ACIBADEM

ACIBADEM MEHMET ALI AYDINLAR UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

5XFAD ALZHEIMER HAYVAN MODELINDE PRENATAL VE
LAKTASYON DONEMINDE VERILEN NORONAL MEMBRAN
PREKURSORLERININ iSKELET KASI UZERINE ETKILERI

MUKADDES UCKARIS
YUKSEK LISANS TEZI

ANATOMI ANA BIiLIM DALI

DANISMAN
Dr. Ogr. Uyesi Elif Nedret Keskindz

[KINCI TEZ DANISMANI
Prof. Dr. Mustafa Aktekin

ISTANBUL-2025






ACIBADEM

ACIBADEM MEHMET ALI AYDINLAR UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

5XFAD ALZHEIMER HAYVAN MODELINDE PRENATAL VE
LAKTASYON DONEMINDE VERILEN NORONAL MEMBRAN
PREKURSORLERININ iSKELET KASI UZERINE ETKILERI

MUKADDES UCKARIS
YUKSEK LISANS TEZi

ANATOMI ANA BILIM DALI

DANISMAN
Dr. Ogr. Uyesi Elif Nedret Keskindz

[KINCI TEZ DANISMANI
Prof. Dr. Mustafa Aktekin

ISTANBUL-2025



BEYAN

Bu tez ¢alismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitiin agamalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar iginde elde ettigimi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen
biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin galisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarmi ihlal

edici bir davranisimin olmadig1 beyan ederim.

25.06.2025
Mukaddes Uckaris



ONSOZ VE TESEKKUR

Tez slirecim boyunca, akademik bilgi ve arastirma becerilerimi gelistirme imkani

buldugum bu donemde bana destek veren tiim kisi ve kurumlara tesekkiir ederim.

Oncelikle, vyiiksek lisans egitimim siiresince bilgi birikimi, sabr1 ve
yonlendirmeleriyle her zaman yanimda olan, ¢caligmalarima sagladig1 degerli katkilar
ve kariyer hedeflerim dogrultusunda beni destekleyici yaklagimiyla ilham kaynagim

olan ¢ok degerli tez danismanim Dr. Ogretim Uyesi Elif Nedret Keskindz’e,

Bu siiregte kiymetli bilgi ve tecriibeleriyle her zaman yol gosterici olan ikinci tez

danismanim saygideger hocam Prof. Dr. Mustafa Aktekin’e,

Bu proje siiresince engin bilgi ve deneyimleriyle calismama deger katan

saygideger hocalarim Prof. Dr. Serap Arbak’a ve Dog. Dr. Devrim Oz Arslan’a,

Calismaya basladigim siirecten itibaren destegini esirgemeyen ve tecriibesiyle yol

gosteren kiymetli hocam Prof. Dr. Aptullah Haholu’na,

Laboratuvar ¢aligmalarim boyunca deneyimlerini biiytlik bir i¢tenlikle paylasan,

degerli Gokgen Ozgiin’e ve sevgili Zeynep Oztiirk’e,

Yiiksek lisans siirecim boyunca her tiirlii zorlugu birlikte gogiisledigimiz, samimi

dostlugu ve destegiyle yanimda olan kiymetli arkadasim Cemre Savagan’a,

Kosulsuz desteklerini ve sevgilerini her zaman hissettigim, yasadigim zorluklarda
pes etmeme asla izin vermeyen Uskiidar Universitesi’'ndeki ailem Kiibra Kayiket,

Tayyip Albas ve Ece Dereagzi’na en icten tesekkiirlerimi sunarim.

Son olarak yiiksek lisans egitimim siiresince 2210-A ve 3501 kapsaminda maddi

olarak destek veren TUBITAK ’a tesekkiir ederim.



Bu tez projesi Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Bilimsel
Aragtirmalart  Projesi Komisyonu (ABAPKO) tarafindan (Proje No0:2229)

desteklenmistir.



ICINDEKILER

BEYAN. ... ii
ONSOZ VE TESEKKUR .........oiviiiiriieieeee et nas s, iv
ICINDEKILER .......coooioieeeeeeeeeeeeeeeeee ettt Vi
KISALTMA VE SIMGELER LISTESI .........ccocooviininiiniieons viii
SEKILLER LISTESI.........ocooiiiiititieecee et X
RESIMLER LISTESI.......coooiiiiiiiiiicees s Xii
TABLOLAR LISTESI......ccooiviiiiiiiiiee e Xiii
OEET....."0h.............80...... 00 .. 0 A0 ... 1
ABSTRACT .t 2
1 GIRIS VE AMAC ........ooiiiiiieeeiieeeeeee e stess st s s tsn st enes st nenannens 3
2 GENEL BILGILER ......cooviiiieiieee et 5
2.1 Alzheimer HastaliBl .............cccoooiiiiiiiiiii e 5
2.1.1 Alzheimer hastaligl tarihcesi...............ccccoooiiiiiii 5
2.1.2 Alzheimer hastaligi epidemiyolojisi..............ccccccooiiiiiiiiiiii 6
2.1.3 Alzheimer hastalig1 etiyolojisi ................ccoooviiiiiiiii 7
2.1.3.1 AP oncii proteini (APP)..........ccooooiiiiiiiii 8
2.1.3.2 Presenilinler ... 9
2.1.3.3 Inflamasyon ve degistirilebilir risk faktorleri................c.cco.cccovevrrrunnnnee. 9
2.1.4 Alzheimer hastaligl patofizyolojisi.................ccccoooviiiiiiiii, 11
2.1.4.1 KoliNerjiK NIPOTEZ.......cccoiiiiiiiiiee e 12
2.1.4.2 AMIlOId NIPOTEZI....c.veiiiiciic e 13
2.2 Iskelet Kasimin Histolojik Yapisi ve Hiicresel Ozellikleri............................ 15
2.3 AH VE SArKOPENI ....ccuviiiiciie e 17
2.4  AH’de Iskelet Kasinda Glikojen Metabolizmasi Degisiklikleri .................. 21
2.5 AH’de Mitokondriyal Fonksiyon ve Oksidatif Stres.................c.cccceininnn. 24
2.5.1 Mitokondriyal disfonksiyon ve SarkOpeni..........cccceoereneieninnninsieieens 29
2.6 AH ve Noronal Membran PreKiirsorleri..............cccocooiniiiiiiiiiin, 31
2.6.1 Fosfolipid biyosentezi ve Kennedy dongiisii ................cccccoeevriviiinininnnn. 31
2.7 Alzheimer Hastaliginda Kennedy Dongiisiiniin Bozulmasi........................ 32
2.7.1 DHA ve membran fosfolipid bilesimi ...................ccoocriiiiii, 34
2.7.2  Uridin monofosfat (UMP) ve Kennedy Dongiisii................c..cc.cccooecurvnnnnn. 35
2.7.3 Alzheimer hastaliginda fosfolipid sentez bozuklugu, iskelet kasi ve
sarkopeni iliSKiSi............ccocoiiiiiii 35
3 GEREC VE YONTEM .......ccoooiiiiiiiiiiissiseiseeesesissssssessssssessses s 37

Vi



3.1 Arastirma Sekli, Yeri ve Zamani .................ccccooieiiiiiin e 37
3.2 Arastirmada Kullanilan Deney Hayvanlari, Gruplandirilmas1 ve

BESIENIMEST ... s 37
3.3 Arastirmada Kullanilan Veri Toplama Araclari................ccccoovviiininnnnn, 39
3.3.1 Cahsmada kullanilan demirbas malzemeler.......................ccocoeeinieiinnnne, 39
3.3.2 Cahsmada kullanilan sarf malzemeler........c.cccccooviiiiiiiiic e, 40
3.4 Arastirmada Kullanilan Yontemler..................coccoooiiiiiie e 40
3.4.1 Deneysel Prosedill ...........coccviiiiiiiiiiiiii e 40
3.4.1.1 Isik mikroskobisi hazirli@l .............ccccooiiiiiiiiie 40
3.4.1.2 Hematoksilen-eozin (H&E) boyama yontemi ...............cccccoeeveieeiennennn. 41
3.4.1.3 Periyodik asit-schiff (PAS) reaksiyonu...........cccocevvieneniniinienisieee, 42
3.4.1.4 Sitokrom c oksidaz IV (COXIV) boyamasl.............cc.ccoevviriiiieennennnnnne 43
35 Istatistiksel ANANZ..............cc.ccovovevevieieceeee et 44
4 BULGULAR ..ottt 45
4.1 Tskelet Kasinda Morfolojik BUlQUIAT ............c.cccoouevcuvecieceeecieeeeceee e 45
4.2 lskelet Kaslarimin Histopatolojik Degerlendirmesi...................ccccccoeurvnen... 52
4.3 TIskelet Kaslarinin Morfometrik Degerlendirmesi.................ccccccoooeveeenne... 54
4.4 PAS Reaksiyonu Yogunlugu Degerlendirmesi.................c.ccooiniiiiiiinnnn, 61
45 COXIV Immiinohistokimya Bulgulari...............cc..cccoooeveruerrireererrereieneenen. 64
4.6 COXIV Immiinreaktivite ANalizi................ccco.cooovvevevieeireieeeeeeeee e, 68
5 TARTISMAL ... .ottt et e e e te e e aseesre e teeneesneeeeaneenrens 76
B SONUCQ ...ttt b et s e ke nr e e nbe e e n e e sne e e 85
T KAYNAKLAR ..ottt ae e nreeteeneesneeneeaneenrens 87
8 EKLER ..o et 98
EK 1. EtiK Kurul Onayl...........ccooooiiiiiii e 98
O OZGECMIS ...ttt 100

vii



KISALTMA VE SIMGELER LiSTESI

Ach
AChE
AH
AMPK
APP
ATP
AU

Ap
BMH
5xFAD
BOS
CCT
ChAT
COXIv
CTP
DAG
DHA
DNTR
DSO
DTR
EBAH
ECM
EPA
ETZ
fAH
FK
GAG
GBAH
GP

GS

Asetilkolin
Asetilkolinesteraz
Alzheimer Hastalig1
AMP-aktive protein kinaz
Amiloid Prekiirsor Proteini
Adenozin Trifosfat
Arbitrary unit

Amiloid B

Bazal Metabolizma Hiz1

Bes Mutasyonlu Alzheimer Fare Modeli

Beyin Omurilik S1visi

Fosfokolin sitidililtransferaz

Kolin Asetiltransferaz

Sitokrom c oksidaz

Sitidin trifosfat

Diacylglycerol (Diacilgliserol)
Dokosahekzaenoik Asit

Deney Non-Transgenik

Diinya Saglik Orgiitii

Deney Transgenik

Erken Baglangicli Alzheimer Hastalig1
Hiicre dis1 matriks
Eikosapentaenoik Asit

Elektron Tasima Zinciri

Familial Alzheimer Hastalig1
Fosfatidilkolin

Glikozaminoglikan

Gec Baglangigli Alzheimer Hastalig1
Gliserofosfat

Glikojen Sentaz

viii



H&E
H202
HBB
HO-
IL-6
KBB
KNTR
KTR
KVH

MSS
NFY
NMK
O, "
OXPHOS
PAS
PEMT
PFA
PSEN1
PSEN?2
ROS
SA
UMP

Hematoksilen-Eozin
Hidrojen Peroksit

Hafif Bilissel Bozukluk
Hidroksil radikali
Interlokin-6

Kan Beyin Bariyeri
Kontrol Non-Transgenik
Kontrol Transgenik
Kardiyovaskiiler Hastalik
musculus

Merkezi Sinir Sistemi
Norofibriler Yumak
Noromuskuler Kavsak
Stiperoksit anyonu
Oksidatif Fosforilasyon
Periyodik Asit-Schiff

Fosfatidiletanolamin N-metiltransferaz

Paraformaldehit
Presenilin 1
Presenilin 2

Reaktif oksijen tiirleri
Sarkopeni

Uridin Monofosfat



SEKILLER LISTESI

Sekil 1. Auguste D.’ye ait histolojik preparat ¢izimleri (20) .......occvvrvvvieiiiieiiiiniiinnns 6
Sekil 2. AH patofizyolojisinin sematik gOStETIMI. ..ccvvvvvrveriiriiiieiicie e 11
Sekil 3. Ach’nin presinaptik ve postsinaptik sinir terminalleri arasindaki sentez ve
taSINMA YOIU (O1)..eeiiiiiiiiiieiiie s 13
Sekil 4. AP plaklarinin olusum modeli (64)........covvviiiiiiiiiiieiiiie s 14
Sekil 5. Iskelet kas1 sarkomeri Orintiisii (65).......ccvevevrerrverererseecrerieeiesessesssssesesenns 16
Sekil 6. Yaglanmayla iligkili kas dokusundaki degisimlerin sematik temsili. ........... 18

Sekil 7. Sarkopeni ve mitokondriyal fonksiyon arasindaki iliskinin sematik
L0 1<) 01011 BT P T PP PPP PRSP 27

Sekil 8. Mitokondriyal disfonksiyon sonucu olusabilecek hasarin sematik
Feda 1< 51011 BT OTRTP RO PRP PP PSP 28

Sekil 9. Kas-iskelet sistemi yaslanmasi ve AH arasindaki bozulmus kas-beyin

etkilesiminin bir belirteci olarak mitokondriyal disfonksiyon (9). ........cc.ccocvevveineen. 30
Sekil 10. Olusturulan deney gruplart. ..........ccooveiiiiiiiicie e 38
Sekil 11. 3 aylik gruplarda iskelet kasinin histopatolojik skor grafigi..............coc...... 52
Sekil 12. 6 aylik gruplarda iskelet kasinin histopatolojik skor grafigi...........c...co...... 53
Sekil 13. 9 aylik gruplarda iskelet kasinin histopatolojik skor grafigi..............c.c...... 54
Sekil 14. 3 aylik gruplarda iskelet kaslarinin minferet degerleri grafigi.................... 95
Sekil 15. 6 aylik gruplarda iskelet kaslarinin minferet degerleri grafigi.................... 56
Sekil 16. 9 aylik gruplarda iskelet kaslarinin minferet degerleri grafigi.................... S7

Sekil 17. KNTR gruplarinda iskelet kaslarimin minferet degerlerinin yasa gore
EEATIGL. oo 58

Sekil 18. KTR gruplarinda iskelet kaslarinin minferet degerlerinin yasa gore
EEATIZL. oo 59

Sekil 19. DNTR gruplarinda iskelet kaslarimin minferet degerlerinin yasa gore
o 2§ 4 DO TP TP PPRPPP 60

Sekil 20. DTR gruplarinda iskelet kaslarinin minferet degerlerinin yasa gore
o 2§ 4 DO TP TP PR PPRSPPP 61



Sekil 21

Sekil 22.
Sekil 23.
Sekil 24.
Sekil 25.
Sekil 26.
Sekil 27.
Sekil 28.
Sekil 29.

Sekil 30.

. 3 aylik gruplarda PAS reaksiyonu yogunlugu grafigi.........ccccevvvivrvennnnnn 62
6 aylik gruplarda PAS reaksiyonu yogunlugu grafigi........c.cccevcvvvninennnnnn. 63
9 aylik gruplarda PAS reaksiyonu yogunlugu grafigi........cccccceevriirvennenne. 64
3 aylik gruplarda COXIV immiinreaktivite yogunlugu grafigi. ................. 69
6 aylik gruplarda COXIV immiinreaktivite yogunlugu grafigi. ................. 70
9 aylik gruplarda COXIV immiinreaktivite yogunlugu grafigi. ................. 71
KNTR gruplarinda COXIV immiinreaktivite yogunlugu grafigi. .............. 72
KTR gruplarinda COXIV immiinreaktivite yogunlugu grafigi. ................. 73
DNTR gruplarinda COXIV immiinreaktivite yogunlugu grafigi. .............. 74
DTR gruplarinda COXIV immiinreaktivite yogunlugu grafigi. ................ 75

Xi



RESIMLER LiSTESI

Resim 1. 9 aylik KNTR gruplarina ait doku 6rneklerinin 151k mikroskobu altinda
FoL0) T L0100 L PP PP PR TUPPR PPN 45

Resim 2. 9 aylik KTR gruplarina ait doku oOrneklerinin 151k mikroskobu altinda
GOTUNTINTL ©.eeutiiestie ettt e et e e e e sk e e e bt e e e sbe e e s bn e e e ne e e snneeeanes 46

Resim 3. 9 aylik DNTR gruplarina ait doku 6rneklerinin 151k mikroskobu altinda
GOTUNTIMNTL ©.eettiiesiiie ettt et e e se et e ss e e e sb b e e e bbeeessneesneeeennneeanes 46

Resim 4. 9 aylik DTR gruplarina ait doku orneklerinin 151tk mikroskobu altinda

o0 81411022 L PP 47
Resim 5. 9 aylik KNTR gruplarina ait transverse doku 0rnegi. .........ccocvevvenvennenne 47
Resim 6. 9 aylik KTR gruplarina ait transverse doku 0rnegi.........cccovvveeveeiieniieeninens 48
Resim 7. 9 aylik DTR gruplarina ait transverse doku 6rnegi..........cccevvvveieeniennnnne 48
Resim 8. 3 aylik gruplara ait PAS 1eaksiyonu. ........ccccevviviiiiiniiiinieneec e 49
Resim 9. 6 aylik gruplara ait PAS reakSiyONnU. .........cccoeiiriiiiiienineic e 50
Resim 10. 9 aylik gruplara ait PAS reaksiyonu. ..........ccccooviiieiiiiiicniiiiec e 51

Resim11.3 ve 9 ayllk KNTR gruplarina ait doku Orneginin COXIV
IMMUNOhiStoKIMYa bOYAMASI. ...cvvviiiiiiiiiiicec e 65

Resim 12. 3 ve 9 aylik KTR gruplarina ait doku 6rneginin COXIV immiinohistokimya
[oT0) 1 0 ] TP UPRTOUPRTPPROPPN 66

Resim13.3 ve 9 aylilk DNTR gruplarina ait doku Orneginin COXIV
IMMUNOhiStOKIMYa BOYAMASI. ...cvviiiiiiiiiii e 67

Resim 14. 3 ve 9 aylik DTR gruplarina ait doku 6rneginin COXIV immiinohistokimya
[oT0) 1 0 ] TP UPPTOUPRRPPPRPPPN 68

xii



TABLOLAR LISTESI

Tablo 1. Calismada kullanilan demirbas cihazlar ...............ccocoveeiiiiii i, 39

Tablo 2. Doku takibi basamaKIare .........oeeeeeieeeeeeee et e e e e e 41

Xiii



OZET

S5XFAD Alzheimer Hayvan Modelinde Prenatal ve Laktasyon Doneminde

Verilen Noronal Membran Prekiirsorlerinin Iskelet Kas1 Uzerine Etkileri

Bu calismada, Alzheimer hastaliinda (AH) destekleyici diyetin iskelet kasi
dokusundaki  yapisal ve  metabolik  degisikliklerin  histopatolojik  ve
immiinohistokimyasal yoOntemlerle degerlendirilmesi amaclanmigtir. Prenatal ve
laktasyon doneminde UMP, kolin ve balik yagi kombine diyetle beslenen SxFAD
Alzheimer modeli fareler (toplam n=36) 3, 6, 9 aylik olacak sekilde 4 gruba ayrildi:
KNTR (kontrol non-transgenik, n=9), KTR (kontrol transgenik, n=9), DTR (Deney
non-transgenik, n=9) ve DTR (Deney transgenik, n=9) ayrildi. Deney sonucunda
farelerden elde edilen musculus gastrocnemius (m. gastrocnemius) dokulari,
Hematoksilen- eosin (H&E) ve Periyodik Asit Schiff (PAS) boyamalar ile
histopatolojik, Sitokrom ¢ oksidaz (COXIV) antikoru ile immiinohistokimyasal olarak
degerlendirilmistir.  KTR gruplarinda kas dejenerasyonu ve atrofi kaynakli
histopatolojik skor en yiiksek bulunurken kas lifi ¢aplar1 diger gruplara kiyasla en
diisiik olarak ol¢iilmiistiir. Destekleyici diyetin uygulandig1 deney gruplarinda ise kas
lifi capinda artis gozlenmistir. PAS reaksiyonlariyla degerlendirilen glikojen igerigi
acisindan tiim yas gruplarinda destekleyici diyet uygulanan gruplarda glikojen birikimi
kontrol gruplarina gore daha yliksek bulunmustur. Mitokondriyal aktivite ve
yogunlugu yansitan COXIV ekspresyonu, KTR grubunda yaslanmayla birlikte
azalma; destekleyici diyet uygulanan DNTR ve DTR gruplarinda ise artis gostermistir.
Ozellikle DTR grubunda, artan yas ve Alzheimer patolojisine ragmen COXIV
diizeyleri yiiksek seyretmistir. Bu calisma ile destekleyici diyetin, AH siirecinde
iskelet kasinda meydana gelen yapisal ve metabolik bozulmalari hafifletici, koruyucu

ve 1yilestirici etkilere sahip olabilecegi gdsterilmistir.

Anahtar Sézciikler: Alzheimer hastalig1 (AH), Mitokondriyal fonksiyon, Iskelet kasi,

Noronal membran prekiirsorleri, iskelet kas1 morfolojisi



ABSTRACT

Effects of Neuronal Membrane Precursors Administered During Prenatal and
Lactation Periods on Skeletal Muscle in the 5XFAD Alzheimer's Animal Model

This study aimed to evaluate the structural and metabolic alterations in skeletal muscle
tissue in Alzheimer's disease (AD) using histopathological and immunohistochemical
methods, and to assess the potential effects of a supportive diet. A total of 36 5XFAD
transgenic mice, an established AD model, were fed a combined diet containing
uridine monophosphate (UMP), choline, and fish oil during the prenatal and lactation
periods. The animals were divided into four groups at 3, 6, and 9 months of age: KNTR
(control non-transgenic, n=9), KTR (control transgenic, n=9), DNTR (diet non-
transgenic, n=9), and DTR (diet transgenic, n=9). Histological analysis of m.
gastrocnemius tissues (H&E and PAS staining) and COXIV immunohistochemistry
revealed that KTR mice showed the most severe muscle degeneration and atrophy,
with the smallest fiber diameters. In contrast, diet-treated groups showed increased
fiber diameter and glycogen content. COXIV expression decreased with age in the
KTR group but increased in DNTR and DTR groups, remaining high in DTR mice
despite aging and AD pathology. These findings suggest that a supportive diet may
exert protective, restorative, and mitigating effects against structural and metabolic
impairments in skeletal muscle associated with AD.

Keywords: Alzheimer’s disease (AD), Mitochondrial function, Skeletal muscle,

Neuronal membrane precursors, Morphology of skeletal muscle



1 GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastaligi (AH), amiloid B (AP) birikimi, norofibriler yumak (NFY)
olusumu ve progresif sinaptik dejenerasyon ile karakterize, yaygin goriilen bir
norodejeneratif hastaliktir (1). AH'nin patofizyolojisi uzun siiredir yalnizca merkezi
sinir sistemi (MSS) ile iliskilendirilse de, son yillarda yapilan ¢alismalar, hastaligin
iskelet kas1 gibi periferik dokularda da metabolik ve yapisal degisikliklere yol actigini
ortaya koymustur (2).

Iskelet kasi yaslanma siireciyle birlikte kiitle, giic ve fonksiyon kaybia
ugrayabilir. Bu durum sarkopeni olarak tanimlanmakta ve 2016 yilindan itibaren
Diinya Saglik Orgiitii tarafindan ICD-10 (M62.84) kodu ile tibbi hastalik olarak kabul
edilmektedir (3). Sarkopeni yalnizca fiziksel kapasiteyi azaltmakla kalmaz, ayni
zamanda biligsel islevlerle de yakindan iliskilidir. Nitekim son yillarda yapilan klinik
ve deneysel ¢aligmalar, sarkopeni ile biligsel gerileme ve AH arasinda ¢ift yonli bir

iligki olabilecegini diisiindiirmektedir (4-6).

Yaslanmayla birlikte mitokondriyal biyogenez, mitofaji ve mitokondriyal
dinamiklerde (flizyon-fisyon) meydana gelen islev kaybi, hiicresel enerji dengesini
bozarak reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikimine ve oksidatif stresin artmasina
neden olur (7). Bu siire¢, hem iskelet kas1 hiicrelerinde hem de motor ndronlarda
apoptoza yol acarak kas dejenerasyonu ve fonksiyon kaybi ile sonucglanabilir. Bu
baglamda, mitokondriyal disfonksiyonun sarkopeninin patogenezinde merkezi bir rol

oynadig diistiniilmektedir (8,9)

AH'nin erken evrelerinden itibaren tanimlanan mitokondriyal bozulmalar, enerji
metabolizmasindaki aksakliklar ve sinaptik zar sentezindeki yetersizliklerin, yalnizca
norolojik degil, aynm1 zamanda periferal doku fonksiyonlarimi da etkiledigi
gosterilmistir (9,10). Iskelet kasi, hem glikojen metabolizmasinda hem de
mitokondriyal aktivitede temel rol oynayan bir dokudur. Bu metabolik siire¢lerdeki
bozulmalar, kas hiicresinin enerji liretim kapasitesini azaltarak atrofi ve disfonksiyona

yol agmaktadir.



Kennedy dongiisii araciligiyla fosfolipid sentezinde gorev alan kolin, DHA ve
uridin monofosfat (UMP) gibi molekiiller, sinaptik zar biitiinliigiiniin korunmasinda
ve yeni sinaps olusumunda 6nemli rol oynamaktadir (11). Bu bilesiklerin yalnizca sinir
sistemi tlizerinde degil, ayn1 zamanda iskelet kas1 dokusunda da hiicresel biitiinliik,
protein sentezi ve enerji metabolizmasini destekleyici etkileri oldugu gosterilmistir
(12-14). Literatiirde, bu néronal membran prekiirsorlerinin iskelet kasi tizerindeki
yapisal ve metabolik etkilerine dair siirl sayida ¢alisma bulunmakta olup, 6zellikle
glikojen metabolizmasi tlizerindeki etkileri biiylik 6l¢iide agikliga kavusturulmamastir.
Glikojenin sentez ve yikiminda gorevli enzimlerin regiilasyonundaki bozulmalar, kas

hiicresinin enerji dengesini dogrudan etkilemektedir (15).

Bu bilgiler kapsaminda bu caligsma, sarkopeni ile AH arasindaki iligskiyi ve bu
iligkinin iskelet kasi1 lizerindeki etkilerini arastirmayi amaglamaktadir. Bu dogrultuda,
prenatal ve laktasyon doneminde UMP, kolin ve balik yagi ile beslenen 5xFAD
farelerde uygulanan diyetin m. gastrocnemius lizerindeki etkileri histopatolojik ve

immiinohistokimyasal olarak degerlendirilecektir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Alzheimer Hastahgi

Demans, giinlik yasam aktivitelerini etkileyen biligsel yetilerde belirgin bir
diisiisti tanimlamak i¢in kullanilan genel bir terimdir. 65 yas iistii bireylerde goriilen
demans vakalarinin en az ticte ikisi Alzheimer hastaligina baghdir. AH, 6zellikle
hipokampus ve korteks bolgelerinde geri doniisii olmayan noronal kayipla karakterize,
sinsi baglangi¢li nérodejeneratif bir hastaliktir. Bu siireg, bilissel islevlerde ilerleyici
bozulmalara yol acarak hafiza, anlama, diisiinme, dil, dikkat, akil yliriitme, yargilama
ve glinliik yasam aktivitelerinde belirgin kayiplara neden olur. AH dogrudan 6liime
neden olmasa da, bireyleri diger tibbi komplikasyonlara karsi Onemli o&lgiide

savunmasiz hale getirerek 6liim riskini artirmaktadir (16,17).

2.1.1 Alzheimer hastahg tarihcesi

Demans, insanlik tarihinde kavramsallastirilmadan g¢ok Once var olan bir
durumdur. M.O. 2000°li yillarda yasamis eski Misirhilar, yaslanma ile birlikte
bireylerin hafizalarinda zayiflama meydana geldigini gozlemlemis ve bu durumu ilk
kez yazili kaynaklarina yansitmislardir (18). Ancak bu bilissel gerileme hali, modern
tipta ancak 20. ylizyilin baslarinda bilimsel olarak tanimlanmistir. Alois Alzheimer,
1901 yilinda diger hastalarindan farkli semptomatolojiye sahip olan hafiza kaybi, dil
problemleri, kafa karisiklig1 ve davranig bozukluklar: gibi belirtiler gosteren bir hastasi
tizerinde calismaya baglamistir. Hastanin 6liimiinden sonra beyin otopsisi yapmis,
noritik plaklar ve norofibriler yumaklari tespit etmistir (Sekil 1). 1906 yilinda Alman
psikiyatrist ve noropatolog Alzheimer, 51 yasindaki Auguste Deter isimli hastasinin
6limiinden sonra beyninde yaptig1 histopatolojik incelemeler sonucunda, giiniimiizde
AH olarak bilinen ndrodejeneratif bir bozuklugu tanimlamistir. AH, adin1 Alman

psikiyatrist ve ndropatolog Alois Alzheimer'dan almistir (1,19).
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Sekil 1. Auguste D.’ye ait histolojik preparat ¢izimleri (20)

Bu gorseller, hastaligin ileri evresi (8. evre) ve terminal donemini (9. evre) temsil

etmektedir.

2.1.2 Alzheimer hastalig1 epidemiyolojisi

Diinya genelinde demans hastalarinin sayisinin yiizyilin ortasmna kadar 152
milyona ulagmas1 6ngoriilmektedir ve en biiyiik artisin diisiik ve orta gelirli iilkelerde
gerceklesmesi beklenmektedir (21). 2020 AH ile ilgili veriler dogrultusunda, 65 yas
ve lzeri AH sayisinin Amerika'da 5.8 milyondan 13.8 milyona c¢ikabilecegi
ongoriilmektedir (22). Son birka¢ on yilda Japonya ve Cin’de gergeklestirilen toplum
temelli arastirmalarda AH prevalansinda belirgin bir artis gézlemlenmistir (23,24).
Ozellikle, kadinlarda yasa 6zgii kiiresel prevalansim erkeklerden 1.17 kat daha fazla
oldugu ve kadmlarin yasa gore diizeltilmis 6lim oraninin da erkeklerden ytiksek
oldugu goriilmiistiir. Bu durum, kadinlarin daha uzun yasam siiresine sahip olmasinin
tek belirleyici faktdr olmadigini diisiindiirmektedir. Buna ek olarak, 2000 yilindan
2018 yilna kadar AH’ye bagh oliimler %146.2 oraninda artmis ve Alzheimer,



Amerika'daki yasli niifus arasinda besinci en biiyiik 61iim nedeni haline gelmistir (22).
Tiirkiye’de ise AH’nin yaygmlhigina iliskin ulusal diizeyde yapilan caligmalar
sinirlidir.  Ancak, mevcut tahminler yaklasik 600 bin kisinin bu hastaliktan

etkilendigini gostermektedir (25).

AH’ye baglhi Olim oranlari, 2000 yilindan bu yana belirgin bir artig
gostermektedir. Ozellikle 65 yas ve iizerindeki bireylerde, AH’ye bagli mortalite
oranlarmin yagla birlikte ¢arpici bigimde yiikseldigi bildirilmistir (26). Yapilan
arastirmalara gore, 65 yas ve lizerindeki bireyler, AH tanis1 aldiktan sonra ortalama
olarak 4 ila 8 yil arasinda yagsamlarin siirdiirebilmektedir. Ancak bazi bireylerde bu
stire 20 yila kadar uzayabilmektedir (27). Bu durum, hastaligin genellikle yavas
seyreden, sinsi baglangi¢li ve uzun siireli bir ilerleyis gosterdigini ortaya koymaktadir.
Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri verilerine gore, 2017 yilinda 121.404 kisi
AH nedeniyle hayatin1 kaybetmistir (26).

2.1.3 Alzheimer hastalig etiyolojisi

AH, bir¢ok bilinen risk faktori ile iligkili multifaktoriyel bir hastaliktir. En 6nemli
risk faktorii yastir ve ilerleyen yas, hastaligin en temel belirleyicisi olarak kabul
edilmektedir. AH’nin prevalansi, 65 yasindan itibaren her 5 yilda bir yaklagik iki kat
artmaktadir. 65 yas altindaki bireylerde AH insidans1 daha belirsiz olmakla birlikte,
mevcut tahminler bu yas grubunun tiim Alzheimer vakalariin yalnizca yaklasik
%3’inl olusturdugunu gostermektedir (28). Toplam vaka sayisi yaslanan niifusla
birlikte artis gosterse de, bazi iilkelerde belirli yas gruplarindaki hastalik insidansinda

azalma egilimi gozlemlenmistir (29,30).
AH, baslangi¢ yasina ve kalitsal olup olmamasina gére siniflandirilabilir.
e Erken baslangicli Alzheimer hastalifi (EBAH), 65 yasindan once ortaya ¢ikar.

e Geg baglangicli Alzheimer hastaligt (GBAH) ise tiim vakalarin %95’ inden

fazlasini olusturur ve 65 yasindan sonra goriiliir (31).



Ailesel Alzheimer hastalig1 (fAH), genellikle otozomal dominant sekilde aktarilan
Mendeliyen kalitim gosterir. Buna karsin, sporadik AH belirgin bir ailesel baglanti
gostermez (32). EBAH vakalarinin neredeyse tamami ailesel kokenlidir ve siklikla
amiloid prekiirsor protein (APP), presenilin 1 (PSEN1) veya presenilin 2 (PSEN2)
genlerindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Ote yandan, GBAH vakalariimn
biiyiik cogunlugu sporadiktir. Ancak hem EBAH hem de GBAH’da genetik faktorlerin
etkili oldugu bilinmektedir. Ornegin, Trizomi 21 (Down sendromu), EBAH ile iliskili
bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir (33).

Son yillarda yapilan genom c¢apinda iliskilendirme ¢alismalar1 ve genetik dizileme
analizleri, toplamda 20’den fazla risk lokusu tanimlamis ve bu lokuslarin sporadik
vakalarin gelisiminde rol oynadigi gosterilmistir. Ancak bu ilerlemelere ragmen,
sporadik Alzheimer vakalarinin biliyik kisminda hala net bir genetik neden

belirlenemememistir (34).

2.1.3.1 AB oncii proteini (APP)

APP, otozomal dominant mutasyonlarin AH’ye neden oldugu gosterilen ilk
gendir. APP, beyinde biriken amiloid plaklarin ana bileseni olan AP peptidinin
onctisiidiir. 1991 yilinda John Hardy ve ekibi tarafindan APP genindeki mutasyonlarin
tanimlanmasi, amiloid kaskad1 hipotezi’nin ortaya atilmasina zemin hazirlamigtir (35).
Bu hipoteze gore, AB'nin patolojik birikimi ndronal disfonksiyona ve hiicre 6liimiine
yol agan zincirleme olaylarn tetiklemekte, bu da hastalifin gelisimini baglatmaktadir
(36).

Glinlimiizde APP geninde tanimlanmis 50’den fazla patojenik mutasyon
bulunmaktadir. Bu mutasyonlar, fAH vakalarinin yaklasik %10 unu olusturmaktadir.
Cogu mutasyonun, Ozellikle AP42 iiretimini artirarak veya AP42: AP40 oranim
bozarak amiloid agregasyonunu tetikledigi bildirilmistir. Buna ek olarak, oldukca
nadir durumlarda APP geninin duplikasyonu veya promotor bolgesindeki mutasyonlar

da AH ile iliskilendirilmistir (37).



2.1.3.2 Presenilinler

PSEN1 ve PSEN2 genleri, APP’nin par¢alanmasinda gorev alan y-sekretaz enzim
kompleksinin katalitik alt birimlerini kodlamaktadir (38). Bu genlerdeki mutasyonlar,
otozomal dominant kalitimla aktarilan AH’ye neden olmaktadir. Ozellikle PSEN1
mutasyonlari, EBAH’1n en yaygin Mendelyan genetik nedenlerinden biri olarak kabul
edilmekte ve bu varyantlarin EBAH vakalarinin yaklasik %30-50’sini olusturdugu
tahmin edilmektedir (39). PSEN1 mutasyonlari, genellikle 30 ila 50 yas arasinda
baslayan, hizli ilerleyici bir klinik tablo ile iligkilidir. Bu mutasyonlara sahip bireylerde
penetrans oldukga yiiksektir ve semptom baslangi¢ yast cogunlukla ailesel dykii ile
paralellik gostermektedir. Ayrica bazi PSEN1 mutasyonlarinin, konviilsiyonlar,
spastisite ve serebellar belirtiler gibi atipik klinik bulgular ile de iliskili oldugu
bildirilmistir (40,41). Buna karsilik, PSEN2 mutasyonlar1 daha nadir goriilir ve
genellikle daha ileri yasta baslayan, daha yavas ilerleyen ve klinik olarak daha
degisken seyreden EBAH vakalariyla iligkilidir. PSEN2 mutasyonlarinin penetransi
PSEN1’e kiyasla diisiiktiir ve ayni aile i¢inde dahi belirgin fenotipik farkliliklar
gozlenebilmektedir (42). Her iki genin mutasyonlar1 da AP42 iiretiminde artisa yol
acarak, A birikimini tetikler ve AH patogenezinde merkezi rol oynar. Ancak PSEN1
mutasyonlart genellikle daha agresif ve erken baslangicli bir hastalik siireci ile

iligkilidir (43,44).

2.1.3.3 Inflamasyon ve degistirilebilir risk faktérleri

Sporadik AH, genetik yatkinlik ve ¢evresel etmenlerin karmasik etkilesiminden
kaynaklanmaktadir. Bu baglamda, beyin hipoperfiizyonu ve noroinflamasyon,
hastaligin gelisiminde rol oynayan en yaygin mekanizmalar arasinda yer almaktadir
(45,46). Travma, sepsis ve sistemik enfeksiyonlar gibi durumlar, merkezi sinir
sisteminde (MSS) inflamatuar yanitlar tetikleyerek hem kisa hem de uzun vadede
bilissel bozulmalara neden olabilmektedir (47,48). Travmatik beyin hasarlari ve hatta
yash bireylerde goriilen kalca kiriklar1 gibi periferik travmalarin dahi demans

gelisimiyle iliskili oldugu bildirilmektedir (49,50).



Inflamatuar siireclerin AH patogenezindeki rolii, son yillarda &zellikle sitokin
diizeyleri iizerinden detayli olarak arastirilmistir. Interldkin-6 (IL-6) gibi
proinflamatuar belirteglerin yliksek diizeyde bulunmasi, hem Alzheimer hem de
vaskiiler demans riskiyle anlamli diizeyde iliskilidir (51). Alzheimer hastalarinin beyin
dokularinda, aktiflesmis mikroglia ve astroglia hiicrelerinin amiloid plaklar ve
norofibriler yumaklarin ¢evresinde yogunlastigi gozlemlenmektedir. Bu durum,
noroenflamasyonun hastalik patogenezindeki belirgin roliinii ortaya koymaktadir (52).
Ayrica bu inflamasyon belirteclerinin yliksek diizeyleri, daha hizli biligsel gerileme ile

iliskilendirilmistir (53).

Buna paralel olarak, degistirilebilir risk faktorleri {izerine yapilan ¢alismalar da
dikkat ¢ekicidir. Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH), yalnizca vaskiiler demansa degil,
ayni zamanda AH'ye de zemin hazirlayan énemli bir risk faktoriidiir. Hipertansiyon,
ateroskleroz ve inme gibi KVH bilesenleri, beyin kan akimini etkileyerek
norodejeneratif siiregleri hizlandirabilir. Bu nedenle, KVH giiniimiizde dnlenebilir bir

risk faktorii olarak degerlendirilmektedir (54).

Obezite ve tip 2 diyabet de AH agisindan gii¢lii birer risk etmeni olarak
tanimlanmaktadir. Obezite, insiilin direncini artirarak glukoz metabolizmasini bozar
ve bu durum kronik hiperglisemiye neden olur. Uzun siireli hiperglisemi, AP
birikimini ve noroenflamasyonu tesvik ederek biligssel bozulmalar1 hizlandirabilir.
Ayrica obezite, proinflamatuar sitokinlerin salinimin1 uyararak AH riskini daha da
artirmaktadir (55). Bunlara ek olarak, AH ile iliskilendirilen diger potansiyel risk
faktorleri arasinda: Travmatik beyin yaralanmalari, depresyon, serebrovaskiiler
hastaliklar, ileri ebeveyn yasi, sigara kullanimi, yliksek homosistein diizeyleri, ailede
demans dykiisii ve APOE &4 aleli tasiyiciligi yer almaktadir. Ozellikle birinci derece
akrabasinda AH bulunan bireylerde, hastalik riski genel popiilasyona gore %10-30
oraninda artmaktadir. iki veya daha fazla kardesi gec baslangicli AH tanisi almis
bireylerde ise bu risk yaklagik 3 katina ¢gikmaktadir (56).
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2.1.4 Alzheimer hastalhig patofizyolojisi

AH patofizyolojisi, mikroskobik diizeyde ii¢ temel néropatolojik bulgu ile

karakterize edilir:

e AP proteininden olusan hiicre dis1 plaklar,
e  Hiicre i¢i norofibriler yumaklar (NFY),

e ilerlemis ndronal dejenerasyon.

\&///
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disfonksiyon

Tau

hiperfosforilasyonu

Sekil 2. AH patofizyolojisinin sematik gosterimi.

(Gorsel BioRender.com kullanilarak olusturulmustur.)

Plaklar ve NFY’ler normal yaslanma siirecinde veya bazi diger ndrodejeneratif
hastaliklarda da gozlemlenmektedir. Dolayisiyla bu yapilar yalnizca Alzheimer
hastaligina 6zgii olmamakla birlikte, hastaligin tanisal stirecinde karakteristik patolojik

bulgular arasinda yer alirlar. Giincel teoriler, AH gelisimini esas olarak amiloid 6nciil
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proteini (APP) ve tau proteini metabolizmasindaki bozukluklara dayandirmaktadir

(57). Patofizyolojik siirecte 6ne ¢ikan mekanizmalar arasinda:

e AP plaklarimin hiicre dis1 birikimi,
e Tau proteinine bagli NFY lerin hiicre i¢inde birikmesi,
e  Oksidatif stres kaynakli noronal hasar,

e Glial aktivasyon ve enflamatuar yanitlar gibi c¢esitli biyolojik olaylar yer

almaktadir (Sekil 2).

Amiloid plaklar, APP’nin B- ve y-sekretazlar tarafindan parcalanmasi sonucu
olusan 40 veya 42 amino asit uzunlugundaki AP peptidlerinden olusur. Ozellikle
AP42, daha agregatif ve toksik 6zellik gdstererek ilerleyici birikim ve plak olusumuna
neden olur (58). Bu birikimler, beyinde sinaptik iletimi bozarak néronal fonksiyonlari
etkiler. Alzheimer hastalarinda bu patolojik degisiklikler siklikla bazal 6n beyin ve
neokorteks bolgelerinde yogunlasmakta ve kolinerjik noronlarin kaybi ile birlikte
ilerlemektedir (33,59). Bu patolojik bulgulara dayanarak iki énemli patofizyolojik

hipotez onerilmistir:

2.1.4.1 Kolinerjik hipotez

1970’11 yillarda, neokortikal ve presinaptik kolinerjik islev bozukluklarinin,
asetilkolin (ACh) sentezinden sorumlu olan kolin asetiltransferaz (ChAT) enzimiyle
iligkili oldugu bildirilmistir. ACh'nin 6grenme ve hafiza gibi bilissel islevlerdeki kritik
rolii nedeniyle, AH i¢in kolinerjik hipotez gelistirilmistir. ACh, kolin ve asetil-
koenzim A’dan ChAT enzimi araciligiyla sentezlenir ve sinaptik vezikiillere taginarak
salmir (Sekil 3). Beyinde ACh; hafiza, dikkat, duyusal bilgi isleme ve 6grenme gibi
islevlerde 6nemli rol oynar. Kolinerjik ndronlarin hasari, AH'de biligsel bozulma ve
hafiza kaybina yol acar. AP birikimi, kolin alimmi ve ACh salinimini azaltarak
kolinerjik iletisimi bozar. Ayrica, AP oligomerlerinin ndrotoksisitesi ve AChE ile AP

arasindaki etkilesimlerin sinaps kaybina katkida bulundugu gosterilmistir (60).
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Bununla birlikte, nikotinik ve muskarinik ACh reseptorlerinin azalmasi ve
eksitator amino asit sistemindeki bozulmalar da hastaligin ilerlemesini etkiler.
Ozellikle glutamat diizeyinin ve D-aspartat alimmin AH beyinlerinde azaldif tespit
edilmistir. Ayrica, skopolamin gibi kolinerjik reseptér antagonistlerinin amneziye
neden oldugu ve bu etkinin ACh iiretimini artiran maddelerle geri ¢evrilebildigi

gosterilmistir (61).

presynaptic cell

J ACh- \
transporter/\ \ Na
R @ AChe _ Cholin
il o *% 7o Na .
CRARY Cholintransporter
W\ °* :' /4 ChAT Cht1
N2 Cholin
4 :
— Acetyl COA
Ry Cholin
2 ACH esterase e

T B actic-acid

ACh-receptors

postsynaptic cell

Sekil 3. Ach’nin presinaptik ve postsinaptik sinir terminalleri arasindaki sentez ve
tasinma yolu (61)

2.1.4.2 Amiloid hipotezi

Uzun stiredir, MSS’de anormal A birikiminin demans ile gii¢lii sekilde iliskili
oldugu bilinmektedir. Bu durum, amiloid hipotezinin ortaya c¢ikmasima neden
olmustur. Glinlimiizde oOzellikle kalitsal AH vakalarinda en ¢ok kabul gdren

aciklamalardan biri bu hipotezdir.

13



Amiloid hipotezine gore, APP, - ve y-sekretaz enzimleriyle pargalanir (Sekil 4).
Bu pargalanma sonucunda olusan AP peptitleri, normalde zararsizdir; ancak 6zellikle
AB42 formunun yikimi yasla birlikte azalir ve bu peptit beyinde birikmeye baslar.
AP42, amiloid fibrillerinin olusumuna ve noronlara toksik etki gelismesine daha
yatkindir. AB42 seviyesindeki artis, AB40 ile birlikte birikerek AB42/AB40 oranini
yiikseltir ve bu da amiloid agregasyonu ve plak olusumunu hizlandirir (62). Bu siireg,
norotoksisiteyi artirir, tau proteinlerinin patolojik degisimine yol acar ve sonunda
ndronal hiicre 6liimii ile norodejenerasyon gelisir. Ayrica, APP, PSEN1 ve PSEN2
genlerindeki mutasyonlar ve diger risk faktorleri de AP metabolizmasini bozarak, Af

birikimini artirmakta ve hastaligin ilerlemesini hizlandirmaktadir (63,64).

A AB peptide AR peptide aApp
AB Aggregates Oligomers  Monomers
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A (IS y .
Y—Secretasew‘ """'g.'»",-,-“-‘-‘. ““““
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B AB peptide
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AB Plaque

Sekil 4. AP plaklarinin olusum modeli (64)
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2.2 lIskelet Kasinin Histolojik Yapisi ve Hiicresel Ozellikleri

Iskelet kasi, silindirik bicimli kas liflerinden olusur. Her bir kas lifi aslinda tek bir
hiicre olup alisilmadik derecede biiylik boyutlara ulasir (cap1 ~10—100 pm, uzunlugu
bazi kaslarda 30 cm’ye kadar) ve birden ¢ok ¢ekirdek igerir. Embriyonik donemde ¢ok
sayida miyoblastin birlesmesi ile olustugundan bu hiicreler ¢ok ¢ekirdekli senkisyum
yapidadir (65). Cekirdekler olgun iskelet kasi liflerinde hiicrenin periferinde, hemen
sarkolemma altinda dizilirler. Kas liflerinin etrafi bag dokusu katmanlar1 ile sarilidir:
Her bir lifi ince gevsek bag dokusu olan endomisyum kusatirken, lif demetleri
(fasikiiller) daha kalin bir bag doku kilifi olan perimisyum ile ¢evrilidir; tim kas ise
dista saglam kollajen liflerden zengin bir epimisyum tabakasi ile sarilir. Bu bag doku
tabakalari, kas i¢indeki kilcal damarlar ve sinir liflerini de icererek kas liflerine destek
ve beslenme saglar. Ayrica, tendon kollajenleriyle biitiinleserek kas tarafindan tiretilen
gerimin (kasilma kuvvetinin) tendona ve oradan kemige iletilmesini miimkiin kilarlar.
Boylece kas i¢i mikroskobik kuvvet, makroskopik hareketlere doniistiiriiliir. Kas
lifinin sitoplazmasi1 (sarkoplazma), lif boyunca uzanan yiizlerce miyofibril igerir;
miyofibrillerin diizenli ve tekrar eden dizilimi, 151k mikroskobunda kas hiicresinin
enine banth (¢izgili) goriinlimiinii olusturur. Her bir miyofibril, u¢ uca eklenmis
binlerce kontraktil alt birimden yani sarkomerlerden olusur. Sarkomer, bir miyofibril
icinde iki komsu Z c¢izgisi arasindaki segment olarak tanimlanir. Sarkomer yapisi,
kalin ve ince miyofilamentlerin 6zel diziliminden kaynaklanan karakteristik bantlagma
ile ayirt edilir. Z cizgileri, sarkomerin her iki sinirinda yer alir ve ince filamentlerin
(aktin filamanlarinin) baglanma bolgesidir; bu bolgede aktin filamanlar1 a-aktinin
proteini aracihigiyla Z ¢izgisine tutunur. ince filamentler esas olarak aktin proteininden
olusur ve lizerlerinde diizenleyici proteinler olan tropomyozin ve troponin
komplekslerini tagir. Kalin filamentler ise ¢ok sayida miyozin molekiiliiniin
demetlenmesiyle olusur ve sarkomerin merkezinde yer alir. Kalin filamentlerin
ortasinda, sarkomerin tam merkezinde M ¢izgisi bulunur; burada miyozin filamanlari
myomezin gibi proteinler araciligiyla birbirine baglanarak sabitlenir. A bandi
(anizotropik bant) sarkomerin koyu bandidir ve kalin miyozin filamentlerinin tam
boyunu igerir; bu bolgede kalin ve ince filamentler kismen {iist iiste binmistir. I bandi

(izotropik bant) ise acik renkli band olup yalnizca ince aktin filamentlerini igerir; bir I
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bandi, iki komsu sarkomere ait aktin filamentlerinin Z c¢izgisine kadar uzanan ug
kisimlarii kapsar. H bandi, A bandinin ortasinda yer alan ve sadece kalin filamentlerin
bulundugu daha agik bir bolgedir. I bandinin ortasindaki Z ¢izgisi ve A bandinin
ortasindaki M ¢izgisi, elektron mikroskobik diizeyde ayirt edilebilir 6zel yapilardir
(Sekil 5). Miyofibrillerdeki bu bantli diizen, kas lifi boyunca biitiin miyofibrillerin

hizalanmasi sayesinde 151k mikroskobunda da enine ¢izgilenme olarak goriiniir (66).

iskelet Kasi

0 Kas

hiicresi

Miyofibril
| IS | IS | —
1 Bandi ABandi  |gang

Z diski M gizgisi

ince filament Kalin filament
(aktin) (miyozin)

Sarkomer

Sekil 5. Iskelet kas1 sarkomeri goriintiisii (65)

Tiim iskelet kasi lifleri aym1 yapidaki sarkomer ve miyofibrilleri icermekle
birlikte, kasilma hizlar1 ve metabolik 6zellikleri bakimindan farkli lif tiplerine ayrilir.
Temel olarak yavas ve hizli olmak {izere iki ana kategori vardir. Tip I lifler (yavas
segiren yavas- oksidatif lifler) diisiik kasilma hiz1 fakat yiiksek direngli (ge¢ yorulan)
liflerdir. Kiigliik capli olup azami kuvvetleri daha diisliktiir ancak uzun siireli
kasilmalar1 siirdiirebilirler. Tip I lifler bol miktarda mitokondri ve kapiller damar
igerir, miyoglobin diizeyleri yiiksektir ve baslica enerji kaynagi olarak aerobik
oksidatif metabolizmaya dayanirlar. Bu nedenle kirmizi renkte goriiniirler (yiiksek
miyoglobin nedeniyle) ve yag asitlerinin oksidasyonu ile adenozin trifosfat (ATP)
tiretmekte etkindirler. Yorgunluga en dayanikli kas lifleri bunlardir; 6rnegin postiiriin

korunmasini saglayan derin sirt kaslarinda ve maraton kosusu gibi dayaniklilik
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gerektiren aktivitelerde baskin olarak Tip I lifler kullanilir. Tip II lifler ise hizl1 segiren
motor Uniteleri olustururlar ve daha hizli/kuvvetli kasilabilirler ancak ¢abuk yorulma
egilimindedirler. Tip II lifler kendi i¢inde enzimatik ve fizyolojik 6zelliklerine gore alt
gruplara ayrilir: Tip Ila ve Tip IIb Iif tipleri en iyl tanimlanmis olanlaridir. Tip Ila
lifler, hizli kasilan ancak Tip IIb’ye goére daha fazla dayaniklilik gosteren orta
biiyiikliikte liflerdir. Bu lifler, hem oksidatif hem de glikolitik metabolik yollar
kullanabilme kapasitesine sahiptir. Gorece yiiksek miyoglobin ve mitokondri igerikleri
sayesinde oksijenli solunumu etkin bir sekilde gergeklestirebilirken, ayn1 zamanda
belirgin diizeyde glikojen depolayarak anaerobik enerji iiretimine de katkida
bulunurlar. Bu nedenle orta diizeyde kuvvet ve dayaniklilik gerektiren aktivitelerde
(Or. yiirime, hizlanmali kosu veya bisiklet siirme) 6nemli rol oynarlar. Tip Ilb lifler
ise en hizli ve en yiiksek kuvvet {ireten lif tipidir. Caplar1 biiyiik olup ¢ok sayida
miyofibril igerirler; buna karsin mitokondri ve kapiller yogunlugu diisiiktiir. Enerji
tiretimini agirhikli olarak anaerobik glikolizden saglarlar, bu ylizden bol miktarda
glikojen depolarlar ve glikolitik enzim aktiviteleri yliksektir. Miyoglobin diizeyleri
diisiik oldugundan mikroskopta daha soluk (beyaz) goriiniirler. Hizla yorulan liflerdir;
kisa siireli fakat yiiksek gilic gerektiren aktivitelerde (sprint kosusu, agirlik kaldirma)
devreye girerler. Tip IIb lifler, hizli ATP hidrolizi yapabilen miyozin izoformlarina
sahip oldugundan hizl bir kasilma dongiisii saglar, ancak laktik asit birikimi ve enerji
rezervlerinin tiikenmesi ile ¢abuk gii¢ kaybeder. Insan iskelet kaslarmin ¢ogu, bu iig
lif tipini degisen oranlarda bir arada bulundurur. Histokimyasal olarak, Tip I ve Tip
ITa lifler yiliksek oksidatif enzim kapasitesine sahip olduklar1 i¢in mitokondri

yogunluklar1 daha fazladir; buna karsin Tip IIb lifler az mitokondri igerir (67).

2.3 AH ve Sarkopeni

Sarkopeni, yaglanmaya bagli iskelet kasi kiitlesi ve giiclinde azalma ile karakterize
edilen, fiziksel zayifligin énemli bir bilesenidir (68). Kas kiitlesindeki bu kayip,
fonksiyonel yetersizlik, diisme riski artis1 ve mobilite azalmasi gibi sonuglara yol
agmaktadir (69). Sarkopeni terimi, Yunanca “sarx” (et) ve “penia” (yoksulluk)
sozctklerinden tiiretilmis olup, ilk kez Rosenberg tarafindan yasla iliskili kas kaybin1

tanimlamak tizere kullanilmigtir (70). Yakin zamanda yeni bir ICD-10-MC kodu ile
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resmi olarak bir hastalik olarak da tanimlanmistir (3). Sarkopeni genellikle iki alt gruba
ayrilir: Primer sarkopeni, herhangi belirgin bir neden olmaksizin yaslanmaya bagl
olarak gelisir; sekonder sarkopeni ise inflamatuar hastaliklar, organ yetmezligi,
yetersiz beslenme veya fiziksel aktivite azligi gibi nedenlerle ortaya g¢ikar (71).
Sarkopeninin prevalansi c¢aligmalara gore degiskenlik gostermektedir: Toplumda
yasayan yasl bireylerde %1-29, uzun siireli bakim tesislerinde %14-33 ve hastane
ortaminda %10 civarindadir (72,73). Diinya Saglik Orgiitii (DSO), 2050 yilina kadar
diinya genelinde 60 yas iizeri birey sayisinin 2,1 milyara ulagacagini 6ngérmektedir.
Bu durum, 6nlimiizdeki birkag on yil i¢inde sarkopeni ile yasayan bireylerin sayisinda
dramatik bir artis olacagini gostermektedir (73). Artan yasla birlikte goriilen kas
fonksiyon kayb1 yalnizca fiziksel saglikla degil, biligsel islevlerle de iligkilidir. Son
yillarda yapilan klinik ve deneysel arastirmalar, sarkopeninin AH ve biligsel gerileme

ile baglantili olabilecegini gostermektedir (4—6,74).

Merkezi
cekirdeklenm

Kas lifi atrofisi / '

Artmis
interstisyel alan

Yasl Geng

Sekil 6. Yaglanmayla iligkili kas dokusundaki degisimlerin sematik temsili.

(Gorsel BioRender.com kullanilarak olusturulmustur.)

Yaglanma, iskelet kas1 fonksiyonunda azalmaya yol agarak kas kiitlesi, kalitesi ve

giiclinde ilerleyici bir kayba neden olur (Sekil 6). Zayif rejenerasyon kapasitesi, yaslt
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bireylerde disfonksiyonel iskelet kasinin 6nemli nedenlerinden biridir. Ekstraseliiler
matriks (ECM), iskelet kasinda doku c¢ergeve yapisini korur. Genellikle, iskelet
kasinda ti¢ ECM katmani bulunur: endomysium, perimisyum ve epimisyum (75,76).
ECM, kas agirliginin %10'una kadarini olusturur ve kolajenler, lamininler, fibronektin
ve proteoglikanlar1 olusturan glikozaminoglikanlar (GAG'ler) gibi glikoproteinlerden
meydana gelir. Kolajen ve proteoglikanlar arasindaki etkilesimler, ECM yapisinin ve
organizasyonunun korunmasini saglar (77,78). Calismalardan elde edilen veriler ECM
bilesenlerinin gen ekspresyonunun yasla birlikte azaldigini, ancak kolajen birikiminin

iskelet kasinda 6nemli 6l¢iide arttigini gostermistir (79).

AH’nin klinik belirtileri ortaya ¢ikmadan 6nceki donemde, hastaligin gelismedigi
bireylerle kiyaslandiginda, kilo kayb1 siirecinin daha erken basladigi ve daha hizli
seyrettigi bildirilmistir. Bu durum AH’nin preklinik asamasinda yalnizca MSS ile
sinirl kalmayip periferik sistemlerde de belirti verebilecegini diisiindiirmektedir (80).
AH teshisi konulmadan 6nce bireylerde goriilen kilo kaybinin, yagsiz kiitle kaybindan
kaynaklandig1 ve bu kaybin beyin hacmindeki kiigiilme ile iliskili oldugu kanitlarla
desteklenmistir (81). Sarkopeni, yasla birlikte goriilen yaygin bir kas kiitlesi kaybi
olgusu olarak yaslanmanin tipik bir belirtisidir. Ancak bazi ¢alismalar, AH tanis1 almig
bireylerde bu kas kaybinin, sarkopeni yasayan ancak bilissel olarak saglikli kalan
bireylerden daha erken basladigim1 ve daha siddetli seyrettigini ortaya koymustur
(82,83). Buna ek olarak, kas giiciinde azalma, yiirime bozukluklari ve postural
instabilite gibi anormal motor fonksiyonlarin, AH gelisimi i¢in Ongoriicii birer
biyobelirteg¢ olabilecegi ileri sitiriilmektedir (68,84). Kas giicii ve kas kiitlesi yasla
birlikte dogal olarak azalir. Yapilan ¢aligmalar, 40 yas civarinda kas giiciiniin zirve
seviyesinin yaklasik %16’sina diistliglinii, bu oranin 60 yas ve iizeri bireylerde %40°1
astigin1 gostermektedir (84). Benzer sekilde, kas kiitlesi 30 yasindan itibaren her on
yilda yaklasik %3—8 oraninda azalmakta ve bu siire¢ 60 yas sonrasi belirgin sekilde

hizlanmaktadir (85,86).

Sarkopeniye bagh fiziksel yetersizliklerin biligsel performansla baglantisi, son
yillarda dikkat ¢ekici bigimde arastirilmaktadir. Literatiirde, diisiik kas giici ve

azalmis ylirlime hiz1 gibi fiziksel belirteclerin, biligsel bozulma ve demans gelisimi ile
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iligkili olabilecegi gosterilmistir. Ancak iskelet kasi fonksiyonlarindaki bozulmanin
dogrudan bilissel performans iizerindeki etkisi hala tam olarak aydinlatilamamustir.
Biligsel gerilemenin altinda yatan nedenler arasinda kardiyovaskiiler hastaliklar,
diyabet, bobrek hastaliklar1, uyku bozukluklari, kronik inflamasyon, immiinosenesans
ve obezite yer almaktadir (86). Bu faktorlerin ¢ogu ayni zamanda sarkopeni ile de
iligkilidir. Oksidatif stres, insiilin direnci ve sistemik inflamasyon gibi ortak
patofizyolojik mekanizmalar, sarkopeni ile biligsel bozukluk arasinda ¢ift yonlii bir
iliski kurulabilecegini diisiindiirmektedir. Karmasik bir istemli davranis olan motor
fonksiyonun bozulmasi, yasli bireylerde bilissel gerilemenin, hafif biligsel bozuklugun
(HBB) ve AH’ye bagli demansin erken belirtilerinden biri olabilir (87-89). Bu
nedenle, kas saglig1 yalnizca fiziksel kapasite agisindan degil, ayn1 zamanda bilissel

durumun izlenmesi agisindan da 6énemli bir biyobelirte¢ olarak degerlendirilmelidir.

Istemli motor kontrol, hem motor hem de bilissel sistemler tarafindan desteklenen,
ortak noronal aglara dayanan bir siiregtir. Ozellikle prefrontal korteks, bazal
ganglionlar ve serebellum gibi yapilar hem yiriitiicti islevler hem de motor kontrol
acisindan kritik 6neme sahiptir. 2021 yilinda 1175 yash bireyin yer aldig1 prospektif
gozlemsel bir ¢alismada, baslangigta biligsel bozuklugu olmayan 914 katilimcinin
121’inde, HBB bulunan 261 katilimcinin ise 122’sinde takip stirecinde AH gelismistir.
Bu bulgular, HBB’nin AH’ye donlisme acisindan yliksek risk tasidigini ortaya
koymaktadir. Ayrica AH tanis1 alan katilimcilarin, daha ileri yasta olmalarmin yani
sira, belirgin diizeyde sarkopeniye sahip olduklart tespit edilmistir (90). Kas
kasilmasinin biligsel islevler {iizerindeki etkisi uzun siiredir arastirilmaktadir.
Egzersizin, bellek ve bilisle iliskili iki beyin bdlgesi olan prefrontal korteks ve
hipokampusta aktivite artisina neden oldugu gosterilmistir (91-93). Nitekim, fiziksel
olarak aktif yasli bireylerde biligsel gerileme ve demans riskinin daha diisiik oldugu
bildirilmistir (94). Norogoriintiileme calismalar1 da biligsel performans ile yiiriiyiis
kontrolii arasinda anlamli bir iliski oldugunu ortaya koymustur. Biligsel terapilerin
diismeleri 6nlemede etkili oldugu, yiiriime temelli miidahalelerin ise demans gelisme
riskini azaltabilecegi belirtilmistir. Bu kapsamda, bilissel bozuklugu olan bireylerin
kontrol grubuna kiyasla daha yavas yliriiylis hizina sahip oldugu gozlemlenmistir
(95,96). 8000°den fazla yasli bireyi iceren genis ¢apli bir kohort ¢aligmasinda, diisiik
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kas kiitlesine sahip bireylerde 3 yillik takip siiresince biligsel gerilemenin daha hizli
seyrettigi gosterilmistir (96). Sarkopeniye 6zgii iskelet kasi kiitlesi ve fonksiyon kaybi,
merkezi sinir sistemi iizerinde olumsuz etkiler yaratabilmekte ve bu durum bilissel
performansin azalmasina neden olabilmektedir. Epidemiyolojik ¢alismalar, sarkopeni
ve bilissel bozulma arasinda ortak patofizyolojik yollarin etkili olabilecegini
gostermektedir (68,97). Bu tiir ortak mekanizmalarin anlasilmasi, kas disfonksiyonu
ile biligsel gerileme arasindaki iligkiyi aydinlatmak ve farmakolojik olmayan

miidahale stratejilerini gelistirmek agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

2.4  AH’de Iskelet Kasinda Glikojen Metabolizmasi Degisiklikleri

Son c¢alismalar, sarkopenideki patolojik degisikliklerin baslica nedeninin iskelet
kas1 metabolizmasindaki degisiklikler oldugunu ve bu degisikliklerin dogrudan
protein ve glikojenin sentez ve yikimini ile enerji kullanimini etkiledigini, bunun da
kas lifi atrofisine, iskelet kas1 giiclinde azalmaya ve rejenerasyon bozukluguna yol
actigin1 6ne siirmektedir (98). AH baslica MSS’yi etkileyen bir norodejeneratif
bozukluk olsa da, son yillarda yapilan g¢alismalar hastaligin sistemik etkileri de
oldugunu gostermistir (15,99). Bunlarin arasinda iskelet kasi metabolizmasindaki
bozulmalar 6nemli bir yer tutar. AH’1i bireylerde iskelet kasi kiitlesinde azalma, enerji
metabolizmasinda diizensizlikler ve glikojen gibi yakit depolarmin kullaniminda
degisiklikler gdzlenmistir (15). Iskelet kasinda glikojen metabolizmasi, glikojenin
sentezini ve yikimini diizenleyen enzimlerin dengeli ¢alismasina dayanir. Bu enzimler
arasinda ozellikle glikojen sentaz (GS) ve glikojen fosforilaz (GP) kritik rol oynar.
AH’de bu enzimlerin aktivitesini etkileyebilecek birka¢ dolayli mekanizma

tanimlanmaistir:

Glikojen Sentaz: GS, insiilin sinyali ile aktif hale gelerek glikozun glikojene
depolanmasii saglar. AH’li bireylerde sik goriilen periferik insiilin direnci, GS
aktivasyonunu bozabilir (100). Insiilin direnci durumunda kas hiicreleri insiiline
gerektigi gibi yanit veremez ve bu da GS’nin fosforilasyon durumunu etkileyerek
aktivitesini azaltir. Ayrica AH patogenezinde merkezi bir rol oynayan Glikojen Sentaz

Kinaz-38 (GSK-3B) enzimi hiperaktif olabilmektedir. GSK-3B, adindan da
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anlasilacag tlizere glikojen sentazi inhibe eden bir kinazdir; AH’de artan GSK-3f3
aktivitesi, kas dokusunda GS’nin aktif formunu azaltarak glikojen sentezinin

diismesine yol acabilir. Bu durum kasin glikojen depolama kapasitesini olumsuz
etkiler (100,101).

Glikojen Fosforilaz: GP, kas aktivitesi sirasinda glikojeni glikoz-1-fosfata
parcalayarak enerji lretimine katki saglar. AH’de glikojen fosforilazin durumu
dogrudan arastirllmamis olsa da, kas dejenerasyonu ve enerji krizleri ortaminda
glikojen yikiminin diizeninin bozulabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle AH’ye eslik
eden kronik stres yanitlar1 ve katekolamin diizeylerindeki degisimler GP aktivitesini
etkileyebilir. Ornegin, yiiksek diizeydeki stres hormonlar1 kas glikojenolizini
tetikleyebilirken, uzun siireli kullanilmama (inaktivite) kasin glikojen yikim
kapasitesini azaltabilir. Dolayisiyla AH’I1 bireylerde glikojen mobilizasyonunun
uygun zamanda ger¢eklesmemesi ya da gereksiz yikimi gibi iki uclu problemler ortaya

cikabilir.

Iskelet kasi, viicudun en biiyiik glikojen deposu olmasi nedeniyle glikoz
homeostazinda kritik bir rol oynar. Normal kosullarda kas, glikojeni fiziksel aktivite
sirasinda enerji kaynagi olarak kullanir ve beslenme sonrasi insiilin etkisiyle yeniden
depolar. AH’de ise bu birikim ve mobilizasyon dengesi ¢esitli sinyallerin bozulmasiyla

etkilenir:

Glikojen Birikimi (Depolanmasi): AH’li bireylerde instilin sinyalinin zayiflamasi,
kasin yemek sonrasinda glikojen depolama yetenegini kisitlar. Saglikli geng bireylere
kiyasla yash insanlarda dinlenik kas glikojen depolarinin ~%60 daha diisiik oldugu
bildirilmektedir (102). Yaslanma ile ortaya ¢ikan bu azalma, AH’de daha da belirgin
olabilmektedir; ¢iinkii AH’li hastalarin ¢ogu ileri yasta olup ek risk faktorlerine
sahiptir. Insiilin, glikojen sentezini tetikleyen baslica hormondur ve AH’li hastalarin
%80’inden fazlasinda anormal glikoz toleranst veya Tip 2 diyabet bulunmasi, kasin
glikojen depolarmin siirekli diisiik seviyede kalmasina yol agabilir (103). Sonug
olarak, AH’li kaslarda glikojen birikimi yetersiz olabilir. Nitekim, Alzheimer’1 olan

transgenik fare modellerinde (3xTg-AD gibi) geng yaslardan itibaren periferik glikoz
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metabolizmasinda bozukluklar saptanmis; 3 aylik 3xTg-AD farelerin aclik kan sekeri
yiiksek, glukoz tolerans testinde kan sekeri egrisi kontrol farelere gore belirgin sekilde
bozulmus bulunmustur (103). Bu durum, kas ve diger dokularin glikozu

depolama/isleme kapasitesinin diisiik olduguna isaret eder.

Glikojen Mobilizasyonu (Yikimi): Egzersiz veya aclik gibi durumlarda kas
glikojenini glikoza parcalayarak kullanir. AH’li hastalarin bir kismi fiziksel olarak
inaktif oldugundan, kas glikojeninin mobilizasyonu da normalden farkli seyredebilir.
Sedanter yasam tarzi, kas glikojeninin uzun siire yiiksek kalmasina yol agabilir gibi
goriinse de paradoksal olarak insiilin direnci nedeniyle bu glikojenin kullanimi verimli
olmaz. Diger yandan, ileri evre AH’li bireylerde goriilen kilo kayb1 ve kas erimesi
(kaseksi), kas glikojen depolarinin da tilkenmesine yol agabilir (99). Hayvan
modelleri, bu ikilemi anlamada yardimci olmaktadir: 3xTg-AD farelerinde yas
ilerledik¢e kaslarda AP birikimi ve noromuskiiler hasar goriiliirken, istirahat
durumunda mitokondriyal ROS tiretiminde kayda deger bir artis olmamistir (104). Bu,
kasin hareketsizken belki de glikojenini ¢ok yakmadigini ancak yapisal olarak
bozuldugunu gosterir. Yani AH baglaminda kas glikojeni, “kullanilamayan bir enerji

rezervi” haline de gelebilir.

Insiilin: Glikojen metabolizmasinin baslica diizenleyici hormonu olan insiilin,
AH’de hem merkezi sinir sistemi hem de periferik dokularda direncgle karsilasir.
Insiilin direnci, kas hiicrelerinde sinyal yolaklarin1 (IRS-1, PI3K/Akt) zayiflatarak
glikojen sentezini engeller. Sonug olarak, ayn1 beslenme diizeyinde AH’li bir kisinin
kasi, saglikli birine kiyasla daha az glikojen depolar. Insiilin ayrica protein sentezi ve
kas kiitlesi i¢in de anabolik bir hormondur; sinyalinin bozulmasi, kaslarin hem yakat
depolama hem de onarim siire¢lerini negatif etkiler. Klinik veriler, AH ile insiilin
direnci arasindaki oOrtiismeye dikkat cekmektedir: AH’li bireylerin %80 ’inden
fazlasinda Tip 2 diyabet veya pre-diyabet bulunmaktadir (100,101). Bu birliktelik,
insiilinin roliinii vurgular niteliktedir. Insiilin direncinin beyinde amiloid birikimini ve
tau fosforilasyonunu artirdigi; periferde ise kas ve karacigerde glikojen dengesini

bozdugu gosterilmistir (101).
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AMP-aktive protein kinaz (AMPK): AMPK, hiicresel enerji sensoriidiir ve aktif
hale gectiginde glikoz alimini artirip glikojen sentezini baskilar. Egzersiz esnasinda
kas AMPK’s1 aktive olarak glikojen yikimini ve glikoz alimimi kolaylastirir. AH’li
bireylerde ise genellikle fiziksel aktivite azalmistir, dolayisiyla fizyolojik AMPK
aktivasyonu da daha seyrek gerceklesir. Ilging bir sekilde, AH patolojisinde beyin
AMPK aktivitesinin anormal oldugu (¢cogunlukla azalmig bulundugu) rapor edilmistir.
Kas 6zelinde net veriler olmasa da, eger kas hiicresi siirekli diisiik enerji seviyesinde
kalirsa, kronik AMPK aktivasyonu gergeklesebilir. Kronik AMPK aktivitesi, glikojen
sentaz iizerinde fren etkisi yaparak glikojen depolanmasini siirlayacaktir. Ote yandan,
AH’li birey egzersiz yapamadigr i¢in AMPK’nin periyodik aktivasyonu (ki bu
faydalidir ve insiilin duyarliligini artirir) ger¢eklesmez. Sonug olarak, AMPK sinyali
ya yetersiz (inaktivite nedeniyle) ya da asir1 (enerji aglig1 nedeniyle) olabilir; her iki

durumda da glikojen metabolizmasinin ince ayar1 bozulur (104).

Bu mekanizmalarin timii, AH’de iskelet kasi metabolizmasinin birbiriyle
baglantili halkalar halinde bozuldugunu ve bir kisir dongii olusturdugunu
gostermektedir. Sonug¢ olarak, insiilin direnci, AMPK diizensizligi, mitokondriyal
fonksiyon kaybi ve glikojen metabolizmasi bozuklugu birbirini tetikleyerek kaslarda
ilerleyici bir gligsiizliige ve metabolik ¢okiise yol agar. Bu dongiiyii kirmak i¢in erken
donemde metabolik sagligin iyilestirilmesi son derece dnemlidir. Aksi takdirde, hem
kas fonksiyonlar1 hem de biligsel fonksiyonlar bu karsilikli etkilesimli bozulmalardan

olumsuz etkilenmeye devam edecektir.

2.5 AH’de Mitokondriyal Fonksiyon ve Oksidatif Stres

AH’de etkilenen biyolojik siireclerin basinda mitokondriyal fonksiyon
bozukluklar1 yer almaktadir. AH’de mitokondri sayis1 ve morfolojisinde bozulmalar,
mitokondriyal taginimin aksamasi, sitokrom oksidaz aktivitesinde azalma, metabolik
proteinlerin eksikligi, mitokondriyal zar potansiyelinde degisiklikler ve artmis

oksidatif stres yaygin olarak gézlemlenmektedir (105,106).
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Mitokondri, ¢ift zar yapisina sahip, hiicrenin enerji ihtiyacini karsilayan temel
organeldir. D1s zar ve i¢ zar tarafindan c¢evrelenen bu yapi, i¢ kisminda matriks adi
verilen bir ortam barindirir. Mitokondriler, hiicrelerin yagamlarini siirdiirebilmeleri
i¢in gerekli olan enerjiyi tiretir; bu nedenle genellikle "hiicrenin enerji santrali” olarak
tanimlanir. Mitokondriyal enerji tiretimi, oksidatif fosforilasyon ad1 verilen bir siirecle
gerceklesir. Bu siirecte, i¢ mitokondriyal zar lizerinde bulunan elektron tagima zinciri
(ETZ) aktif hale gelir ve zar boyunca bir elektrokimyasal potansiyel farki olusur (107).
Bu potansiyel farki, ATP sentaz enzimi araciligiyla enerji molekiilii olan ATP’nin
sentezlenmesini saglar. Bu siireg, Krebs dongiisii veya -oksidasyon gibi metabolik
yollarla elde edilen indirgenmis esdegerlerin (6rnegin NADH, FADH, ) mitokondriye
ulagmasina ve solunum zincirine katilmasina baglidir (108). Mitokondriyal bozulmalar
sonucunda bu enerji liretim siireci aksar ve oksidatif stres artarak noéronal hasari

tetikleyebilir. Bu durum da AH’nin ilerlemesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Noronlar, enerji ihtiyaglarmi karsilamak i¢in oOncelikli olarak mitokondrilere
bagimlidir ve bu organeller, yiiksek metabolik talebi karsilamak iizere sinapslarda
yogunlasir ve sinaptik iletimin siirdiiriilebilmesi icin gerekli olan ATP’yi saglar.
Ancak bu bolgelerdeki mitokondrilerde gergeklesen yogun metabolik faaliyetler,
reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimini artirabilir. ROS, oksijen metabolizmasinin
dogal yan {riinleri olan, son derece reaktif molekiillerdir. Fizyolojik diizeylerde
hiicresel sinyal iletimine katki saglasalar da, ROS {iretimi arttiginda ve antioksidan
savunma sistemleri yetersiz kaldiginda, hiicrede oksidatif stres olusur. Bu durum,
noronal hasarin artmasina ve AH gibi norodejeneratif siireclerin ilerlemesine sebep

olabilir (105).

Mitokondriler, metabolik olarak aktif hiicresel organellerdir ve hiicrelerin enerji
thtiyacini karsilamak tizere oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) yoluyla ATP {iretirler.
Bu siire¢, mitokondrinin i¢ zarinda yer alan ETZ kompleksleri araciligiyla ger¢eklesir.
Elektronlar NADH ve FADH, gibi indirgenmis koenzimlerden alinarak sirasiyla
kompleks I’den kompleks IV’e aktarilir; son olarak molekiiler oksijene baglanarak su
olusumu saglanir. Bu tasima sirasinda agiga ¢ikan enerji, kompleks V (ATP sentaz)

tarafindan kullanilarak ADP’nin ATP’ye fosforilasyonu gergeklestirilir. OXPHOS
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sirasinda ayrica ROS adi verilen molekiiller de tiretilir. Siiperoksit (O, ~ *), hidroksil
radikali (HO*) ve hidrojen peroksit (H, O, ) gibi ROS’lar, fizyolojik diizeylerde
hiicresel sinyal iletiminde rol oynarken, asiri birikimleri ve yetersiz antioksidan
savunma durumlarinda oksidatif strese neden olabilir (106). Ozellikle yiiksek enerji
ihtiyacina sahip olan noéronlar, smirli glikoliz kapasiteleri nedeniyle OXPHOS’a
biiyiik 6l¢iide bagimlidir. Bu nedenle, mitokondriyal enerji tiretimi néronal islevlerin
stirdiiriilmesi agisindan kritik 6neme sahiptir. AH’nda, mitokondriyal disfonksiyonun
hastalik gelisiminde erken ve belirgin bir rol oynadig1 gosterilmistir. AB birikiminin,
mitokondriyal membran yapisina zarar verdigi ve ozellikle kompleks IV iizerinde
baglanarak elektron transfer verimliligini disiirdiigii; bunun da ATP iiretiminde

azalmaya neden oldugu bilinmektedir (109).

Kompleks IV, elektron tasima zincirinin son halkasi olan sitokrom c¢ oksidaz
(COX) kompleksidir. Bu kompleks, elektronlar sitokrom c'den alarak oksijene aktarir
ve su olusumunu saglar. COX hem mitokondriyal hem de niikleer genom tarafindan
kodlanan ¢ok sayida alt birimden olusan bir enzim kompleksidir. Bu alt birimlerden
biri olan COXIV, enzimin hem yapisal biitinligiiniin korunmasinda hem de
aktivitesinin diizenlenmesinde gorev alir. COXIV’in diizenleyici 6zelligi sayesinde,
hiicrenin enerji ihtiyacina gore kompleksin aktivitesi ayarlanabilir. Deneysel
calismalarda, COXIV ekspresyonunun azalmasinin ATP diizeyinde diisiise,
mitokondriyal membran potansiyelinde azalmaya ve oksidatif stres artigina yol agtigi

gosterilmistir (110,111).

Alzheimer hastalarinin postmortem beyin analizlerinde; piruvat dehidrojenaz,
ATP sitrat liyaz ve o-ketoglutarat dehidrojenaz gibi metabolik enzimlerin
seviyelerinde azalma oldugu; ayrica kompleks IV aktivitesinde diisiis gozlendigi
bildirilmistir. Bu bozulmalar yalnizca beyinde degil, Alzheimer hastalarinin periferik
dokularinda da tespit edilmistir (112). Bu bulgular, hastaligin sistemik bir enerji
metabolizmasi bozuklugu ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle iskelet
kas1 gibi yiiksek enerji gereksinimi olan dokularda COXIV diizeylerinin belirlenmesi,

mitokondriyal fonksiyon bozuklugunu degerlendirmek agisindan Gnemlidir.
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COXIV’in immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmesi, AH modelinde hem

merkezi hem de periferik enerji metabolizmasina dair bilgi sunmaktadir.
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Yagl birey Sarkopenik kas Mitokondriyal disfonksiyon

Sekil 7. Sarkopeni ve mitokondriyal fonksiyon arasindaki iligskinin sematik gosterimi.

(Gorsel BioRender.com kullanilarak olusturulmustur.)

Beyin, kolesterol ve diger membran lipitleri bakimindan zengin bir yapiya sahiptir
ve bu lipidler oksidatif hasara karsi hassasiyet gostermektedir (26). Bu nedenle, beynin
yiiksek enerji ihtiyaci ve lipid agisindan zengin yapisi, oksidatif hasara karsi dogal bir
yatkinlik yaratmaktadir. Yaglanmanin amiloid patolojisini tetikledigini One siiren
amiloid hipotezinin aksine, mitokondriyal kaskad hipotezi, genetik ve cevresel
faktorlerin mitokondriyal dejenerasyon hizini belirledigini, bunun da yaslanma hizim

ve dolayisiyla AH gelisimini etkiledigini 6ne stirmektedir (105).

2004 yilinda Swerdlow ve Khan tarafindan ortaya atilan Mitokondriyal Kaskad
Hipotezi, mitokondriyal temel aktivitenin biiyiik 6lclide genetik olarak belirlendigini,
ancak cevresel faktorlerin de bu siireci etkileyebilecegini dne siirmektedir. Bu modele
gbre mitokondriler zamanla yapisal ve islevsel agidan hasar biriktirir ve bu hasar,
AH’nda gozlemlenen semptomlarin ve noropatolojik degisimlerin temelini
olusturabilir. Hipotez, mitokondriyal disfonksiyonun, AP plaklar1 ve tau diiglimleri

olusmadan oOnce ortaya ¢iktigin1 ve hastaligin diger molekiiler siireclerini
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tetikleyebilecegini savunmaktadir. Bu yoniiyle, mitokondriyal bozulmanin AH'nin
erken evrelerinde rol oynadigina dair artan sayida bilimsel kanit bulunmaktadir
(113,114). Dolayisiyla bu hipotez, mitokondriyal disfonksiyonun AH patogenezinde
sadece eslik eden bir olay degil, ayn1 zamanda hastaligin baglatict mekanizmalarindan

biri olabilecegi diisiincesini desteklemektedir.

Mitokondriyal Kaskad Hipotezi kapsaminda degerlendirildiginde, her bireyin
genetik yatkinlikla belirlenen kendine 06zgii bir mitokondriyal islev seviyesi
bulunmaktadir. Ancak bu islev, yasam boyu ¢evresel faktorlerin etkisiyle sekillenebilir
ve zamanla degisebilir. Hipotez, AP birikiminin yaglanmanin bir gostergesi oldugunu,
ancak AH’nin birincil nedeni olarak degerlendirilmemesi gerektigini savunur.
Mitokondriyal fonksiyonun, AP birikimi ve depolanmasindan etkilendigi bilinmekle
birlikte, AP patolojisinin baslangicinin da mitokondriyal disfonksiyonla es zamanl
olarak gelisebilecegi One siiriilmektedir. Bu nedenle, mitokondriyal islevin
diizenlenmesi ve biyoenerjetik eksikliklerin daha iyi anlagilmasi, AH'nin ilerleyisini

durdurmada potansiyel bir strateji olarak degerlendirilmektedir.

Solunum zinciri kompleksleri |, [l ve
IV'in enzim aktivitesi degisikligi

Artmig ROS olugumu

Azalmig mitokondrial solunum

Azalmig flizyon/fisyon
Mitokondrial

disfonksiyon

Sekil 8. Mitokondriyal disfonksiyon sonucu olusabilecek hasarin sematik gdsterimi.

(Gorsel BioRender.com kullanilarak olusturulmustur.)

AH’de, AP plaklar1 ve tau diiglimleri olusmadan 6nce baslayan mitokondriyal

disfonksiyon, hastaligin erken evrelerinden itibaren ¢esitli hiicresel siiregleri olumsuz
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etkilemektedir. Glikoz metabolizmasinda azalma, mitokondriyal enzim aktivitesinde
bozulmalar ve ROS artis1 bu disfonksiyonun temel géstergeleri arasindadir (115-117).
Ozellikle mitokondriyal dinamikler, fiizyon ve fisyon dengesinin bozulmasi,
mitokondri morfolojisinde degisiklikler ve aksonal tasinmada azalma, AH’de erken

donemde saptanan yapisal degisikliklerdendir (118-120).

Mitokondriler yalnizca enerji liretiminde degil, ayn1 zamanda apoptoz, kalsiyum
dengesi, redoks homeostazi ve sinaptik plastisite gibi temel hiicresel siireclerin
diizenlenmesinde de rol oynar (121). Noronlar, sinirli glikoliz kapasiteleri nedeniyle
enerji tretimi i¢cin mitokondriyal fonksiyona biiyiikk 6l¢iide bagimlidir (122). Bu
nedenle, mitokondri kaynakli oksidatif stres sadece enerji iliretimini degil, aym
zamanda sinaptik biitlinliigii ve noronal yasami da tehdit eder. ROS birikimi,
mitokondriyal DNA, lipitler ve proteinlerde hasara neden olarak sinaptik iletimde

bozulma, apoptoz ve nérodejenerasyon siireglerini tetikler (123,124).

2.5.1 Mitokondriyal disfonksiyon ve sarkopeni

Yaglanma ile birlikte iskelet kasinda meydana gelen kiitle ve fonksiyon kaybu,
sarkopeni olarak tanimlanir ve bu siirecin temelinde c¢esitli hiicresel ve molekiiler
mekanizmalar yer almaktadir. Yaga bagli kas kaybi siirecinde kas liflerinin sayisinda
ve boyutunda azalma gozlenir; bu siire¢ Lynch ve arkadaglar tarafindan “yasa baglh
motor iinite yeniden sekillenmesi” olarak tanimlanmustir (125). Kas liflerinin atrofisi,
azalmig protein sentezi, uydu hiicresi aktivitesindeki diisiis ve kas rejenerasyonunun
yetersizligi gibi mekanizmalarla iligkilidir (126,127). Ayrica, néromiskiiler kavsak
(NMK) biitiinliigliniin bozulmasi, motor ndron sayisinda azalma, kas i¢inde yag
dokusu infiltrasyonu, kronik inflamasyon, insiilin direnci, artan oksidatif stres ve
mitokondriyal disfonksiyon gibi faktorler de yasa bagli kas kaybinda onemli rol
oynamaktadir (10,128).
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Sekil 9. Kas-iskelet sistemi yaslanmasi ve AH arasindaki bozulmus kas-beyin
etkilesiminin bir belirteci olarak mitokondriyal disfonksiyon (9).

Sarkopeninin  gelisiminde yer alan mekanizmalar halen tam olarak
aydinlatilamamis olsa da, son yillarda mitokondriyal disfonksiyon, bu siirecin
merkezinde yer alan kritik bir patojenetik unsur olarak One ¢ikmaktadir (9).
Mitokondriler, hiicre i¢i enerji iliretiminin yani sira; kalsiyum homeostazinin
korunmasi, apoptoz sinyal yollarinin diizenlenmesi ve oksidatif stres yanitlariin
kontrolii gibi hayati siireclerde gorev alir (10). Mitokondriyal kalite kontrol
sistemlerinin (0rnegin mitofaji, biyogenez ve fiizyon-fisyon dengesi) yasla birlikte
etkinligini yitirmesi, hiicre i¢i enerji dengesinin bozulmasina, ROS birikimine ve kas
dejenerasyonuna neden olabilir (7). Nitekim, hasar gérmiis mitokondrilerin hiicre
icinde birikmesiyle ATP {iretimi azalir, oksidatif hasar artar ve bu durum hem kas
liflerinde hem de motor ndronlarda apoptozu tetikleyebilir. Bu da, mitokondriyal
disfonksiyonun sarkopeninin gelisimi ve ilerlemesindeki temel roliinii agik bicimde

ortaya koymaktadir (8).
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2.6 AH ve Noronal Membran Prekiirsorleri

AH, yaygin bir norodejeneratif demans olup biligsel fonksiyonlarda ilerleyici
kayiplar ile karakterizedir. Hastaligin patolojisinde A plaklar1 ve NFY yer tutsa da,
sinaps kayb1 ve néronal membran yikimi gibi yapisal degisiklikler biligsel gerilemeyle
daha giiglii iliski gosterir. Klinik belirtiler ortaya ¢ikmadan 6nce dahi, beyinde mevcut
sinapslarin artan yikimi ve yeni sinaps olusumunun azalmasi sonucunda net sinaps
kayb1 bagladig1 bilinmektedir. Sinapslarin azalmasi, hafiza ve 6grenme becerilerindeki
kotiilesme ile korelasyon gdstermekte olup AH’nin erken doneminde dahi gozlenir
(129) Bu nedenle, erken evrede sinaptik dejenerasyonu yavaslatmak ve yeni sinaps
olusumunu (ndrojenerasyon) tesvik etmek 6nemli bir hedef haline gelmistir (130,131).
Bu baglamda, Kennedy dongiisii olarak bilinen fosfatidilkolin sentez yolunun AH’deki
roli Onemlidir. Kennedy dongiisii, hiicre zarlarinin temel fosfolipidi olan
fosfatidilkolinin (FK) sifirdan iiretilmesini saglayan biyokimyasal yoldur. AH’de bu
yolun islevinin bozuldugu ve membran fosfolipid seviyelerinde degisiklikler
olustuguna dair kanitlar artmaktadir (132,133). Ornegin, lipidomik analizler AH’li
bireylerin kan plazmasinda oOzellikle DHA ve EPA igeren belirli FK tiirlerinin
kontrollere kiyasla anlamli dl¢lide azaldigini gostermistir (134). Bu degisikliklerin,
sinaptik biitlinliikk, néroinflamasyon ve biligsel islevler iizerinde etkili olabilecegi

diistiniilmektedir.

2.6.1 Fosfolipid biyosentezi ve Kennedy dongiisii

Fosfolipidler, hiicre zarlarinin temel bilesenleridir ve ndronlarin yapisal biitiinliigii
ile islevselligi icin hayati oneme sahiptir. FK, memeli beyin dokusundaki en bol
fosfolipiddir. FK molekiiliiniin bas grubunda kolin bulunur ve bu molekiil néronal
plazma zarinin 6zellikle dig tabakasinda yogunlagmistir. Beyinde FK sentezi baslica
iki yol tlizerinden gergeklesir: dogrudan fosfatidiletanolaminin metilasyonu (PEMT
yolu) veya CDP-kolin yolu olarak da bilinen Kennedy dongiisii iizerinden (135).
Noronlar ve diger cogu dokuda esas yol, Kennedy dongiistidiir; karacigerde ise PEMT
yolu da katkida bulunabilir. Kennedy dongiisii, 1950’lerde Eugene Kennedy tarafindan
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tanimlanan ve kolinin fosfolipidlere entegrasyonunu saglayan ii¢ basamakli bir

yolaktir:

Kolin Onciiliiniin hiicre i¢ine alinmasi ve kolin kinaz enzimi ile fosforlanarak
fosfokolin olusumu: Bu adim, kolinin ATP kullanilarak kolin fosfatina

doniistiiriildiigi reaksiyondur (136).

Fosfokolin, sitidin trifosfat (CTP) kullanilarak CTP: fosfokolin sitidililtransferaz
(CCT) enzimi ile CDP-kolin ara iriiniine donistiiriilir (137). Bu adim Kennedy
yolunun hiz kisitlayict (diizenleyici) basamagi olup, CCT enziminin aktivitesi hiicre
ici lipid ihtiyaclarma gore kontrol edilir. CTP molekiilii, pirimidin niikleotit

metabolizmasinin bir iiriinii olup beyinde iiridin araciligiyla saglanabilir (138).

CDP-kolin, endoplazmik retikulum membraninda kolin fosfotransferaz enzimi
katalizorliigiinde bir diasilgliserol (DAG) ile birleserek FK olusturur. Olusan FK,
hiicre zarlarina dahil edilir veya lipoproteinler yoluyla hiicreler arasi tagiir (135).
Kennedy dongilisii yoluyla sentezlenen FK, noéronal membran biitiinliigiiniin
saglanmasinda ve yeni membran {iretiminde kritik rol oynar. Gelismekte olan beyinde
veya sinaptik plastisite sirasinda, FK sentezinin arttigi gosterilmistir; bu da aktif
norogenez ve sinaptik yeniden sekillenme donemlerinde fosfolipid liretiminin 6nemini
vurgulamaktadir. Ayrica FK ve metabolitlerinin hiicre kaderini ve néronal plastisiteyi

etkileyebilen norotrofik benzeri sinyaller tasiyabilecegi 6ne siiriilmiistiir (139).

2.7 Alzheimer Hastaliginda Kennedy Dongiisiiniin Bozulmasi

AH’de fosfolipid dengesinin bozuldugu, 6zellikle de fosfatidilkolin sentez ve
yikimindaki anormalliklerin meydana geldigi pek cok calisma ile ortaya konmustur
(133,140,141). Kennedy dongiisiiniin temel bilesenleri olan kolin, DHA ve uridin gibi
besin/onciil maddelerin AH’de eksikligi dikkat cekmektedir. Bu eksiklikler, noronal
membran sentezinin azalmasina ve sonugta sinaptik yapilarin biitiinliigiiniin

zedelenmesine neden olmaktadir
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AH’de FK diizeylerinde azalma ve kolin metabolizmasinda diizensizlikler tespit
edilmistir. Plazma lipidomik analizlerde, Alzheimer hastalarinin kaninda belirli FK
molekiillerinin (6zellikle 16:0/20:5 EPA igeren, 16:0/22:6 DHA igeren ve 18:0/22:6
DHA igeren PC tiirleri) saglikli kontrollere gore anlamli 6lglide diisiik oldugu
gosterilmistir. Bu spesifik fosfolipid tiirlerinin azalmasi, kontrol > hafif bilissel
bozukluk > AH seklindeki bir gradienteye uyarak kognisyon diizeyi ile iliskili
bulunmustur (134). Dahasi, iki farkli kohort ve yontemle dogrulanan bu azalma,
AH’nin erken evrelerinden itibaren fosfolipid profilindeki degisikliklerin basladigin
disiindiirmektedir. Beyin omurilik sivist (BOS) ve postmortem beyin dokusu
calismalarinda da kolin igeren lipidlerin seviyelerinin AH’de daha diisiik olabildigi
raporlanmustir (133). Kolin metabolizmasinin AH’deki durumu da 6nemlidir. Kolin,
hem fosfatidilkolin sentezi i¢in zorunlu bir substrat, hem de bilissel islevler i¢in kritik
olan norotransmitter ACh onciiliidiir. AH’nin “kolinerjik hipotezi”, 6zellikle bazal
onbeyin kolinerjik ndronlarinda kayip ve ACh eksikliginin bellekteki bozulmaya
katkisin1 6ne siirer. Kolin eksikligi, bir yandan ACh sentezini sinirlandirirken diger
yandan fosfolipid sentezini de kisitlayabilir. Beyin, kolini sentezleyemediginden
plazmadan almak zorundadir, ancak ileri yasla birlikte plazma kolininden beyne gegis
verimi diismektedir. Bu durum, yash bireylerde ve AH’de beyin kolin diizeylerini
kisitlayarak Kennedy dongiisiinii sekteye ugratabilir. Nitekim, yash bireylerde yapilan
bir ¢alismada diisiik plazma kolin seviyelerinin zayif kognitif performans ile iligkili
oldugu gosterilmistir (142). Benzer sekilde, ileri yasta yetersiz kolin alimi, ¢aligma
bellegi performansinin diisiikliigiiyle anlamli bulunmustur (143). AH’de plazma kolin
diizeyleri her zaman belirgin diismeyebilir; ancak hastalik ilerledikge BOS’ta kolin
seviyelerinde azalma rapor edilmis ve daha ileri evre AH’de, saglikli kontrollere
kiyasla plazma kolinin de diisiik olabilecegi bildirilmistir (141). Yiiksek homosistein
diizeyleri de AH’de sik goriilen bir biyokimyasal degisiklik olup kolin
metabolizmasini dolayli yoldan etkileyebilir. Homosistein, metilasyon dongiisiindeki
dengesizliklerin gostergesidir ve PEMT yolunun etkinligini azaltarak FK sentezini
engelleyebilir. AH’li bireylerde plazma homosisteinin yiiksek olmasi, alternatif PEMT
yolunun zayiflamasina ve dolayisiyla toplam fosfatidilkolin {iretiminin azalmasina yol
acarak hem membran fosfolipidi hem de asetilkolin sentezini olumsuz etkileyebilir

(144).
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Ozetlendiginde, AH, nérodejeneratif bir hastalik olup, sinaptik kayip ve ndronal
hiicre zarlarmin biitiinliiglinde bozulmalarla karakterizedir. Noronal membranlar,
hiicresel biitlinliigiin saglanmasi, sinaptik iletim, reseptor fonksiyonlar1 ve hiicreler
arast iletisim agisindan kritik Oneme sahiptir. Bu membranlarin temel yapisal
bilesenleri fosfolipidler, kolesterol, gliserofosfolipidler ve sfingolipidlerdir. Noronal
hiicre zarlarmin biitiinliigi, bu lipitlerin sentezlenmesini saglayan prekiirsor
molekiiller aracilifiyla siirdiiriiliir. En 6nemli néronal membran prekiirsorleri arasinda
kolin, etanolamin, serin, inositol ve dokosahekzaenoik asit (DHA) gibi maddeler yer
alir. Bu molekiiller, hiicre zar1 fosfolipidlerinin sentezinde kullanilir ve zarin yapisal
stabilitesini destekler. Noronal membran lipidlerinin sentezlenmesi i¢cin UMP, kolin

ve DHA gibi bilesiklere ihtiya¢ duyulur (145).

2.7.1 DHA ve membran fosfolipid bilesimi

DHA, omega-3 uzun zincirli bir poliansatire yag asidi olup, ndronal
membranlarin  6zellikle sinaptik bolgelerinde yiiksek oranda bulunur. DHA,
fosfatidilkolin ve fosfatidiletanolamin gibi fosfolipidlerin sn-2 pozisyonunda sik¢a yer
alarak membran akiskanligini ve fonksiyonunu saglar. AH’de DHA seviyelerinin ve
DHA igeren fosfolipidlerin azaldigina dair pek cok bulgu mevcuttur. Yukarida
deginildigi gibi, AH’li bireylerin plazmasinda DHA iceren fosfatidilkolin tiirleri
belirgin bi¢cimde diisiiktiir. Ayrica bazi c¢alismalarda AH’li hastalarin  beyin
membranlarinda omega-3 yag asitlerinin (DHA, EPA) konsantrasyonunun azaldigi,
buna karsin omega-6/0mega-3 oraninin arttigi rapor edilmistir. Klinik gézlemler de
DHA eksikliginin biligsel gerilemeye katkis1 olabilecegini diisiindlirmektedir: Cok
erken evre AH’de DHA takviyesinin bilisi iyilestirebildigine dair bulgular vardir.
Bununla uyumlu olarak, yasam boyu yiiksek balik tiiketimi (DHA/EPA alimi1) yapan
poplilasyonlarda AH riskinin daha diisiik oldugunu bildiren epidemiyolojik veriler

mevcuttur (146).
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2.7.2  Uridin monofosfat (UMP) ve Kennedy Déngiisii

Uridin, pirimidin niikleotit metabolizmasmin 6nemli bir bilesenidir ve beyinde
niikleik asit sentezinin yani sira membran fosfolipidlerinin {iretimi i¢in gereklidir.
Diyetle alinan veya karacigerde sentezlenen uridin, kan-beyin bariyerini gegerek
beyne ulasir ve burada UMP, UTP ve son olarak CTP formlarina fosforilasyon
basamaklariyla doniistiiriilebilir. CTP, Kennedy dongiisiiniin ikinci basamaginda
fosfokolin ile birleserek CDP-kolin olusturmak i¢in zorunlu bir substrattir. Bu nedenle
uridinin beyindeki diizeyleri, CDP-kolin ve dolayisiyla FK sentezinin kapasitesini
dogrudan etkileyebilir (137,147). Uridin diizeylerindeki azalmanin fonksiyonel
sonuclary, fosfolipid sentezinin yavaslamasi seklinde ortaya cikar. Kennedy
dongiisiindeki CTP {tiretimi diisiik olunca CDP-kolin olusumu yetersiz kalir ve nihai
olarak fosfatidilkolin sentezi kisitlanir. Preklinik ¢aligsmalar, uridin takviyesiyle bu
stirecin hizlandirilabilecegini gostermistir. Normal yetiskin kemirgenlere DHA ve
kolin ile birlikte UMP verilmesi, beyin fosfatidilkolin diizeylerini belirgin sekilde
artirmis ve sinaptik proteinlerin ekspresyonunu yiikseltmistir (148,149). Uridin tek
basina degil, diger substratlarla birlikte verildiginde en giiclii etkiyi gostermektedir.
Ornegin, iiridin + kolin + DHA iceren bir besin takviyesinin, deneysel ¢alismalarda
AP kaynakli sinaptik toksisiteyi azalttigi, kolinerjik noronlar1 korudugu ve transgenik
AH modellerinde amiloid plaklarinin olusumunu azalttig1 ifade edilmistir. Bu
bulgular, tiridin eksikliginin giderilmesinin ancak diger fosfolipid prekiirsorleriyle
sinerjik bir sekilde miimkiin olabilecegini ve bunun noroprotektif sonuglar

dogurabilecegini ortaya koymaktadir (150).

2.7.3 Alzheimer hastaliginda fosfolipid sentez bozuklugu, iskelet kasi ve

sarkopeni iliskisi

AH, ilerleyici biligsel bozulma ve sinaptik kayiplarla karakterize bir
norodejeneratif hastalik olup, sadece MSS’yi degil, sistemik diizeyde kas iskelet
sistemi dahil olmak iizere bir¢ok yapiy1 etkileyen karmasik bir patofizyolojiye sahiptir.
AH'nin erken donemlerinden itibaren enerji metabolizmasindaki bozukluklar,

mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres ve sinaptik zar sentezinde aksakliklar
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tanimlanmistir. Bu siireglerin bir diger Oonemli etkisi, iskelet kasi biitiinliigii ve
fonksiyonu {izerindeki bozucu etkileriyle ortaya cikan sarkopeni ile iligkilidir.
Kennedy dongiisii olarak bilinen yolakta fosfolipid sentezi i¢in gerekli olan baslica
onciiller kolin, DHA ve UMP gibi bilesenlerdir. Bu molekiiller, sinaptik zarlarin temel
yapisini olusturan FK ve benzeri fosfolipidlerin sentezinde gorev alarak, ndronlar
arasindaki iletisimin siirdiiriilmesi ve yeni sinaps olusumu i¢in gereklidir. DHA, néron
zarlarinin esnekligini artirirken; kolin, FK sentezi i¢in gereklidir; uridin ise UTP ve
CTP iireterek fosfolipid sentezinin devamini saglar. Bu oOnciillerin eksikligi, AH
hastalarinda sinaptik zar biyogenezi bozukluklarina ve sinaps kaybina yol agabilir
(151). Diger yandan, AH ile birlikte seyreden mitokondriyal disfonksiyon sadece
noronlarda degil, iskelet kasinda da enerji tiretiminde aksamalara neden olur. Bu
durum ATP fretiminin azalmasi, ROS birikimine ve oksidatif hasara yol agar.
Oksidatif stres, hem noéronlarda hem de kas hiicrelerinde membran biitiinligilini
bozarak hiicresel fonksiyonlart olumsuz etkiler. Bu bozulma kas kiitlesi kaybi, kas ici
yaglanma, kas liflerinde zayiflama gibi sarkopenik degisikliklere zemin hazirlar.
Ozellikle mitokondri fonksiyonunun yetersizligi, hem kas hem de sinir sisteminde
ortak bir patofizyolojik mekanizma olarak ortaya ¢ikar. Bu nedenle, DHA, kolin ve
UMP gibi noéronal membran prekiirsorlerinin eksik olmasi, AH'deki sinaptik kayiplar
kadar, periferik kas yapisindaki hasar1 da arttirabilir. Bu durum, AH ile sarkopeni
arasindaki olas1 molekiiler baglantiyr ortaya koymakta ve bu {i¢ bilesenin terapdtik
potansiyelini hem biligsel hem de fiziksel gerilemeyi yavaslatmak acgisindan

degerlendirmeyi giindeme getirmektedir (14)
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Arastirma Sekli, Yeri ve Zaman

Arastirmamiz deneysel bir calismadir. Tezde kullanilan dokular Dr. Ogr. Uyesi
Elif Nedret Keskin6z’iin 219S307 numarali Tiibitak projesinde kullanilan hayvanlarin
dokularidir. Tezin 6n ¢calismalarina Haziran 2023 te literatiir taramasi ile baglanmustir.
Hayvan deneylerinin gercgeklestirebilmesi i¢in Acibadem Mehmet Ali Aydinlar
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (ACU-HADYEK)'ndan onay alind
(ACU-HADYEK 2023/67). Calismanin deneysel boliimii Acibadem Universitesi
Deneysel Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’'nde yapilmistir. Histolojik  ve
immiinohistokimyasal analizler Acibadem Universitesi Histoloji Laboratuvarinda

yapilmuistir.

3.2 Arastirmada Kullanilan Deney Hayvanlari, Gruplandirilmas:1 ve

Beslenmesi

Calismada, agirliklar: 36 adet 5 mutasyonlu AH transgenik fare modeli (5XFAD)
cinsi fare kullanilmistir. SXFAD bes kombinatoryal mutasyon icerir (hAPP'de Isveg
K670N/M671l, Londra V7171 ve Florida 1716V, PS1'de M146l ve L286V). Bu
sinerjistik mutasyonlar hastaligin hizli ilerlemesine yol agar. 5xFAD fareleri 1,5 aylik
yastan sonra serebral AB42'nin yiiksek ekspresyonunu gosterir ve amiloid birikimi ve
gliozis 2 aydan sonra belirginlesir. 9 aylik yasta amiloid birikimi ndrodejenerasyon ve
noronal kayba neden olur (144). Deney siiresince kullanilacak deney ve kontrol
yemleri Research Diets firmasindan temin edilmistir. Deneysel yem, %19,9 protein,
% 64,8 karbonhidrat, %5,8 yagdan olusan modifiye edilen AIN 76 (ResearchDiets
#19022605) yeminden meydana gelmektedir. Spesifik olarak bu diyet (kg basina)
kazein (200g), DL-metionin (3 g), misir nisastasi (150g), seker (500¢g), seliioz (50g),
misir yagi (48,99g), mineral karisimi S10001 (35g), vitamin karistmi V10001 (10 g),
balik yagi (0,3 mg %, Nutra BioGenesis), iiridin monofosfat (% 0,5, Nootropicsdeport,
%100) ve kolin klorid (5000 mg/kg) icerir. Kontrol yemi ise standart AIN76 diyetine
(Research Diets Inc.,2019) ek 1100 mg/kg kolin klorid (ResearchDiets #D19022603)
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icermektedir. Diyet yemleri -20'C'de vakumlu posetlerde saklanmistir ve oksidasyonu
onlemek igin gilinliik olarak taze olarak verilmistir (145,146). Calismamiz toplam 4
grup ve her grupta 3, 6 ve 9 aylik 3’er hayvan olacak sekilde planlanmustir (Sekil 10).

Olusturulan deney gruplart;

Kontrol Transgenik Grubu (KTR): Bu gruptaki 5XFAD alzheimer fareler (n=9)

sakrifiye edilecekleri doneme kadar kontrol yemi ile ad-libitum beslenmistir.

Kontrol Non-transgenik Grubu (KNTR): Bu gruptaki fareler (n=9) sakrifiye

edilecekleri doneme kadar kontrol yemi ile ad-libitum beslenmistir.

Deney Transgenik Grubu (DTR): Bu gruptaki 5XFAD alzheimer fareler (n=9)

sakrifiye edilecekleri doneme kadar kontrol yemi ile ad-libitum yemi ile beslenmistir.

Deney Non-transgenik Grubu (DNTR): Bu gruptaki fareler (n=9) sakrifiye

edilecekleri doneme kadar kontrol yemi ile ad-libitum beslenmistir.

Prenatal ve laktasyon déneminde Prenatal ve laktasyon
kontrol yemi ile beslenen 5XFAD déneminde deneysel yem ile
anne fareler beslenen 5XFAD anne fareler

] ]

= . . .

- -
Kontrol diyetiyle Kontrol diyetiyle
beslenen non- beslenen. 5XFAD
transgenik yavrular transgenik yavrular
3M 6M 9M 3M 6M oM

Sekil 10. Olusturulan deney gruplari.

(Gorsel BioRender.com kullanilarak olusturulmustur.)

38



3.3 Arastirmada Kullanilan Veri Toplama Araglari

3.3.1 Calismada kullanilan demirbas malzemeler

Calismamizdaki demirbas malzemeler Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan demirbas cihazlar

Cihazlar Marka-Kod

Kullanim Amaci

ISOLAB, kapasite: 200 g, hassasiyet:
Hassas terazi 0.001 g; ISOLAB Laborgerite
GmbH, Almanya)

Calismada kullanilan malzemelerin
6l¢iimii igin kullanildi.

Thermo Scientific™ Heratherm
IMC18; sicaklik araligi: +5 °C —
105 °C; Thermo Fisher Scientific
Inc., ABD

60°C inkiibator

Parafinden arindirma islemi igin
kullanild.

Mikrodalga cihazi Siemens- HF12G240

Dokulari belirli soliisyonlar iginde
sitmak i¢in kullanildi.

Dokularin, antikorlarin, kitlerin ve bazi

+4°C buzdolabi stok soliisyonlarin muhafaza edilmesi
i¢in kullanildi.
o Antikorlarin ve stok soliisyonlarin
-20°C buzdolabr muhafaza edilmesi i¢in kullanildi.
Isik Mikroskobu Zeiss Al Axio Scope, Germany Histokimyasal analizler igin kullanildi.

Eppendorf Research® Plus; 0.1-2 pl,
Pipet seti 2-20 ul, 20-200 pl, 100—1000 pl;
Eppendorf SE, Hamburg, Almanya)

Antikorlarin uygun derisimde
hazirlanmasi i¢in kullanildi.

Thermo- Shandon™ Finesse™ ME+,

Rotary mikrotom Massachusetts, U.S.A.

Parafin bloga alinmig dokulardan kesit
almak i¢in kullanildi.

Thermo Scientific, Runcorn,

Su banyosu Cheshire, UK

Kesit alinan dokularin lama alinmasi igin
kullanildt.

Thermo Histostar, Massachusetts,

Doku gdmme cihazi USA

Dokularin parafin bloga gdmiilmesi i¢in
kullanildi.

Santrifij Labnet International, Inc. SF-133

Hazirlanan soliisyonlarin karistirilmasi
icin kullanildi.
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3.3.2 Cahsmada kullanilan sarf malzemeler

Calismamizda siringa, pastor pipet, lam, lamel, kagit havlu, entellan, celik ve
plastik doku takip\parafin blogu, beher, erlenmeyer, 6l¢ii kabi, deney tiipii, cam balon,
balon joje, huni, parafin, parafilm, petri kabi, manyetik karistirict gubuk, bistiiri ve
ucu, cerrahi takim, mikropipet ucu, eppendorf tiipti, tartim kabi, aliminyum folyo,
asetat kalemi, kursun kalem, lam tasima ve saklama kutusu, filtre kagidi, mikroplak ve

pappen kullanilmistir.

3.4 Arastirmada Kullanilan Yoéntemler

3.4.1 Deneysel prosediir

Calismada, 5xFAD transgenik fareler 3, 6 ve 9 aylik yaslara ulastiklarinda, viicut
agirliklarina uygun dozda izofluran anestezisi uygulanarak transkardiyal perflizyon
yontemiyle dekapite edilmistir. Ardindan ¢ikarilan m. gastrocnemius dokulari, rutin

histolojik doku takibi protokolii uygulanarak parafin bloklara gdmiilmiistiir.

3.4.1.1 Isik mikroskobisi hazirhg

Histolojik incelemeler igin alinan m. gastrocnemius dokulart, %10’luk nétral
tamponlu formalin (Katalog No: HT501128, Sigma Aldrich, Burlington, MA, U.S.A.)
soliisyonu ile; immiinhistokimyasal incelemeler i¢in ise %4’ liilk paraformaldehit

(PFA) ile 72 saat siireyle fikse edildi.

Fiksasyon sonrasinda dokular bir gece akar su altinda bekletildi. Bunun ardindan
asagidaki tabloda belirtilen basamaklar esas alinarak doku takip islemi gergeklestirildi

(Thermo Epredia Citadel 2000, Massachusetts, U.S.A.) (Tablo 2).
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Tablo 2. Doku takibi basamaklari

Uygulama Amag Madde Siire

Dokunun otolizini
(¢cozlinmesini) ve

Tespit islemi bozulmasini dnlemek,

%10 notral tamponlu formalin 1 giin

yapiy1 korumak.
Dehidrasyon (Su Dokudaki suyun Artan konsantrasyonlarda
iderme)y uzaklagtirilarak parafin ile etanol serileri (%70, %80, I’er saat
g infiltrasyona hazirlanmasi. %90, %100)
Dokuyu 151k gecirgen hale 2ser
Saydamlastirma getirerek parafinle uyumlu Ksilen I- 11 daskika
hale getirmek.
Infiltrasyon Dokuyu parafin ile Erimis parafin 2-4 saat
doyurmak
Doku érnegini sertlestirerek ~ Parafin- Doku kalibi
Bloklama kesit alinabilir hale

getirmek.

Takip sonrasinda kas dokular1 bloklama islemine alindi. Kas dokular1 plastik
parafin bloklar icerisine uygun sekilde yerlestirilerek 58-60°C sivi parafin ile
blokland1 (Thermo Histostar, Massachusetts, U.S.A.). Parafinin donmasi1 beklendi ve
bloklar kesit alinma islemine kadar oda sicakliginda saklandi. Histopatolojik ve
immiinohistokimyasal incelemeler i¢in buzlu soguk yiizeyde sogutulan bloklardan
mikrotom (Thermo- Shandon™ Finesse™ ME+, Massachusetts, U.S.A.) ile 2-3
pm’lik alinan kesitlerin lama iyice yapigmasi i¢in 1sitilmis su banyosuna (42-45°C)
sonrasinda da pozitif yliklii lamlara aktarildi. Dokular parafinden uzaklastirmak icin
60°C inkiibatorde 1 saat bekletildi. Kalan parafini uzaklagtirmak i¢in kesitler 20 dk
ksilen soliisyonunda bekletildi. Ardindan dokular %100, 95, 70 ve 50 olmak iizere
strastyla 2’ser dk etanol serileriden gegirilip distile su ile yikand1 ve rehidrasyon islemi
yapildi.  Deneylerde  histokimyasal olarak  Hematoksilen-Eozin  (H&E);
immiinohistokimyasal hiicre i¢inde mitokondrilerin yerini ve yogunlugunu belirlemek

igin COXIV antikoru kullanilmstir.

3.4.1.2 Hematoksilen-eozin (H&E) boyama yontemi

H&E boyast hiicre ¢ekirdegi, sitoplazma ve diger yapilarin morfolojik incelemesi

i¢in kullanilmistir. Lama alinan dokular 60 dakika 60°C’de etiivde deparafinizasyon
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icin bekletilip ardindan 20 dakika ksilende tutulmustur. Sirasiyla alkol serilerinden
gegirilen kesitler 2 dk distile suda yikanmistir. Kesitlere 6-7 dakika hematoksilen
soliisyonu (Bio Optica, Milano, Italy) uygulanip iizerindeki fazla boya 2 dakika akar
cesme altinda bekletilerek uzaklastirilmistir. Kesitler daha sonra eosin (HST-EOA-
0500, Histoplus, Istanbul, Tiirkiye) soliisyonunda 2 dakika tutulmustur. Boyama
adimlar1 tamamlandiktan sonra dehidratasyon (sirastyla %50, 70, 95 ve 100) ve
saydamlastirma (ksilen I-II) islemlerinden ge¢irilmistir. Lam {izerine entellan
damlatilarak (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) lamel yardimiyla kapatilip
mikroskobik incelemeye hazir hale getirilmistir. Hazirlanan H&E boyali 6rnekleri
incelemek ve goriintiilemek i¢in 151k mikroskobu (Zeiss A1 Axio Scope, Germany)
kullanildi. Boyanmis olan kesitler doku hasar derecesini belirlemeye yonelik olarak
‘‘kas lifi dejenerasyonu, rejenerasyonu ve atrofisi’’ bazinda her bir parametre 0 ile 3
arasinda (0: hasar yok, 1: hafif derecede hasar, 2: orta derecede hasar, 3: siddetli hasar)
maksimum skor 9 olacak sekilde skorlandi (61). Kesitler, kas lifi diizensizligi ve
dejenerasyonu kapsaminda diizensiz sekilli kas lifleri, kas liflerinde kirilmalar,
anormal ¢ekirdek yerlesimi ve karakteristik ¢izgilenme parametreleri degerlendirilerek

skorlandi (152).

Buna ek olarak Image J (1.44 software, National Institutes of Health) programi
kullanilarak gruplardaki tiim hayvanlarin 4’er adet 40x biiylitme goriintiilerindeki tiim

kas lifi caplar Olgiilerek feret-min degerleri saptandi.

3.4.1.3 Periyodik asit-schiff (PAS) reaksiyonu

Iskelet kaslarindaki glikojen igerigini tespit etmek amaciyla, lamlardaki kas
dokusu kesitleri dnce etiivde, ardindan ise 30 dakika siireyle ksilende deparafinizasyon
islemine tabi tutulmustur. Daha sonra azalan derisimlerdeki etil alkol serilerinde
(%100, %90, %70) her birinde 5 dakika siireyle bekletilmistir. Kesitler distile suda
calkalandiktan sonra, 20 dakika boyunca periyodik asit ile muamele edilmistir.
Ardindan, 5 dakika siireyle akar ¢esme suyu altinda yikanmistir. Distile suda yeniden
calkalanan kesitler, 20 dakika siireyle Schiff reaktifi ile boyand1 ve ardindan 12 dakika
boyunca siilfliroz asit soliisyonunda (Merck, New York, U.S.A.) tutulmustur.
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Ardindan kesitler 5 dakika akar ¢esmede tutulup distile su ile yikanmistir. Dokulara
dehidrate olmas1 amaciyla artan alkol serilerine (%70, %90, %100) alinmistir. 3 dakika
ksilende bekletilen dokular hemen ardindan entellan ile kapatilmistir. Her 6rnekten 4
fotograf ¢ekilmistir. Fotograflar1 ¢ekilen kesitlerdeki glikojen igerigi kantitatif olarak
Image J (1.44 software, National Institutes of Health) programi kullanilarak

hesaplanmustir.

3.4.1.4 Sitokrom c oksidaz IV (COXIV) boyamasi

Iskelet kasindaki COXIV seviyesini belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Lama alinan
dokular 60 dakika 60°C’de etiivde deparafinizasyon i¢in bekletilip ardindan 20 dakika
ksilende tutulmustur. Sirasiyla alkol serilerinden gegirilen kesitler 2 dakika distile suda
yikanmistir. Kesitlerdeki antijenik bolgeleri agiga ¢ikararak antikor baglanmasini
kolaylagtirmak i¢in 1s1 kaynakli epitop geri alinimi1 adimi uygulanmigtir. Bunun igin
kesitler sitrik asit tamponunda (pH 6.0) 10 dakika 600W’lik mikrodalgaya
birakilmigtir. Ardindan oda sicakligida 20 dakika sogutulmustur. Bu adimdan sonra
dokularin etrafi pappen ile ¢izilmistir. Goriintiilerde olusabilecek yiiksek arka plan
lekelenmesini engellemek i¢in kesitler hidrojen peroksit (H, O, ) (E-IR-R213B,
Elabscience) ¢ozeltisinde oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilip PBS ile 3*5 dakika
yikanmistir. Yikanan kesitler emici kagitlar yardimiyla kurulanmis ve primer/
sekonder antikorlarin hedef dis1 proteinlere baglanmasin1 dnlemek icin normal kegi
bloklama tamponu (E-IR-R213) ile 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Kesitlere
yikama yapilmadan PBS ile 1:100 diliisyonda hazirlanan primer antikor (Katalog
No:sc-517553, Santa cruz) soliisyonu ile 37°C’de 2 saat inkiibe edilmistir ve 3*2
dakika PBS ile yikanmistir. Sinyal giliclendirmeyi arttirmak icin E-IR-R213B
(Polymer Helper) soliisyonu kesitlere uygulanmis ve 30 dakika siireyle oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. PBS ile ii¢ kez yikama isleminden sonra, E-IR-R213C
(Poly-HRP konjugatli anti-Mouse/Rabbit IgG) sekonder antikoru uygulanmis ve 20
dakika siireyle inkiibe edilmistir. DAB boyama i¢in E-IR-R213E2 (DAB Substrat) ile
E-IR-R213F (DAB Konsantre) 1:50 oraninda karistirilarak taze DAB Calisma
Soliisyonu hazirlanmistir. Hazirlanan soliisyon kesitlere uygulanmis ve 5-10 dakika

boyunca inkiibe edilerek renk degisimi gozlenmistir. Pozitif boyanma kahverengi
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olarak degerlendirilmistir. Reaksiyonun ardindan kesitler saf su ile yikanarak DAB
reaksiyonu durdurulmustur. Kesitler daha sonra hematoksilen ile kontrast boyamaya
tabi tutulmus, ardindan seri alkol ve ksilen serisinde tutulup entellan ile kapatilmistir.
Ornekler 151k mikroskobu (Zeiss Al Axio Scope, Germany) ile incelenerek
goriintiilenmistir. Fotograflanan kesitlerdeki COXIV yogunlugu (integrated density)
her 6rnekten 4 kesit alinarak Image J (1.44 software, National Institutes of Health)

programi kullanilarak hesaplanmistir.

3.5 Iistatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler Graph-Pad Prism 10 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA) programiyla yapildi. Verilerin analizinde parametrik dagilim gosteren gruplar
icin tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) ve anlamli bulunan sonuglar igin
Tukey post-hoc testi kullanilmistir. Parametrik olmayan dagilima sahip verilerde ise
Kruskal-Wallis testi uygulanmis ve anlamli farklilik saptanan durumlarda grup ici
karsilastirmalar Dunn-Bonferroni post-hoc testi ile degerlendirilmistir. Tim

analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4 BULGULAR

4.1 Tiskelet Kasinda Morfolojik Bulgular

Bu calismada m. gastrocnemius’un morfolojik o6zellikleri, 151tk mikroskobu
diizeyinde degerlendirilmistir. 3, 6 ve 9 aylik KNTR ve DNTR gruplarinda, kas lifleri
cogunlukla normal morfolojide izlendi. H&E boyamasi ile hazirlanan kesitlerde,
cizgili kas liflerine ait karakteristik enine ¢izgilenme belirgin bir sekilde izlendi. Kas
liflerinin longitudinal diizende uzandigi ve ¢ok c¢ekirdekli yapilarinin periferal
yerlesim gosterdigi goriildi. (Resim 1, Resim 3). KTR grubunda, dejenere kas lifleri,
enine ¢izgilenmenin kayb1 ve anormal yerlesimli ¢cekirdekler gézlendi (Resim 2). DTR
grubunda, karakteristik enine c¢izgilenme yer yer korunmus olup, c¢ekirdeklerin
cogunlukla periferal yerlesimli oldugu, ancak bazi bolgelerde hafif santralizasyon

egilimleri gézlendi (Resim 4).

Resim 1. 9 aylik KNTR gruplarina ait doku orneklerinin 1s1k mikroskobu altinda
goruntimul.

9 aylik KNTR grubuna ait kesitlerde ise genel olarak normal kas lifi yapist korunmus olup, ¢cekirdekler
normal yerlesimini siirdiirmektedir (20x). H&E boyamasi.
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Resim 2. 9 aylik KTR gruplarina ait doku o6rneklerinin 151k mikroskobu altinda
gorinimdul.

9 aylik KTR grubuna ait m. gastrocnemius kesitlerinde dejenere kas lifleri (y1ldiz), anormal ¢ekirdek
yerlesimi (ok bas1) (20x). Inset: Kas lifi morfolojisinde dejenerasyonlar (*) (40x). H&E boyamasi.

Resim 3. 9 aylik DNTR gruplarina ait doku 6rneklerinin 11tk mikroskobu altinda
goriiniimii.

9 aylik DNTR grubuna ait m. gastrocnemius kesitlerinde normal enine ¢izgilenme (siyah ok) ve
¢ekirdeklerin normal seyri (ok basi) (20x). H&E boyamasi.
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Resim 4. 9 aylik DTR gruplarina ait doku 6rneklerinin 151k mikroskobu altinda
gorinimul.

9 aylik DTR grubuna ait m. gastrocnemius kesitlerinde normal g¢ekirdek lokalizasyonu (ok bast),
bolgesel bazofilik hiicreler (yildiz) (20x). H&E boyamasi.

Resim 5. 9 aylik KNTR gruplarina ait transverse doku 6rnegi.

9 aylik KNTR grubuna ait H&E goriintiisiine ait normal boyutta kas lifleri (20x). H&E boyamasi.
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Resim 6. 9 aylik KTR gruplarina ait transverse doku 6rnegi.
9 aylik KTR grubuna ait H&E goriintiistine ait atrofik kas lifleri (20x). H&E boyamasi.

Resim 7. 9 aylik DTR gruplarina ait transverse doku drnegi.

9 aylik DTR grubuna ait H&E goriintiisiine ait normal boyutta kas lifleri (20x). H&E boyamasi.

Kas dokusu kesitlerine uygulanan PAS reaksiyonu sonucunda, kas liflerinin
sarkoplazmalarinda 3 aylik KNTR grubunda, 3 aylik KTR grubuna gore yogun PAS-
pozitif reaksiyon (koyu pembe) alanlar1 (Resim 8A, Resim 8B), 6 aylik KTR grubunda
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yas uyumlu KNTR ve DTR gruplarina gore daha az yogunlukta PAS-pozitif reaksiyon
alanlar1 (Resim 9A, Resim 9B, Resim 9C), 9 aylik KTR grubunda yas uyumlu KNTR
ve DTR gruplarina gore daha az yogunlukta PAS-pozitif reaksiyon alanlar1 (Resim
10A, Resim 10B, Resim 10C) gozlendi.

Resim 8. 3 aylik gruplara ait PAS reaksiyonu.

(A) 3 aylik KNTR grubuna ait gastrocnemius kasinda PAS reaksiyonu,
(B) 3 aylik KTR grubuna ait gastrocnemius kasinda PAS reaksiyonu (ok bast) (40x).
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Resim 9. 6 aylik gruplara ait PAS reaksiyonu.

(A) 6 aylik KNTR grubuna ait gastrocnemius kasinda PAS reaksiyonu,
(B) 6 aylik KTR grubuna ait gastrocnemius kasinda PAS reaksiyonu,
(C) 6 aylik DTR grubuna ait gastrocnemius kasinda PAS reaksiyonu (ok bast) (40x).
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Resim 10. 9 aylik gruplara ait PAS reaksiyonu.

(A) 9 aylik KNTR grubuna ait gastrocnemius kasinda PAS reaksiyonu,
(B) 9 aylik KTR grubuna ait gastrocnemius kasinda PAS reaksiyonu,
(C) 9 aylik DTR grubuna ait gastrocnemius kasinda PAS reaksiyonu (ok basi) (40x).
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4.2 Tskelet Kaslarinin Histopatolojik Degerlendirmesi

3 aylik hayvanlarin m.gastrocnemius dokusunda yapilan kas lifi diizensizligi ve
dejenerasyonu, rejenerasyon ve atrofi baz alinarak yapilan histopatolojik skorlamanin
sonucunda elde edilen skorlama degerleri; 3 aylik KNTR grubunda 1,33 £ 0,58, 3 aylik
KTR grubunda 5,50 + 0,58, 3 aylik DNTR grubunda 1,67 + 0,58 ve 3 aylik DTR
grubunda 2,33 + 0,58’dir. 6 aylik hayvanlarda histopatolojik skorlama sonucunda;
KNTR grubunda 1,00 + 0,82, KTR grubunda 5,67 + 1,53, DNTR grubunda 0,67 + 1,15
ve DTR grubunda 1,67 + 1,53’tiir. 9 aylik hayvanlarda histopatolojik skorlama
sonucunda; KNTR grubunda 1,5 £ 0,71, KTR grubunda 5,5 + 0,71, DNTR grubunda
1,33 £ 0,58 ve DTR grubunda 2,0 + 1,41 histopatolojik skor degerleri elde edilmistir.

3 aylik hayvanlarin histopatolojik skorlama analizine gére, KTR grubunun KNTR
ve DTR gruplarma kiyasla histopatolojik skoru anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(Sekil 11).
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Sekil 11. 3 aylik gruplarda iskelet kasinin histopatolojik skor grafigi.

Veriler ortalama £ SEM olarak sunulmustur. Gruplar arasi karsilagtirmalar i¢in One-way ANOVA
kullanilnustir. Istatistiksel anlamhilik diizeyleri: *p<0,05 ve **p<0,005.
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6 aylik hayvanlarda yapilan histopatolojik skorlama analizine goére, KTR
grubunun KNTR ve DTR gruplarina kiyasla histopatolojik skoru anlamli derecede
yiiksek bulunmustur. DNTR ve DTR gruplarinda skorlar diisiik diizeyde
hesaplanmistir (Sekil 12).
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Sekil 12. 6 aylik gruplarda iskelet kasinin histopatolojik skor grafigi.

Veriler ortalama + SEM olarak sunulmustur. Gruplar arasi karsilastirmalar i¢in One-way ANOVA
kullanilmustir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: *p<0,05 ve **p<0,005.

9 aylik hayvanlarda yapilan histopatolojik skorlama analizine gore: KTR
grubunun KNTR ve DTR gruplaria kiyasla histopatolojik skoru anlamli derecede
yiiksek bulunmustur. DTR grubunda histopatolojik skor hafif¢ce artmasina ragmen, bu
artis KTR grubundaki belirgin artisa kiyasla daha azdir. Iki grup arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 13). Bu bulgular, KTR grubunda kas
dokusundaki yapisal hasarin hem KNTR hem de DTR gruplarina kiyasla belirgin

sekilde arttigin1 gostermektedir.
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Sekil 13. 9 aylik gruplarda iskelet kasinin histopatolojik skor grafigi.

Veriler ortalama £ SEM olarak sunulmustur. Gruplar arasi karsilagtirmalar i¢in One-way ANOVA
kullanilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: *p < 0,05.

4.3 Iskelet Kaslarinin Morfometrik Degerlendirmesi

3 aylik deney gruplarinda kas lifi ¢apt (MinFeret, pm) Olctimleri
degerlendirildiginde; KNTR’de ortalama kas lifi cap1 273.953,5 + 8.113,8 um olarak
hesaplanmistir. KTR grubunda bu deger 361.269,6 + 10.276,8 um, DNTR grubunda
358.307,3 = 6.619,3 um ve DTR grubunda ise 357.102,3 £ 13.125,0 um olarak
belirlenmistir. Kas lifi cap1, MinFeret (Feret minimum ¢ap) yontemiyle 6l¢iilmiis olup,

en kisa lif eksenine karsilik gelen degeri temsil etmektedir.
3 aylik hayvan gruplarinda kas lifi ¢capt (MinFeret) dl¢limleri karsilastirildiginda,

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar belirlenmistir. KNTR grubunun

kas lifi cap1, hem DTR hem de DNTR gruplarina kiyasla anlamli sekilde daha diisiik
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bulunmustur. Ayrica KTR grubunun kas lifi ¢api, DTR grubuna gére anlamli derecede
daha diistiktiir (Sekil 14).
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Sekil 14. 3 aylik gruplarda iskelet kaslarinin minferet degerleri grafigi.

Veriler ortalama + SEM olarak sunulmustur. Gruplar arasi karsilastirmalar i¢in Kruskal-Wallis
kullanilmugtir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: **p<0,005 ve ****p<0,0001.

6 aylik hayvan gruplarinda Olgiilen kas lifi ¢ap1 (MinFeret, pm) degerleri
incelendiginde; KNTR grubunda ortalama cap 303.854,0 = 4.587,4 um, KTR
grubunda 325.976,7 + 8.865,7 um, DNTR grubunda 388.598,8 & 8.229,8 um ve DTR
grubunda ise 338.410,5 = 9.670,9 pm olarak hesaplanmistir.

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda; DNTR grubunun, KNTR ve DTR

gruplarina gore kas lifi gapiin anlamli diizeyde arttigi gézlenmistir (Sekil 15).
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Sekil 15. 6 aylik gruplarda iskelet kaslarinin minferet degerleri grafigi.

Veriler ortalama + SEM olarak sunulmustur. Gruplar arasi karsilagtirmalar icin Kruskal-Wallis
kullanilmustir. Istatistiksel anlamhilik diizeyleri: **p<0,005 ve ****p<0,0001.

9 aylik hayvan gruplarinda oOlgiilen kas lifi ¢apt (MinFeret, um) degerleri
degerlendirildiginde; KNTR de ortalama ¢ap 263.750,9 + 5.440,4 pm, KTR grubunda
207.931,9 £ 6.701,5 um, DNTR grubunda 288.617,7 + 6.917,7 um ve DTR grubunda
ise 322.297,3 + 8.781,6 um olarak hesaplanmustir.

Istatistiksel analizler sonucunda; kas lifi cap1 agisindan degerlendirildiginde, KTR
grubunda KNTR ve DTR gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gdzlemlenmistir. Ote yandan, DTR grubunda kas lifi capmin KNTR grubuna gore
anlaml sekilde arttig1 belirlenmistir (Sekil 16). Bu bulgular, 6zellikle DTR grubunda
kas lifi ¢gapinda belirgin bir artis oldugunu, KTR grubunda ise atrofiye isaret eden

anlamli bir azalma yasandigin1 géstermektedir.
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Sekil 16. 9 aylik gruplarda iskelet kaslarinin minferet degerleri grafigi.

Veriler ortalama + SEM olarak sunulmustur. Gruplar arasi karsilagtirmalar igin Kruskal-Wallis
kullanilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: **** p<0,0001.

KNTR grubuna ait farkli yas donemlerinde (3, 6 ve 9 ay) kas lifi cap1 degerleri
karsilagtirildiginda; 6 aylik KNTR grubunda 6l¢iilen kas lifi ¢api, 3 ve 9 aylik gruplara
kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde yliksek bulunmustur. Bununla birlikte, 9
aylik gruptaki kas lifi cap1 da 3 aylik gruba gore anlaml diizeyde artis gostermistir
(Sekil 17.)
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Sekil 17. KNTR gruplarinda iskelet kaslarinin minferet degerlerinin yasa gore grafigi.

Veriler ortalama + SEM olarak sunulmustur. Gruplar arasi karsilagtirmalar igin Kruskal-Wallis

kullanilmustir. Istatiksel anlamhilik diizeyleri: *p<0,05 ve ****p<0,0001.

KTR grubuna farkli yas donemlerinde (3, 6 ve 9 ay) Olciilen kas lifi ¢ap1 degerleri
karsilagtirildiginda; 9 aylik gruptaki hayvanlar, hem 3 aylik hem de 6 aylik gruplara
kiyasla anlamli sekilde daha diisiik kas lifi cap1 degerlerine sahiptir (Sekil 18). Bu
bulgular, KTR grubunda kas lifi capinin 6. aya kadar artis gosterdigini, ancak 9. ayda

belirgin sekilde azaldigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 18. KTR gruplarinda iskelet kaslarinin minferet degerlerinin yasa gore grafigi.

Veriler ortalama = SEM olarak sunulmustur. Gruplar arasi karsilastirmalar igin Kruskal-Wallis
kullanilmustir. Istatiksel anlamhilik diizeyleri: ****p<0,0001.

DNTR grubuna ait farkli yas dénemlerinde (3, 6 ve 9 ay) Ol¢iilen kas lifi ¢ap1
degerleri karsilastirlldiginda; 6 aylik grup, 3 ve 9 aylik gruplara kiyasla anlamli
diizeyde daha yiiksek kas lifi ¢cap1 degerine sahiptir. Bununla birlikte, 3 aylik grup ile
9 aylik grup karsilagtirildiginda da ¢ap degerlerinin 9. ayda anlamli diizeyde azaldig:
gorilmistir (Sekil 19).
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Sekil 19. DNTR gruplarinda iskelet kaslarinin minferet degerlerinin yasa gore grafigi.

Veriler ortalama = SEM olarak sunulmustur. Gruplar arasi karsilagtirmalar i¢in Kruskal-Wallis
kullanlnustir. Istatiksel anlamhlik diizeyleri: ***p<0,0005 ****p<0,0001.

DTR grubuna ait farkli yas donemlerinde (3, 6 ve 9 ay) Olciilen kas lifi capi
(MinFeret, um) degerleri karsilastirildiginda; 9 aylik grupta Olgiilen kas lifi gap:
degerlerinin 3 aylik gruba kiyasla istatistiksel olarak anlaml diizeyde yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Ancak 6 ve 9 aylik gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmamaistir
(Sekil 20). Bu sonuglar, DTR grubunda yasla birlikte kas lifi ¢apinda artis egilimi
oldugunu, ancak bu artisin yalnizca erken donemle karsilastirildiginda anlamli hale

geldigini gostermektedir.
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Sekil 20. DTR gruplarinda iskelet kaslarinin minferet degerlerinin yasa gore grafigi.

Veriler ortalama + SEM olarak sunulmustur. Gruplar arasi karsilagtirmalar igin Kruskal-Wallis
kullanlmustir. Istatiksel anlamhilik diizeyleri: *p<0,05.

44 PAS Reaksiyonu Yogunlugu Degerlendirmesi

3 aylik hayvan gruplarinda kas dokularinda PAS reaksiyon yogunlugu 6l¢timleri
degerlendirildiginde; KNTR grubunda ortalama PAS yogunlugu 261,3x10° =+
114,5%10° AU olarak belirlenmistir. KTR grubunda bu deger 1.189,3x10° =+
326,5x10° AU, DNTR grubunda 1.318,4x10° + 172,6x10° AU ve DTR grubunda
ise 1.576,1x10° +386,7x10° AU olarak hesaplanmistr.

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, 3 aylik hayvan gruplarindaki PAS
reaksiyon yogunlugu degerleri arasinda anlamli farkliliklar gozlenmistir. KTR
grubunda ortalama PAS yogunlugu en diisiik seviyede tespit edilmistir. KNTR
grubunun PAS reaksiyon yogunlugu, KTR grubuna kiyasla istatiksel olarak anlamli
seviyede yiiksek bulunmustur. Ayrica, DTR grubu kontrol grubuna (KNTR) yakin
sonuglar gostermistir (Sekil 21).
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Sekil 21. 3 aylik gruplarda PAS reaksiyonu yogunlugu grafigi.

Veriler ortalama £ SEM olarak sunulmustur. Gruplar arasi karsilagtirmalar i¢in One-way ANOVA
kullanilmustir. Istatiksel anlamhilik diizeyleri: ****p<0,0001.

6 aylik hayvan gruplarinda kas dokularinda PAS reaksiyon yogunlugu 6l¢timleri
degerlendirildiginde; KNTR grubunda ortalama PAS yogunlugu 1,10x10° =+
2,53x10% AU olarak belirlenmistir. KTR grubunda bu deger 4,39x10% =+ 2,63x10®
AU, DNTR grubunda 1,24x10° +3,62x108 AU ve DTR grubunda ise 1,22x10° =+
3,51x10% AU olarak hesaplanmustir.

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, 6 aylik hayvan gruplarinda PAS
reaksiyon yogunlugu gruplar arasinda anlamli farkliliklar tespit edilmistir. KTR
grubunda gozlenen PAS yogunlugu, KNTR ve DTR gruplarina kiyasla istatistiksel
olarak anlamli sekilde daha diisiik bulunmustur (Sekil 22).
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Sekil 22. 6 aylik gruplarda PAS reaksiyonu yogunlugu grafigi.

Veriler ortalama £ SEM olarak sunulmustur. Gruplar arasi karsilastirmalar i¢in One-way ANOVA
kullanlmustir. Istatiksel anlamlilik diizeyleri: ****p<0,0001.

9 aylik hayvan gruplarinda kas dokularinda PAS reaksiyon yogunlugu 6l¢timleri
degerlendirildiginde; KNTR grubunda ortalama PAS yogunlugu 1,24x10° =+
3,08x10® AU olarak hesaplanmigtir. KTR grubunda bu deger 6,60x10% +1,78x10®
AU, DNTR grubunda 1,34x10° +2,77x108 AU ve DTR grubunda ise 1,52x10° =+
1,82x10% AU olarak belirlenmistir.

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, KTR grubunda 6lgiilen PAS reaktivite

yogunlugu, KNTR ve DTR gruplarina gére anlamli derecede diistiktiir (Sekil 23).
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Sekil 23. 9 aylik gruplarda PAS reaksiyonu yogunlugu grafigi.

Veriler ortalama + SEM olarak sunulmustur. Gruplar arasi karsilastirmalar i¢in One-way ANOVA
kullanilmistir. Istatiksel anlamlilik diizeyleri: *p<0,05 ve **p<0,005.

45 COXIV immiinohistokimya Bulgular

COXIV immiinohistokimyasal boyama sonucunda, sitoplazmik yerlesimli ve
graniiler karakterde pozitif sinyal gozlenmistir. Boyanma, 6zellikle subsarkolemmal
bolgelerde ve intermyofibriler mitokondri lokalizasyonlarina karsilik gelen alanlarda
belirgin olup lif boyunca diffiiz, pozitif kahverengi dagilim gostermektedir. DAB
kromojeni 1ile gelistirilen reaksiyon, hematoksilen karsi boyas: ile birlikte

degerlendirilmistir. COXIV immiinreaktivite dagilimi ve yogunlugu;

3 aylik KNTR grubunda, 9 aylik KNTR grubuna gore daha az sayida lifte ve
yogunlukta (Resim 11), 3 aylik KTR grubunda, 9 aylik KTR grubuna goére daha fazla
sayida lifte (Resim 12), 3 aylik DNTR grubunda, 9 aylik DNTR grubuna gore daha az
yogunlukta (Resim 13), 3 aylik DTR grubunda heterojen ve daha az yogunlukta, 9
aylik DTR grubunda homojene daha yakin ve yogunlugu daha yiiksek (Resim 14)

COXIV immiinreaktivitesi 6l¢iilmiistiir.
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Resim 11. 3 ve 9 ayllk KNTR gruplarma ait doku oOrneginin COXIV
immiinohistokimya boyamasi.

(A) 3 aylik KNTR grubunda COXIV immiinreaktivitesi. 9 aylik KNTR grubuna gore daha az sayida
lifte ve yogunlukta COXIV imminreaktivitesi (40x). (B) 9 aylik KNTR grubunda COX
immiinreaktivitesi, kas lifleri boyunca homojen kahverengi boyanma, mitokondriyal aktivitenin diizenli
dagilimi (40x).
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Resim 12. 3 ve 9 aylik KTR gruplarina ait doku drneginin COXIV immiinohistokimya
boyamasi.

(A) 3 aylik KTR grubunda COXIV immiinreaktivitesi. 9 aylik KTR grubuna goére daha fazla lifte
COXIV immiinreaktivitesi (40x). (B) 9 aylik KTR grubunda liflerin biiyiikk ¢ogunlugunda COXIV
pozitifligi saptanmamis, yalnizca sinirli sayida lifte subsarkolemmal bolgelerde diizensiz ve zayif
graniiler boyanma goriintiisii (40x).
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Resim 13. 3 ve 9 ayllk DNTR gruplarma ait doku Orneginin COXIV
immiinohistokimya boyamasi.

(A) 3 aylik DNTR grubunda COXIV immiinreaktivitesi. Kahverengi DAB sinyalleri, ¢cogunlukla
subsarkolemmal bdlgelerde smirli kalmakta olup intermyofibriler bolgelerde graniiler boyanma
belirgindir (40x). (B) 9 aylik DNTR grubunda subsarkolemmal ve intermyofibriler bolgelerde grantiler
dagilim gosteren kahverengi DAB sinyalleri, COXIV protein ekspresyonunun artmis ve mitokondriyal
aktivitenin lif i¢i dagilimi (40x).
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Resim 14. 3 ve 9 aylik DTR gruplarina ait doku 6rneginin COXIV immiinohistokimya
boyamasi.

(A) 3 aylik DTR grubunda COXIV immiinreaktivitesi. 3 aylik DTR grubunda 9 aylik DTR grubuna
gore daha az sayida COXIV ekspresyonunun heterojen bir dagilimi (40x). (B) 9 aylik DTR grubunda
homojene daha yakin COXIV pozitifligi (40x).

46 COXIV immiinreaktivite Analizi

COXIV immiinreaktivite yogunlugu analizi yapildiginda 3 aylik hayvanlarin kas
dokusunda yapilan COXIV immiinohistokimyasal boyama sonucunda, KNTR
grubunda ortalama COXIV immiinreaktivite yogunlugu 1,35 x 10° +£5,01 x 10® AU,
KTR grubunda 8,48 x 108 + 3,48 x 108 AU, DNTR grubunda 1,17 x 10° +5,11 x
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10 AU, DTR grubunda ise 1,53 x 10° £2,52 x 108 AU olarak &l¢iilmiistiir. 6 aylik
hayvanlarda COXIV immiinohistokimyasal boyama sonucunda elde edilen ortalama
immiinreaktivite yogunlugu degerleri su sekildedir: KNTR grubunda 1,93 x 10° =+
1,76 x 108 AU, KTR grubunda 1,01 x 10 +3,93 x 10® AU, DNTR grubunda 1,85
x 10° £4,27 x 108 AU, DTR grubunda 1,57 x 10° +£2,69 x 108 AU 6l¢iilmiistiir.
9 aylik hayvanlarda ise immiinohistokimyasal boyama sonucunda Jlgiilen
immiinreaktivite yogunluklar incelendiginde; KNTR grubunda 1,96 x 10° + 3,12 x
10® AU, KTR grubunda 1,18 x 10° +3,68 x 108 AU, DNTR grubunda 1,70 x 10°
+ 4,02 x 108 AU ve DTR grubunda ise 1,56 x 10° =+ 1,96 x 10® AU olarak

Olclilmiistiir.

3 aylik hayvan gruplar1 kendi gruplari arasinda kiyaslandiginda KTR grubunda
COXIV seviyesinin diger gruplara gore daha diisiik oldugu gozlendi. DTR grubunda
ise COXIV immiinreaktivite yogunlugu anlamli derecede yiiksek oldugu goriildii.
[statistiksel analiz sonucunda, DTR grubunda &lgiilen COXIV yogunlugu, KTR
grubuna kiyasla anlamli sekilde artmistir (Sekil 24).
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Sekil 24. 3 aylik gruplarda COXIV immiinreaktivite yogunlugu grafigi.
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Veriler ortalama + SEM olarak sunulmustur. Gruplar arasi karsilastirmalar igin Kruskal-Wallis
kullanilmustir. Istatiksel anlamhilik diizeyleri: *p<0,05.

6 aylik hayvanlar kendi gruplari arasinda kiyaslandiginda KTR grubunda COXIV
seviyesinin anlamli derecede azaldig1r gozlendi. KNTR grubunda 6l¢iilen COXIV
yogunlugu, KTR grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksekti. Ayrica
DTR grubunun COXIV yogunlugu, KTR grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek
bulundu (Sekil 25). Bu bulgular, destekleyici diyet uygulamasimnin COXIV

ekspresyonu tizerindeki etkilerini ortaya koymaktadir.
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Sekil 25. 6 aylik gruplarda COXIV immiinreaktivite yogunlugu grafigi.

Veriler ortalama + SEM olarak sunulmustur. Gruplar arasi karsilastirmalar i¢in One-way ANOVA
kullanilmugtir. Istatiksel anlamlilik diizeyleri: **p<0,005 ve ****p<0,0001.
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9 aylik gruplar arasinda yapilan COXIV immiinreaktivite yogunlugu analizinde,
KTR grubunda ol¢iilen COXIV seviyeleri, KNTR ve DTR gruplarina kiyasla
istatistiksel olarak anlamli sekilde diistiiktiir. DTR ve KNTR gruplarini1 benzer sonuglar
gostermistir.  Bu sonuglar, KNTR, DTR ve DNTR gruplarinda COXIV
ekspresyonunun korundugunu, KTR grubunda ise anlamli bir azalma oldugunu

gostermektedir (Sekil 26).
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Sekil 26. 9 aylik gruplarda COXIV immiinreaktivite yogunlugu grafigi.

Veriler ortalama + SEM olarak sunulmustur. Gruplar arasi karsilagtirmalar i¢in One-way ANOVA
kullanilmustir. Istatiksel anlamlilik diizeyleri: **p<0,005 ve ****p<0,0001.

KNTR gruplari arasinda zamanla meydana gelen degisimin incelendigi COXIV
immiinreaktivite yogunlugu analizinde, 6 ve 9 aylik gruplarda COXIV seviyelerinin 3
aylik gruba kiyasla anlaml diizeyde yliksek oldugu belirlendi. Bu sonuglar, kontrol
grubunda yas ilerledik¢e iskelet kasinda COXIV immiinreaktivite yogunlugunun

arttigin1 ve korundugunu gostermektedir (Sekil 27).
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Sekil 27. KNTR gruplarinda COXIV immiinreaktivite yogunlugu grafigi.

Veriler ortalama + SEM olarak sunulmustur. Gruplar arasi1 karsilagtirmalar i¢in One- way ANOVA
kullanilmistir. Istatiksel anlamlilik diizeyleri: **p<0,005.

KTR gruplar1 arasinda zamanla meydana gelen degisimi degerlendirmek amaciyla
yapilan COXIV immiinreaktivite yogunlugu analizinde, yas ilerledikce COXIV
diizeyinde belirgin bir azalma oldugu tespit edildi. 6 ve 9 aylik gruplarda 3 aylik gruba
gore COXIV immiinreaktivite yogunlugunda anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir
(Sekil 28). Bu bulgular, yaglanmanin COXIV ekspresyonu iizerinde olumsuz etkiler

olusturdugunu ve mitokondriyal fonksiyonun yasla birlikte azaldigin1 gostermektedir.
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Sekil 28. KTR gruplarinda COXIV immiinreaktivite yogunlugu grafigi.

Veriler ortalama £ SEM olarak sunulmustur. Gruplar arasi karsilastirmalar i¢in One-way ANOVA
kullanilnustir. Istatiksel anlamhlik diizeyleri: ***p<0,0005.

DNTR gruplarinda zamanla meydana gelen degisimin degerlendirildigi COXIV
immiinreaktivite yogunlugu analizinde, 9 aylik grupta 6lgiilen COXIV diizeylerinin 3
aylik gruba kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu belirlendi. Bu bulgular, DNTR
grubunda yas ilerledikce COXIV ekspresyonunun arttifini ve bu artisin 9. ayda

istatistiksel olarak anlam kazandigini1 gostermektedir (Sekil 29).
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Sekil 29. DNTR gruplarinda COXIV immiinreaktivite yogunlugu grafigi.

Veriler ortalama = SEM olarak sunulmustur. Gruplar arasi karsilagtirmalar icin One- way ANOVA
kullanilnustir. Istatiksel anlamhilik diizeyleri: **p<0,005.

DTR gruplarinda zamanla meydana gelen degisimin degerlendirildigi COXIV
immiinreaktivite yogunlugu analizinde, birbirleriyle kiyaslandiginda aralarinda
anlaml bir fark bulunmamasina ragmen 9 aylik hayvanlarda AH etkisine ragmen

destekleyici diyetin koruyuculugu gézlemlenmistir (Sekil 30).
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Sekil 30. DTR gruplarinda COXIV immiinreaktivite yogunlugu grafigi.

Veriler ortalama = SEM olarak sunulmustur. Gruplar arasi karsilagtirmalar i¢in One- way ANOVA
kullanilmustir.
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5 TARTISMA

Calismamiz kapsaminda, prenatal ve laktasyon déneminde UMP, kolin ve balik
yagt ile desteklenen diyetin, SXFAD Alzheimer modeli farelerde iskelet kasi
tizerindeki  etkileri  histopatolojik ve  immiinohistokimyasal  yoOntemlerle
degerlendirilmistir. Ozellikle glikojen metabolizmas1, mitokondriyal fonksiyon ve kas
lifi morfolojisi gibi parametreler incelenmistir. Bulgularimiz, destekleyici diyetin
Alzheimer patolojisine sahip bireylerde siklikla gozlenen kas dejenerasyonu,
mitokondriyal disfonksiyon ve enerji metabolizmasi1 bozukluklarina karst koruyucu

olabilecegini diisiindiirmektedir.

AH genellikle MSS iizerinden agiklansa da, son yillarda periferal dokularin da
hastaligin gelisiminde rol oynayabilecegine dair kanitlar artmaktadir. Literatiirde
hayvan modeli iizerinde gergeklesen calismalar incelendiginde, APPswe genini sadece
iskelet kaslarinda ifade eden bir transgenik Alzheimer fare modeli kullanilarak yapilan
bir calismada, periferik APP ekspresyonunun kas fizyolojisi tizerindeki etkilerini
ortaya koymaktadir. Elde edilen bulgular, bu mutant farelerde yasa ve kas tipi
ozelliklerine bagli olarak sarkopeni benzeri bir fenotipin gelistigini gostermektedir.
Ozellikle, hizl1 kasilan kas tiplerinden biri olan m. tibialis anterior ve m. quadriceps’te,
6 aylik donemde kas lifi boyutunda azalma ve merkezi ¢ekirdekli lif sayisinda artis
gozlenmistir. Bu degisiklikler, kas rejenerasyonunun bozuldugunu ve dejeneratif
stireclerin  aktive oldugunu disiindirmektedir (152). 3xTg-AD fare modeli
kullanilarak yapilan baska bir ¢alismada, yaslanma siirecinde ortaya ¢ikan motor
fonksiyon bozukluklari, yiirlime bozukluklar1 ve iskelet kasi patolojilerini incelemeyi
amaclamistir. Arastirmacilar 6, 12 ve 16 aylik erkek 3xTg-fAD farelerini, yas ve
cinsiyet eslestirilmis vahsi tip non-transgenik (NTg) kontrol fareleriyle
karsilagtirmistir.  Histolojik  analizler, 3xTg-AD farelerinde kas liflerinde
dejenerasyon, merkezi ¢ekirdekli lif sayisinda artis ve intramiiskiiler yag birikimi gibi
sarkopeni belirtilerinin bulundugunu ortaya koymustur (153). Calismamizda elde
edilen veriler, literatiirde bildirilen bulgularla uyumlu olarak, kas lifi dejenerasyonu,
rejenerasyonu ve atrofi diizeylerini yansitan histopatolojik skorun 3 aylik KTR

grubunda, ayni yastaki KNTR grubuna kiyasla anlamli diizeyde yiiksek oldugunu
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gostermistir. Benzer sekilde, 6 ve 9 aylik hayvanlarda da KTR gruplarinin
histopatolojik skorlari, yasa denk KNTR gruplarina oranla daha yiiksek bulunmustur.

Arastirmacilar, APPswe genini sadece iskelet kaslarinda ifade eden bir transgenik
Alzheimer fare modelinde, hastaligin yasa ve kas lifi tipine bagli olarak ilerleyici bir
kas dejenerasyonuna yol actigi gosterilmistir. m.tibialis anterior’da yapilan H&E
boyamalari, 3 aylik déonemde kontrol gruplarina benzer normal morfolojik yapi
gbzlenmesine ragmen, 6 aylik donemde belirgin kas lifi ¢cap1 azalmasi ile karakterize
bir sarkopeni benzeri tablo ortaya koymustur. Benzer sekilde, m.quadriceps
(proksimal, hizli kasilan tip) de m.tibialis anterior ile benzer sekilde yasa bagl yapisal
bozulmalar gostermistir. Ote yandan, m. soleus’ta ise 3 aylik gibi erken bir donemde
kas lifi ¢capinda azalmaya bagli dejeneratif degisiklikler saptanmistir (152). Bu
bulgular, AH’de sarkopeni benzeri patolojilerin, kas lifi tipi (yavas ya da hizli kasilan)
ve yas gibi faktorlere bagli olarak degisen siddet ve zamanda ortaya ¢ikabilecegini

gostermektedir.

Bagka bir calisma, AH patolojisinin periferik motor ndronlar ve iskelet kasi
tizerindeki etkilerini yasa bagli olarak incelemeyi amaglamistir. 3xTg-AD fare
modelinde NMK morfolojisi, kas kiitlesi ve kas kuvveti degerlendirilmistir. Calismada
geng (2—4 aylik) ve yaslh (18-20 aylik) disi 3xTg-AD ve kontrol fareleri kullanilmistir.
Yasli 3xTg-AD farelerinde m. gastrocnemius kiitlesinde %30 azalma gézlemlenmistir.
Yasl 3xTg-AD farelerinin kaslarinda TGF-B/Smad2/3/MuRF1 yolunun aktivasyonu
tespit edilmistir. Bu yol, kas atrofisi ile iliskili olup, kas kiitlesindeki azalmanin
molekiiler mekanizmasini agiklamaktadir. Bu bulgular, AH'nin sistemik bir hastalik
oldugunu ve kas-beyin ekseninin 6nemini vurgulamaktadir (104). Calismamizda
5xFAD Alzheimer modeli farelerde yaptigimiz morfometrik dl¢limlerde 3 ve 6 aylik
hayvanlarin KTR ve KNTR gruplar1 yas uyumlu olarak kiyaslandiginda ise gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir ancak 9 aylik hayvanlarin KTR ve KNTR
gruplar1 kendi arasinda kiyaslandiginda KTR grubunda KNTR’ye gore istatiksel
anlaml olacak sekilde kas lifi ¢ap1 azalmistir. Bu sonu¢ AH’nin 9 aylik doneme
gelindiginde iskelet kasi atrofisi tizerinde belirgin bir etkisi olabilecegini

gostermektedir. 3 ve 6 aylik hayvanlarda bu etkinin goriilmemesi, ilerleyen yas
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etkisinin de iskelet kas1 atrofisine neden olabilecegi ihtimalini dogurmustur. Bu iki
etkinin birbirinden kesin olarak ayrilmasi i¢in yeni ¢alismalara ihtiya¢ vardir. KNTR
grubunda 6 aylik hayvanlarin kas lifi ¢ap1 en yiiksek bulunmustur. Bu durumun
gelisimsel siireg ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. 9 aylik gruptaki kas lifi cap1
artist 6 aylik hayvanlara gore diisiik ancak 3 aylik hayvanlara gore yine de yiiksek
Ol¢iilmiistiir. Bu durumun hayvanlarin heniliz yash sayilmadigi 9 aylik yetiskin
donemde olmalarindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. KTR grubunda ise
literatiir ile uyumlu olarak AH etkisi ile 9 aylik hayvanlarin kas lifi cap1 3 ve 6 aylik
hayvanlara gore daha az Sl¢iilmiistiir. Bu durumun 9 aylik déonemde AH etkilerinin

goriilmeye baslamasi ile iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

DHA, kolin ve UMP; sinaptik plastisitenin siirdiiriilmesi ve iskelet kasi
biitiinligliniin korunmasinda 6nemli goérevler iistlenmektedir. Bu siireclerle iliskili
mekanizmalarin bozulmasi, hem sinir sistemi hem de kas dokusunda yapisal ve
islevsel degisikliklere yol agabilmektedir. Bu nedenle, DHA, kolin ve UMP gibi
noronal membran prekiirsorlerinin eksik olmasi, AH'deki sinaptik kayiplar kadar,
periferik kas yapisindaki kayiplara da neden olabilir. Bu durum, AH ile sarkopeni
arasindaki olas1 baglantiy1 ortaya koymakta ve bu ii¢ bilesenin terapdtik potansiyelini
hem biligsel hem de fiziksel gerilemeyi yavaslatmak acisindan degerlendirmeyi
gindeme getirmektedir (12-14). Hayvanlar {izerinde yapilan c¢aligmalar
incelendiginde, 2 aylik (geng) ve 18 aylik (yash) erkek C57BL/6J farelerin kullanildig:
bir ¢alismada omega-3 yag asitlerinden EPA ve DHA'nin yaslanmaya bagl sarkopeni
tizerindeki etkileri ve altta yatan mekanizmalar1 incelenmistir. EPA ve DHA
takviyeleri, yash farelerde kas kuvveti, kas kiitlesi ve kas lifi kesit alanindaki diisiisii
hafifletmistir (12). Yapilan baska bir deneysel c¢alismada, 24 giinliik erkek sigan
yavrularinin prenatal ve erken postnatal donemlerinde kolin eksikliginin, dogan
yavrularin iskelet kas dokusunda gen ekspresyon profiline (transkriptom) etkisini
incelenmistir. Kolin eksikligi olan gruplarda iskelet kas1 dokularinda yag birikimi
gozlenmistir. Bu bulgular, maternal beslenmenin yavru kas gelisimi lizerindeki uzun
vadeli etkilerini vurgulamakta ve prenatal donemdeki beslenme stratejilerinin dnemini
ortaya koymaktadir (154). Kolin, genellikle nérolojik gelisim ile iliskilendirilmistir;

ancak bu caligmada, iskelet kas1 gibi periferik dokularin da kolin eksikligine karsi
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olduke¢a hassas oldugu ortaya konulmustur. Bu durum, kolinin hiicresel diizeyde ¢ok
yonlii roliine (6zellikle hiicre zar1 biitlinligii, sinyal iletimi ve epigenetik regiilasyon)
isaret etmektedir. Fareler {iizerine yapilan baska bir c¢alismada siyatik sinir
denervasyonu ile indiiklenen kas atrofisi modelinde, balik yag tiikketiminin ubiquitin
ligaz ekspresyonu iizerindeki etkilerini incelenmistir. Calismanin sonuglari, balik yag
tiiketiminin, siyatik sinir denervasyonu ile indiiklenen kas atrofisi sirasinda MuRF1

ekspresyonunu baskiladigini boylece kas atrofisini hafiflettigi one stiriilmistiir (155).

Bu kapsamda yapilan insan deneyleri incelendiginde 65 yas ve iizeri bireylerde
giinde 4-gram balik yagi kaynakli omega-3 ¢oklu doymamis yag asitlerinin (n-3
PUFA) sarkopeni, viicut kompozisyonu, kas giicii ve fiziksel performans iizerindeki
etkilerini incelenmistir. Iskelet kasi kiitlesi, n-3 PUFA takviyesi alan grupta kontrol
grubuna kiyasla anlamli derecede artmistir (151). Yaslanmaya bagli kas kiitlesi ve
fonksiyon kaybini yavaslatmak i¢in balik yagi kaynakli n—3 PUFA takviyesinin
etkinligini degerlendirmeyi amaclayan baska bir calismaya 60-85 yas araliginda
saglikli 60 yetiskin katilmigtir. Katilimeilar, 6 ay boyunca giinde 1.86 g EPA ve 1.50
g DHA iceren n—3 PUFA takviyesi (n=40) veya misir yagi (n=20) alacak sekilde
rastgele 1ki gruba ayrilmistir. 6 aylik n—3 PUFA takviyesi sonucunda, kontrol grubuna
kiyasla uyluk kas hacminde %3.6 artis gozlenmistir. Bu sonuglar, n—3 PUFA

takviyesinin yaslh bireylerde kas kiitlesi ve giiciinii artirabilecegini gostermektedir.

n-3 PUFA takviyesinin kas gilicii ve kiitlesi iizerindeki olumlu etkileri tiim
arastirmalar tarafindan desteklenmemektedir. Ornegin, yapilan bir arastirmada, yas
ortalamasi 74 olan 53 yasl birey, omega-3 takviyesi alan grup ve plasebo grubu olmak
tizere ikiye ayrilmistir. Omega-3 grubuna giinlilk 660 mg EPA ve 440 mg DHA igeren
balik yagi verilmistir. 12 haftalik omega-3 takviyesinin yash bireylerde viicut

kompozisyonu, kas giicii ve kiitlesinde anlamli bir etkisi olmadig1 ifade edilmistir (14).

Diger yandan, 65 ila 85 yas araligindaki 1050 katilimci ile gerceklestirilen bir
baska ¢alismada, HBB ile sarkopeni (SA) arasindaki iligki incelenmis ve bu baglantida
lipit profili ile bazal metabolik hizin (BMH) potansiyel aracilik roli

degerlendirilmistir. Caligmada diyetle alinan lipitler ve kolin diizeyleri analiz
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edildiginde, HBB+SA grubunda diyetle alinan fosfolipitlerin belirgin sekilde diisiik
oldugu saptanmistir. Ayrica, tekli (MUFA), ¢oklu (PUFA) ve doymus (SFA) yag
asitleri aliminin, hem HBB grubunda hem de sarkopenik bireylerde diisiik oldugu
belirlenmistir. Kolin alimi1 ise, HBB ve HBB+SA gruplarinda anlamh diizeyde
azalmistir. Bu durum, PC tiirevi kolin ve yag asitlerinin hem biligsel hem de kas sagligi
icin temel besinler oldugunu diisiindiirmektedir. Biligssel durumu ve kas fonksiyonlar1
bakimindan degerlendirildiginde HBB, sarkopeni ve HBB+sarkopeni gruplarinin
tamaminda Montreal Biligsel Degerlendirme (MoCA) skorlar1 kontrol grubuna kiyasla
anlamli diizeyde diisiik bulunmustur. Ayni sekilde, bireyin kas kiitlesinin boy
uzunluguna gore oranlanmasiyla hesaplanan iskelet kas indeksi (SMI) de vaka
gruplarinda diisiik bulunmustur. MoCA skoru ile SMI arasinda pozitif bir korelasyon
saptanmig ve bu durum coklu dogrusal regresyon analizleriyle de desteklenmistir
(156). Bu bulgular, yash bireylerde HBB ve SA gelisimini 6nlemede veya erken tespit
etmede beslenme temelli parametrelerin 6nemli rol oynayabilecegini gostermektedir.
Yaslt bireylerde yetersiz fosfolipit ve kolin alimi ile diisiik BMH hem HBB hem de
SA gelisme riskini arttirmaktadir. Bu iki durum arasinda lipid metabolizmasi
tizerinden gii¢lii bir baglanti vardir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak, UMP, kolin ve omega-
3 diyeti igeren hayvan ve insan caligmalari, bu bilesenin iskelet kasinda fibrozisi
azaltma, mitokondriyal kalite kontroliinii (mitofaji) iyilestirme ve hasar durumunda
rejenerasyonu hizlandirma potansiyeline isaret etmektedir. Ancak AH’li bireylerde
kombine beslenme takviyesi (UMP + DHA + kolin) daha cok biligsel faydalara
odaklanmistir (11,140,146)Bu kombine takviyenin AH’de iskelet kasi iizerindeki
etkilerine literatiirde rastlanmamistir. Calismamiz, ilgili alanda smirli sayida ¢alisma

bulunmasi nedeniyle bilimsel agidan 6zgiin bir ¢alisma olma 6zelligi tasimaktadir.

Bizim c¢alismamizda, destekleyici diyetin uygulanmadigi KTR gruplarinda,
diizensiz kas lifi konturlari, merkezi yerlesimli ¢ekirdekler ve yaygin dejenerasyon
odaklar1 gdzlemlenirken; destekleyici diyetin uygulandigi deney gruplarinda bu
bozulmalarin daha az belirgin oldugu dikkati ¢ekmistir. 3, 6 ve 9 aylik DTR
gruplarinin histopatolojik skoru, yas uyumlu KTR gruplarina gére anlaml diizeyde
azalirken, yas uyumlu KNTR grubuyla benzer sonuglara sahiptir. Bu durum, prenatal

ve laktasyon donemindeki destekleyici diyetin erken yaslardan itibaren istikrarl bir
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sekilde AH’nin iskelet kasi iizerinde histopatolojik agidan olumsuz etkilerini

iyilestirmeye yonelik katkis1 olabilecegini gostermistir.

Yapilan morfometrik Ol¢limler sonucunda, m. gastrocnemius’ta 3 ve 6 aylik
hayvanlarda Alzheimer etkisi heniiz gorilmeye baslamamasina ragmen diyet takviyesi
alan gruplarda, kontrol gruplarina kiyasla kas lifi ¢apinda bir artig oldugu gézlenmistir.
Bu durum literatiir ile uyumludur. Alzheimer etkisinin goriilmeye baslandig1 9 aylik
dénemde DTR gruplarindaki kas lifi ¢aplarinin yas uyumlu KTR ve KNTR gruplarina
kiyasla istatiksel anlamli olarak daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu durum literatiir

ile uyumlu olarak beslenmenin koruyucu etkisi olabilecegini gostermektedir.

Yasa bagh olarak yapilan karsilastirmalarda, destekleyici diyet takviyesi
uygulanan DTR gruplarinda, Alzheimer etkisinin varligina ragmen, 9 aylik
hayvanlarda kas lifi caplarinin 3 aylik hayvanlara kiyasla anlamli diizeyde daha ytiksek
oldugu tespit edilmistir. Bu durum destekleyici diyetin, koruyucu etkisine ek olarak
kas lifi ¢apin1 arttirict etkisi olabilecegini de diislindiirmiistiir. DNTR gruplarinda da

kontrol grubu ile benzer sonuglar goriilmiistiir.

Noronal membran prekiirsorlerinin iskelet kasi glikojen metabolizmasina
etkisinin deneysel hayvan modellerinde arastirildigi yakin zamanda yapilan bir
caligmada, farelerde iskelet kasina 6zgii GDES eksikligi (Gde5 skKO) modeli
olusturulmustur. GDES5 eksikligi, iskelet kasinda gliserofosfokolin birikimine yol
acmistir. Bu birikim, glikolitik metabolitlerde ve glikojen seviyelerinde artisa neden
olmustur. Ayrica, PUFA fosfolipidlerin diizeylerinde azalma gdzlemlenmistir. Gde5
skKO farelerine 8 hafta boyunca DHA acisindan zengin diyet verildiginde: kas
kasilma kuvveti kontrol grubuna gore yaklasik %15 artmistir. Yorgunluk direnci
normalize edilmistir. PC bilesiminde DHA igeren formlarinin artis1 gozlemlenmistir
(PC-DHA formlarinda yaklasik %25 geri kazanim) (157,158). Arastirmada, kas
glikojen diizeyi igin spesifik bir artis ya da azalma rapor edilmemistir ancak glikojen
yikimi yavas olan Gde5 skKO farelerinde, DHA diyeti sonrasi kas fonksiyonunun
diizeldigi gosterilmistir. Bu, DHA’’nin glikojen kullanimi ve enerji metabolizmasina

dolayl1 olarak olumlu katki saglayabilecegini diigiindiirmektedir.
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Baska bir ¢alismada, 8-10 aylik fareler, {i¢ gruba ayrilmistir: Pcyt2+/— kolinle
tedavi edilen grup (Pcyt2+/— CHO), kolin verilmemis Pcyt2+/— grubu, kontrol grubu
(Pcyt2+/+). Kolin tedavisi, Pcyt2+/— kasindaki glikojen diizeylerinin geri
kazandirilmasi agisindan olumlu bir etki gostermistir. Pcyt2+/— kasinda, Pcyt2+/+
(yabanil tip) kasa gore glikojen diizeyi %50 oraninda azalmistir. Kolin takviyesi,
Pcyt2+/— grubu farelerin kasinda glikojen metabolizmasini belirgin sekilde yeniden
diizenlemis ve bu metabolik profili, Pcyt2+/+ farelerin daha zayif olan fenotipine

benzer hale getirmistir (158)

Iskelet kasinda kas atrofisi ve glikojen seviyesinin incelendigi bir calismada 6
haftalik C57BL/6 fareleri, 8 hafta boyunca DHA ile zenginlestirilmis veya kontrol
diyetiyle beslenmistir. Ardindan fareler 48 saat a¢ birakilmistir. DHA takviyesi, aglik
oncesi kas glikojen igerigini artirmistir. Bu g¢alismada, DHA takviyesinin, aglik
stiresince  olugan iskelet kasi atrofisini Onlemedeki potansiyel etkileri
degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, DHA takviyesinin kas kaybini Onleyici
etkilerinin olduk¢a belirgin oldugunu ve bunun hem enerji metabolizmas: hem de
katabolik siireclerin regiilasyonu {iizerinden gergeklestigini gostermektedir. DHA
takviyesiyle beslenen farelerde, aglik siiresince m. gastrocnemius’ta gozlenen kiitle
kayb1 %13 diizeyindeyken, bu oran DHA almayan kontrol grubunda %?27'ye
ulagsmistir. Bu sonug, DHA’nin kas kaybini yaklagik %52 oraninda engelledigini
ortaya koymaktadir. Bu koruyucu etki, biiyiik 6l¢iide kas hiicrelerinde artan glikojen
rezervlerine baglanabilir. Nitekim DHA grubunda kas glikojen icerigi 12.4 + 1.9
umol/g diizeyine ulasirken, kontrol grubunda bu deger yalnizca 5.6 + 1.2 pumol/g
olarak tespit edilmistir. Bu da glikojen seviyelerinde %121 oraninda bir artiga isaret

etmektedir (159).

Calismamizda farkli yas gruplarina uygulanan destekleyici diyetin iskelet kasinda
glikojen igerigini yansitan PAS reaksiyon yogunlugu {zerindeki etkileri
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda, hayvan gruplar1 arasinda
glikojen seviyeleri belirgin farkliliklar gozlenmistir. Literatiir ile uyumlu olarak 6 ve
9 aylik hayvanlarda DTR gruplarindaki kas glikojen seviyesi, yas ile uyumlu KTR

gruplarina gore istatiksel olarak anlamli sekilde fazla olgiilmiistiir. Bu durum AH’de
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destekleyici diyetin, glikojen seviyesinin korunmasinda etkili olabilecegini ortaya

koymustur.

3-18 aylik erkek AH ile iligkili APP/PS1 transgenik fare modelinin kullanildigi
bir ¢aligmada iskelet kasi mitokondrilerinde belirgin enerji metabolizmasi
bozukluklar1 oldugunu ortaya koymustur. Mitokondriyal oksijen tiikketim oranlari,
kontrol grubuna kiyasla Alzheimer modelinde anlamli derecede azalmistir. Ayrica,
iskelet kasindaki mitokondriyal disfonksiyonun, hastaligin ilerlemesiyle birlikte
biligsel bozulmalarla iliskili olabilecegi ve bu nedenle iskelet kasi mitokondriyal
fonksiyonlariin, AH nin erken teshisi ve takibinde potansiyel bir biyobelirte¢ olarak

kullanilabilecegi 6ne siiriilmektedir (160).

Aragtirmacilar, APPswe genini sadece iskelet kaslarinda ifade eden bir transgenik
Alzheimer fare modelinde, hem TA hem de soleus kaslarinda COX pozitif liflerin
sayisinda azalma tespit edilmistir. Bu bulgu, APPswe ekspresyonunun iskelet
kaslarinda mitokondriyal fonksiyonu bozdugunu ve buna bagli olarak enerji
metabolizmasinda yetersizlik gelistigini gostermektedir. COX enzimi, mitokondriyal
solunum zincirinin son basamaginda yer alir ve ATP iiretiminde kritik bir rol oynar.
COX+ liflerin azalmasi, hiicrelerin oksidatif kapasitesinin diistiiglinii ve oksijen
kullantminin bozuldugunu ortaya koyar. Bu durum, kas yorgunlugu, atrofi ve
dejeneratif siireglerin hizlanmasiyla dogrudan iliskilidir. Mitokondriyal disfonksiyon,
sadece lokal kas hasariyla sinirli kalmayip, ayn1 zamanda sistemik inflamasyon ve
noroinflamasyon gibi merkezi etkileri de tetikleyebilir. Bu nedenle, iskelet kasindaki
APPswe ekspresyonuna bagli olarak gelisen COX+ lifi kaybi, AH baglaminda kas-
beyin eksenini destekleyen 6nemli bir patolojik gdstergedir. Ayn1 zamanda bu bulgu,
periferik mitokondriyal sagligin korunmasinin yalnizca kas fonksiyonu i¢in degil,
norodejeneratif hastaliklarin 6nlenmesi agisindan da kritik oldugunu gdstermektedir

(152).

Baska bir ¢alismada arastirmacilar, yash bireylerden elde edilen iskelet kasi
biyopsileri ile mitokondriyal solunum Kkapasitelerini degerlendirmis ve bu verileri

bireylerin bilissel durumlar1 ve Alzheimer biyobelirtecleri ile karsilagtirmistir.
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Calisma, hem bilissel olarak saglikli bireyleri hem de HBB yasayan kisileri kapsayan
bir katilimci grubuyla gerceklestirilmistir. Katilimcilarin m.vastus lateralisinden
biyopsisi alinmis ve yliksek ¢oziiniirliikkli respirometri teknigi ile mitokondriyal
fonksiyonlar analiz edilmistir. Ayn1 zamanda, bireylerin biligsel performanslar
noropsikolojik testlerle degerlendirilmis ve Alzheimer ile iliskili biyobelirtegler
ozellikle BOS’taki beta-amiloid (Ap42), fosfo-tau (p-tau), total tau proteinleri ve PET
gorintiillemede glukoz metabolizmas1 ol¢iilmiistiir. Elde edilen bulgular, iskelet kasi
mitokondriyal fonksiyonlarinin bilissel performansla giiglii bir sekilde iliskili
oldugunu gostermistir. Daha diisiik mitokondriyal solunum kapasitesine sahip
bireylerde, biligsel test skorlari da daha disiiktir (161). Calismamizda kas
dokusundaki mitokondri yogunlugunu ve dagilimim tespit eden COXIV reaktivitesi
incelendiginde KTR gruplarinda yaslanma ile birlikte COXIV reaktivitesi azalmas,
DNTR ve KNTR gruplarinda reaktivite artmis ve DTR gruplarinda ise AH’nin
olumsuz etkilerine ragmen destekleyici diyetin mitokondriyal aktivite {izerinde
koruyucu etkisi gozlenmistir. Bu sonucglar literatiir ile uyumlu bir tablo
sergilemektedir. Gruplar yas uyumlu olarak kendi arasinda kiyaslandiginda 3 ve 6
aylik hayvanlarda DTR gruplarinda COXIV seviyeleri KTR gruplarina gére anlamh
diizeyde yiiksek bulunurken bu anlamlilik 9 aylik hayvanlarda ortadan kalkmistir. Bu
durum AH’de mitokondriyal aktivitede degisikligin, iskelet kasindaki morfolojik
degisikliklerden dnce ortaya ciktigini gostermektedir. 6 ve 9 aylik KNTR gruplarinda,
yasa uyumlu KTR gruplarina kiyasla COXIV ekspresyonu daha yliksek diizeyde
Olclilmiistiir. Bu sonug literatlir ile uyumlu olarak AH’nin mitokondriyal aktivite

tizerindeki olumsuz etkilerini géstermektedir.
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6 SONUC

Bu ¢alismada, 5xFAD Alzheimer modeli farelerde iskelet kasi tizerine Alzheimer
patofizyolojisinin ve destekleyici diyet uygulamasinin histopatolojik, morfolojik ve
immiinohistokimyasal etkileri arastirilmigtir. KTR gruplarinda kas dokusundaki
dejenerasyon, rejenerasyon ve atrofi diizeylerini yansitan histopatolojik skorlarin, ayni
yastaki KNTR gruplarina kiyasla 3, 6 ve 9 aylik donemlerde anlamli sekilde daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. Destekleyici diyet ile birlikte AH’nin kas dokusu

tizerindeki olumsuz etkilerinin azaldig1 goriilmiistiir.

Morfometrik analizler, KNTR gruplarinda kas lifi ¢apinin fizyolojik gelisim
stirecine paralel olarak arttigi izlenirken, KTR gruplarinda ise ozellikle 9 aylik
hayvanlarda belirgin bir kas atrofisine doniistiigii saptanmugtir. Bu bulgular, literatiirde
AH ile iligkili kas kayb1 ve atrofiye dair verilerle uyumludur. 9 aylik DTR gruplarinda,
hastalik etkisinin belirginlestigi bu donemde dahi kas lifi capinin KTR ve KNTR
gruplarina kiyasla daha yiiksek olmasi, destekleyici diyetin yalnizca koruyucu degil,

ayni zamanda yapisal destek saglayici bir rol iistlenebilecegini ortaya koymustur.

Iskelet kasindaki glikojen igerigini yansitan PAS reaksiyon yogunlugu
incelendiginde, tiim yas gruplarinda KTR gruplarinda bu seviye en az dl¢lilmiistiir.
Destekleyici diyet uygulanan deney gruplarinda (DNTR ve DTR) 6 ve 9 aylik
donemlerde kontrol gruplarma gore daha yiliksek glikojen diizeyleri tespit edilmistir.
Bu artig, destekleyici diyetin glikojen metabolizmas1 iizerinde uyarict bir etkisi

oldugunu géstermektedir.

Mitokondriyal yogunlugun ve dagilimin gostergesi olan COXIV reaktivitesine
yonelik analizlerde, KTR grubunda yas ilerledikge COXIV ekspresyonunun azaldigy;
buna karsin KNTR ve DNTR gruplarinda COXIV reaktivitesinin arttigi gézlenmistir.
Mitokondriyal aktivitedeki bozulmanin 3. aydan itibaren gozlenmesi, AH’nin iskelet
kasinda yapisal bozulmalar ortaya c¢ikmadan once mitokondriyal fonksiyonlari
etkiledigini gostermektedir. Bu durum, beslenme miidahalesi ile erken donemde

baslayan bu siirecin yavaglatilabilecegini ortaya koymaktadir.

85



Bu bulgular, AH’nin kas yapis1 ve metabolizmasini olumsuz etkiledigini ancak
uygun beslenme yaklagimlarinin bu etkileri azaltabilecegini gostermektedir.
Calismamiz kombine besin takviyesinin SXFAD Alzheimer modelinde iskelet kasinin
yapisal etkilerini inceleyen ilk ¢alisma olma 6zelligi tasimaktadir. ileri ¢alismalarda
farkli yas gruplari ve egzersiz/diyet miidahaleleriyle kombinasyonlu analizlerin

yapilmasinin, bu alandaki bilgi birikimini katki saglayacagina inanmaktayiz.

86



7

10

11.

12.

13.

14

KAYNAKLAR

. Ciurea VA, Covache-Busuioc RA, Mohan AG, Costin HP, Voicu V. Alzheimer’s disease: 120 years

of research and progress. J Med Life. 2023;16(2):173.

. Brisendine MH, Drake JC. Early-stage Alzheimer’s disease: are skeletal muscle and exercise the

key? J Appl Physiol. 2023;134(3):515-20.

. Vellas B, Fielding RA, Bens C, Bernabei R, Cawthon PM, Cederholm T, vd. Implications of ICD-

10 for sarcopenia clinical practice and clinical trials: report by the international conference on frailty

and sarcopenia research task force. J Frailty Aging. 2018;7:2-9.

. Salinas- Rodriguez A, Palazuelos- Gonzalez R, Rivera- Almaraz A, Manrique- Espinoza B.

Longitudinal association of sarcopenia and mild cognitive impairment among older Mexican adults.
J Cachexia Sarcopenia Muscle. 2021;12(6):1848-59.

. Lian D, Chen MM, Wu H, Deng S, Hu X. The role of oxidative stress in skeletal muscle myogenesis

and muscle disease. Antioxidants. 2022;11(4):755.

. Ramoo K, Hairi NN, Yahya A, Choo WY, Hairi FM, Peramalah D, vd. Longitudinal association

between sarcopenia and cognitive impairment among older adults in rural Malaysia. Int J Environ
Res Public Health. 2022;19(8):4723.

. Calvani R, Joseph AM, Adhihetty PJ, Miccheli A, Bossola M, Leeuwenburgh C, vd. Mitochondrial

pathways in sarcopenia of aging and disuse muscle atrophy. Biol Chem. 2013;394(3):393-414.

. Alway SE, Mohamed JS, Myers MJ. Mitochondria initiate and regulate sarcopenia. Exerc Sport Sci

Rev. 2017;45(2):58-69.

. Rygiel KA, Picard M, Turnbull DM. The ageing neuromuscular system and sarcopenia: a

mitochondrial perspective. J Physiol. 2016;594(16):4499-512.

. Picca A, Calvani R, Bossola M, Allocca E, Menghi A, Pesce V, vd. Update on mitochondria and

muscle aging: all wrong roads lead to sarcopenia. Biol Chem. 2018;399(5):421-36.

Cansev M, Wurtman RJ, Sakamoto T, Ulus IH. Oral administration of circulating precursors for

membrane phosphatides can promote the synthesis of new brain synapses. Alzheimer’s & Dementia.

2008;4(1):S153-68.

Wu ZJ, Li YC, Zheng Y, Zhou MQ, Li H, Wu SX, vd. Differential effects of EPA and DHA on

aging-related sarcopenia in mice and possible mechanisms involved. Food Funct. 2025;16(2):601-

16.

Dubinin M V, Starinets VS, Belosludtseva N V, Mikheeva IB, Chelyadnikova YA, Penkina DK, vd.

The effect of uridine on the state of skeletal muscles and the functioning of mitochondria in

Duchenne dystrophy. Int J Mol Sci. 2022;23(18):10660.

. Krzyminska-Siemaszko R, Czepulis N, Lewandowicz M, Zasadzka E, Suwalska A, Witowski J, vd.
The effect of a 12-week omega-3 supplementation on body composition, muscle strength and
physical performance in elderly individuals with decreased muscle mass. Int J Environ Res Public
Health. 2015;12(9):10558-74.

87



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21,
22,

23.

24,

25

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Duranti E, Villa C. From Brain to Muscle: The Role of Muscle Tissue in Neurodegenerative
Disorders. Biology (Basel). 2024;13(9):719.

Martin B, Brenneman R, Becker KG, Gucek M, Cole RN, Maudsley S. iTRAQ analysis of complex
proteome alterations in 3xTgAD Alzheimer’s mice: understanding the interface between physiology
and disease. PL0oS One. 2008;3(7):e2750.

Nussbaum RL, Ellis CE. Alzheimer’s disease and Parkinson’s disease. New england journal of
medicine. 2003;348(14):1356-64.

Signoret JL, Hauw JJ. Maladie d’Alzheimer et autres démences. Flammarion médecine-sciences;
1991,

Bermejo-Pareja F, Del Ser T. Controversial past, splendid present, unpredictable future: a brief
review of Alzheimer disease history. J Clin Med. 2024;13(2):536.

Alzheimer A. Uber eigenartige Krankheitsfille des spiteren Alters. Zeitschrift fiir die gesamte
Neurologie und Psychiatrie. 1911;4(1):356-85.

Patterson C. World alzheimer report 2018. 2018;

Alzheimer’s Association. 2020 Alzheimer’s disease facts and figures. Alzheimer’s and Dementia.
01 Mart 2020;16(3):391-460.

Ohara T, Hata J, Yoshida D, Mukai N, Nagata M, Iwaki T, vd. Trends in dementia prevalence,
incidence, and survival rate in a Japanese community. Neurology. 2017;88(20):1925-32.

Chan KY, Wang W, Wu JJ, Liu L, Theodoratou E, Car J, vd. Epidemiology of Alzheimer’s disease
and other forms of dementia in China, 1990-2010: a systematic review and analysis. The Lancet.
2013;381(9882):2016-23.

. Ozbabalik D, Hussein S. Demans Bakim Modeli Raporu. Ankara: Aile ve Sosyal Politikalar

Bakanligi; 2017.

U.S. Department of Health, Human Services C for DC, Prevention NC for HS. CDC WONDER
online database: About Underlying Cause of Death, 1999-2017. 2018.

Tom SE, Hubbard RA, Crane PK, Haneuse SJ, Bowen J, McCormick WC, vd. Characterization of
dementia and Alzheimer’s disease in an older population: updated incidence and life expectancy
with and without dementia. Am J Public Health. 2015;105(2):408-13.

Association A. 2019 Alzheimer’s disease facts and figures. Alzheimer’s & dementia.
2019;15(3):321-87.

Matthews FE, Stephan BCM, Robinson L, Jagger C, Barnes LE, Arthur A, vd. A two decade
dementia incidence comparison from the Cognitive Function and Ageing Studies I and Il. Nat
Commun. 2016;7(1):11398.

Schrijvers EMC, Verhaaren BFJ, Koudstaal PJ, Hofman A, Ikram MA, Breteler MMB. Is dementia
incidence declining? Trends in dementia incidence since 1990 in the Rotterdam Study. Neurology.
2012;78(19):1456-63.

Masters CL, Bateman R, Blennow K, Rowe CC, Sperling RA, Cummings JL. Alzheimer’s disease.
Nat Rev Dis Primers. 2015;1(1):1-18.

88



32. Talwar P, Sinha J, Grover S, Rawat C, Kushwaha S, Agarwal R, vd. Dissecting complex and
multifactorial nature of Alzheimer’s disease pathogenesis: a clinical, genomic, and systems biology
perspective. Mol Neurobiol. 2016;53:4833-64.

33. Kumar A, Sidhu J, Lui F, Tsao JW. Alzheimer discase. Iginde: StatPearls [internet]. StatPearls
Publishing; 2024.

34. Cuyvers E, Sleegers K. Genetic variations underlying Alzheimer’s disease: evidence from genome-
wide association studies and beyond. Lancet Neurol. 2016;15(8):857-68.

35. Goate A, Chartier-Harlin MC, Mullan M, Brown J, Crawford F, Fidani L, vd. Segregation of a
missense mutation in the amyloid precursor protein gene with familial Alzheimer’s disease. Nature.
1991;349(6311):704-6.

36. Hardy JA, Higgins GA. Alzheimer’s disease: the amyloid cascade hypothesis. Science (1979).
1992;256(5054):184-5.

37. McNaughton D, Knight W, Guerreiro R, Ryan N, Lowe J, Poulter M, vd. Duplication of amyloid
precursor protein (APP), but not prion protein (PRNP) gene is a significant cause of early onset
dementia in a large UK series. Neurobiol Aging. 2012;33(2):426-e13.

38. Brunkan AL, Goate AM. Presenilin function and v- secretase activity. J Neurochem.
2005;93(4):769-92.

39. Singleton AB, Hall R, Ballard CG, Perry RH, Xuereb JH, Rubinsztein DC, vd. Pathology of early-
onset Alzheimer’s disease cases bearing the Thrl13-114ins presenilin-1 mutation. Brain.
2000;123(12):2467-74.

40.Yang Y, Bagyinszky E, An SSA. Presenilin-1 (PSEN1) mutations: clinical phenotypes beyond
Alzheimer’s disease. Int J Mol Sci. 2023;24(9):8417.

41.Ryan NS, Rossor MN. Correlating familial Alzheimer’s disease gene mutations with clinical
phenotype. Biomark Med. 2010;4(1):99-112.

42. Jayadev S, Leverenz JB, Steinbart E, Stahl J, Klunk W, Yu CE, vd. Alzheimer’s disease phenotypes
and genotypes associated with mutations in presenilin 2. Brain. 2010;133(4):1143-54.

43. Shen J, Kelleher IIT RJ. The presenilin hypothesis of Alzheimer’s disease: evidence for a loss-of-
function pathogenic mechanism. Proceedings of the WNational Academy of Sciences.
2007;104(2):403-9.

44. Kelleher 111 RJ, Shen J. Presenilin-1 mutations and Alzheimer’s disease. Proceedings of the National
Academy of Sciences. 2017;114(4):629-31.

45. Duncombe J, Kitamura A, Hase Y, lhara M, Kalaria RN, Horsburgh K. Chronic cerebral
hypoperfusion: a key mechanism leading to vascular cognitive impairment and dementia. Closing
the translational gap between rodent models and human vascular cognitive impairment and
dementia. Clin Sci. 2017;131(19):2451-68.

46. Kinney JW, Bemiller SM, Murtishaw AS, Leisgang AM, Salazar AM, Lamb BT. Inflammation as
a central mechanism in Alzheimer’s disease. Alzheimer’s & Dementia: Translational Research &

Clinical Interventions. 2018;4:575-90.

89



47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.
59.

60.

61.

62.

63.

Iwashyna TJ, Ely EW, Smith DM, Langa KM. Long-term cognitive impairment and functional
disability among survivors of severe sepsis. JAMA. 2010;304(16):1787-94.

Benros ME, Serensen HJ, Nielsen PR, Nordentoft M, Mortensen PB, Petersen L. The association
between infections and general cognitive ability in young men-a nationwide study. PLoS One.
2015;10(5):0124005.

Fann JR, Ribe AR, Pedersen HS, Fenger-Gren M, Christensen J, Benros ME, vd. Long-term risk of
dementia among people with traumatic brain injury in Denmark: a population-based observational
cohort study. Lancet Psychiatry. 2018;5(5):424-31.

Tsai CH, Chuang CS, Hung CH, Lin CL, Sung FC, Tang CH, vd. Fracture as an independent risk
factor of dementia: a nationwide population-based cohort study. Medicine. 2014;93(26):e188.
Engelhart MJ, Geerlings MI, Meijer J, Kiliaan A, Ruitenberg A, Van Swieten JC, vd. Inflammatory
proteins in plasma and the risk of dementia: the rotterdam study. Arch Neurol. 2004;61(5):668-72.
Navarro V, Sanchez-Mejias E, Jimenez S, Muifioz-Castro C, Sanchez-Varo R, Davila JC, vd.
Microglia in Alzheimer’s disease: activated, dysfunctional or degenerative. Front Aging Neurosci.
2018;10:140.

Passamonti L, Tsvetanov KA, Jones PS, Bevan-Jones WR, Arnold R, Borchert RJ, vd.
Neuroinflammation and functional connectivity in Alzheimer’s disease: interactive influences on
cognitive performance. Journal of Neuroscience. 2019;39(36):7218-26.

Santos CY, Snyder PJ, Wu WC, Zhang M, Echeverria A, Alber J. Pathophysiologic relationship
between Alzheimer’s disease, cerebrovascular disease, and cardiovascular risk: a review and
synthesis. Alzheimer’s & Dementia: Diagnosis, Assessment & Disease Monitoring. 2017;7:69-87.
Anjum |, Fayyaz M, Wajid A, Sohail W, Ali A. Does obesity increase the risk of dementia: a
literature review. Cureus. 2018;10(5).

Nicolas G, Acufia- Hidalgo R, Keogh MJ, Quenez O, Steehouwer M, Lelieveld S, vd. Somatic
variants in autosomal dominant genes are a rare cause of sporadic Alzheimer’s disease. Alzheimer’s
& Dementia. 2018;14(12):1632-9.

Chouliaras L, Rutten BPF, Kenis G, Peerbooms O, Visser PJ, Verhey F, vd. Epigenetic regulation
in the pathophysiology of Alzheimer’s disease. Prog Neurobiol. 2010;90(4):498-510.

Selkoe DJ. Alzheimer’s disease: genes, proteins, and therapy. Physiol Rev. 2001;

Bao Z, Cui C, Chow SKH, Qin L, Wong RMY, Cheung WH. AChRs degeneration at NMJ in aging-
associated sarcopenia—a systematic review. Front Aging Neurosci. 2020;12:597811.

H Ferreira-Vieira T, M Guimaraes I, R Silva F, M Ribeiro F. Alzheimer’s disease: targeting the
cholinergic system. Curr Neuropharmacol. 2016;14(1):101-15.

Breijyeh Z, Karaman R. Comprehensive review on Alzheimer’s disease: causes and treatment.
Molecules. 2020;25(24):5789.

Paroni G, Bisceglia P, Seripa D. Understanding the amyloid hypothesis in Alzheimer’s disease.
Journal of Alzheimer’s Disease. 2019;68(2):493-510.

Kametani F, Hasegawa M. Reconsideration of amyloid hypothesis and tau hypothesis in
Alzheimer’s disease. Front Neurosci. 2018;12:328460.

90



64. Kung HF. The B-amyloid hypothesis in Alzheimer’s disease: seeing is believing. C. 3, ACS
medicinal chemistry letters. ACS Publications; 2012. s. 265-7.

65. McCuller C, Jessu R, Callahan AL. Physiology, Skeletal Muscle. Treasure Island (FL): StatPearls
Publishing; 2025. (StatPearls [Internet]).

66. Schiaffino S, Reggiani C. Fiber types in mammalian skeletal muscles. Physiol Rev.
2011;91(4):1447-531.

67. Hall JE. Guyton and Hall Textbook of Medical Physiology. 14th bs. Philadelphia: Elsevier; 2021.

68. Sui SX, Williams LJ, Holloway-Kew KL, Hyde NK, Pasco JA. Skeletal muscle health and cognitive
function: a narrative review. Int J Mol Sci. 2020;22(1):255.

69. Lo JH tung, Yiu T, Ong MT yun, Lee WY wai. Sarcopenia: Current treatments and new regenerative
therapeutic approaches. J Orthop Translat. 2020;23:38.

70. Morais JA. Sarcopenia—definitions and epidemiology. Oxford Textbook of Geriatric Medicine.
2017;409.

71. Avgerinou C. Sarcopenia: why it matters in general practice. British Journal of General Practice.
2020;70(693):200-1.

72. Delmonico MJ, Beck DT. The current understanding of sarcopenia: Emerging tools and
interventional possibilities. Am J Lifestyle Med. 2017;11(2):167-81.

73. Santilli V, Bernetti A, Mangone M, Paoloni M. Clinical definition of sarcopenia. Clinical cases in
mineral and bone metabolism. 2014;11(3):177.

74.Nagase T, Tohda C. Skeletal muscle atrophy- induced hemopexin accelerates onset of cognitive
impairment in Alzheimer’s disease. J Cachexia Sarcopenia Muscle. 2021;12(6):2199-210.

75. Gillies AR, Lieber RL. Structure and function of the skeletal muscle extracellular matrix. Muscle
Nerve. 2011;44(3):318-31.

76. Kragstrup TW, Kjaer M, Mackey AL. Structural, biochemical, cellular, and functional changes in
skeletal muscle extracellular matrix with aging. Scand J Med Sci Sports. 2011;21(6):749-57.

77.Frantz C, Stewart KM, Weaver VM. The extracellular matrix at a glance. J Cell Sci.
2010;123(24):4195-200.

78. Thomas K, Engler AJ, Meyer GA. Extracellular matrix regulation in the muscle satellite cell niche.
Connect Tissue Res. 2015;56(1):1-8.

79.Chen WJ, Lin IH, Lee CW, Chen YF. Aged skeletal muscle retains the ability to remodel
extracellular matrix for degradation of collagen deposition after muscle injury. Int J Mol Sci.
2021;22(4):2123.

80. Johnson DK, Wilkins CH, Morris JC. Accelerated weight loss may precede diagnosis in Alzheimer
disease. Arch Neurol. 2006;63(9):1312-7.

81. Burns JM, Johnson DK, Watts A, Swerdlow RH, Brooks WM. Reduced lean mass in early
Alzheimer disease and its association with brain atrophy. Arch Neurol. 2010;67(4):428-33.

82. Ogawa Y, Kaneko Y, Sato T, Shimizu S, Kanetaka H, Hanyu H. Sarcopenia and muscle functions

at various stages of Alzheimer disease. Front Neurol. 2018;9:710.

91



83. Soto ME, Secher M, Gillette-Guyonnet S, van Kan GA, Andrieu S, Nourhashemi F, vd. Weight loss
and rapid cognitive decline in community-dwelling patients with Alzheimer’s disease. Journal of
Alzheimer’s disease. 2012;28(3):647-54.

84. Keller K, Engelhardt M. Strength and muscle mass loss with aging process. Age and strength loss.
Muscles Ligaments Tendons J. 2014;3(4):346.

85. Volpi E, Nazemi R, Fujita S. Muscle tissue changes with aging. Curr Opin Clin Nutr Metab Care.
2004;7(4):405-10.

86. Searle SD, Rockwood K. Frailty and the risk of cognitive impairment. Alzheimers Res Ther.
2015;7:1-6.

87. Ganmore |, Elkayam I, Ravona-Springer R, Lin HM, Liu X, Plotnik M, vd. Deterioration in motor
function over time in older adults with type 2 diabetes is associated with accelerated cognitive
decline. Endocrine Practice. 2020;26(10):1143-52.

88. Yu L, Boyle PA, Leurgans SE, Wilson RS, Bennett DA, Buchman AS. Incident mobility disability,
mild cognitive impairment, and mortality in community-dwelling older adults. Neuroepidemiology.
2019;53(1-2):55-62.

89. Boyle PA, Buchman AS, Wilson RS, Leurgans SE, Bennett DA. Association of muscle strength
with the risk of Alzheimer disease and the rate of cognitive decline in community-dwelling older
persons. Arch Neurol. 2009;66(11):1339-44.

90. Scisciola L, Fontanella RA, Surina, Cataldo V, Paolisso G, Barbieri M. Sarcopenia and cognitive
function: role of myokines in muscle brain cross-talk. Life. 2021;11(2):173.

91. Kim S, Choi JY, Moon S, Park DH, Kwak HB, Kang JH. Roles of myokines in exercise-induced
improvement of neuropsychiatric function. Pfliigers Archiv-European Journal of Physiology.
2019;471:491-505.

92. Voss MW, Weng TB, Burzynska AZ, Wong CN, Cooke GE, Clark R, vd. Fitness, but not physical
activity, is related to functional integrity of brain networks associated with aging. Neuroimage.
2016;131:113-25.

93. Voss MW, Erickson KIl, Prakash RS, Chaddock L, Kim JS, Alves H, vd. Neurobiological markers
of exercise-related brain plasticity in older adults. Brain Behav Immun. 2013;28:90-9.

94. Plassman BL, Williams Jr JW, Burke JR, Holsinger T, Benjamin S. Systematic review: factors
associated with risk for and possible prevention of cognitive decline in later life. Ann Intern Med.
2010;153(3):182-93.

95. Persad CC, Jones JL, Ashton-Miller JA, Alexander NB, Giordani B. Executive function and gait in
older adults with cognitive impairment. J Gerontol A Biol Sci Med Sci. 2008;63(12):1350-5.

96. Tessier AJ, Wing SS, Rahme E, Morais JA, Chevalier S. Association of low muscle mass with
cognitive function during a 3-year follow-up among adults aged 65 to 86 years in the Canadian
longitudinal study on aging. JAMA Netw Open. 2022;5(7):2219926-62219926.

97. Beeri MS, Leugrans SE, Delbono O, Bennett DA, Buchman AS. Sarcopenia is associated with
incident Alzheimer’s dementia, m ild cognitive impairment, and cognitive decline. J Am Geriatr
Soc. 2021;69(7):1826-35.

92



98. Hunter GR, Singh H, Carter SJ, Bryan DR, Fisher G. Sarcopenia and its implications for metabolic
health. J Obes. 2019;2019(1):8031705.

99. F Monteiro-Cardoso V, Castro M, Oliveira MM, | Moreira P, Peixoto F, A Videira R. Age-
dependent biochemical dysfunction in skeletal muscle of triple-transgenic mouse model of
Alzheimer’s disease. Curr Alzheimer Res. 2015;12(2):100-15.

100.Wei Z, Koya J, Reznik SE. Insulin resistance exacerbates Alzheimer disease via multiple
mechanisms. Front Neurosci. 2021;15:687157.

101. Llorens-Maritin M, Jurado J, Herndndez F, Avila J. GSK-3B, a pivotal kinase in Alzheimer disease.
Front Mol Neurosci. 2014;7:46.

102.Consitt LA, Dudley C, Saxena G. Impact of endurance and resistance training on skeletal muscle
glucose metabolism in older adults. Nutrients. 2019;11(11):2636.

103. Hamilton LK, M’Bra PEH, Mailloux S, Galoppin M, Aumont A, Fernandes KJL. Central inhibition
of stearoyl-CoA desaturase has minimal effects on the peripheral metabolic symptoms of the 3xTg
Alzheimer’s disease mouse model. Sci Rep. 2024;14(1):7742.

104.Xu H, Bhaskaran S, Piekarz KM, Ranjit R, Bian J, Kneis P, vd. Age related changes in muscle
mass and force generation in the triple transgenic (3xTgAD) mouse model of Alzheimer’s disease.
Front Aging Neurosci. 2022;14:876816.

105. Swerdlow RH, Burns JM, Khan SM. The Alzheimer’s disease mitochondrial cascade hypothesis.
Journal of Alzheimer’s Disease. 2010;20(s2):5265-79.

106. Cenini G, Voos W. Mitochondria as potential targets in Alzheimer disease therapy: an update.
Front Pharmacol. 2019;10:902.

107.Misrani A, Tabassum S, Yang L. Mitochondrial dysfunction and oxidative stress in Alzheimer’s
disease. Front Aging Neurosci. 2021;13:617588.

108. Stock D, Gibbons C, Arechaga I, Leslie AGW, Walker JE. The rotary mechanism of ATP synthase.
Curr Opin Struct Biol. 2000;10(6):672-9.

109.Wei W, Jiang Y, Hu G, He Y, Chen H. Recent advances of mitochondrial alterations in Alzheimer’s
disease: a perspective of mitochondrial basic events. Journal of Alzheimer’s Disease.
2024;101(2):379-96.

110.Yadav M, Dahiya M, Dagar J, Singh N, Sharma N, Rawat N, vd. Role of mitochondria in brain
functions and related disorders. Explor Med. 2022;3(5):494-515.

111. Kim DK, Mook-Jung I. The role of cell type-specific mitochondrial dysfunction in the pathogenesis
of Alzheimer’s disease. BMB Rep. 2019;52(12):679.

112.Peng Y, Gao P, Shi L, Chen L, Liu J, Long J. Central and peripheral metabolic defects contribute
to the pathogenesis of Alzheimer’s disease: targeting mitochondria for diagnosis and prevention.
Antioxid Redox Signal. 2020;32(16):1188-236.

113. Swerdlow RH, Burns JM, Khan SM. The Alzheimer’s disease mitochondrial cascade hypothesis:
progress and perspectives. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Molecular Basis of Disease.
2014;1842(8):1219-31.

93



114. Swerdlow RH, Khan SM. A “mitochondrial cascade hypothesis” for sporadic Alzheimer’s disease.
Med Hypotheses. 2004;63(1):8-20.

115.Rhein V, Song X, Wiesner A, Ittner LM, Baysang G, Meier F, vd. Amyloid-B and tau
synergistically impair the oxidative phosphorylation system in triple transgenic Alzheimer’s
disease mice. Proceedings of the National Academy of Sciences. 2009;106(47):20057-62.

116.Moreira PI, Santos MS, Oliveira CR. Alzheimer’s disease: a lesson from mitochondrial
dysfunction. Antioxid Redox Signal. 2007;9(10):1621-30.

117.Hauptmann S, Scherping I, Drose S, Brandt U, Schulz KL, Jendrach M, vd. Mitochondrial
dysfunction: an early event in Alzheimer pathology accumulates with age in AD transgenic mice.
Neurobiol Aging. 2009;30(10):1574-86.

118. Nicholls DG. Mitochondria and calcium signaling. Cell Calcium. 2005;38(3-4):311-7.

119.Lin MT, Beal MF. Mitochondrial dysfunction and oxidative stress in neurodegenerative diseases.
Nature. 2006;443(7113):787-95.

120.Zhu X, Perry G, Smith MA, Wang X. Abnormal mitochondrial dynamics in the pathogenesis of
Alzheimer’s disease. Journal of Alzheimer’s disease. 2012;33(s1):S253-62.

121. Mattson MP, Gleichmann M, Cheng A. Mitochondria in neuroplasticity and neurological disorders.
Neuron. 2008;60(5):748-66.

122.Reddy PH. Mitochondrial dysfunction in aging and Alzheimer’s disease: strategies to protect
neurons. Antioxid Redox Signal. 2007;9(10):1647-58.

123. Caspersen C, Wang N, Yao J, Sosunov A, Chen X, Lustbader JW, vd. Mitochondrial AB: a potential
focal point for neuronal metabolic dysfunction in Alzheimer’s disease. The FASEB Journal.
2005;19(14):2040-1.

124. Santos RX, Correia SC, Wang X, Perry G, Smith MA, Moreira PI, vd. Alzheimer’s disease: diverse
aspects of mitochondrial malfunctioning. Int J Clin Exp Pathol. 2010;3(6):570.

125.Lynch GS, Schertzer JD, Ryall JG. Therapeutic approaches for muscle wasting disorders.
Pharmacol Ther. 2007;113(3):461-87.

126. Combaret L, Dardevet D, Béchet D, Taillandier D, Mosoni L, Attaix D. Skeletal muscle proteolysis
in aging. Curr Opin Clin Nutr Metab Care. 2009;12(1):37-41.

127.Conboy IM, Conboy MJ, Smythe GM, Rando TA. Notch-mediated restoration of regenerative
potential to aged muscle. Science (1979). 2003;302(5650):1575-7.

128.Walrand S, Zangarelli A, Guillet C, Salles J, Soulier K, Giraudet C, vd. Effect of fast dietary
proteins on muscle protein synthesis rate and muscle strength in ad libitum-fed and energy-
restricted old rats. British journal of nutrition. 2011;106(11):1683-90.

129. Sperling RA, Aisen PS, Beckett LA, Bennett DA, Craft S, Fagan AM, vd. Toward defining the
preclinical stages of Alzheimer’s disease: Recommendations from the National Institute on Aging-
Alzheimer’s Association workgroups on diagnostic guidelines for Alzheimer’s disease.
Alzheimer’s & dementia. 2011;7(3):280-92.

130.Petersen RC, Lopez O, Armstrong MJ, Getchius TSD, Ganguli M, Gloss D, vd. Practice guideline

update summary: Mild cognitive impairment: Report of the Guideline Development,

04



Dissemination, and Implementation Subcommittee of the American Academy of Neurology.
Neurology. 2018;90(3):126.

131.De Wilde MC, Overk CR, Sijben JW, Masliah E. Meta-analysis of synaptic pathology in
Alzheimer’s disease reveals selective molecular vesicular machinery vulnerability. Alzheimer’s &
dementia. 2016;12(6):633-44.

132.Czech C, Berndt P, Busch K, Schmitz O, Wiemer J, Most V, vd. Metabolite profiling of
Alzheimer’s disease cerebrospinal fluid. PLoS One. 2012;7(2):e31501.

133.de Wilde MC, Vellas B, Girault E, Yavuz AC, Sijben JW. Lower brain and blood nutrient status in
Alzheimer’s disease: Results from meta-analyses. Alzheimer’s & Dementia: Translational
Research & Clinical Interventions. 2017;3(3):416-31.

134.Whiley L, Sen A, Heaton J, Proitsi P, Garcia-Goémez D, Leung R, vd. Evidence of altered
phosphatidylcholine metabolism in Alzheimer’s disease. Neurobiol Aging. 2014;35(2):271-8.

135.Javaid S, Farooq T, Rehman Z, Afzal A, Ashraf W, Rasool MF, vd. Dynamics of choline-
containing phospholipids in traumatic brain injury and associated comorbidities. Int J Mol Sci.
2021;22(21):11313.

136.Fagone P, Jackowski S. Phosphatidylcholine and the CDP—choline cycle. Biochimica et Biophysica
Acta (BBA)-Molecular and Cell Biology of Lipids. 2013;1831(3):523-32.

137.Wurtman RJ. Synapse formation in the brain can be enhanced by co-administering three specific
nutrients. Eur J Pharmacol. 2017;817:20-1.

138. Cieslak M, Wojtczak A. Role of purinergic receptors in the Alzheimer’s disease. Purinergic Signal.
2018;14(4):331-44.

139. Marcucci H, Paoletti L, Jackowski S, Banchio C. Phosphatidylcholine biosynthesis during neuronal
differentiation and its role in cell fate determination. Journal of biological chemistry.
2010;285(33):25382-93.

140.da Silva SL, Vellas B, Elemans S, Luchsinger J, Kamphuis P, Yaffe K, vd. Plasma nutrient status
of patients with Alzheimer’s disease: systematic review and meta-analysis. Alzheimer’s &
Dementia. 2014;10(4):485-502.

141.0lde Rikkert MGM, Verhey FR, Sijben JWC, Bouwman FH, Dautzenberg PLJ, Lansink M, vd.
Differences in nutritional status between very mild Alzheimer’s disease patients and healthy
controls. Journal of Alzheimer’s disease. 2014;41(1):261-71.

142.Nurk E, Refsum H, Bjelland I, Drevon CA, Tell GS, Ueland PM, vd. Plasma free choline, betaine
and cognitive performance: the Hordaland Health Study. British Journal of Nutrition.
2013;109(3):511-9.

143.van Wijk N, Slot RER, Duits FH, Strik M, Biesheuvel E, Sijben JWC, vd. Nutrients required for
phospholipid synthesis are lower in blood and cerebrospinal fluid in mild cognitive impairment and
Alzheimer’s disease dementia. Alzheimer’s & Dementia: Diagnosis, Assessment & Disease
Monitoring. 2017;8:139-46.

144.Selley ML. A metabolic link between S-adenosylhomocysteine and polyunsaturated fatty acid
metabolism in Alzheimer’s disease. Neurobiol Aging. 2007;28(12):1834-9.

95



145, Sastry PS. Lipids of nervous tissue: composition and metabolism. Prog Lipid Res. 1985;24(2):69-
176.

146.Heras-Sandoval D, Pedraza-Chaverri J, Pérez-Rojas JM. Role of docosahexaenoic acid in the
modulation of glial cells in Alzheimer’s disease. J Neuroinflammation. 2016;13:1-13.

147.Wurtman RJ, Cansev M, Sakamoto T, Ulus IH. Use of phosphatide precursors to promote
synaptogenesis. Annu Rev Nutr. 2009;29(1):59-87.

148.van Wijk N, Broersen LM, de Wilde MC, Hageman RJJ, Groenendijk M, Sijben JWC, vd.
Targeting synaptic dysfunction in Alzheimer’s disease by administering a specific nutrient
combination. Journal of Alzheimer’s disease. 2013;38(3):459-79.

149. Savelkoul P, Merkes M, Kuipers A, Hageman R, Broersen L, Kamphuis P. Multi-nutrient
supplementation induces changes in synaptic protein expression. Alzheimer’s and Dementia.
2011;7(4):7.

150.de Wilde MC, Penke B, van der Beek EM, Kuipers AAM, Kamphuis PJ, Broersen LM.
Neuroprotective effects of a specific multi-nutrient intervention against AB42-induced toxicity in
rats. Journal of Alzheimer’s Disease. 2011;27(2):327-39.

151.Xu D, Lu Y, Yang X, Pan D, Wang Y, Yin S, vd. Effects of fish oil-derived n-3 polyunsaturated
fatty acid on body composition, muscle strength and physical performance in older people: a
secondary analysis of a randomised, double-blind, placebo-controlled trial. Age Ageing.
2022;51(12):afac274.

152.Pan JX, Lee D, Sun D, Zhao K, Xiong L, Guo HH, vd. Muscular Swedish mutant APP-to-Brain
axis in the development of Alzheimer’s disease. Cell Death Dis. 2022;13(11):952.

153. Castillo-Mariqueo L, Pérez-Garcia MJ, Giménez-Llort L. Modeling functional limitations, gait
impairments, and muscle pathology in alzheimer’s disease: Studies in the 3xtg-ad mice.
Biomedicines. 2021;9(10):1365.

154. Mikotajczyk-Stecyna J, Zuk E, Chmurzynska A, Blatkiewicz M, Jopek K, Rucinski M. The effects
of exposure to and timing of a choline-deficient diet during pregnancy and early postnatal life on
the skeletal muscle transcriptome of the offspring. Clinical Nutrition. 2024;43(6):1503-15.

155. Komiya Y, Kobayashi C, Uchida N, Otsu S, Tanio T, Yokoyama I, vd. Effect of dietary fish oil
intake on ubiquitin ligase expression during muscle atrophy induced by sciatic nerve denervation
in mice. Animal Science Journal. 2019;90(8):1018-25.

156.Wang X, Xiao R, Li H, Li T, Guan L, Ding H, vd. Correlation between mild cognitive impairment
and sarcopenia: the prospective role of lipids and basal metabolic rate in the link. Nutrients.
2022;14(24):5321.

157. Aisyah R, Ohshima N, Watanabe D, Nakagawa Y, Sakuma T, Nitschke F, vd. GDE5/Gpcpdl
activity determines phosphatidylcholine composition in skeletal muscle and regulates contractile
force in mice. Commun Biol. 2024;7(1):604.

158. Taylor A, Schenkel LC, Yokich M, Bakovic M. Adaptations to excess choline in insulin resistant
and Pcyt2 deficient skeletal muscle. Biochemistry and Cell Biology. 2017;95(2):223-31.

96



159.Deval C, Capel F, Laillet B, Polge C, Béchet D, Taillandier D, vd. Docosahexaenoic acid-
supplementation prior to fasting prevents muscle atrophy in mice. J Cachexia Sarcopenia Muscle.
2016;7(5):587-603.

160. Schuh RA, Jackson KC, Schlappal AE, Spangenburg EE, Ward CW, Park JH, vd. Mitochondrial

oxygen consumption deficits in skeletal muscle isolated from an Alzheimer’s disease-relevant
murine model. BMC Neurosci. 2014;15:1-12.

161.Tian Q, Bilgel M, Walker KA, Moghekar AR, Fishbein KW, Spencer RG, vd. Skeletal muscle
mitochondrial function predicts cognitive impairment and is associated with biomarkers of

Alzheimer’s disease and neurodegeneration. Alzheimer’s & Dementia. 2023;19(10):4436-45.

97



8 EKLER

EK 1. Etik Kurul Onay1

98



EK 1. Etik Kurul Onay1 (devam)

99



9 OZGECMIS

100






