinan kan 6rneklerinde asprosin diizeyleri degerlendirilmistir.

3.1. Hayvan Modellemesi
3.1.1. Calisma dizaym

Hayvan aragtirmalar1 icin Necmettin Erbakan Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulundan 16.07.2021 tarih ve 2021/041 karar no ile etik onay1 alinmis ve ¢aligmadaki tim
uygulamalar etik kurul protokoliinde belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir. Ayrica bu tez
calismas1 Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel Arastirmalar Koordinatérliigii tarafindan
(Proje no: 211418003) desteklenmistir. Calisma siiresince deney hayvanlarinin beslenme ve
bakimi Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma
Merkezinde gerceklestirilmistir.

Caligmada ortalama 220-280 gr agirliginda toplam 25 adet Wistar albino 1rki erkek sigan
kullanilmistir. Deney siiresince 21+1°C sicaklik ve 12 saat 1sik/karanlik periyoduna sahip
ortamda tutulan hayvanlar, normal musluk suyu ve pellet halindeki standart sican yemi ile ad

libitum olarak beslenmistir.
Caligmada grup dagilimi asagidaki gibi dizayn edilmistir:

Kontrol grubu (Grup K) (n=12): Bu gruptaki sicanlara intraserebroventrikiiler (ISV)
olarak 3 mg/kg yapay BOS uygulanmis ve 1 hafta sonrasinda davranis testleri yapilmistir.

Alzheimer grubu (Grup A) (n=13): Bu gruptaki sicanlara ISV enjeksiyon olarak 3 mg/kg

dozunda streptozotosin (STZ) uygulanmis ve 1 hafta sonra davranig testleri yapilmistir.

Bir haftanin sonunda hayvanlarin 6grenme ve bellek performanslar1 “Morris Su Labirent
Testi” kullanilarak degerlendirilmistir. Davranis testinin tamamlanmasini miiteakip hayvanlar
ketamin ve ksilazin (sirasiyla, 80 mg/kg, 1.p. ve 20 mg/kg, i.p.) anestezisi altinda dekapite

edilmis ve ¢ikartilan beyinlerden hipokampiis ve frontal korteks eksizyonu gerceklestirilmistir.
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3.1.2. Alzheimer modelinin olusturulmasi

Yapay beyin omurilik sivist ve STZ ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Hem ¢oziicii olarak dogrudan uygulamak i¢in hem de STZ’yi ¢6zmek amaciyla 147 mM
NaCl; 2,9 mM KCI; 1,6 mM MgClz; 1,7 mM CaCly; ve 2,2 mM dekstroz kullanilarak yapay
BOS hazirlandi (Sodhi ve ark., 2013).

Hayvanlara ISV yolla enjekte edilecek olan STZ, biyolojik emniyet kabininde steril
sartlarda taze olarak hazirlandi ve hazirlanan steril yapay BOS igerisinde ¢ozdiiriilerek 3 mg/kg

dozuna ayarlandi1 (Agrawal ve ark., 2011).
Stereotaksik islem ve ISV STZ enjeksiyonu

Sicanlar, i.p. olarak 70 mg/kg ketamin (Richter Pharma AG, Avustralya) ve 8 mg/kg
xylazine (Bioveta PLC, Cek Cumhuriyeti) ile anestezi altina alindi. Siganlarin anesteziye girip
girmediklerine parmak kistirma ve fizyolojik yanitlarin izlenmesi sonunda karar verildi.
Anesteziye giren siganlarin kafa derisi trag edilerek kafatasi dis kulak yolundan stereotaksik

cihaza yerlestirildi (RWD Life Science, USA).

Anestezideki hayvanin bag-vicut dizlemini stabilize etmek ve termal konforunu
saglamak i¢in karin alti bolgesine 2 santimetre kalinliginda polietilen kopiik yerlestirildi.
Hayvanlarin kafa derisi tiraglanarak antisepsisi saglandiktan sonra bregma bolgesine ulagsmak
i¢in kafatas1 derisi orta hattina bir insizyon yapilarak yara dudaklar ekartérle (RWD Company,
Cat. No: R22029-03) genisletildi. Periost bistiiri yardimiyla iki yana siyirildi ve kilcal
kanamalar soguk kompres ile durduruldu. Kemik ylizeyi temizlenerek bregmanin agik bir

sekilde goriilmesi sagland1 (Sekil 1).
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Sekil 1. Hayvanlarin kafa derisinin acilip bregmanin goriiniir hale getirilmesi

Sican beyin atlasina (Paxinos ve Watson, 2007) gore bregma alani referans noktasi olarak
alind1 ve sag lateral ventrikiil koordinatlar1 (-0.72 mm arka, 2 mm lateral ve 3,7 mm dikey)
belirlendi (Sekil 2). Duramatere zarar verilmeden dis¢i turu yardima ile belirtilen noktada delik
acildi (Sekil 3). AH olusturulmak istenen gruplarda, kafatasina agilan bu delikten sag lateral
ventrikiile stereotaksik cihazin manuel mikroenjeksiyon holderine (RWD-68606) yerlestirilen
mikroenjektor (Hamilton Company, Cat. No: 701) yardimiyla girilerek yapay BOS’ta
cozdiiriilen STZ (3 mg/kg) enjeksiyonu, ventrikiillerin adaptasyonu goz dniine alinarak yavagca
ve uzun siire zarfinda yapildi. Kontrol grubundaki siganlara ise ISV olarak 3 mg/kg yapay BOS
uygulandi. Enjeksiyon sonrasinda cilt ensizyon hatt1 kapatilarak (3/0 18 mm keskin ipek siitur)

yara antisepsisi iyotlu ¢ozelti ile sagland1 (Sekil 4).
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3.1.3. Morris su labirenti deneyinin (davrams testinin) uygulanisi

Siganlarin  6grenme ve bellek performanslart Necmettin  Erbakan Universitesi
KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezinde MST ile degerlendirilmistir.
Tim davranis testleri ozmotik pompalarin infiizyona baslamasindan 7 giin sonra ve ardisik
gunlerde sabah saatlerinde ve ayni saatte gerceklestirildi. Morris su labirentini ve labirentin

yonleri Sekil 1. de gorulmektedir.

oo
o

Dogu |

Sekil 5. Morris su labirenti

Toplam 350 cm kenar uzunluguna sahip kare seklinde bir odanin ortasina
konumlandirilan 180 cm c¢apinda ve 60 cm derinliginde siyah renkli pleksiglas malzemeden
tiretilmis olan havuz yaklasik, 40 cm kadar sebeke suyuyla dolduruldu. Odanin duvarlaria
sadece gorsel ipuglar goriinecek sekilde siyah kaplama yapilarak odanin her bir kosesinden
indirek aydinlatma yapildi. Ayrica 23+1 °C sabit 1s1da tutulan suya toksik olmayan siyah toz
boya karistirilarak hayvanin gorsel ipuclari ve kagis platformundan bagka bir isareti gormemesi
saglandi. Hedef ceyrege yerlestirilen kacis platformu alistirma ve trial denemeleri boyunca
stirekli olarak ayni1 yerde sabit birakildi. Son deneme giinii olan prob denemesinde ise platform

havuzdan ¢ikarildi.

Davranis degerlendirmeleri i¢in test diizenegini ortalayacak sekilde tavana kamera
yerlestirilerek davranis yaziliminin bulundugu bilgisayar ile iligskilendirildi ve tiim denemelerin
video kaydi gerceklestirildi (Noldus EthoVision XT 11, Hollanda). 6 giinden olusan yiizme
denemelerinin ilk giiniinde hayvanlar havuza birakilarak test diizenegine aligmalar1 saglandi.
Her hayvani 60 saniye boyunca yiizerek su yilizeyinin yaklagik 1 cm iizerinde goériinen ve

tizerine gorsel olarak bayrak ilistirilmis olan kagis platformunu bulmalar beklendi. 60 saniye
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boyunca platformu bulamayan hayvanlar sudan ¢ikarilmadan hafif el yonlendirmeleriyle
platforma dogru yonlendirildi ve platforma ¢ikan siganlara 15-20 saniye boyunca konumlarini
tespit etmelerine izin verildi. Bu denemeden 24 saat sonraki 4 giin boyunca hayvanlar farkli
ceyreklerden suya birakilarak 60 saniye siireyle platformun yerini bulmalar1 beklendi. Trial
denemesi olan bu denemelerde platformun yeri degistirilmeden su yiizeyinin hemen altina
konumlandirildi ve yiizeyden bakilinca goriinmeyecek sekilde hayvanin goriis agisindan
gizlendi. Bu durumda platformu bulan hayvanlarin 15-20 saniye boyunca platformun tzerinde
kalmalar1 saglandi. 6. giin prob denemesinde ise platform havuzdan tamamen ¢ikarilarak
sicanlarin konumsal hafizalar1 degerlendirildi. Trial degerlendirmelerinde hayvanin suya
birakildi noktadan platforma kadar olan yiizme siiresi, ylizme hiz1 ve kat ettigi yol davranis
yazilimi yardimiyla tespit edildi. Prob denemesinde ise bunlara ilaveten hayvanin platformun
bulundugu hedef ceyrekte gecirdigi siire ve platformun ylizey bolgesinden gecis sayisi
degerlendirildi.

Davranig denemeleri sonunda hayvanlardan anestezi altinda kardiyak eksanguinasyon ile
biyokimya tuplerine kan 6rnekleri alinarak dekapite edildi. Alinan kanlar 6rnekleri sogutmali
santrifiij yardimiyla 4000 rpm’de 5 dakika sureyle santrifiije edilerek serum numuneleri
toplandi. Ayrica kuru buz iizerinde beyin pargalar1 (hipokampiis ve frontal korteks) ¢ikarilarak
biyokimyasal analizler gerceklestirilinceye kadar -80 °C derin dondurucuda serumlarla birlikte

saklandi.
3.1.4. Asprosin ekspresyon duzeylerinin belirlenmesi

Calisma sonunda anestezi altinda tiim sicanlardan kan ve beyin ornekleri alindi. Kan
alimin1 takiben siganlarin beyin dokusu hizlica ¢ikarilarak buz iizerinde hipokampiis ve frontal
korteks dokulari ayrildi. Hipokampiis ve frontal korteks dokusundan molekiiler analiz

yontemleriyle asprosin mRNA ekspresyon seviyeleri degerlendirildi.
Doku érneklerinin toplanmasi

Kontrol (K; n=12) ve AH (n=13) gruplarina ait siganlarin hipokampus ve frontal korteks
bolgeleri disekte edilmis ve sivi azotta hemen dondurularak gen ekspresyon analizleri i¢in -80

°C’de saklanmustir.
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Doku 6rneklerinden total RNA izolasyonu

Hipokampus ve frontal korteks dokularindan TRIzol yontemi ile RNA izolasyonu
gergeklestirilmistir. Doku 6rnekleri 1000 ul TRIzol igerisinde homojenizasyon sonrasi oda
sicakliginda 5 dk inkiibasyona birakilmis, 200 pl kloroform eklenerek tekrar oda sicakliginda
15 dk inkiibe edilmistir. Ornekler 12000 g’de 15 dk +4 °C’de santrifiij sonras1 siipernatant
iizerlerine 500 pl izopropanol eklenmis ve 10 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Ornekler
12000 g’de +4 °C’de 10 dk santrifiij sonrast RNA peleti peletin tizerine 1 ml % 75 etanol ile
yikanmistir. RNA peleti 5-10 dk oda sicakliginda kurutulduktan sonra 50 pl niikleaz free su ile
coziindiiriilmiistiir. Total RNA Orneklerinin konsantrasyonu ve kalitesinin tayini
spektrofotometrik ve agoroz jel elektroforez yontemi ile kontrol edilmistir. Elde edilen RNA

ornekleri kullanilincaya kadar -80 °C’de saklanmustir.

Olast gDNA kontaminasyonunun giderilmesi amaciyla DNAse-lI (BioLabs) enzim
reaksiyonu lretici firmanin talimatlarina gore uygulanmistir. Bu protokole gore 10 pg total
RNA (zerine 2 U DNAse-I enzimi konularak 37 ‘C’de 10 dk bekletilmistir. Reaksiyon
durdurulmast amaciyla 1 pl 0,5 M EDTA ilave edilerek 75 °C 10 dakika inkiibe edilmistir.

Primer diyazn

Kantitatif Gergek zamanli PZR (QRT-PZR) analizinde kullanilan asprosin ile referans
(PGK1, RPL13A ve SDHI) genlerine ait primerler (Tablo 1) literatiirden alinmistir (Eroglu
Gunes ve ark., 2020). Bu ¢alismada kullanilan referans genlerin AH modelinde normalizasyon
amactyla en uygun genler oldugu Seger Celik ve ark. tarafindan tanimlanmustir (Secer Celik ve
ark., 2020)

Tablo 1. qPZR analizlerinde kullamilan genlerin primer dizileri

Gen Primer dizisi (5'>3") PZR Urunu

Asprosin TTTCTGGAATGGGCATGGG 131
CCGTTTCCTGCCTCGTTT

SDHA TGAACGGGAAGCTCACTGG 200
AGCAAGCTCTATGGAGACCT

PGK1 ATGCAAAGACTGGCCAAGCTAC 104
AGCCACAGCCTCAGCATATTTC

RPL13A TATCTGCACTGCCAAGACTGAGTG 132

CTGGTACTTCCACCCGACCTC
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Reverze Transkriptaz (RT) reaksiyonu

Kalite kontrolii yapilmis ve olasi genomik DNA kontaminasyonlari temizlenmis RNA
orneklerinden iiretici firmanin protokolii kullanilarak cDNA sentezlenmistir. Kisaca, 2 pg/20ul
total RNA ornegine 1 pl Oligo dT ve 1ul Random hekzamer ilave edilerek +70°C 5 dakika
bekletilmistir. Sonra 8 pl 5X cDNA reaksiyon karigimi, 2 ul RNAse inhibitorii, 4ul ANTP ilave
edilerek +25°C su banyosunda 5 dakika bekletilmistir. Daha sonra 2 ul Reverse Transkriptaz
enzimi ilave edilerek 6nce +25°C 10 dakika sonra +37°C 60 dakika su banyosunda inkiibe
edilmistir. Reaksiyon +70°C su banyosunda 10 dakika bekletilerek durdurulmustur. Elde edilen

cDNA o6rnekleri daha sonra kullanilmak tizere -20 °C’de saklanmustir.
Gergek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPZR)

Hedef ve referans genlerin ekspresyon diizeyleri ger¢ek zamanli PZR cihazi (Bio-Rad CFX
Connect Gergek Zamanli PZR Sistemi) kullanilarak yapilmistir. Reaksiyon i¢in 2X SyberGreen
master miskten 10 pl, forward primerden 5 pmol, reverse primerden 5 pmol (Tablo 1), 2 pl
cDNA ve toplam hacim 20 pl olacak sekilde ddH2O ile tamamlanarak PZR ger¢eklestirilmistir.
Reaksiyonun 1s1 profili, +95 °C 10 dk, 40 dongii (95 °C 30 sn, 60 °C 30 sn, 72 °C 30 sn) olacak
sekilde kullanilmistir. Melting curve (erime egrisi) analizi i¢in 95 °C 1 dakika 1sitilip, 55 °C’ye
diisiiriilen 151 95 °C’ye kadar tekrar kademeli olarak gerceklestirilmistir. ¢ PZR cihazindan elde
edilen Ct (esik dongiisii) degerleri kayit edilmistir.

Asprosin ekspresyon diizeylerine ait Ct degerleri referans genlerin (PGK1, RPL13A ve SDH1)
Ct degerleri ile normalize edilerek 2(-ACt) degerleri tespit edilmistir. Kontrol ve deneme
gruplar1 arasinda gen ekspresyonu farkliklari ile icin 2(-AACt) yontemi ile tespit edilmistir.
Kontrol ve deneme gruplar arasinda gen ifadesinde gozlenen farkliliklar kat artis1 olarak “RT?
Profiler™  Pcr Array Data Analysis” olarak isimli web tabanli program

(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php) kullanilarak hesaplanmistir.

3.2. insan Deney Modellemesi

3.2.1. Cahisma dizaym

Arastirma i¢in gerekli etik onay Necmettin Erbakan Universitesi Etik Kurulundan alindi
(Tarih:16 Eylil 2022/Karar no: 2022/3966). Arastirma Oncesi calismaya dahil edilecek
hastalardan bilgilendirilmis onay alindi. Arastirmaya 65 yas iizeri hastalar dahil edildi.
Arastirmaya dahil edilen hastalar Grup K (N=30) (kontrol grubu) ve Grup AH (N=30)
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(Alzheimer hastasi olanlar) olarak iki gruba ayrildi. Kontrol grubundaki hastalar AH tanisi
almamis ve hari¢ tutma kriterleri disinda kalan saglikli hastalardan olugmakta idi. AH tanisi
icin NINCDS-ADRDA (Amerika Ulusal Nérolojik ve iletisimsel Bozukluklar ve Inme
Enstitiisii ve Alzheimer Hastalig1 ve Iliskili Bozukluklar Dernegi) tarafindan ilk kez 1984’de
belirlenen ve 2011°de giincellenen AH tani kriterleri kullanildi (Tablo 2). Hipertansiyon,
kardiyovaskiiler hastaligi, serebrovaskiiler hastaligi, kronik karaciger veya bobrek hastaligi,
psikiyatrik hastalig1 ve diabetes mellitus, obezite (VKI >30) gibi endokrin bozuklugu oldugu

bilinen hastalar arastirma disinda tutuldu.

Tablo 2. NINCDS-ARDRA - Muhtemel Alzheimer Hastahig Kriterleri

Muayene ile gosterilen ve objektif testlerle dokiimente edilen demans

Bellek ve diger kognitif fonksiyonlarda ilerleyici kotiilesme

Birden fazla biligsel alanda bozukluk

Biling bozuklugu yok.

Baslangig¢ 40 ve 90 yaslar1 arasinda

OO |~ |IWIN|F

Biligsel islevlerde ilerleyici bozukluga yol agabilecek sistemik hastaliklar veya diger beyin
hastaliklarinin bulunmamasi.

Asagidakilerle taninin desteklenmesi:

Afazi, apraksi, agnozi

Giinliik yasam aktivitelerinde bir bozulma ve davranis tarzlarinda degisiklik
Benzer bozukluklara iligkin aile dykiisii

Uyumlu laboratuar bulgular (serebral atrofi gibi)
(Cankurtaran ve ark., 2005)

3.2.2. Olgumler

Hastalarin demografik verilerine ek olarak (yas, cinsiyet, VKI), kan basinci dl¢timleri
(asprosin i¢in serum Ornekleri alinmadan bir 6nceki giine ait 4 saat araliklarla kaydedilmis 2
sistolik ve diastolik kan basincinin aritmetik ortalama degerleri) not edildi. Ayrica aglik kan
sekeri degerleri, HOMA-IR (insiilin direncinin homeostatik modeli degerlendirmesi), HgAlc,
trigliserit, HDL, LDL, AST, ALT, iire ve kreatinin degerleri de kaydedildi. Serum asprosin
konsantrasyonlar1 ise bir ELISA kiti kullanilarak 6l¢iildi. Rutin tetkikleri yapilirken alinan

numunelerden artan serumlar laboratuvarda toplandi ve toplanan bu serumlar -80 °C saklandi.
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Yeterli katilimer sayisina ulasildiktan sonra, tiim 6rneklerden ayni giin serum asprosin diizeyi

calisild1.
3.3. istatistiksel Analizler

Hayvan Alzheimer modellemesinde, tiim degerler; ortalama ve standart hata (AO + SH)
olarak ifade edildi. Verilerin degerlendirmesi ve iki grup aras1 farkliliklar i¢in bagimsiz t-testi

kullantlmistir.

Insan deneklerden elde edilen veriler iizerinde, degiskenler, ortalama = SD veya medyan
(ceyrekler arasi aralik) olarak ifade edildi. Grup AH ve Grup K arasindaki degisken farklarini
karsilastirmak i¢in unpaired t testi veya Mann-Whitney U testi kullanildi. AH ile iliskili 6nemli
bagimsiz faktorleri belirlemek igin lojistik regresyon analizi yapildi. Serum asprosin ile hastalik
siddeti arasindaki korelasyonu hesaplamak i¢in Pearson korelasyon analizi kullanildi. Serum
asprosin ile diger parametreler arasindaki korelasyon, basit ve ¢oklu dogrusal regresyon analizi

kullanilarak analiz edildi.

Hem insan hem de hayvan ¢alismalarindan elde edilen verilerin istatistiksel analizleri
icin IBM SPSS Statistics version 22.0 for Windows paket programi kullanildi. Tiim analizlerde
p <0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Hayvan sayisinin hesaplanmasinda referans ¢alismalar g6z 6niine alinarak bu ¢alismada
toplamda Kontrol grubu i¢in 12, Alzheimer grubu i¢in 13 olmak iizere toplamda 28 sican
kullanilmasi uygun goriildii. Bu 6rnek biiylikliigl, calismanin istatistiksel giiciinii artirmak,

sonuglarin giivenilirligini saglamak ve gereksiz hayvan kullanimini 6nlemek amaciyla optimize

edildi.

Insan deneklerinin &rneklem biiyiikliigiiniin hesaplanmasinda; G power yazilimi ile
a=0.05, tek tarafl1 giiven arali1 ve %95 gii¢ kullanilarak bir power analiz gerceklestirilmis ve

toplam 72 hastanin ¢aligmaya dahil edilmesi gerektigi hesaplandi.
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4. BULGULAR
4.1. Hayvan Davranis Test Sonuclar

Hayvanlarin giinlere gére hedef platforma ulagma siireleri (escape latency) Tablo 3. ve
Sekil 6. de gosterilmistir. 5. giine dogru hayvanlarin hem Grup K’de hem de Grup AH’da
platforma ulagma siirelerinin kisaldig1 gozlemlenmistir. Grup K’ye gére Grup AH’da platforma
ulagma siiresinin 2., 3., 4. ve 5. giinlerde istatistiksel olarak anlamli sekilde daha uzun oldugu

goriildii (sirastyla p <0,025, p <0,023, p <0,017 ve p <0,005).

Tablo 3. Gruplarin Giinlere Gore Platforma Ulagma Siireleri

Grup K (N=12) Grup AH (N=13) p
OrtalamazSS OrtalamazSS
2. Gun (sn) 32,67+£17,16 50,73+20,28 0,025*
3. Gin (sn) 29,45+16,71 45,48+16,26 0,023*
4. GUn (sn) 25,563+15,24 42,22+16,89 0,017*
5. Gin (sn) 22,65+7,22 37,30+14,94 0,005*
*p< 0,05
100+ Hcun_2
BEGun_3
CGun_4
MGun_S
80
B
E 60—
§ I
E 40
£
E 20~ +
Grlb'vh GrL‘PA
Grup

Sekil 6. Gruplarin giinlere gore platforma ulagma siireleri
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4.1.1. Altinci giin hedef kadranda bulunma siireleri

Hayvanlarin 6. giin hedef kadranda bulunma siireleri istatistiksel olarak anlamli sekilde

Grup AH’da Grup K’ya gore daha kisa idi (p <0,002), (Tablo 4, Sekil 7).

Tablo 4. Altinc1 Giin Hedef Kadranda Bulunma Suareleri

Grup K (N=12) Grup AH (N=13) p
OrtalamazSS OrtalamazSS
6. gin (sn) 21,95+5,99 15,45+2,99 0,002*

40,00

30,00

I

0o T

gun_6_hkgs

o
i=}
=]
=1

1

10,00

grup

Sekil 7. Altinci giin hedef kadranda bulunma siireleri

4.1.2. Altinci giin hedef kadrandan gecis sayis1

Hayvanlarin 6. giin hedef kadrandan gecis sayilari istatistiksel olarak anlamli sekilde

Grup AH’da Grup K’ye gore daha az idi (p <0,016), (Tablo 5, Sekil 8).

Tablo 5. Altinc1 Giin Hedef Kadrandan Gegis Sayisi

Grup K (N=12) Grup AH (N=13) p
OrtalamazSS OrtalamazSS
6. gin 5,45+1,31 4,30+0,87 0,016*
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5,00

6,00

4,00 L

gun_6_hkg_sayisi

2,00

grup

Sekil 8. Altinci giin hedef kadrandan gegis sayist

4.1.3. Altinci giin hedef kadrana ulasma siiresi

Hayvanlarin 6. Giin hedef kadrana ilk ulagsma stiresi Grup AH’da Grup K’ye gore daha
uzun idi ancak bu istatistiksel olarak anlamli degildi (p <0,087), (Tablo 6, Sekil 9).

Tablo 6. Altinc1 Giin Hedef Kadrana Ulasma Siiresi

Grup K (N=12) Grup AH (N=13) p
OrtalamazSS OrtalamazSS
6. gin (sn) 4,98+2,06 6,84+3,02 0,087

gun_6_hk_ilk_gelis_suresi

grup

Sekil 9. Altinci giin hedef kadrana ulagma stiresi

4.1.4. Altinci giin hedef kadrana ulasmak icin kat edilen mesafe

Hayvanlarin 6. Giin test siiresince kaydedilen toplam platform mesafesi istatistiksel

olarak anlaml sekilde Grup AH’da Grup K’ye gore daha uzun idi (p <0,014), (Tablo 7, Sekil
10).
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Tablo 7. Altinc1 Giin Hedef Kadrana Ulasmak icin Kat Edilen Mesafe

Grup K (N=12) Grup AH (N=13) p
OrtalamazSS OrtalamazSS
6. gin (cm) 8950,40+1440,50 10262,83+1012,28 0,014*

12000,00-]
10000,00-

000,00

000,00

hk_ulasma_mesafe

gun6_|

4000,00-

2000,00

oo T T

grup

Sekil 10. Altinct giin hedef kadrana ulagmak i¢in kat edilen mesafe

4.1.5. Altinci giin hedef kadrana ulasmak icin yiizme hiz1

Hayvanlarin 6. Giin hedef kadrana ulagmak i¢in ylizme hizi, Grup A’da Grup K’ye gore
daha yavas idi ancak bu istatistiksel olarak anlamli degildi (p <0,089), Tablo 8, Sekil 11.

Tablo 8. Altinc1 Giin Hedef Kadrana Ulasmak ¢in Yiizme Hizx

Grup K (N=12) Grup AH (N=13) p
OrtalamazSS OrtalamazSS
6. gln (cm/s) 29,74+3,60 26,90+4,33 0,089
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Sekil 11. Altinct giin hedef kadrana ulagmak i¢in yiizme hizi

4.2. Hayvanlarin Serum ve Doku Sonuglari

4.2.1. Serum asprosin seviyeleri

Kontrol grubu sicanlarinin serum asprosin seviyeleri (2.17+0.08 ng/mL), Alzheimer
modeli olusturulan grup siganlarina (2.01+0.12 ng/mL) gore daha yiiksek bulunmustur. Ancak
bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.32).

4.2.2. Hipokamps Asprosin mRNA Dulzeyinde Ekspresyonu

Alzheimer modeli olusturulan grup si¢anlarmin hipokampiis dokusundaki asprosin
mRNA ekspresyon seviyeleri (1.2740.09), kontrol grubundaki siganlara (1.00+£0.00) kiyasla
daha yiiksek bulunmustur. Ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.53).

4.2.3. Frontal Korteks Asprosin mRNA Ekspresyonu

Alzheimer modeli olusturulan grup sigcanlarinin frontal korteks dokusundaki asprosin
mRNA ekspresyon seviyeleri, kontrol grubundaki sicanlara kiyasla (1.15+0.07) kat daha
yuksek bulunmustur. Ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.2445).

Serum ve doku sonuglarini gosteren bir grafik Sekil 12°de gosterilmistir.
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Sekil 12. A: Hipokampiis ve Frontal Korteks Asprosin mRNA Ekspresyon seviyeleri (AH Grubu: Alzheimer
grubu). B: Serum orneklerindeki Asprosin mRNA Ekspresyon seviyeleri

4.3. Insan Deneklerin Sonuclar

Arastirmaya 35 alzheimer hastasi, 37 kontrol hasta kayit edildi. Ancak 6 hasta
arastirmaya katilmay1 kabul etmedi ve 3 hasta sonradan fark edilen dislama kriterleri nedeniyle
degerlendirilemedi. Sonug¢ olarak Kontrol grubundan 34 hastanin, AH grubundan da 29
hastanin serum ornekleri degerlendirmeye alindi. Deneklerine ait hasta kayit akis semasi Sekil

13’de gosterilmistir.

Kayit edilen hasta
(n=72)

« Arastirmaya katilmay:
onaylamayan hasta (n=6)
* VKI=>30 olan hasta (n=3)

Arastirmaya dahil edilen hasta
(n=63)

J N\

Kontrol Grubu (n=34) AH Grubu (n=29)

Sekil 13. Insan deneklerde arastirmanin akis semasi
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4.3.1. Demografik veriler

Grup K'da erkek oran1 %70.59 (n=24), kadin oran1 %29.41 (n=10) iken, Grup AH'de
erkek orant %48.28 (n=14), kadin orant %51.72 (n=15) olarak bulundu. Bu fark istatistiksel
olarak anlamli degildi (p=0.12). Grup K'nin ortalama yas1 77, Grup AH'nin ise 74 olarak
hesaplandi; fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.21). Grup K'nin ortalama kilosu 70.68
kg, Grup AH'nin ise 72.17 kg olarak belirlendi, (p=0.49). Grup K'nin ortalama boyu 1.65 m,
Grup AH'nin ise 1.63 m olarak o6l¢ildl, (p=0.30). Grup K'nin ortalamasi 25.88 kg/m?, Grup
AH'nin ise 27.26 kg/m? olarak bulundu; bu fark istatistiksel olarak anlamliyd1 (p=0.02). Grup
K'da ortalama 126.85 mmHg, Grup AH'de 128.79 mmHg olarak 6l¢uldi; fark istatistiksel
olarak anlamli degildi (p=0.20). Grup K'da ortalama 71.85 mmHg, Grup AH'de 73.07 mmHg
olarak belirlendi; fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.46). Grup K'da ortalama 89.97
mmHg, Grup AH'de 91.48 mmHg olarak hesaplandi; fark istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0.27), (Tablo 9).

Tablo 9. Hastalara Ait Demografik Veriler

Ozellikler Grup K (n=34) Grup AH (n=29) p
Cinsiyet

Erkek 24 (%70.59) 14 (%48.28) 0.12

Kadmn 10 (%29.41) 15 (%51.72) 0.12
Yas (yil) 77.06 7455 0.21
Kilo (kg) 70.68 7217 0.49
Boy (m) 1.65 1.63 0.30
VKIi (kg/m?) 25.88 27.26 0.02*
SKB (mmHg) 126.85 128.79 0.20
DKB (mmHg) 71.85 73.07 0.46
OKB (mmHg) 89.97 91.48 0.27

VKI: Viicit kitle indeksi, SKB: sistolik kan basinci, DKB: diyastolik kan basinci, OKB: ortalama kan basinc1
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4.3.2. Metabolik ve biyokimyasal sonuglar

Grup K i¢in ortalama AKS degeri 109.56 mg/dL, Grup AH i¢in 114 idi. Gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0.617). Grup K i¢in ortalama insiilin degeri 12.46
puIU/mL, Grup AH icin 19.69 plU/mL'dir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
vardi (p=0.0012). Grup K i¢in ortalama HOMA-IR degeri 3.43, Grup AH i¢in 5.94'tiir. Gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardi (p=0.015). Grup K i¢in ortalama HbAlc %
degeri 5.93, Grup AH igin 5.96'dir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu
(p=0.885). Grup K icin ortalama HbA1C degeri 41.44, Grup AH i¢in 41.69'dur. Gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0.898). Metabolik ve biyokimyasal
sonuclar Tablo 10. da gosterilmistir.

Tablo 10. Metabolik ve Biyokimyasal Sonuclar

Ozellikler Grup K (n=34) Grup AH (n=29) p
AKS mg/dL 109.56 114.00 0.62
Insiilin (UIU/mL) 12.46 19.69 0.001*
HOMA-IR 3.44 5.94 0.02*
HbA1C % 5.93 5.96 0.89
HbA1C (mmol/mol) 41.44 41.69 0.90
Cr (mg/dL) 0.89 0.88 0.85
BUN (mg/dL) 19 19 0.89
AST (U/L) 18 18 0.99
ALT (U/L) 14 15 0.73
LDL (mg/dL) 131 126 0.65
HDL (mg/dL) 45 47 0.31
Trigliserit (mg/dL) 141 124 0.19

AKS: Aglik kan sekeri, HOMA-IR: inslin dire¢ testi, HbA1C: hemoglobin A1C, Cr: kreatinin, BUN: kan (re
nitrojeni, AST: aspartat aminotransferaz, ALT: alanin aminotransferaz, LDL:diisiik yogunluklu lipoprotein,
HDL: yiiksek yogunluklu lipoprotein.
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4.3.3. Serum asprosin olcumleri

Asprosin diizeyleri karsilagtirildiginda, Grup K'da (n=34) ortalama deger 14.71 ng/mL
iken, Grup AH'da (n=29) bu deger 24.28 ng/mL olarak ol¢iilmiistiir. Gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmus olup, p 0.02 olarak tespit edilmistir (Tablo 11), (Sekil 14).

Tablo 11. Serum Asprosin Dizeyleri

Grup K (N=12) Grup AH (N=13) p
Ortalama+SS Ortalama+SS
Asprosin (ng/mL) 14.71 24.28 0.02

Asprosin (ng/mL)
N [N N N w
o [O,] o (%] o

(6]

o

Kontrol Grubu AH Grubu

Sekil 14. Insan deneklerde serum asprosin diizeyleri
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5. TARTISMA

Bu calisma, Alzheimer hastaligi ile asprosin diizeyleri ve metabolik parametreler
arasindaki iliskiyi degerlendirmek amaciyla tasarlanmistir. Bu amagla hem hayvan
modellerinde hem de insan deneklerde Alzheimer hastaligindaki asprosin seviyeleri detayl bir
sekilde incelenmistir. Elde edilen bulgular, Alzheimer hastalig1 ile metabolik degisiklikler ve

asprosin diizeyleri arasinda anlamli iligkiler oldugunu ortaya koymaktadir.

Hayvan modelleri, Alzheimer hastaligimin mekanizmalarin1 anlamak ve potansiyel
tedavi yontemlerini test etmek icin sik¢a kullanilan 6nemli araglardir. STZ ile olusturulan
Alzheimer modeli, nérodejenerasyon ve biligsel bozukluk siireglerini simiile ederek, hastaligin
patofizyolojisini incelemek i¢in etkili bir yontem sunmaktadir. Bu modelde, streptozotosinin
serebral etkileri hipokampiis ve korteks bolgelerinde belirginlesir ve bu bolgelerdeki yapisal ve
islevsel degisiklikler bilissel bozukluklarla iligkilendirilir (Morroni ve ark., 2018; Hussain ve
ark., 2022). Bizim arastirmamizda, Morris su labirenti davranis testi sonuglari, Alzheimer grubu
hayvanlarda 6grenme ve hafiza performansinin kontrol grubuna kiyasla belirgin sekilde diisiik
oldugunu gostermistir. Alzheimer grubu hayvanlarin platforma ulagma siiresinin daha uzun ve
hedef kadranda gegirdikleri siirenin daha kisa olmasi, biligsel islevlerin bozuldugunu ortaya
koymaktadir. Bu sonuglar, Alzheimer hastaligt modeli olusturulan hayvanlarda biligsel

fonksiyonlardaki bozulmay1 dogrulayan literatiirle uyumludur.

Asprosinin Alzheimer hastaligindaki rolii tam olarak netlesmemistir. Mevcut literatiir,
asprosinin metabolik siireclerdeki rolii lizerine yogunlagmakta ve enerji homeostazi, insiilin
duyarliligi ve inflamasyon iizerindeki etkileriyle iliskilendirilmektedir (Wang ve ark., 2013;
Mirr ve ark., 2023). Ancak asprosinin norodejeneratif hastaliklardaki potansiyel etkileri
hakkinda smurli bilgi bulunmaktadir. Bazi ¢aligmalar, asprosinin ndroprotektif bir ajan
olabilecegini One siirerken, digerleri inflamatuvar ve metabolik stres siireglerine katkida
bulunabilecegini savunmaktadir (Tanbek ve ark., 2024). Alzheimer hastaliginda ise asprosin
diizeylerinin bu baglamda artis gosterip gostermedigi ve bu artisin hastalik patofizyolojisine

olan etkileri halen tartigsmalidir.

Bizim c¢alismamizda, Alzheimer modeli olusturulan sicanlarin serum asprosin
seviyeleri, kontrol grubuna kiyasla diisiik bulunmus, ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli
olmamistir. Bu durum, asprosin'in Alzheimer hastaligindaki metabolik siiregler iizerindeKi

etkisinin smirli olabilecegini veya hastalik ilerleyisine bagli olarak farkli roller
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istlenebilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica, hipokampiis ve frontal korteks dokularindaki
asprosin mRNA ekspresyonu, Alzheimer modeli sicanlarda kontrol grubuna gore daha yiiksek
bulunmustur. Her ne kadar bu fark istatistiksel olarak anlamli olmasa da, Alzheimer hastalig
ile iliskilendirilen néroinflamasyon ve metabolik stres slreclerinin asprosin ekspresyonunu
artirabilecegini diisiindiirmektedir. Bu bulgular, asprosin'in Alzheimer patofizyolojisine olasi
bir katkida bulunabilecegini isaret etmekle birlikte, bu iligskinin daha detayli mekanizmalarla ve

daha biiyiik 6rneklem biiytikliikleriyle arastirilmasi gerektigini gostermektedir.

Asprosin’in insiilin metabolizmasi lizerindeki etkileri, bu hormonun Alzheimer hastaligi
ile iliskisini anlamada 6nemli bir temel sunmaktadir. Literatiire gore, asprosin, adipoz dokudan
salinan bir hormon olup, enerji homeostazi ve glikoz metabolizmasi tizerinde etkili bir rol oynar
(Muthu ve ark., 2020). Ozellikle karacigerde glikoz salinimini artirarak hiperglisemik bir etki
gosterir ve insiilin sekresyonunu uyarir (Wang ve ark., 2018). Ancak, uzun sireli ve kronik
olarak yuksek asprosin seviyelerinin insilin direncini artirabilecegi ve sistemik inflamasyon
siireclerini tetikleyebilecegi bildirilmistir (Lee ve ark., 2019). Insan deneklerde Alzheimer
hastalig1 olan grupta insiilin diizeylerinin ve HOMA-IR skorunun kontrol grubuna gére anlamli
derecede yiiksek olmasi, insiilin direnci ve Alzheimer hastalig1 arasinda bir iliski olabilecegini
gostermektedir (Wang ve ark., 2020). Ayrica, Alzheimer grubunda VKi'nin anlamli derecede
yiiksek bulunmasi, obezite ile Alzheimer hastalig1 arasinda bilinen 1liskiyi desteklemektedir
(Shabir ve ark., 2021). Bu baglamda, caligmamizdaki Alzheimer hastalarinda insiilin
diizeylerinin ve insiilin direncini yansitan HOMA-IR skorlarinin kontrol grubuna gore anlamli
derecede yiiksek olmasi, asprosin diizeylerinin artisi ile iligkilendirilebilir. Asprosin, enerji
metabolizmasini1 diizenleme kapasitesine sahip bir hormon olarak, insiilin direnci gibi
metabolik bozukluklarda 6nemli bir role sahiptir. Alzheimer hastalarinda gézlenen asprosin

yiiksekligi, insiilin direncinin artisiyla uyumlu bir sekilde yorumlanabilir.

Bu calismanin bazi kisitliliklar1 bulunmaktadir. Oncelikle, asprosin yeni tanimlanmis
bir molekiil oldugundan, norokognitif etkileri ve Alzheimer hastaligi ile iliskisi iizerine
literatiirde yeterli sayida ¢alisma bulunmamaktadir. Bu durum, elde edilen bulgularin daha
genis bir literatiir ¢ercevesinde degerlendirilmesini zorlagtirmistir. Gelecekte yapilacak ileri
caligmalar, asprosinin Alzheimer patofizyolojisindeki roliinii daha iyi anlamamiza katki
saglayacaktir. Calismamizda hayvan modeli ve insan denek gruplarindaki siirli 6rneklem
blyiikligl, elde edilen bulgularin genellestirilmesini siirlayan bir baska énemli faktordiir.

Asprosinin Alzheimer {izerindeki etkilerini daha net anlayabilmek ve daha anlamli sonuglara
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ulagabilmek icin, daha genis Orneklem biiyilikliigline sahip c¢aligmalarin yapilmasi
gerekmektedir. Ozellikle farkl1 yas gruplari, cinsiyetler ve metabolik dzellikler dikkate almarak
yapilacak ¢alismalar, bu konuda daha kapsamli bilgiler sunabilecektir. Alzheimer modeli
tizerinde asprosinin etkinligini dogrudan gézlemlemek icin, asprosin molekiiliiniin digaridan
uygulanmasini igeren bir arastirma planlanabilirdi. Ancak, bu c¢aligmada Oncelikli olarak
hastaligin dogal seyri sirasinda asprosin diizeylerinin incelenmesine odaklanilmistir. Bu
nedenle, asprosin molekiiliiniin dogrudan uygulanmasini i¢ceren bir tasarim ¢alismanin kapsami
disinda birakilmistir. Bu tiir bir aragtirma, gelecekte asprosinin Alzheimer lizerindeki potansiyel

terapotik etkilerinin degerlendirilmesine olanak saglayabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonug

Bu calisma, Alzheimer hastaligi ile asprosin diizeyleri arasindaki iliskiyi hem hayvan
modellerinde hem de insan deneklerde incelemis ve elde edilen bulgular, asprosinin
norodejeneratif sureglerdeki potansiyel roliine 1sik tutmustur. Alzheimer modeli siganlarda,
serum asprosin seviyelerinin kontrol grubuna goére daha diisiik oldugu, ancak bu farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlenmistir. Bununla birlikte, hipokampiis ve frontal
korteks dokularindaki asprosin mRNA ekspresyonunun Alzheimer modeli hayvanlarda daha
yiiksek oldugu gozlenmistir. Insan deneklerde ise, Alzheimer hastalarinin serum asprosin
seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede daha yiiksek oldugu, ayrica insiilin

dizeyleri ve HOMA-IR skorlarinin da belirgin sekilde yiiksek oldugu saptanmustir.

6.2. Oneriler

Asprosinin Alzheimer hastaligindaki roliinii daha net bir sekilde ortaya koyabilmek i¢in
genis orneklem biiyiikliigiine sahip ileri calismalara ihtiyag vardir. Ozellikle, ndrodejeneratif
sireclerle iligkili metabolik mekanizmalarin ayrintili olarak incelenmesi, asprosinin olasi
biyobelirteg ve tedavi hedefi olarak degerlendirilmesine olanak saglayabilir. Bu kapsamda,
farkli hasta gruplarinda yapilacak uzun siireli ¢aligmalar ile asprosinin ndrolojik ve metabolik
stireglere etkisi daha 1yi anlasilabilir. Ayn1 zamanda, asprosinin insiilin direnciyle baglantisim
ele alan arastirmalar, Alzheimer hastalig1 ve metabolik bozukluklar arasindaki karmasik iliskiyi

¢oziimlemeye katkida bulunabilir.

35



7. KAYNAKLAR

Agrawal, R., Tyagi, E., Shukla, R., & Nath, C. (2011). Insulin receptor signaling in rat hippocampus: A study in
STZ (ICV) induced memory deficit model. European Neuropsychopharmacology, 21(3), 261-273.
https://doi.org/10.1016/j.euroneuro.2010.11.003

Ahima, R. S., Prabakaran, D., Mantzoros, C., Qu, D., Lowell, B., Maratos-Flier, E., et al. (1996). Role of leptin in
the neuroendocrine response to fasting. Nature, 382(6588), 250—252. https://doi.org/10.1038/382250a0

Allen, S. J., Watson, J. J., & Dawbarn, D. (2011). The neurotrophins and their role in Alzheimer's disease. Current
Neuropharmacology, 9(4), 559-573. https://doi.org/10.2174/157015911798376239

Aly, H., Metwally, F., & Ahmed, H. (2011). Neuroprotective effects of dehydroepiandrosterone (DHEA) in rat
model of Alzheimer’s disease. Acta Biochimica Polonica, 58(4), 513-520.

American Psychiatric Association. (2013). Diagnostic and statistical manual of mental disorders (5th ed.).
American Psychiatric Association. https://doi.org/10.1176/appi.books.9780890425596

Bertram, L., Lill, C. M., & Tanzi, R. E. (2010). The genetics of Alzheimer disease: Back to the future. Neuron,
68(2), 270-281. https://doi.org/10.1016/j.neuron.2010.10.013

Brickell, K. L., Steinbart, E. J., Rumbaugh, M., Payami, H., Schellenberg, G. D., Van Deerlin, V., et al. (2006).
Early-onset Alzheimer disease in families with late-onset Alzheimer disease: A potential important subtype of
familial Alzheimer disease. Archives of Neurology, 63(9), 1307-1311.
https://doi.org/10.1001/archneur.63.9.1307

Cankurtaran, M., & Ariogul, S. (2005). Demans ve alzheimer hastaligi. Misem, 11(12), 22-57.

Chung, E. J., Babulal, G. M., Monsell, S. E., Cairns, N. J., Roge, C. M., & Morris, J. C. (2015). Clinical features of
Alzheimer disease with and without Lewy bodies. JAMA Neurology, 72(7), 789-796.
https://doi.org/10.1001/jamaneurol.2015.0606

D’Hooge, R., & De Deyn, P. P. (2001). Applications of the Morris water maze in the study of learning and memory.
Brain Research Reviews, 36(1), 60-90. https://doi.org/10.1016/S0165-0173(01)00067-4

DeKosky, S. T., & Scheff, S. W. (1990). Synapse loss in frontal cortex biopsies in Alzheimer's disease: Correlation
with cognitive severity. Annals of Neurology, 27(5), 457-464. https://doi.org/10.1002/ana.410270502

do Nascimento, K. K. F., Silva, K. P., Malloy-Diniz, L. F., Butters, M. A., & Diniz, B. S. (2015). Plasma and
cerebrospinal fluid amyloid-p levels in late-life depression: A systematic review and meta-analysis. Journal of
Psychiatric Research, 69, 35-41. https://doi.org/10.1016/j.jpsychires.2015.07.005

Donaghy, P. C., & McKeith, I. G. (2014). The clinical characteristics of dementia with Lewy bodies and a
consideration of prodromal diagnosis. Alzheimer's Research &  Therapy, 6(4), 1-12.
https://doi.org/10.1186/alzrt274

Duerrschmid, C., He, Y., Wang, C., Li, C., Bournat, J. C., Romere, C., et al. (2017). Asprosin is a centrally acting
orexigenic hormone. Nature Medicine, 23(12), 1444-1453.

Eroglu Gunes C, Cimen YA, Yildiz I, E. Kurar, Kutlu S. Hippocampal and hypothalamic FBN1 expression in an
experimental opioid addiction rat model. 4th International Congress of Turkish Neuroendocrinology Society.
26-28 November 2020. Istanbul, Turkey.

Etienne, A. S. (1992). Navigation of a small mammal by dead reckoning and local cues. Current Directions in
Psychological Science, 1(2), 48-52. https://doi.org/10.1111/1467-8721.ep10768603

Gahete, M. D., Cérdoba-Chacdn, J., Kineman, R. D., Luque, R. M., & Castafio, J. P. (2011). Role of ghrelin system
in neuroprotection and cognitive functions: Implications in Alzheimer's disease. Peptides, 32(11), 2225-2238.
https://doi.org/10.1016/j.peptides.2011.09.015

36



Greco, S. J., Bryan, K. J., Sarkar, S., Zhu, X., Smith, M. A., Ashford, J. W., et al. (2010). Leptin reduces pathology
and improves memory in a transgenic mouse model of Alzheimer's disease. Journal of Alzheimer's Disease,
19(4), 1155-1167. https://doi.org/10.3233/JAD-2010-1334

Grinblatt, E., Hoyer, S., & Riederer, P. (2004). Gene expression profile in streptozotocin rat model for sporadic
Alzheimer’s disease. Journal of Neural Transmission, 111(3), 367-386. https://doi.org/10.1007/s00702-003-
0105-6

Grygiel-Goérniak, B., & Puszczewicz, M. (2017). A review on irisin, a new protagonist that mediates muscle-
adipose-bone-neuron connectivity. European Review for Medical and Pharmacological Sciences, 21(20),
4687-4693.

Hebert, L. E., Scherr, P. A., Bienias, J. L., Bennett, D. A., & Evans, D. A. (2003). Alzheimer disease in the US
population: Prevalence estimates using the 2000 census. Archives of Neurology, 60(8), 1119-1122.
https://doi.org/10.1001/archneur.60.8.1119

Helmer, C., Joly, P., Letenneur, L., Commenges, D., & Dartigues, J. (2001). Mortality with dementia: Results
from a French prospective community-based cohort. American Journal of Epidemiology, 154(7), 642—-648.

Howlett, D. R., Whitfield, D., Johnson, M., Attems, J., O'Brien, J. T., Aarsland, D., et al. (2015). Regional multiple
pathology scores are associated with cognitive decline in Lewy body dementias. Brain Pathology, 25(4), 401—
408. https://doi.org/10.1111/bpa.12254

Huang, X., Chen, Y., Zhang, H., Ma, Q., Zhang, Y. W., & Xu, H. (2012). Salubrinal attenuates 3-amyloid-induced
neuronal death and microglial activation by inhibition of the NF-xB pathway. Neurobiology of Aging, 33(5),
1007.e9-1007.e17. https://doi.org/10.1016/j.neurobiolaging.2011.08.013

Hussain, S. M., et al. (2022). Cognition enhancing effect of rosemary (Rosmarinus officinalis L.) in lab animal
studies: A systematic review and meta-analysis. Brazilian Journal of Medical and Biological Research, 55,
€11593. https://doi.org/10.1590/1414-431X2021e11593

Hy, L. X., & Keller, D. M. (2000). Prevalence of AD among whites: A summary by levels of severity. Neurology,
55(2), 198-204.

Jack, C. R., Knopman, D. S., Jagust, W. J., Shaw, L. M., Aisen, P. S., Weiner, M. W, et al. (2010). Hypothetical
model of dynamic biomarkers of the Alzheimer's pathological cascade. The Lancet Neurology, 9(1), 119-128.
https://doi.org/10.1016/S1474-4422(09)70299-6

Kim, D. H., Huh, J. W., Jang, M., Suh, J. H., Kim, T. W., Park, J. S., et al. (2012). Sitagliptin increases tau
phosphorylation in the hippocampus of rats with type 2 diabetes and in primary neuron cultures. Neurobiology
of Disease, 46(1), 52-58. https://doi.org/10.1016/j.nbd.2011.12.028

Kim, J. J., Lee, H. J., Han, J. S., & Packard, M. G. (2001). Amygdala is critical for stress-induced modulation of
hippocampal long-term potentiation and learning. Journal of Neuroscience, 21(14), 5222-5228.
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.21-14-05222.2001

Kim, O. Y., & Song, J. (2018). The role of irisin in Alzheimer’s disease. Journal of Clinical Medicine, 7(11), 407.
https://doi.org/10.3390/jcm7110407

Kocaman, N., & Kuloglu, T. (2020). Expression of asprosin in rat hepatic, renal, heart, gastric, testicular, and brain
tissues and its changes in a streptozotocin-induced diabetes mellitus model. Tissue and Cell, 66, 101397.
https://doi.org/10.1016/j.tice.2020.101397

Kojima, M., & Kangawa, K. (2005). Ghrelin: Structure and function. Physiological Reviews, 85(2), 495-522.
https://doi.org/10.1152/physrev.00012.2004

Kovacs, G. G., Alafuzoff, I., Al-Sarraj, S., Arzberger, T., Bogdanovic, N., Capellari, S., et al. (2008). Mixed brain

pathologies in dementia: The BrainNet Europe consortium experience. Dementia and Geriatric Cognitive
Disorders, 26(4), 343-350. https://doi.org/10.1159/000161674

37



Lecanu, L., Greeson, J., & Papadopoulos, V. (2006). Beta-amyloid and oxidative stress jointly induce neuronal
death, amyloid deposits, gliosis, and memory impairment in the rat brain. Pharmacology, 76(1), 19-33.
https://doi.org/10.1159/000091230

Lee, T., etal. (2019). Asprosin impairs insulin secretion in response to glucose and viability through TLR4/INK-
mediated inflammation. Molecular and Cellular Endocrinology, 486, 96-104.
https://doi.org/10.1016/j.mce.2019.03.018

Lehmann, S., Delaby, C., Touchon, J., Hirtz, C., & Gabelle, A. (2013). Biomarkers of Alzheimer's disease: The
present and the future. Revue Neurologique, 169(10), 719-723. https://doi.org/10.1016/j.neurol.2013.07.016

Lewis, J., Dickson, D. W., Lin, W.-L., Chisholm, L., Corral, A., Jones, G., et al. (2001). Enhanced neurofibrillary
degeneration in transgenic mice expressing mutant tau and APP. Science, 293(5534), 1487-1491.
https://doi.org/10.1126/science.1058189

Mathis, C., Wang, Y., & Klunk, W. (2004). Imaging B-amyloid plaques and neurofibrillary tangles in the aging
human brain. Current Pharmaceutical Design, 10(13), 1469-1492. https://doi.org/10.2174/1381612043383657

Maurer, R., & Derivaz, V. (2000). Rats in a transparent Morris water maze use elemental and configural geometry
of landmarks as well as distance to the pool wall. Spatial Cognition and Computation, 2, 135-156.
https://doi.org/10.1023/A:1015532504745

Mirr, M., et al. (2023). Serum asprosin correlates with indirect insulin resistance indices. Biomedicines, 11(6),
1568. https://doi.org/10.3390/biomedicines11061568

Morris, R. G. M. (1981). Spatial localization does not require the presence of local cues. Learning and Motivation,
12(2), 239-260. https://doi.org/10.1016/0023-9690(81)90020-5

Morris, R. G. M., Davis, S., & Butcher, S. P. (1990). Hippocampal synaptic plasticity and NMDA receptors: A
role in information storage? Philosophical Transactions of the Royal Society of London Series B: Biological
Sciences, 329(1253), 187-204. https://doi.org/10.1098/rstb.1990.0169

Morroni, F., et al. (2018). Neuroprotective effect of caffeic acid phenethyl ester in a mouse model of Alzheimer’s
disease involves Nrf2/HO-1 pathway. Aging and Disease, 9(4), 605-617.
https://doi.org/10.14336/AD.2017.1122

Muthu, M. L., & Reinhardt, D. P. (2020). Fibrillin-1 and fibrillin-1-derived asprosin in adipose tissue function and
metabolic  disorders. Journal of Cell Communication and Signaling, 14(2), 159-173.
https://doi.org/10.1007/s12079-020-00548-4

Nakamura, S., Murayama, N., Noshita, T., Annoura, H., & Ohno, T. (2001). Progressive brain dysfunction
following intracerebroventricular infusion of betal-42-amyloid peptide. Brain Research, 912(2), 128-136.
https://doi.org/10.1016/S0006-8993(01)02758-5

Nussbaum, R. L., & Ellis, C. E. (2003). Alzheimer's disease and Parkinson's disease. The New England Journal of
Medicine, 348(14), 1356-1364. https://doi.org/10.1056/NEJMra020527

Okonkwo, O. C., Xu, G., Oh, J. M., Dowling, N. M., Carlsson, C. M., Gallagher, C. L., et al. (2014). Cerebral
blood flow is diminished in asymptomatic middle-aged adults with maternal history of Alzheimer's disease.
Cerebral Cortex, 24(4), 978-988. https://doi.org/10.1093/cercor/bhs389

Pilcher, H. (2006). Alzheimer's disease could be “type 3 diabetes.” The Lancet Neurology, 5(5), 388—389.
https://doi.org/10.1016/S1474-4422(06)70441-1

Price, J. L., & Morris, J. C. (1999). Tangles and plaques in nondemented aging and “preclinical” Alzheimer's
disease. Annals of Neurology, 45(3), 358-368. https://doi.org/10.1002/ana.410450308

Reitz, C., Brayne, C., & Mayeux, R. (2011). Epidemiology of Alzheimer disease. Nature Reviews Neurology,
7(3), 137-152. https://doi.org/10.1038/nrneurol.2011.2

38



Romere, C., Duerrschmid, C., Bournat, J., Constable, P., Jain, M., Xia, F., et al. (2016). Asprosin, a fasting-induced
glucogenic protein hormone. Cell, 165(3), 566-579.

Sakamoto, S., Ishii, K., Sasaki, M., Hosaka, K., Mori, T., Matsui, M., et al. (2002). Differences in cerebral
metabolic impairment between early and late onset types of Alzheimer's disease. Journal of the Neurological
Sciences, 200(1-2), 27-32. https://doi.org/10.1016/S0022-510X(02)00123-1

Scheff, S. W., Price, D. A., Schmitt, F. A., & Mufson, E. J. (2006). Hippocampal synaptic loss in early Alzheimer's
disease and mild cognitive impairment. Neurobiology of Aging, 27(10), 1372-1384.
https://doi.org/10.1016/j.neurobiolaging.2005.09.012

Secer Celik F, Ozen Koca R, Solak H, Solak Gormus ZI, Kutlu S, E. Kurar. Selection of housekeeping genes for
rat hippocampus expression studies: Alzheimer’s disease model. 4th International Congress of Turkish
Neuroendocrinology Society. 26-28 November 2020. Istanbul, Turkey. (Oral communication).

Seminara, R. S., Jeet, C., Biswas, S., Kanwal, B., Iftikhar, W., Sakibuzzaman, M., et al. (2018). The neurocognitive
effects of ghrelin-induced signaling on the hippocampus: A promising approach to Alzheimer’s disease.
Cureus, 10(9). https://doi.org/10.7759/cureus.3332

Servello, A., Andreozzi, P., Bechini, F., De Angelis, R., Pontecorvo, M., & Vulcano, A. (2014). Effect of AChE
and BUChE inhibition by rivastigmine in a group of old-old elderly patients with cerebrovascular impairment
(SIVD type). Minerva Medica, 105(2), 167-174.

Shabir, K., et al. (2021). Asprosin, a novel pleiotropic adipokine implicated in fasting and obesity-related cardio-
metabolic disease: Comprehensive review of preclinical and clinical evidence. Cytokine & Growth Factor
Reviews, 60, 120-132. https://doi.org/10.1016/j.cytogfr.2021.02.004

Smith, A. D. (2008). The worldwide challenge of the dementias: A role for B vitamins and homocysteine? Food
and Nutrition Bulletin, 29(2_suppll), S143-S172. https://doi.org/10.1177/156482650802925208

Sodhi, R. K., & Singh, N. (2013). All-trans retinoic acid rescues memory deficits and neuropathological changes
in a mouse model of streptozotocin-induced dementia of Alzheimer's type. Progress in Neuro-
Psychopharmacology and Biological Psychiatry, 40, 38—46. https://doi.org/10.1016/j.pnpbp.2012.09.013

Sonkusare, S. K., Kaul, C. L., & Ramarao, P. (2005). Dementia of Alzheimer’s disease and other
neurodegenerative  disorders—Memantine, a new hope. Pharmacological Research, 51(1), 1-17.
https://doi.org/10.1016/j.phrs.2004.06.010

Stephan, A., Laroche, S., & Davis, S. (2001). Generation of aggregated -amyloid in the rat hippocampus impairs
synaptic transmission and plasticity and causes memory deficits. Journal of Neuroscience, 21(15), 5703-5714.
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.21-15-05703.2001

Sutherland, R. J., Chew, G. L., Baker, J., & Linggard, R. C. (1987). Some limitations on the use of distal cues in
place navigation by rats. Psychobiology, 15(1), 48-57. https://doi.org/10.3758/BF03332958

Tanbek, K., etal. (2024). Asprosin improved neuronal survival by suppressing apoptosis and enhancing the activity
of the autophagy pathway in the MCAO model in rats. European Review for Medical and Pharmacological
Sciences, 28(5).

Tian, J., Wang, T., & Du, H. (2023). Ghrelin system in Alzheimer's disease. Current Opinion in Neurobiology, 78,
102655. https://doi.org/10.1016/j.conb.2023.102655

Wang, M., et al. (2020). Serum asprosin concentrations are increased and associated with insulin resistance in
children  with  obesity.  Annals  of  Nutrition  and Metabolism,  75(4),  205-212.
https://doi.org/10.1159/000509537

Wang, Y., et al. (2018). Plasma asprosin concentrations are increased in individuals with glucose dysregulation

and correlated with insulin resistance and first-phase insulin secretion. Mediators of Inflammation, 2018,
9471583. https://doi.org/10.1155/2018/9471583

39



Wang, Y., Qu, H., Xiong, X., Qiu, Y., Liao, Y., Chen, Y., et al. (2018). Plasma asprosin concentrations are
increased in individuals with glucose dysregulation and correlated with insulin resistance and first-phase
insulin secretion. Mediators of Inflammation, 2018, 9471583. https://doi.org/10.1155/2018/9471583

Wortmann, M. (2012). Dementia: A global health priority—Highlights from an ADI and World Health
Organization report. Alzheimer's Research & Therapy, 4, 1-3. https://doi.org/10.1186/alzrt143

Yang, B., Luo, G., Zhang, C., Feng, L., Luo, X., & Gan, L. (2020). Curcumin protects rat hippocampal neurons
against pseudorabies virus by regulating the BDNF/TrkB pathway. Scientific Reports, 10(1), 22204.
https://doi.org/10.1038/s41598-020-79144-7

Zhang, L., Chen, C., Zhou, N., Fu, Y., & Cheng, X. (2019). Circulating asprosin concentrations are increased in
type 2 diabetes mellitus and independently associated with fasting glucose and triglyceride. Clinica Chimica
Acta, 489, 183-188. https://doi.org/10.1016/j.cca.2018.11.019

Zsuga, J., Tajti, G., Papp, C., Juhasz, B., & Gesztelyi, R. (2016). FNDC5/irisin, a molecular target for boosting

reward-related learning and motivation. Medical Hypotheses, 90, 23-28.
https://doi.org/10.1016/j.mehy.2016.03.014

40



8. EKLER

8. 1. EK 1 Hayvan Deneyleri Etik Kurul Karari

T.C
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI ‘bﬁm})
KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve @’\2'
Arastirma Merkezi Miidiirligu

KONUDAM

Karar Sayisi: 2021 - 041 Karar Tarihi: 16.07.2021
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Karari

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakdltesi Fizyoloji ABD'den Prof. Dr. Selim
KUTLU, Uzm. Dr. Mehmet Akif YAZAR' in sundugu “Deneysel Alzheimer Hastalig
Modelinde Yeni Bir Adipokin Olan Asprosinin Etkileri” baslikli tez projesi 11 liyenin
katihmi ile degerlendirildi.

Projede 4 grupta toplam 48 adet sican kullanilacadi ve anestezi altinda dekapite edilecegi
bildirilmistir.

Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yonergesindeki ilgili maddelerde belirtilen basvuru
sahibinin sorumluluklart ve hayvan deneyleri ile ilgili etik ilkeler sakli kalmak kosulu ile
projenin hazirlanmasinda yonerge ilkelerine uyuldugu ve calismanin deneysel kismini
gergeklestirecek arastirmacilarin deney hayvanlari kullanim sertifikasina sahip oldugu dikkate
alinarak projenin hayvan kullanim etigi agisindan “Uygun” olduguna oybirligi ile karar
verilmistir.

Prof. Dr. Mehmet Tugrul YILMAZ
Baskan

41



8.2. EK 2 ilag ve Tibbi Cihaz Dis1 Tibbi Etik Kurul Karari

TiC.
NECMETTIN ERBAKAN i’JNiVERS{TESi
iLAC VE TIBBi CIHAZ DISI ARASTIRMALAR ETIiK KURUL KARARI

Toplant1 Sayis1:160 Toplant1 Tarihi: 16 Eyliil 2022

Karar Saylsn:2022/3966:(11166)N.E.U. Meram Tip Fakiiltesi Temel Tip Bilimleri Bolumii
Fizyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Selim KUTLU’nun “Alzheimer Hastahnin Yeni
Bir Adipokin Olan Asprosin ile Tligkisinin Arastirilmas1” baglkh doktora tez galigmasi ile ilgili
01.09.2022 tarihli dilekgesi ve ekleri gorisildi, Dog. Dr. Mehmet Akif YAZAR’in doktora tez
caligmasinin N.E.U. Meram Tip Fakiiltesi Temel Tip Bilimleri Bolimii Fizyoloji Anabilim Dali
Ogretim Uyesi Prof. Dr. Selim KUTLU’nun sorumlulugunda yiiriitilmesinin uygun olduguna oybirligi
ile karar verilmisgtir.

Not: Caligma ile ilgili gerekli izinlerin alinmast ve yasal sorumluluk aragtirmacilara aittir.
Sorumlu Aragtirmact: Prof. Dr. Selim KUTLU
Yardimc1 Aragtirmacilar: Dog. Dr. Mehmet Akif YAZAR, Dog. Dr. Hiiseyin KURKU, Dog. Dr. Faruk

Omer ODABAS

ASLI c;(izintn
16.0 \ 2022

Prof. Dr. Saim AGIKGOZOGLU
ilac ve Tibbi Cihaz Dis1 Aragtirmalar Etik Kurul Bagkani

42



