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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

24S-OHC : 24S hidroksikolesterol

270HC : 27-hidroksikolesterol

ABCA1l . ATP baglayici kaset (ABC) tastyicilart ABC alt ailesi A, tiye 1
ABCGl1 : ATP baglayici kaset (ABC) tastyicilar1 ABC alt ailesi G, tiye 1
AMPA . a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit

ApoE : Apolipoprotein E

ATP : Adenozin trifosfat

AP : Amiloid beta peptid

BBB : Kan-beyin bariyeri

BCA : Bisinkoninik asit

BDNF : Beyin Kaynakli Norotrofik Faktor

BSA - S1g1r serum albumini

CAT : Katalaz

CoA : Koenzim A

CPG - Merkezi model tireteci

CuZnSOD : Bakir ve ¢inko igeren siiperoksit dismutaz formu

CYP46A1 : Kolesterol 24-hidroksilaz

DLG-4 : Discs large homolog 4

DNA : Deoksiribo niikleik asit

ECoG : Elektrokortikografi

ECSOD . Ektraselliiler matrikste bakir ve ¢inko igeren siiperoksit dismutaz formu
EDTA : Etilendiamin tetraasetik asit

ELISA : Enzyme-linked immunosorbent assay

ER : Endoplazmik retikulumda



FeSOD : Demir igeren siiperoksit dismutaz formu

FLISA : Fliioresans baglantili immiinosorban analizi
GABA - Gama aminobiitirik asit

GABAA : GABA alt tipi A

GPX : Glutatyon peroksidaz

HDL - Yiiksek yogunluklu lipoprotein

HMG CoA : 3-hidroksi-3-metil-glutaril-CoA

HRP - Yaban turpu peroksidaz

IDL : Orta yogunluklu lipoprotein

IL-1 - Interldkin 1

IL-1p : Interlokin1p

IL-4 . Interlokin-4

IPSP : Inhibitdr postsinaptik potansiyel

IvVC : Havalandirmali fare kafesi

LDL : Diistik yogunluklu lipoprotein

LDLR - Diisiik yogunluklu lipoprotein reseptorii
LFP - Yerel alan potansiyeli

LTP : Uzun siireli giiglenme (potansiyasyon)
LXR - Karaciger X reseptorleri

MAPK : Mitojenle aktive olan protein kinaz
MDA : Malondialdehit

MEG : Manyetoenselografi

MnSOD : Manganez igeren siiperoksit dismutaz formu
MSS : Merkezi sinir sistemi

NF-Kb - Niikleer faktor kappa B

NGF : Norotrofin sinir bliylime faktorii
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NMDA
NMDAR
NO
NPC1L1
PCR
PI3K
PLCy
PSD
PSD-95
PUFA
RNS
ROS

RS

SD

SOD
SR-BI
SYP
TBA
TNF
TNF-a
TrkB
TrkBFL
uv
VLDL
WT

YKD

: N-metil-D-aspartat

: N-metil D-aspartat reseptorii

- Nitrik oksit

: Niemann-Pick C1-Like 1

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Fosfotidilinositol-3-kinaz

: Fosfolipaz C-y

: Postsinaptik yogunluk

- Postsinaptik yogunluk proteini-95
: Coklu doymamais yag asitleri

- Reaktif nitrojen tiirleri

- Reaktif oksijen tiirleri

. Reaktif tiirler

: Standart fare diyeti

- Siiperoksit dismutaz

- Siiptiriicii (scavenger) reseptorii B tipi [
- Sinaptofizin

: Tiyobarbitiirik asit

: Tiimdr nekroz faktorii

: Timor nekroz faktorii alfa

: Tirozin kinaz reseptorii B

: Tam boy TrkB reseptorii

- Ultraviyole, mor &tesi

- Cok diisiik yogunluklu lipoprotein
- Wild type- dogal fenotip

. Yiiksek kolesterollii diyet
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OZET

BEYIN KAYNAKLI NOROTROFiK FAKTOR (BDNF) HETEROZIGOT
FAREDE YUKSEK KOLESTEROLLU DIiYETIN DAVRANIS VE NOROKIMYASAL
ETKILERI

Keser H. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Biyofizik
Program, Doktora Tezi, Aydin, 2021.

Amag: Kolesterol, hiicre fonksiyonu i¢in O6nemli ve beyinde de-novo sentezlenen bir
molekiildiir. Yiiksek kolesterollii diyetin, ndroinflamasyonu ve oksidatif stresi artirarak
norodejenerasyonu tetikledigi onerilmektedir. Bireysel genotipik farkliliklar, beyindeki bu
degisikliklere diyetin etkisinin belirlenmesinde 6nemli olabilir. Caligmanin amaci, yliksek
kolesterollii beslenmenin beyinde yol agtig1 hasarlara karst BDNF’nin koruyucu bir etkisinin
olup olmadigimin davranigsal, biyokimyasal ve elektrofizyolojik yontemlerle arastirilmasidir.
Calismanin bulgulari, BDNF-Trk-B yolagina iliskin tedavi amaglh ¢aligmalara yol gosterici
niteliktedir.

Gerec ve Yontem: 20-25 g erkek C57BL/6 cinsi fareler, kontrol diyetiyle beslenen dogal
fenotip (CD:WT), kontrol diyetiyle beslenen BDNF heterozigot (CD:HT), yiiksek kolesterol
diyetiyle beslenen dogal fenotip (HCD:WT) ve yiiksek kolesterol diyetiyle beslenen BDNF
heterozigot (HCD:HT) olmak tiizere dort gruba ayrildi. 16 hafta siireyle ad libitum diyet
uygulandiktan sonra, kortikal duyu-motor fonksiyonlarini test etmek i¢in silindir testi, tel asilt
kalma testi, yapiskan cikarma testi yapildi. Ayrica gruplara ait korteks homojenatlarinda
sinaptofizin, PSD-95, tiimor nekroz faktorii-alfa, interlokin-6 seviyeleri ile MDA, SOD ve
CAT oksidatif stres parametreleri Ol¢iildii. Buna ek olarak, 6 hafta boyunca ayni diyet

protokolii uygulanarak elektrokortikografi kayitlar: alindi.

Bulgular: Yiiksek kolesterol diyeti, CD:WT ve HCD:WT gruplari arasinda oksidatif stresi,
CD:HT ve HCD:HT gruplar1 arasinda noroinflamasyonu onemli Ol¢lide etkiledi. Ayrica,
genotip farkliliklar davranigsal performans degisiklikleri saglamistir. Hem diyet hem de
genotip, HCD:WT ve CD:HT gruplar1 arasinda sinaptofizin miktarlarini azaltti.

Elektrofizyolojik kayitlarda heterozigotluk normal diyetle beslenen hayvanlarda giicii
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diistirmiistiir. Ilging bir sekilde WT hayvanlarin aksine HT hayvanlarinda yiiksek kolesterol

ile beslenme mutlak giicii artirma egilimindedir.

Sonu¢: Endojen BDNF seviyeleri, beyinde yiiksek kolesterollii diyetin neden oldugu

inflamasyon ve sonrasinda beklenen fonksiyon kaybinda belirleyici olabilir.

Anahtar  kelimeler: BDNF, Duysal-Motor  Fonksiyonlari,  Elektrokortikografi,
Noroinflamasyon, Oksidatif Stres, Yiiksek Kolesterollii Diyet.
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ABSTRACT

BEHAVIORAL AND NEUROCHEMICAL EFFECTS OF HIGH CHOLESTEROL
DIET ON BRAIN DERIVED NEUROTROPHIC FACTOR (BDNF)
HETEROZYGOUS MICE

Keser H. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Biophysics
Program, Doctorate Thesis, Aydin, 2021.

Objective: Cholesterol is an molecule molecule for cellular functioning, which is synthesized
de-novo in the brain. A high cholesterol diet has been suggested to trigger neurodegeneration
by increasing neuroinflammation and oxidative stress. In addition, individual genotypic
differences may be important in determining the effect of diet on these changes in the brain.
The aim of the study is to investigate the possible protective effects of BDNF against high
cholesterol diet-induced damages by behavioral, biochemical and electrophysiological
methods. The findings of the study have the potential to lead future therapeutic studies on the
BDNF-Trk-B pathway.

Material and Methods: 20-25 g male C57BL/6 mice were divided into four groups as
control diet fed wild type (CD:WT), control diet fed BDNF heterozygous (CD:HT), high
cholesterol diet fed wild type (HCD:WT) and high cholesterol diet fed BDNF heterozygous
(HCD:HT). After the ad libitum diet procedure applied for 16 weeks, cylinder test, hang wire
test and adhesive removal test were performed to test cortical sensory-motor functions. In
addition, synaptophysin, PSD-95, tumor necrosis factor-alpha, interleukin-6 levels together
with the oxidative stress parameters of MDA, SOD and CAT were measured from the cortical
homogenates. Furthermore, same diet procedure was applied for 6 weeks and

electrocorticography recordings were taken.

Results: High cholesterol diet significantly affected oxidative stress among CD:WT and
HCD:WT groups, and neuroinflammation among CD:HT and HCD:HT groups. In addition,
genotype differences resulted in behavioral performance changes. Both diet and genotype
reduced synaptophysin amounts among the HCD:WT and CD:HT groups. In
electrophysiological recordings, heterozygosity decreased the potency in the animals fed with
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a normal diet. Interestingly, feeding with high cholesterol tends to increase absolute potency
in HT animals in contrast to WT animals.

Conclusion: Endogenous BDNF levels may be indicative of the inflammation and subsequent
loss of function in the brain caused by high cholesterol diet.

Keywords:

BDNF, Electrocorticography, High Cholesterol Diet, Neuroinflammation, Oxidative Stress,
Sensory-Motor Functions.
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1. GIRIS

Kolesterol, membran yapilarinda bulunan 6nemli bir biyolojik lipittir. Kanda serbest ve
ester halde bulunur. Kolesterol arteriyal plak olusumuna neden olan lipidlerden biridir.
Yiiksek plazma kolesterol seviyeleri aterosklerotik plak yayginligina neden olmakta ve
kardiyovaskiiler risk faktoriinii artirmaktadir (Jaguszewski ve digerleri, 2013; Libby ve
Plutzky, 2000). Gelismis ve gelismekte olan iilkeler, agirlikli olarak diisiik fiziksel aktiviteyle
birlikte kalori ve yag icerigi yiiksek gida alimi yoniinde ger¢eklesen yasam tarzi degisiklikleri
ile bunlarla iliskili kolesterol bozukluklarinda diizenli bir artisa tanik olmustur (Colagiuri ve
digerleri, 2010; Miller ve digerleri, 2015). Kolesterol bozukluklari, kardiyovaskiiler
hastaliklar, obezite, diyabet, hipertansiyon ve hepatik steatoz insidans1 ile iligkili
olabileceklerinden morbidite ve mortalitenin baslica nedenleri olabilir (Abdel-Sattar ve
digerleri, 2011). Bununla birlikte kolesterol, insan beyninin 6nemli bir bilesenidir ve beyin,
kolesterol yoniinden en zengin organdir. Beyinde ¢ok sayida lipoprotein reseptorii ve
apolipoprotein eksprese edilir. Kolesterol, beyin hiicrelerinde siki bir sekilde diizenlenir ve
normal beyin gelisimi i¢in gereklidir. Kolesterol metabolizmasindaki kusurlar yapisal ve
fonksiyonel merkezi sinir sistemi hastaliklarina yol agar (Orth ve Bellosta, 2012a). Bu
nedenle beyin kolesterol etkileri agisindan, kolesterol ile iligkili hastaliklarda ilk akla gelen
karaciger, kalp vb. organlardan farkli ele alinmalidir. Kolesterol, olusumu, sekli ve salinim
ozellikleri bakimindan, kolesterol igerigi ile kontrol edilen sinaptik vezikiillerin ana
bilesenidir (Segatto ve digerleri, 2014). Post sinaptik tarafta, kolesteroliin ndrotransmitter
reseptorlerinin dogru konumlanmasinda 6nemli bir rolii vardir. Bu nedenle, postsinaptik
ylizeyde daha az miktarda kolesterol noérotransmisyonu bozabilir ve dendrit dikenleri ve
sinapslarinin  kaybina neden olabilir (Sooksawate ve Simmonds, 2001). Biyolojik
membranlarin yapisinda bulunmasina ve beyinde pek ¢ok fizyolojik fonksiyon i¢in gerekli
olmasma karsin, kolesterol yiiksek konsantrasyonlarda ndroinflamasyonu arttirir ve sinir
fonksiyonlarina zararh etkileri vardir. Beyindeki kolesteroliin biiyiik boliimii yine beyinde
sentezlenir ve periferik kolesterolden kan beyin bariyeri ile ayrilir. Fakat diyetle alinan
kolesterol merkezi sinir sistemi metabolizmasin1 yine de etkiler. Diyetle alinan kolesteroliin
metabolitleri olan 24-hidroksikolesterol ve 27-hidroksikolesterol gibi yan zincirler kan beyin
bariyerini gegebilirler ve néroinflamasyonda rol oynarlar (Gamba ve digerleri, 2015; Testa ve

digerleri, 2016).



Beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF), merkezi sinir sisteminde noronal gelisme,
farklilagsma, morfolojik degisiklikler gibi nérotrofik rollerinin yaninda hasardan sonra
koruyucu ve rejeneratif etkileri kolaylastirabilen bir faktordiir. Calismalar, memeli merkezi
sinir sisteminde genis BDNF dagilimi oldugunu ve BDNF’iin normal gelisimsel ve biligsel
siireclerle yakin iliskileri oldugunu gostermistir. BDNF eksikligi sinaptik dejenerasyona yol
acar ve artmis BDNF seviyeleri klinik 6ncesi modellerde sinaptik onarimi destekleyebilir.
BDNF seviyelerindeki degisiklikler norodejeneratif bozukluklar (Alzheimer hastaligi,
Huntington hastalig1 ve epilepsi dahil), noropsikiyatrik bozukluklar (depresyon, anksiyete
bozukluklari, bipolar bozukluklar, sizofreni ve bagimlilik dahil) ve obezite ile iliskilidir.
Hayvan modellerinde BDNF’iin, spinal motor ndronlarin ve kortikospinal motor ndronlarin
lezyonla olusturulan dejenerasyonunu Onledigi gosterilmistir . Noronal rollerinin yaninda
BDNF’iin sinir sistemi i¢in zararli nérodejeneratif ve norotoksik olaylarda koruyucu etkisi
vardir. BDNF’iin oksidatif stres, inflamasyon, néronal apoptozu engelleyici yonde etkileri
oldugu gosterilmistir (A. Chen ve digerleri, 2013).

Literatirde BDNF’iin norolojik fonksiyonlart pek¢ok deneysel ve klinik calisma ile
incelenmistir. Ancak BDNF, insan popiilasyonunda ekspresyon ve serum konsantrasyonlari
arasinda biiytik farkliliklar gosterir (Tughetti ve digerleri, 2011). Noronal adaptif siireglerdeki
etkileri g6zoniine alindiginda, BDNF’iin diyet gibi ¢evresel bir faktoriin beyindeki etkisinin
sekillenmesinde genetik bir faktor olabilecegi diistinlilmiistiir.

BDNF etkilerinin incelendigi pek ¢ok deneysel yaklasim olmasina ragmen, yiiksek
kolesterollii diyetin farkli BDNF konsantrasyonlarinda beyinde nasil etkileri olacagi
konusunda BDNF’nin fizyolojik roliinii daha iyi ortaya koyabilecek, elde edilen sonuglarin
translasyonal tip ile daha saglikli iligkilendirilebilecek nitelikte c¢aligmalar literatiirde
yetersizdir.

Calismanin amaci, yiiksek kolesterollii beslenmenin beyinde yol a¢tig1 hasarlara karsi
BDNF’nin koruyucu bir etkisinin olup olmadiginin arastirilmasidir. Bunun i¢in BDNF
ekpresyonunun beyinde yaklasik %50 oraninda azaldigt BDNF heterozigot fare modeli
kullanilmistir. BDNF homozigot (+/+) ve BDNF heterozigot transgenik (+/-) fareler yiiksek
kolesterollii diyetle beslenerek beyindeki degisiklikler biyokimyasal, davramigsal ve
elektrofizyolojik yontemler ile gozlenmis ve gozlemler 1s18inda kognitif ve davranig
bozukluklar1 gelisiminde BDNF ve yiiksek kolesterollii diyetin iligkisi degerlendirilmistir.
Elde edilen bulgular, BDNF ekspresyonun merkezi sinir sisteminde yiiksek kolesterol

kaynakli hasarin modiilasyonuna katkida bulunan endojen bir faktoér olabilecegi sonucu



acisindan 6nemli olup BDNF-Trk-B yolagimna iliskin tedavi amacgh ileriki ¢alismalara yol

gosterici nitelikte olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kolesterol

Kolesterol, tiim hayvan hiicre zarlarinin temel bir bilesenidir ve yagda ¢6ziinen
vitaminlerin ve kortizol, estradiol, progestinler ve testesteron gibi steroid hormonlarin ve safra
asitlerinin sentezi i¢in gereklidir. Kolesterol suda ¢oziinmez, plazmada lipoprotein
partikiillerinde tasiir. Kolesterol, bagirsaktan sentezlenir veya emilir. Yetiskinler giinde
yaklagik 100 mg kolesterol sentezler. Karaciger kolesteroliin yaklasik %25'ini sentezler;
beyin, lireme organlari, bobrek istii bezleri ve bagirsaklar da yiiksek kolesterol sentezi
oranlarina sahiptir. Kolesterol, asetil CoA (koenzim A) ve asetoasetil-CoA'dan bir¢ok
basamak yoluyla sentezlenir. Kolesterol sentezindeki hiz sinirlayict adim, statinlerin hedefi
olan  3-hidroksi-3-metil-glutaril-CoA (HMG CoA) rediiktaz tarafindan mevalonata
indirgenmesidir. Mevalonatin asagi akis metabolitleri, statinlerin bazi olumsuz etkileriyle

iliskilendirilen birkag¢ biyoaktif molekiil igerir (Robinson, 2021).
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Sekil 1. Kolesterol yapis1 (Semenkovich ve Goldberg, 2021)

Plazma zarindaki kolesterol (Sekil 1), zarin akiskanligini korumak i¢in kritik 6neme
sahiptir. Ayrica sinyal iletimine aracilik eden plazma membran alanlar1 olarak diizenlenmis
lipid sallarmi birlestirmek i¢in de gereklidir (Stone ve digerleri, 2017). Kolesterol
konsantrasyonu, plazma zarinda c¢ogu hiicre i¢i organellerin zarlarima goére daha yiiksek
seviyededir. Kolesterol eksikligi, muhtemelen Hedgehog sinyal iletim yolunun
bozulmasindan kaynaklanan nadir Smith-Lemli-Opitz sendromunda ortaya ¢iktigi gibi, ciddi
gelisimsel kusurlarla iliskilidir (Cooper ve digerleri, 2003). Kolesterol fazlalig1 safra tas1 ve

damar hastalig1 ile baglantilidir.



Kolesteroliin biyofiziksel 0Ozellikleri ve kolesterol metabolizmasinin enzimolojisi,
hiicrelerin kolesterolii nasil tuttuklari ve birbirleriyle nasil degistikleri i¢in temel olusturur
(Ikonen, 2008). Kolesterol, hiicresel membranlarin, miyelinin, oksisterol 6nciillerinin, steroid
hormonlarin ve safra asitlerinin 6nemli bir yapisal bilesenidir. Serbest kolesterol, kolesterol
esterleri olusturarak veya c¢ok diisik yogunluklu lipoprotein (VLDL), trigliseritler ve
apolipoproteinler ile bir araya getirilerek karacigerde depolanabilir ve ardindan kan
dolagimina salgilanir (Sekil 2). Kandaki dolagimda, VLDL trigliserid igerigini lipoprotein
lipaz ve hepatik lipaz ile kaybeder ve orta yogunluklu lipoprotein (IDL), ardindan diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL) ile dontstiralir (Hussain, 2014). LDL'deki artis
kardiyovaskiiler hastalik riski {izerinde 6nemli bir etkiye sahiptir, ¢iinkii yiiksek LDL
plazmasindaki artig aterosklerotik plak olusumunu destekleyen mekanizmalara sahiptir
(Gould ve digerleri, 2007). Ateroskleroz, arter duvarini tutan ve biiylik arterlerin intimalari
icindeki lipidlerin ve inflamatuar hiicrelerin ilerleyen birikimi ile karakterize enflamatuar bir
hastaliktir (Badimén ve digerleri, 2009). ilk evre, kan damarlarmin en i¢ tabakasindan
lipidlerin (LDL'ler) ige alinmasiyla birlikte endotel aktivasyonu/disfonksiyonudur (Mehta,
2006).

. o Exogenous ' Endogenous
Dietary lipids '
Bile acids :
[ cholesterol ] LDL )

Y
F’enpheral

tissues

;
G

s lomicron :
Chylomicron %r?’ma?\to ' VLDL

A Capillaries 4

A Capillaries

o v

’

Muscle Adipose ' Muscle Adipose

Sekil 2. Endojen ve eksojen kolesterol dongiisii (Rader ve Kathiresan, 2018)



2.1.1. Diyetle Alinan Kolesterol ve Etkileri

Yetiskinlerde, bircok doku kolesterol sentezi yapabildiginden diyet kolesterolii gerekli
degildir. Cogu diyet, kolesterol kaynagi olan hayvansal iirtinleri icerir. Bitkilerde kolesterol
yoktur, ancak zarlari, yapisal olarak kolesterole benzeyen ve emilim i¢in kolesterol ile rekabet
eden hiperkolesteroleminin diyet tedavisinde yararli olan fitosteroller icerir. Karaciger ve
bagirsak, kantitatif olarak insanlarda kolesterol metabolizmasi i¢in en 6nemli bolgelerdir,
ancak cildin normal dongiisii yoluyla ¢ok az miktarda kolesterol de kaybedilir (Semenkovich
ve Goldberg, 2021).

Diyet ile giinde 300 ila 500 mg kolesterol alinir. Safra asitleri, giinliik kolesteroliin
yaklasik tigte ikisini (800 ila 1200 mg) saglar. Esterlestirilmemis kolesterol, karacigerde safra
asitlerinden salgilanir. Safra asitleri safra kesesinde depolanir ve ince bagirsaga salgilanir,
burada diyet yaglarini ¢ozer ve yag asidi, lipid ve yagda ¢6ziinen vitamin emilimini arttirir.
Safra asitleri biiylik olglide distal ileumdan emilir ve enterohepatik dolagim yoluyla karacigere
geri taginir. Bagirsakta parcalanan diyet yaglar1 ve hayvansal iiriinler ve bilesenler, kolesteril
ester ve trigliseritlere yeniden esterlestirildikleri enterositlere tasinir. Kolesterol, ezetimib ile
inhibe edilebilen Niemann-Pick C1-Like 1 (NPC1L1) reseptorii araciligiyla bagirsaktan emilir
(Robinson, 2021)

2.1.2. Kolesterol ve Beyin

2.1.2.1. Gerekliligi ve Fizyolojik Onemi

Kolesterol, insan beyninin baglica bilesenlerinden biridir (Orth ve Bellosta, 2012b).
Insan beyni tiim viicut kiitlesinin sadece %?2'sini olusturmasma ragmen, esterlenmemis
kolesterol havuzunun dortte birini barindirir ve bu onu viicutta kolesterol agisindan en zengin
organ (~23 mg/g doku) yapar (Dietschy ve Turley, 2004). Eriskin beyninde kolesterol
havuzunun 6nemli bir kismi, beyaz madde liflerinin miyelininde yogunlasir. Bu, toplam
havuzun %70'ine kadarina (40 mg/g) (Russell ve digerleri, 2009) denk gelir, diger kismi ise
noronlarin ve glianin plazma membraninda bulunur (Dietschy ve Turley, 2004; Orth ve
Bellosta, 2012b).



Merkezi sinir sisteminde (MSS) kolesterol lokal olarak sentezlenir ve beyin kolesterol
metabolizmasi periferik kolesterol metabolizmasindan kan-beyin bariyeri (BBB) ile biiyiik
olgtide ayrilir. Kolesterol sentezi ve klirensi, az bir miktarda kolesterol dongiisiine izin veren
homeostatik bir sistem ile diizenlenmistir. Gelisim sirasinda, ozellikle miyelinogenez
sirasinda, hem astrositler hem de noronlar, yiiksek miktarda kolesterol iiretir; bununla birlikte
noronlar, beyin olgunlastik¢a kolesterol sentez mekanizmasinda yer alan bir¢cok genin
ekspresyonunu azaltir (Vitali ve digerleri, 2014). Yetiskin ndronlar, zar plastisitesini ve
hiicresel islevi korumak i¢in komsu glial hiicreler tarafindan sentezlenen kolesterolii alirlar.
Beyinde kolesterol, kolesterol ve fosfolipid yiikiinii hem alma hem de bosaltma yetenekleri
acisindan periferik yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) benzeri pargaciklarin bir bileseni
olarak taginir. MSS'deki bu partikiillerin ana apolipoprotein bileseni, ters kolesterol taginimi
olarak adlandirilan bir siirecte astrositler ve noronlar veya oligodendrositler arasinda lipidlerin
taginmasina aracilik eden apolipoprotein E'dir (apoE). Karaciger X reseptorleri (LXR),
apoE'nin ve onun lipidlestirici tasiyicilarinin transkripsiyonunu dogrudan diizenler. Ters
kolesterol taginimi yoluyla kolesterol akigini diizenlemeye ek olarak, LXR'leri ayrica digiik
yogunluklu lipoprotein reseptdrii (LDLR) hiicre ylizeyi reseptorleri ailesinin iyeleri

tarafindan kolesterol alimini da diizenler (Zhang ve digerleri, 2012).

Periferde kolesterol homeostazisi temel olarak diyet alimina baglidir, beyinde ise bunun
aksine de novo sentezi ve geri donilistime baghdir (Sekil 3). Yetiskin beyinde, kolesterol,
astrositler tarafindan, 20'den fazla enzimi iceren karmasik bir dizi reaksiyon yoluyla asetil
koenzim A'dan sentezlenir. Daha sonra, ATP baglayict kaset (ABC) tasiyicilar1 (ABC alt
ailesi A, iiye 1 (ABCAT1) ve ABC alt ailesi G, iiye 1 (ABCG1)) gibi astrositler tarafindan
eksprese edilen belirli tasiyicilar, geri doniisiimlii kolesterol tasima islemi aracilifiyla
kolesterol ve apolipoprotein E'den (ApoE) olusan lipoproteinleri salgilarlar. Bu lipoproteinler
daha sonra sinaptogenez, miyelin olusumu, ndérotransmiter salinimi ve membran onariminda
kullanilmak tizere néronlara taginir. Bu hiicresel kolesterol havuzu dikkatle diizenlenir ve onu
kontrol eden spesifik genlerin ekspresyonunu LXR niikleer reseptorleri module eder.
Kolesterol havuzunun bir kismi, diflizyon ile 27-hidroksikolesterol (27-HC) ve 24S
hidroksikolesterol (24S-HC) gibi oksisterol metabolitleri seklinde beyin ve kan dolasimi
arasinda degistirilir (I. Bjorkhem, 2006; Gosselet ve digerleri, 2014). Kolesteroliin kiigiik bir
miktart genel havuzdan 27-HC olarak veya siipiiriicii (scavenger) reseptorii B tipi I (SR-BI)
ile alinabilir. Beyin kapiller endotel hiicrelerinde bulunan SR-BI, HDL ve LDL, kolesterol de

dahil olmak iizere selektif lipit alimindan sorumludur (Balazs ve digerleri, 2004).



Beyinde en bol bulunan oksisterol olan 24S-HC, kolesteroliin sitokrom P450 enzimi
kolesterol 24-hidroksilaz (CYP46A1) tarafindan néronlarda hidroksilasyonu ile iiretilir ve
hidroksillenmis kolesterol tiirleri normal olarak néronlardan temizlenir (Matsuda ve digerleri,
2013). Bu oksisterol (Oncelikli serebrosterol olarak adlandirilir) esas olarak beyinde
sentezlenir, periferik dolasimda elimine edilir, daha sonra safra asitlerine doniistiirildiigi
karacigere ulasir. 24S-HC daha sonra, biiyiik 6l¢iide membranlar boyunca pasif difiizyon
yoluyla KBB'ini geger ve bu temizleme, beyinden kolesterol akiginin ana yolunu temsil eder
(M. Y. Sun ve digerleri, 2016). 24S-HC ayrica néronlarda ya bir hayatta kalma veya 6lmeye
karar veren (prosurvival ya da prodeath) faktor olarak gorev yapar. Fizyolojik
konsantrasyonlarda 24S-HC, noéronlarda LXR sinyalini indiikler ve noéroprotektif bir yanit
olustururken (Moutinho ve digerleri, 2015), yiiksek konsantrasyonlarda 24S-HC, LXR
transkripsiyonel aktivitesini inhibe ederek noronlarda mekroptoz benzeri' bir 6liim yolunu
tesvik eder (Noguchi ve digerleri, 2015). Son zamanlarda 24S-HC'nin noroprotektif etkisinin,
N-metilD-aspartat reseptorii (NMDAR) fonksiyonunun allosterik modiilasyonunu i¢erdigi one
stirlilmiistiir, ancak bu aktivite, LXR aktivasyonunun degil, NMDA reseptorlerine dogrudan
baglanmanin sonucudur ve LXR'yi aktive eden oksisterollerin ndronlar {izerinde etkili oldugu

mekanizmalara daha fazla karmagiklik katmaktadir (Linsenbardt ve digerleri, 2014).

CYP46'nin bulunmadig1 veya ¢ok az eksprese oldugu periferik hiicrelerde, sentezlenen
ana oksisterol, 27-HC 'dir. 24S-HC'nin aksine, 27-HC c¢esitli periferik hiicreler tarafindan
yiiksek seviyelerde sentezlenir ve KBB'ini gecerek beyne girer, beyindeki plazma kolesterol
diizeylerinin bir gostergesi olarak hareket eder. Dolasim ve beyindeki 24S-HC ve 27-HC
konsantrasyonlarinin Alzheimer hastaligi ile dogrudan iliskili oldugunu arastiran siirli sayida
calisma bulunmaktadir (Dias ve digerleri, 2014). Alzheimer, Huntington ve Parkinson
hastaliklar1 dahil olmak {iizere ¢esitli norodejeneratif bozukluklarda 27-HC'nin diisiik
seviyeleri gozlenmistir (Luu ve digerleri, 2016). 27-HC, beyin renin-anjiyotensin sistemini
LXR'ye bagl bir sekilde yukar1 regiile etme yetenegi sayesinde yliksek periferik kolesterolii
birgok MSS hastaligiyla iliskilendirebilir (Mateos ve digerleri, 2011). Ayrica, bu
oksistrollerin her ikisi de LXR i¢in dogal ligandlardir (Gosselet ve digerleri, 2014). Boylelikle
beyin hiicreleri, gereksinimlerine ve periferik yapiya bagl olarak kendi kolesterol devirlerini
adapte edebilirler. Bu nedenle beyin, sonug olarak kolesterol metabolizmasi agisindan yari

ozerk olarak kabul edilir.
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Sekil 3. Beyinde kolesterol homeostazi (Gosselet ve digerleri, 2014)

Merkezi sinir sisteminin énemli bir yapisal bileseni olmasinin yani sira kolesterol, beyin
matiirasyonu sirasinda miyelinasyon (Saher ve digerleri, 2005) , dendrit biiylimesinin
modiilasyonu ve mikrotiibiil stabilitesi (Fan ve digerleri, 2002) ve sinaptogenez (Goritz ve
digerleri, 2005; Mauch ve digerleri, 2001) icin gereklidir. Beyin lipitleri yaklasik esit mol
oranlarinda gliserofosfolipidler, sfingolipidler ve kolesterol igerir (Korade ve Kenworthy,
2008). Kolesterol miktar1 beyin hiicreleri (noronlar ve glia, astrositler, mikroglia ve
oligodendrositler) arasinda siki bir sekilde diizenlenir ve normal beyin gelisimi sirasinda
sinaps ve dendrit olusumu (Fester ve digerleri, 2009; Goritz ve digerleri, 2005), aksonal
dallanma ve gelisimi i¢in gereklidir (Posse de Chaves ve digerleri, 1997). Kolesterol azalmasi
sinaptik ve dendritik omurga dejenerasyonuna, basarisiz norotransmisyona ve sinaptik
plastisitede azalmaya yol acar (Koudinov ve Koudinova, 2005). Beynin, lipit
peroksidasyonuna duyarl: yliksek konsantrasyonlarda doymamais yag asidi igerdiginden, enerji
iiretimi i¢in nispeten biiylik miktarlarda oksijen tiikettiginden ve diger organlara gore daha
diisiik antioksidan savunmalar1 igerdiginden, oksidatif strese karsi oOzellikle savunmasiz
olduguna inanilmaktadir. Tiim beyin hiicreleri igerisinde, noronlar diisiik seviyelerde
azaltilmis glutatyon nedeniyle oksidatif strese karsi Ozellikle hassastirlar (Ralf, 2000).
Ateroskleroza ek olarak, oksidatif stresin Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi, multipl
skleroz ve amyotrofik lateral skleroz gibi bir¢ok norodejeneratif bozuklugun bir bileseni

oldugu gosterilmistir.



2.1.2.2. Fazla Kolesteroliin Zararh EtKileri

Beyin, birden fazla bariyer sistemi ile biiyiik dl¢lide ¢evresel organlardan ayrilir. Kan-
beyin bariyeri (KBB), beyinde bir¢ok kan bileseninin girisini ve c¢ikisini bliyiik ol¢iide
kisitlayan serebrovaskiiler endotelyal hiicreler tarafindan olusturulan siki baglantilardir. KBB
biitiinliigiinlin kaybi, koma ve diger patolojik olaylar dahil, derin beyin degisikliklerinin bir
nedeni olarak kabul edilir (Daneman, 2012). Kanda bulunan ve KBB'ne zarar verebilecek
tehlikeli maddeler vardir. Chen ve arkadaslarinin yaptigr bir ¢alismada, okside diisiik
yogunluklu lipoproteinin  (oxLDL), mitokondriyon bagimli mekanizma yoluyla
serebrovaskiiler endotelyal hiicrelerde apoptotik hasarlari indiikledigi gosterilmisdir (T. G.
Chen ve digerleri, 2007). KBB’nin etkinligi nedeniyle, plazma ve beyin arasindaki lipoprotein
kolesterol degisimleri ihmal edilebilir ve bu nedenle kolesterol iiretimi beyinde esas olarak de
novo Kolesterol sentezine dayanir (Moutinho ve digerleri, 2016). Kolesterol metabolizmasinin
merkezi sinir sistemindeki rolii ana bilesenler dikkate alinarak distintliir. Yapisal ve
fonksiyonel caligmalarin sonuglari, nérovaskiiler {inite kavramini olusturan ndronlar, serebral
kan damarlar1 ve noroglia bilesenlerinin birbirileri ile iliskili oldugunu gostermektedir

(Kowianski ve digerleri, 2013).

Beyindeki yiiksek kolesterol diizeyi, degisen kolesterol metabolizmasinin ndrolojik
hastaliklarda nedensel bir faktor olabilecegi arastirmalarini yogunlagtirmistir. Son yapilan
caligmalarda, kolestenoik asitlerin motor ndronlarin hayatta kalmasini diizenlerken,
oksisterollerin orta beyin noérogenezini arttirdigi hem in vitro hem de in vivo olarak
gosterilmistir (Theofilopoulos ve digerleri, 2013). Norolojik hastaliklarin fare modelleri, bu
durumlarin nedenlerini ve tedavilerini aragtirmak i¢in Onemli bir kaynaktir. Sterol
homeostazinda rol oynayan spesifik enzimlerin mutasyonlarina sahip knockout hayvanlarin
yani sira sayisiz hastalik i¢in giderek daha gelismis fare modelleri de ortaya ¢ikmaktadir.
Gozlenen biyolojik fenomenleri altta yatan molekiiler nedenlere baglamak i¢in, farenin farkl
dokularinda oksisterol ve kolestenoik asit diizeylerini analiz etmek yararhidir (Meljon ve

digerleri, 2012).
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2.2. BDNF ve Trk B Sinyal Yolag:

Beyin kaynakli norotrofik faktdor (BDNF), ndorotrofin protein ailesine aittir ve
orjinalinde periferal sinir sistemi noronlarinin spesifik popiilasyonlar1 i¢in Onemli bir
sagkalim faktorii olarak tanimlanmistir. Birgok periferal sinir sistemi ve merkezi sinir sistemi
noronundaki hasarlardan kaynaklanan noronal farklilasma ve iyilesme siirecleriyle klasik
olarak iligkilendirilmistir (Lewin ve Barde, 1996). Beyindeki endojen olarak eksprese edilen
BDNF aksonal hedeflemesi, kortikal aksonlarda ve hipokampal fiberlerde bulunmaktadir
(Altar ve Distefano, 1998; Danzer ve McNamara, 2004; Smith ve digerleri, 1997). Ayrica
serebellumdaki graniil hiicre akson terminallerinde ve merkez amiglaya dogru aksonal
cikintilar iginde  bulunur (Conner ve digerleri, 1997; Sadakata ve digerleri, 2004).
Hipokampal CA1 ve kortikal piramidyel noronlarda dendritik bolgelerde, yogun g¢ekirdekli

vezikiillerde (dense core vesicle) lokalize olur (Lessmann ve digerleri, 2003).

BDNF gelisim sirasinda ve olgun sinir sisteminde noéronal fonksiyonun bir¢ok farkli
yonilinii modiile ettigi ortaya ¢ikmistir. BDNF'nin akut (dakikalar iginde) etkileri, merkezi
noronlarda GABAerjik sinaptik iletimde azalma ve glutamaterjik sinaptik iletimde artis
icerir. BDNF'nin kronik varligi, glutamaterjik ve GABAerjik sinapslarin olusumunu ve
fonksiyonel olgunlagsmasini arttirir. BDNF'nin varligi, embriyonik kok hiicrelerin ndronal
olgunlasmasini destekler, yiiksek frekansli uyarim iizerine sinaptik vezikiillerin dogru ¢evrimi
icin gereklidir ve merkezi sinir sistemindeki glutamaterjik ve GABAerjik sinapslarin uzun

stireli potansiyasyonu (LTP) i¢in dnemli aracilardan biridir (Gottmann ve digerleri, 2009).

Genel olarak noropeptid salmimi asagidaki olaylar dizisini varsaymaktadir: pro-
proteinler piirlizlii endoplazmik retikulumda (ER) sentezlenmektedir. Daha sonra Golgi
aparatina yonlendirilirler, burada propeptidde bulunan temel sekans bilgisine bagli olarak en
az iki farkli vezikiill tipine goére smiflandirilabilirler. Yesil floresan protein etiketli
norotrofinlerin ndron kiiltiirlerinde ve endojen olarak eksprese edilen norotrofinlerin trafigini
takip etmeyi saglayan immiinositokimya tekniklerinde canli hiicre goriintiilemesi, BDNF ve
diger norotrofinlerin hedeflenmesi ve salgilanmasi i¢in yukarida belirtilen olay dizisini
dogrular. Bu calismalar, endojen seviyelerde asir1 eksprese edilmis veya eksprese edilmis
olsun, noronal BDNF'iin, en iyi diizenlenmis sekresyon yolunu hedefleyen norotrofin
oldugunu gosterir (Adachi ve digerleri, 2005; Brigadski ve digerleri, 2005; Hartmann ve
digerleri, 2001; Lessmann ve digerleri, 2003; A. Wu ve digerleri, 2004). Sinir hiicrelerinde

ortaya ¢ikan norotrofin yanitlarinin ¢oguna, tirozin kinaz reseptorii ailesinin transmembran
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reseptorleri (trk) aracilik eder. Trk reseptorii ile BDNF etkilesimi yiiksek ligand spesifikligi
gosterir. Ligand baglanmasi iizerine, trk reseptorleri dimerize olur, sitoplazmik tirozin kinaz
rezidiileri ve reseptor aktiflesir. Daha sonra, aktif tirozin rezidiileri, hiicresel yanitlar ve
degistirilmis fizyolojik fonksiyonlar ile sonuglanan birkag hiicre i¢i sinyal iletim
basamaklarina baslangi¢ bolgeleri olarak islev goriir (Patapoutian ve Reichardt, 2001; Segal
ve Greenberg, 1996). Eksprese TrkB reseptorlerinin ek varyantlarindan biri olan tam boy
TrkB reseptorii (TrkBFL), hiicre i¢i bir tirozin kinaz aktivitesine sahiptir ve enzimatik
aktivitesinin BDNF'iin etkileri i¢in ¢ok 6nemli oldugu bildirilmistir (Barbacid, 1995; E. J.
Huang ve Reichardt, 2003). BDNF'iin TrkBFL'ye baglanmasi, bir dizi sinyal iletim yolunu
tetikler (E. J. Huang ve Reichardt, 2003; Kaplan ve Miller, 2000; Klesse ve Parada, 1999;
Schlessinger, 2000). Bunlardan en 6nemlileri fosfolipaz C-y (PLCy), mitojenle aktive olan
protein kinaz (MAPK) ve fosfotidilinositol-3-kinaz (P13K) sinyal yolaklaridir (Sekil 4).
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Sekil 4. BDNF-TrkB sinyal yolagi (Autry ve Monteggia, 2012)

Trk reseptorii aracili norotrofik sinyal yolagi gen transkripsiyonunu ve sinaptik
plastisiteyi ve ayni zamanda uzun siireli potensiyasyonu ayarlar. Ayrica hiicre sagkalimi,
proliferasyon, akson ve dendrit biiyiimesi ve diizenlenmesi ve sinaptik plastisite dahil olmak
tizere cesitli ndronal olaylar1 diizenler. BDNF'iin norogenezi arttirdigi gosterilmistir. BDNF

veya adenoviral kaynaklit BDNF aktivitesinin intraventrikiiler infiizyonu, yetiskin olfaktor
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ampul, striatum, septum ve talamustaki néron sayisim arttirir (Benraiss ve digerleri, 2001;
Zigova ve digerleri, 1998). Ilk nérotrofin sinir biiyiime faktdrii (NGF) periferik ndronlarda
ndrit bilylimesinin uyaricist olarak tanimlandigindan, merkezi néronlarda BDNF i¢in benzer
bir rol onermek diisiiniilebilir. BDNF kortikal noronlarin ve dentat graniil hiicrelerinin
dendritik biiylimesini diizenler (Danzer ve digerleri, 2002; Horch ve Katz, 2002; Horch,
Kriittgen ve digerleri, 1999; McAllister ve digerleri, 1996; McAllister ve digerleri, 1995).
BDNF ayrica sinaps ve dikenlerin morfolojisinin modiilasyonunda da rol oynar, hem uyarict
hem de inhibe edici sinapslarin olusumunu ve stabilizasyonunu tesvik eder (Alsina ve
digerleri, 2001; Z. J. Huang ve digerleri, 1999). Buna ek olarak BDNF sinaps olgunlagmasini
da diizenler. Spesifik olarak, aktif bolgelerdeki sinaptik vezikiillerin sayisi, BDNF veya TrkB
icermeyen farelerde azalir (Martinez ve digerleri, 1998; Tyler ve Pozzo-Miller, 2001). TrkB
tizerinden BDNF sinyalleri dendritlerin, aksonlarin ve sinapslarin olusumunu ve idamesini
diizenler, boylece islevsel ndronal devre olusumunu tesvik eder (I. Abidin, 2006; I. Abidin ve
digerleri, 2008). BDNF, farkli sinaps tiirlerinde sinaptik ge¢isi farkli sekilde modiile eder
(Bolton ve digerleri, 2000; Poo, 2001). Uyaric1 sinapslarda, pre-sinaptik membran ile birlikte
BDNF, post sinaptik membran {izerinde etkilidir. BDNF, nitrik oksit sentaz neokortikal
noronlarin ekspresyonunu, gelisen neokortikal néronlardaki AMPA reseptor seviyelerini
artirir, segici Na* iyon kanallarinin hizli agilmasina neden olur, gelisen fare korteksinde
sinaptik bolgedeki AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit)-reseptor
trafigini aktive eder ve kortikal néronlarda PDZ proteinleriyle iligkili AMPA reseptoriiniin
ekpresyonunu artirir ve korur (Itami ve digerleri, 2003; Jourdi ve digerleri, 2003; Kafitz ve
digerleri, 1999; Narisawa-Saito ve digerleri, 1999; Xiong ve digerleri, 1999). BDNF'{in hizli
sinaptik inhibisyonun diizenlenmesinde ve ayni zamanda inhibitdr sinapslarin yapiminda
kritik bir rol oynadigi 6ne siiriilmiistiir (Rico ve digerleri, 2002; T. Tanaka ve digerleri, 1997).
GABA-A aracili inhibitér iletim ile ilgili olarak, BDNF, inhibit6r postsinaptik potansiyellerin
(IPSP) genligini zayiflatir veya kuvvetlendirir, bagimsiz olarak hem postinaptik hem de
presinaptik mekanizmalar dnerilmistir (I. Abidin ve digerleri, 2019; T. Tanaka ve digerleri,
1997).
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2.2.1. Bir noroprotektif peptit olarak BDNF

Klasik norotrofik rollerinin yani sira, BDNF, iskemi, travmatik yaralanma ve Alzheimer
hastalig1 gibi bir dizi beyin hasarina karsi néroprotektif bir fonksiyona sahiptir (Criscuolo ve
digerleri, 2015; Zhao ve digerleri, 2017).

(Caligmalar, memeli santral sinir sisteminde genis BDNF dagilimi ve normal gelisimsel
ve biligsel stireglerle yakin iligkileri oldugunu goéstermistir. BDNF, noronal hiicre canlilifina
aracilik eder (Barbacid, 1995). Kanitlar, nekrozun hasardan sonra hiicre 6liimii i¢in birincil
ara¢ oldugunu o6ne siirmesine ragmen, nekroptoz, apoptoz ve otofajinin de dnemli bir rolii
oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle noral hasari azaltmada ve kalan hiicrelerin hayatta
kalmasin1 saglamak icin anti-hiicre 6limii onlemleri gereklidir (Zhao ve digerleri, 2017).
BDNF-TrkB etkilesimlerinden baslica sonuclardan biri, anti-apoptotik yolaklarin
aktivasyonudur. Sinyal yolaklari, hipoksik-iskemik hasarin 6l¢egi olan merkezi sinir sistemi
bolgeleri arasinda farkli sekilde kullanilmalidir (Z. Y. Chen ve digerleri, 2004). BDNF,
noronal hiicre yenilenmesine aracilik eder. Sinir kok hiicreleri (6zellikle hipokampal ve
ventrikiiler bolgede), 6zellikle yenidoganlarda nérogenez icin yiiksek bir kapasiteye sahiptir.
Bu yenilenme kapasitesi, olgunlasmamis néronlarin hasar géren bolgelere 6nemli oranda gog
etmesiyle de desteklenmektedir. BDNF tedavilerinin ciddi hasar etkilerini hafifletme
potansiyeli ve hem noronal canliliga hem de yenilenmeye miidahale ederek mortaliteyi
azaltma potansiyeli olabilir. BDNF seviyelerindeki degisiklikler ndrodejeneratif bozukluklar
(Alzheimer hastaligi, Huntington hastalifi ve epilepsi dahil), noropsikiyatrik bozukluklar
(depresyon, anksiyete bozukluklari, bipolar bozukluklar, sizofreni ve bagimlilik dahil) ve

obezite ile iliskilidir (A. Chen ve digerleri, 2013; Egan ve digerleri, 2003).

2.2.2. BDNF Heterozigot Fare Modeli

BDNF heterozigot fare, BDNF kodlayan alellerin birinden yoksun olup BDNF protein
konsanrasyonlarinin beyin dokusunda yaklasik %50 azalmas: ile karakterize bir knock-down
modeldir (I. Abidin, 2006; Korte ve digerleri, 1995). BDNF’iin fizyolojik rollerinin
anlagilmasinda pekcok calismada ideal model olarak kullanilmistir. Heterozigot fareler dis

goriiniis olarak normaldir, normal hayat siireleri ve normal iireme 6zellikleri vardir.
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Uretimde, normal (+/+) disi ve heterozigot (+/-) erkek fareler kullanmilir ve yavrular
genotiplendirilir. Canli iken genotiplenmeleri gerekirse, kuyruk ucundan ¢ok kiiciik bir doku
ornegi alinarak homojenize edilir ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile genotip tayini

yapilir. Neomisin bandinin varlig1 heterozigotlugun belirtecidir.

2.2.3. Kolesterol ve Trk B iliskisi

Norotrofinler, tirozin kinazlara reseptorlerine baglanir ve aktive eder, bu da birden ¢ok
hiicre i¢i sinyal yolunun aktivasyonuna yol agar. En 6nemli hiicre i¢in yolaklar MAPK ve
PI3K’ dir (Kaplan ve Miller, 2000). TrkB'nin ligandlarin bir kombinasyonuna baglanma
olasiliklarindan bagimsiz olarak, hiicrelerin bu 6énemli sinyal reseptoriiniin transdiiksiyonunu
saglayan ligand aracili olmayan mekanizmalar da gelistirdigi diisiiniilmektedir. Bu tiir bir
mekanizma, en ¢ok bilinen kolesterol olmak tizere farkli zar lipidlerinin i¢eriginin/oranlarinin
modiilasyonu olabilir. Kolesterol, plazma zarinda belirli proteinleri yanal olarak ayiran
diizenli alanlarin olusturulmasinda 6nemli bir rol oynar, bdylece yanal difiizyon oranlarini
azaltir ve bu sayede kiimelenmeyi ve dolayisiyla sinyal giiciinii arttirir (Hancock ve Parton,
2005). Bu gozlemler, farklilagmis hipokampustaki TrkB aktivitesinin, néronal plazma
membranindaki kolesterol seviyelerinin fizyolojik bir modiilasyonu yoluyla kontrol
edilebilecegi hipotezini ele almaya yoneltmistir. Yapilan bir ¢alismada TrkB aktivitesindeki
yasa bagl artisin, hafif ancak ilerleyen bir kolesterol kaybi ile baglantili oldugu belirlenmistir
(Martin, Dotti ve Ledesma, 2010). Bu da, kolesterol katabolik enzim kolesterol 24S-OHC
artan ekspresyonu ile iliskilidir. Dogrudan neden-sonug, kolesterol kaybi-yiiksek TrkB
aktivitesi, farmakolojik yollarla ve kolesterol 24S-OHC seviyelerinin manipiile edilmesiyle
gosterilmistir. Yash farelerin hipokampiisiinde kolesterol seviyelerinde azalma ve 24S-OHC
ekspresyonunda artis gozlendiginden, hiicresel kolesterol igerigindeki degisiklikler, otonom
olarak in vivo reseptor aktivite giiclinii modiile etmek i¢in veya ndrotrofin iiretiminin dogal

bozulmasini tamamlamanin bir yolu olarak kullanilabilir (Sekil 5).

Hem in vivo hem de in vitro farklilasmis néronlarda kolesterol kaybi, katabolik enzim
CYP46A1’'nin yukari regiilasyonu yoluyla meydana gelmektedir. Bu beyne 6zgii enzim,
kolesteroliin, kolesteroliin salgilanan formu olan 24S-OHC donistiiriilmesinden sorumludur
ve yasla birlikte giderek artan bir olaydir (Lund ve digerleri, 2003; D. Liitjohann, 2006). Bu,
diger olaylarin yaslanma sirasinda beyin kolesteroliiniin azalmasina katkida bulundugunu

ekarte etmese de, enzimlerin sentezlenmesi veya astrositlerden kolesterol tasimmasinda bir
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azalma, gen¢ noronlarda TrkB aktivasyonunu tetikleyen CYP46A1’1n asir1 ekspresyonu ve
onun yasli néronlarda olusumunu engelleyen yikimi, bu enzimin modiilasyonunun reseptor
aktivasyonu icin yeterli ve gerekli bir uyarici olarak hareket edebilecegini kanitlar.
Farklilasmis hipokampusta in situ enzim aktivitesinin de yiiksek oldugu bulgusu, in vivo
calisalarak dogrulanmasi gerckmektedir. CYP46A1 ekspresyon aktivitesinin arttigi simdiye
kadar oksidatif stres ile gosterilmistir (Ohyama ve digerleri, 2006). Fakat, CYP46Al
knockout farelerin kullanimi bu amag igin diisiiniilememektedir ¢iinkii bu fareler, de novo

sentezinde bir azalma ile azalan kolesterol atilimini telafi eder (Lund ve digerleri, 2003).
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Sekil 5. Yashlikta TrkB-kolesterol iliskisi (Martin ve digerleri, 2010)

Trk norotrofin reseptorlerinin lokalizasyonu, gelisen ve olgun noronlarda hiicresel
iletisimi yonlendirmede onemli bir faktordiir. Potansiyel etki bolgesi, lipid sal membran
mikro bolgeleridir. Trk reseptorleri lipid sallarma lokalize edilmis olsa da, bu ndrotrofin
reseptorlerinin oraya nasil yonlendirildigi veya bu membran mikro bolgelerine lokalizasyonun
Trk sinyalini nasil diizenledigi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Burada, TrkB
reseptoriiniin, BDNF'ye yanit olarak kortikal ve hipokampal membranlarda hiicre i¢i lipid
sallarina spesifik olarak lokalize oldugunu ve bu siirecin kritik olarak tirozin kinaz Fyn'e bagl
oldugu bildirilmistir (Suzuki ve digerleri, 2004; C. Wu ve digerleri, 1997). BDNF'ye
baglandiktan sonra, TrkB i¢e alinir ve Fyn'in bulundugu hiicre i¢i bélmelere ulasir (Shao ve

digerleri, 2002). Proteinler lipid sallarinin i¢inde ve disinda hizla boliinebildikleri i¢in, TrkB,
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Fyn ile etkilesime girerek sallarda harcanan zamani artirabilir. Bu, reseptoriin Fyn tarafindan
dogrudan fosforilasyonunu kolaylastirabilir, bu da TrkB'nin tam aktivasyonuna yol agar ve
lipid sallarinda zenginlestirilmis asagi akis PLCy'ye baglanmayi1 artirir (Matsumoto ve
digerleri, 2001). Bulgular, i¢ce alinmis Trk reseptorlerinin, belirli temel néronal yanitlari
diizenlemek i¢in ayrilmis bolmelerde secici bir sekilde sinyal verdigi fikrine ek destek getirir.
Pereira ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada TrkB'nin hiicre ice alimi1 bloke edilerek lipid
sallarinda BDNF'nin neden oldugu TrkB birikimi 6nlenmistir. Norotrofin sinyallemede lipid
sallarinin roliinii desteklemek i¢in, ya Fyn knock-out néronlart ya da lipid sali bozucu ajanlar
kullanarak TrkB'nin lipid sallarina translokasyonunu inhibe etmek, TrkB'nin ve asagi akis
fosfolipaz C-'nin tam aktivasyonunu engellemistir. Bu sonuglar, TrkB reseptorlerinin lipit sali
lokalizasyonunun Fyn tarafindan diizenlendigini ve nodronlarda BDNF sinyallemesi
sonucunun belirlenmesinde 6nemli bir faktorii temsil ettigini gostermektedir (Pereira ve Chao,

2007).

Beyindeki kolesteroliin BDNF sinyal yollarinda énemli diizenleyici rollere sahip oldugu
onaylanmistir. Kolesterol agisindan zengin lipid sallari, ndrotrofik faktor sinyalizasyonu igin
bir platform saglar (Paratcha ve Ibanez, 2002; Simons ve Toomre, 2000). Ek olarak, BDNF
ile indiiklenen sinaptik modiilasyon ve sinir bilyiime konilerinin kemotrofik rehberligi i¢in
lipid sallar gereklidir (Guirland ve digerleri, 2004). Kolesterol seviyesindeki azalma,
BDNF'ye bagli sinaptik iletimi azaltmistir (Suzuki ve digerleri, 2004). Ayni calismada
kortikal gelisim sirasinda hem BDNF'nin hem de kolesterolin 6nemli oOl¢iide arttigi
gosterilmistir (Suzuki ve digerleri, 2004). Bu bulgular, hem BDNF'nin hem de kolesteroliin
birbirlerinin metabolizmas1 i¢in ¢ok 6nemli ve gerekli oldugunu gostermektedir. Beyindeki
kolesterol seviyelerini dengede tutmak hayati Onem tasir; aksi takdirde kolesterol
seviyesindeki herhangi bir kiiciik degisiklik noronal fonksiyonu ciddi sekilde etkileyebilir
(Cartocci ve digerleri, 2017). Ornegin kolesterol seviyelerindeki ve homeostazindaki
degisiklikler Alzheimer, Parkinson ve Huntington hastaliklar1 gibi ndrodejeneratif
bozukluklara neden olur (Arenas ve digerleri, 2017). Son bilimsel gelismeler, beyindeki
yiiksek kolesterol seviyelerinin ve degisen kolesterol metabolizmasinin ndrolojik hastaliklarda
tetikleyici bir faktor olabilecegini ele almaktadir. Calismalarda, kolestenoik asitlerin motor
noronlarin hayatta kalmasini diizenledigi, oksisterollerin ise hem in vitro hem de in vivo

olarak orta beyin norojenezini arttirdig1 gosterilmistir (Theofilopoulos ve digerleri, 2013).
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2.3. Olas1 Norokimyasal Etkiler

2.3.1. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusum hizinin, canli organizmanin
korunma yetenegini astig1 ve biyomolekiillerde oksidatif hasarda artisa neden oldugu bir
durum olarak tanimlanir. ROS, mitokondrilerden pasif olarak salinir veya NADPH oksidazlar
dahil olmak iizere enzimatik kaynaklardan aktif olarak iiretilir. ikinci haberciler olarak
hareket ederek fizyolojik fonksiyonlara aracilik eder. Fakat ROS {iretimi proteinlere ve
organellere zarar verir. Indirgeme ve oksidasyon (redoks), hiicrelerde biiyiime, o6liim,
farklilagma, kasilma ve metabolizma dahil olmak iizere ¢ok cesitli islevleri diizenleyen sinyal
molekiillerinin translasyon sonrast modifikasyonunun 6nemli bir mekanizmasidir. Asirt
miktarda ROS'u azaltmak ve proteinlerin oksidatif translasyon sonrasi modifikasyonunu
tersine ¢evirmek i¢in hiicreler, antioksidanlar1 kullanir (Maejima ve digerleri, 2012). ROS,
molekiiler oksijenden daha reaktif olan oksijen tiirevleridir. Birincil ROS, molekiiler oksijenin
bir elektron indirgenmesiyle olusan siiperoksittir (O?). Hidrojen peroksit (H202), dismutasyon
yoluyla O ?nin indirgenmesiyle iiretilir. Hidroksil radikali (OH™ ), Harber-Weiss reaksiyonu
yoluyla O ve H20:2 arasindaki elektron aligverisinden kaynaklanir veya Fenton reaksiyonu ile
H202'nin indirgenmesiyle de iiretilir. Diizenlenmis kosullar altinda {retildiginde ROS,
ozellikle O2 ve H20: gibi fizyolojik siireclere aracilik eden sinyal molekiilleri olarak hareket
edebilir. Bu tip hiicre ici sinyal yolu, “redoks sinyallesmesi” olarak adlandirilir. Ote yandan,
asir1 ROS iretimi deoksiribo niikleik asit (DNA), protein ve lipidlere zarar vererek hiicre

6liimiine neden olur (Giordano, 2005).

ROS’nin noérolojik hastalik baglaminda normal beyin fonksiyonu ve patolojisinde kilit
rol oynar. ROS, beyin hasarinin énemli aracilari olarak kabul edilmektedir. Hem ROS hem de
reaktif nitrojen tiirlerini (RNS) iceren daha genis bir terim olan reaktif tiirler (RS),
mitokondriyal islev bozuklugu, proteazomal islev bozuklugu ve inflamasyon gibi bilinen
diger beyin hasar1 mekanizmalarina da katkida bulunabilir. Beynin oksidatif hasara karsi
hassasiyeti fizyolojik, anatomik ve fonksiyonel faktorlere dayanmaktadir. Beyin, insanlarda
viicut agirliginin %2'sini olusturur ve yiiksek metabolizma hiz1 nedeniyle viicudun oksijeninin
(02 ) %20'sini tiikketir. Agirlik basina O2 tiiketimindeki bu uyumsuzluk, ROS'un ana onciisii
olan O2nin daha yiiksek kullanilabilirligi ile sonuglanir. Tiiketilen O2'nin biiyik kismi,

aksiyon potansiyelleri, sinaptik makineler (transmitterlerin ekzositozu ve enerjik pompalarin
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korunumu), ndrotransmisyon ve enzimatik reaksiyonlar gibi enerji tiiketen siirecler ig¢in
gerekli olan adenozin trifosfat (ATP) tiretimi i¢in verimli bir elektron alicisi saglamaktir
(Patel, 2016).

Viicuttaki oksidatif stres, antioksidan enzim aktivitelerindeki degisiklik ve enzimatik
olmayan antioksidan igeriginin 6l¢iilmesi yoluyla kolayca taninabilir. Bunlarin disinda in vivo
oksidatif stresi tespit etmek i¢in bazi biyobelirtegler mevcuttur. Bunlara DNA oksidasyonu,

glikoksidasyon, aminoasit oksidasyonu ve en 6nemlisi lipid peroksidasyonu dahildir.

Lipid peroksidasyonu, hem bitkilerde hem de hayvanlarda iyi bilinen bir hiicresel hasar
mekanizmasidir ve oksidatif stresin bir gostergesi olarak kullanilir. Lipid peroksidasyonu,
muhtemelen serbest radikaller tarafindan indiiklenen en kapsamli arastirilan siirectir.
Ozellikle, ¢oklu doymamus yag asitleri (PUFA'lar), bir ¢ift bagin mevcudiyeti, bitisik karbon
atomundaki karbon-hidrojen bagimi zayiflattigi icin serbest radikal saldirisina egilimlidir.
Lipid peroksidasyonunun hiicresel fonksiyon iizerinde derin etkileri olabilir. Hiicre
zarlarindaki asir1 peroksidasyon, akiskanlikta degisikliklere, gecirgenligin artmasina, zar
potansiyelinde bir azalmaya ve nihayetinde zar yirtilmasina neden olacaktir (Betteridge,
2000).

Lipid peroksidasyonu sirasinda ikincil triinler olarak olusabilen bir¢ok farkli aldehit
arasinda malondialdehit (MDA), en mutajenik iirliniidiir. MDA, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile
kolay reaksiyona girmesi nedeniyle omega-3 ve omega-6 yag asitlerinin lipid peroksidasyonu
icin uygun bir biyobelirte¢ olarak uzun yillardir yaygin olarak kullanilmaktadir (Esterbauer ve
Cheeseman, 1990). TBA testi, yogun renkli bir kromojen floresan kirmizi katki maddesi

vermek i¢in TBA'nin MDA 'ya karsi reaktivitesine dayanir.

Stiperoksit dismutaz (SOD) yiiksek derecede reaktif siiperoksit anyonunun O2'ye ve
daha az reaktif tiir H2O2'ye dismutasyonu katalize eden metalloenzimdir. Peroksit, akabindeki
reaksiyonlar katalaz (CAT) veya glutatyon peroksidaz (GPX) reaksiyonlari ile yok edilebilir.
SOD'un hiicre ve dokular1 oksidatif strese karsi korumada anahtar rol oynadigi gosterilmistir.
Okaryotlarda dort farkli SOD tiirii karakterize edilmistir; sitozolde lokalize bakir ve ¢inko
iceren bir form (CuZnSOD), mitokondride manganez iceren bir form (MnSOD), bazi
prokaryotlarda ve bitkilerin dis mitokondriyal zarinda demir iceren (FeSOD) ve ektraselliiler
matrikste bakir ve ¢inko igeren bir form (ECSOD) (Marklund, 1982).

Katalaz, molekiiler agirligi 240 kD olan tetramerik bir hemoproteindir. Tipik bir katalaz,

her biri aktif bolgede bir heme sahip dort 6zdes alt birim igerir. Katalazin bir¢cok formu vardir
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ve bunlarin ¢cogu Fe-hem igerir, ancak bazilar1 Mn igerir. Hemen hemen tiim aerobik
hiicrelerin peroksizomlarinda bulunan katalaz, serbest radikal {iretmeden molekiiler oksijen ve
suya ayrigmasini katalize ederek hiicreyi hidrojen peroksitin toksik etkilerinden korumaya
hizmet eder. Katalazin hiicrelerdeki ana islevi basta elektron tasima zinciri olmak {iizere
metabolik siireclerin bir yan iriinii olarak olusan hidrojen peroksitin toksik seviyelerinin

birikmesini 6nlemektir.

2.3.2. Noroinflamasyon

Inflamasyon, enfeksiyon ve doku hasar1 gibi zararli uyaranlar ve durumlar tarafindan
tetiklenen adaptif bir yamttir (Medzhitov, 2008). Inflamasyonlar, gesitli enflamatuvar
stireglere ve hiicresel mekanizmalara bagli olarak temel olarak akut ve kronik inflamasyon
olarak ikiye ayrilir. Son arastirmalar, inflamasyonun diyabet, kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar, goz bozukluklari, artrit, obezite, otoimmiin hastaliklar ve inflamatuar bagirsak
hastalig1 dahil olmak iizere ¢esitli kronik hastaliklarin/bozukluklarin ilerlemesinde 6nemli bir

faktor oldugunu agikliga kavusturmustur (Arulselvan ve digerleri, 2016).

Inflamasyonu tetikleyen farkli beslenme aracili oksidatif stres kaynaklar1 vardir. ROS ve RNS
viicutta oksidatif metabolizma, mitokondriyal biyoenerjetik ve bagisiklik fonksiyonu yoluyla
stirekli olarak iiretilir. Niikleik asitler, enzimler, membran lipidleri, proteinler ve diger kii¢lik
molekiiller ile baglanabilirler. Uzun siireli kronik asir1i besin tiiketimi, proinflamatuar
faktorleri salgilayan beyaz yag dokusu iiretimi yoluyla kalict inflamasyon durumlarinm
indiikleyen obeziteye katkida bulunur (Ferndndez-Sanchez ve digerleri, 2011). Kapsamli
aragtirmalar, yiiksek glikoz ve yiiksek yagli bir diyetin inflamasyona aracilik ettigini
gostermistir, bu da oksidatif stresin hiicresel fizyolojik siiregleri degistirebilecegini
diisiindiirmektedir (Herieka ve Erridge, 2014). Onemli kanitlar, rafine karbonhidratlar ve
doymus yag orami yiiksek diyetlerin zararli etkisini vurgulamaktadir (DiNicolantonio ve
digerleri, 2016). Kardiyovaskiiler hastalik, obezite, tip 2 diyabet ve alkolsiiz yagl karaciger
hastalig1 gibi pek cok bozukluk, karbonhidrat ve doymus yag orani yiliksek gidalarin asiri
tiiketimine, besin deposunun doygunluguna ve hareketsiz yasam tarzina baglanmaktadir (lyer
ve digerleri, 2010). Yiiksek yag ve karbonhidrat igeren rafine gida tiiketimiyle karakterize
Western tipi bir diyet diizeninin kolorektal kanser gibi inflamatuar hastaliklar tizerindeki

etkisini arastiran ¢aligmalar, tutarli bir sekilde benzer bir egilim gdstermistir. Bu tiir bulgular,
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diyet kalitesinin bagisiklik fonksiyonunu ve sistematik inflamasyonu etkileyebilecegi temel

fikrini vurgulamaktadir (Park ve digerleri, 2016).

Noroinflamasyon, beyin veya omurilikte bir inflamatuar yanit olarak tanimlanir. Bu
inflamasyona sitokinlerin, kemokinlerin, reaktif oksijen tiirlerinin ve ikincil habercilerin
tiretimi eslik eder (DiSabato ve digerleri, 2016). Risk faktorleri arasindaki baglantilar ve
noroinflamasyonun gelisimi vaskiiler bozunmaya, oksidatif strese ve sonugta beyin hasarina
katkida bulunan bir¢ok karmasik etkilesimi igerir (Milatovic ve digerleri, 2011). Oksidatif
stres, noroinflamasyon ile yakindan iliskilidir ve Alzheimer'de oksidatif stres ve inflamasyon
baglantili kisir bir dongii bulunmustur. Hiperkolesterolemi, néroinflamasyona neden olabilir

(Y. Chen ve digerleri, 2018).

Oksidatif stresin ve inflamasyonun yani sira, degisen kolesterol metabolizmast ve
hiperkolesterolemi de Alzheimer hastaliginin gelisimine ve noron hasarina katkida bulunur
(Gamba ve digerleri, 2015; Testa ve digerleri, 2016). Bununla birlikte, demans ve biligsel
bozukluk i¢in bir risk faktdrii olarak serum kolesterol diizeyleri yetersiz kalir.
Lipoproteinlerin farkli simiflari, periferal ve merkezi sinir sistemindeki inflamasyon ve

oksidatif streste farkli ya da zit diizenleyici rollerde kullanilir (Cartocci ve digerleri, 2017).

MSS iginde aktif bir bagisiklik denetimi vardir ve farkli yaralanmalara cevap olarak
beyinde inflamatuar yanitlar meydana gelebilir. Bu, ¢esitli olaylarla sonuglanir: dolasimdaki
bagisiklik hiicreleri, MSS'e sizar; yerlesik hiicreler aktive edilir; ve sitokinler ve nitrik oksit
(NO) gibi proinflamatuar aracilar iiretilir ve salinir. Son kanitlar ayrica, MSS'deki bagisiklik
tepkilerinde aktif olarak yer alan glial hiicrelerin, sinapsin 6nemli bir {i¢lincli unsuru oldugunu
gostermektedir. Pre ve post sinaptik noronlara ek olarak, bu hiicreler aktif olarak
ndrotransmisyona, ndronal uyarilabilirlige ve uzun siireli gliglenme (LTP) gibi ¢esitli sinaptik
plastisite bigimlerine katkida bulunur (Volterra ve Meldolesi, 2005). MSS inflamasyonu
sirasinda meydana gelen inflamatuar mediatorlerin anormal ekspresyonunun ve diger
hastaliga 6zgli anormalliklerin kombinasyonunun, sinaptik plastisitenin bozulmasina ve

ardindan ndronal aglarin kararsizlasmasina yol acar (Di Filippo ve digerleri, 2008).

Noronal canlilik ve plastisite {izerinde sitokinlerin etkilerini agiklamak icin iki ana
hipotez onerilmistir. Ilk olarak, sitokinlerin plastisite ve ndronal hayatta kalma iizerindeki
etkisinin, bu bagisiklik molekiillerinin sinaptik konsantrasyonuna bagli oldugunu varsaymak
mimkiindiir. Gergekten de diisiik, "fizyolojik" seviyelerde, bu bagisiklik aracilari,

noroplastisitenin bagslatilmasi ve siirdiirtilmesi i¢in gerekli olabilirken, bir néroinflamatuar
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siire¢c sirasinda asir1 eksprese edildiginde, norodejenerasyon ve sinaptik plastisitenin
bozulmasi ile sonuclanabilir. Ikincisi, daha 6nce onerildigi gibi, sitokinlerin net sinaptik ve
noronal etkisinin, pro- ve anti-inflamatuar molekiiller arasindaki sinaptik dengenin sonucunu
temsil ettigini varsaymak miimkiindiir. Buna gore, hipokampal LTPmin yasa bagh
bozulmasinin, hem anti-inflamatuar molekiil interlokin-4 (IL-4) konsantrasyonunda bir
azalma hem de pro-inflamatuar araci interlokinlf (IL-1B) konsantrasyonunda bir artis ile

iliskili oldugu gosterilmistir (Nolan ve digerleri, 2005).

Interldkin 1 (IL-1) ailesinin tiim iiyeleri, diisiik veya saptanamayan konsantrasyonlarda
beyinde yapisal olarak eksprese ediliyor gibi goriinmektedir, ancak yaralanmadan sonra hizla
yukar1 regiile edilebilirler. Ozellikle, monosit ve makrofaj kokenli hiicrelerde erken
ekspresyon meydana gelirken, daha sonraki ekspresyon astrositlerde, glial hiicrelerde,
noronlarda ve vaskiiler endotelyal hiicrelerde ve ayrica istilact immiin hiicrelerde goriiliir
(Allan ve digerleri, 2005). Hem in vitro hem de in vivo deneysel kosullarda, LTP sirasinda IL-
1B gen ekspresyonunun onemli 6lgiide arttigi ve IL-1 reseptorlerinin bloke edilmesinin LTP
korunumunu bozabilecegi gosterilmistir. Bu veriler, bu sitokinin fizyolojik olarak sinaptik

plastisiteye dahil oldugunu gostermektedir (Schneider ve digerleri, 1998).

IL-1, sinaptik plastik fenomenlerin indiiklenmesinde gerekli oldugu N-metil-D-
aspartat (NMDA) ve AMPA glutamat reseptorii sinyallemesi; glutamat salinimi; hiicre igi
kalsiyum konsantrasyonlar1 ve kalsiyum kanal akimlarimin modiilasyonu; ve kolinerjik
sinyalizasyon gibi birkag anahtar molekiiler adimi1 6nemli 6l¢giide etkiler (Lai ve digerleri,
2006). Arastirmalar, IL-1'in muskarinik reseptorler yoluyla kolinerjik sinyal transdiiksiyon
kaskadr ile etkilesime girdigini gostermistir; ayni zamanda nikotinik kolinerjik reseptdrlerin
birlesmesini etkiler ve asetilkolin salinimin1 modiile eder (Rada ve digerleri, 1991). Dentat
girusta, IL-1B, farmakolojik olarak izole edilmis NMDA reseptorii uyarici post sinaptik
potansiyeller iizerinde 6nemli bir engelleyici etki gosterir. Bununla birlikte, IL-1p ayni
zamanda NMDA reseptoriiniin tirozin fosforilasyonunu artirarak sensitizasyonuna ve sinaptik
lokalizasyonuna katkida bulunur (Viviani ve digerleri, 2006). IL-1B ayrica doza bagimli
olarak NMDA reseptor aracili akimlart ve NMDA ile indiiklenen hiicre i¢i Ca?* artisim
arttirir. AMPA glutamat reseptorleri ile ilgili oldugu siirece, IL-1B'nin, NMDA reseptor
aktivitesini iceren bir mekanizma yoluyla AMPA reseptor fosforilasyonunu ve yiizey

ekspresyonunu se¢ici olarak diizenleyebildigi gdsterilmistir (Lai ve digerleri, 2006).

Giiglii bir pro-inflamatuar sitokin olan tiimdr nekroz faktorii (TNF), glia tarafindan

uygulanan sinaptik giiclin kontroliine aracilik ederek, bagisiklik sistemi ile sinir sistemi
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arasindaki karisma sirasinda ¢ok dnemli bir etki yapiyor gibi goriinmektedir. Ozellikle, TNF-
o, AMPA glutamat reseptorlerinin hiicre yiizeyi ekspresyonunu arttirabilir, sinaptik etkinligi
arttirr  ve aktivitenin uzun siireli blokajina yanit olarak bazi homeostatik plastisite
bigimlerinin (6rnegin sinaptik Olgekleme) ekspresyonunda ¢ok Onemli bir role sahiptir
(Beattie ve digerleri, 2002). TNF-a'nin, noronlar ve astrositler arasinda meydana gelen
fizyolojik capraz iletisim sirasinda ve glia-ndron iletisiminin TNF-o aracili modiilasyonu

sirasinda onemli bir rolii oldugu diisiiniilmektedir (Bezzi ve digerleri, 2001).

2.3.3. Sinaptik Proteinler

Iki noronun iletisim kurdugu noktaya sinaps denir. Sinyal ileten sinir hiicresine
presinaptik hiicre denir. Sinyali alan hiicre, postsinaptik hiicredir. Presinaptik hiicre, akson
dallarinin presinaptik terminaller olarak adlandirilan uglarindan sinyaller iletir. Bununla
birlikte, iki hiicre sinaptik bosluk ile ayrildigindan, presinaptik bir hiicre, postsinaptik hiicre
ile anatomik olarak temas etmez veya iletisim kurmaz. Presinaptik terminallerin ¢ogu,
postsinaptik néronun dendritlerinde biter, ancak terminaller ayrica hiicre govdesinde veya
daha az siklikla alici hiicrenin aksonunun basinda veya sonunda da bitebilir (Kandel ve
digerleri, 2000). Viicutta elektriksel ve kimyasal sinaps olarak siniflandirilan iki tiir sinaps
bulunmaktadir. Elektriksel sinapslar, iyonlarin ve sinyal molekiillerinin hiicreden hiicreye
dogrudan gegisine izin verir. Buna karsilik, kimyasal sinapslar, sinyali dogrudan presinaptik
hiicreden postsinaptik hiicreye iletmez. Kimyasal bir sinapsta (Sekil 6), presinaptik nérondaki
bir aksiyon potansiyeli, nérotransmitter ad1 verilen kimyasal bir habercinin salinmasina yol
acar. Norotransmitter daha sonra sinaps boyunca yayilir ve postsinaptik hiicre lizerindeki
reseptorlere baglanir. Norotransmitterin  baglanmasi, postsinaptik hiicrede postsinaptik
hiicrenin membran potansiyelinde gegici bir degisiklige yol agarak bir elektrik sinyali iiretir.

Kimyasal sinapslar viicuttaki sinapslarin ¢ogunu olusturur.
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Sekil 6. Kimyasal sinaps (Osimo, Beck, Reis Marques ve Howes, 2019)

Noronlarin sinir terminali, kii¢lik sinaptik vezikiiller, nérotransmiterlerin depolanmasi
ve saliverilmesinde gorev alan 6zel salgi organelleri ile doludur. Sinapsinler, sinaptik
vezikiillerin sitoplazmik yiiziindeki baslica periferal proteinler olan dort proteinden olusan bir
ailedir. Sinaptofizin (SYP), sinaptik vezikiillerin ana integral membran proteinidir. Bir sinir
hiicresinin biyolojisinde sinapsinlerin ve sinaptofizinin roliinii anlamak, beyin fonksiyonunun
temel mekanizmasini, norotransmitter salinimini aydinlatmak anlamma gelir. Vezikiiller,
plazma zarmin O6zel bir bolgesi olan "aktif bolge" ile transmiterlerini serbest birakir.
Norotransmiterler, postsinaptik hiicre tizerindeki ayn1 kdkenli reseptorlerine baglanir ve sinyal
yayilir. Bu senaryo, klasik peptit olmayan nérotransmiterler (glutamat, gama aminobiitirik asit
(GABA), dopamin, serotonin, adrenalin, noradrenalin, asetilkolin) i¢in sinyal iletim yolunu
aciklar. Ek olarak, noronlar tarafindan salgilanan ve klasik ndrotransmiterlerin sinyallerini
modiile eden birkag¢ noropeptit vardir. Bu peptitler agirlikli olarak farkli bir organelde, biiyiik,
yogun ana vezikiilde depolanir. Yogun ana vezikiil zarlarinin protein bilesimi kiigiik sinaptik
vezikiillerden farklidir ve igeriklerini "aktif bolge" disina salmaktadirlar (Schnatz ve digerleri,
2021; Thiel, 1993; Yuzaki, 2018). MSS i¢indeki sinapslarin olusumu, diger gelisimsel
slireglerde oldugu gibi kesin bir zamansal ve uzaysal dagilim izler. Hiicre iskeletinin yeniden
diizenlenmesini saglayan cok sayida protein, presinaptik ve postsinaptik membranlarin
fonksiyonel ve yapisal dinamiklerini belirler. Baz1 sinaptik proteinler, uyarict ve engelleyici
ndronlarda zit bir isleve sahiptir. Sinaptofizin, sinaps uyarici veya engelleyici, aksodendritik

veya aksosomatik tipine veya vezikiillerin i¢erdigi norotransmitter tipine spesifik degildir,
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ancak sinaps olusumunun genel modelini gosterir ve bu 6zgiinliigii tanimlamak icin diger
immiinreaktivitelerle birlestirilebilir. Sinaptogenez, olgun sinaptik vezikiiller ile terminal
aksonal projeksiyonu, depolarizasyonun kimyasal uyarisina yanit verecek reseptorleri olan bir
postsinaptik membrani ve plazma zarinin dinlenme membran potansiyelini ve elektriksel
uyarilabilirligini stirdiirmek igin enerji lireten Na* , K'-ATPase sisteminin olgunlugunu

gerektirir (LaBek ve digerleri, 2015).

Noronlarin, morfolojileri ve yiiksek derecede polariteleri nedeniyle hiicresel boliimleri
daha iyi diizenlenmistir. Diger hiicre tiplerinde yaygin olan zarla ¢evrili organellere ve diger
zarsiz yapilanmalara ek olarak, néronlar, tiim sinir sistemlerinde sinyal islemeyi ve iletimleri
belirleyen molekiiler aparatlar olan sinapslar olarak bilinen benzersiz bir yar1 kapali
membranli bolme tiirii icerir. Ne pre- ne de postsinaptik kompartmanlar membran cift
katmanlar tarafindan gevrelenmez. Her sinapsin postsinaptik plazma membranlarinin altinda,
presinaptik hiicreler tarafindan baslatilan sinyallerin alinmasindan, yiikseltilmesinden ve
depolanmasindan sorumlu bir yap1 olan postsinaptik yogunluk (PSD) olarak bilinen protein
acisindan zengin bir alt bolme bulunur (X. Chen ve digerleri, 2008). PSD'ler, birkac yiiz
nanometre genisliginde ve ~ 30-50 nm kalinliginda mega diizenekler olusturan yogun sekilde
paketlenmis proteinlerden olusur. Presinaptik bolmelerde, aktif bolge bulunur. Aktif bolgeler,
kolayca salmabilen sinaptik vezikiillerin yerlestirilmesinde ve hazirlanmasinda ve
ndrotransmiter salinimlarinin hizimi ve giiciinii diizenlemek i¢in presinaptik aktif bolge zarinin
alt bolgelerinde voltaj kapili Ca?" kanallarinin kiimelenmesi ve konumlandiriimasinda kritik

roller oynar (Siidhof, 2012).

Sinaptofizin (ayn1 zamanda p38 olarak da adlandirilir), kii¢lik sinaptik vezikiillerin en
bol bulunan integral membran proteinidir. Sinaptik vezikiil membran proteininin %6-8'ini
olusturur. Molekiiler klonlama, sinaptofizinin dort transmembran bolgesi olan bir integral
membran proteini oldugunu ortaya ¢ikarmistir. NH2 ve COOH terminallerinin her ikisi de
bolgeye 6zgli antikorlarla gosterildigi gibi vezikiiliin sitoplazmik tarafindadir. Sinaptofizin,
tirozin agisindan zengin bir tekrarin on kopyasi ile uzun bir sitoplazmik COOH terminali
icerir. Tekrarlar, muhtemelen sinaptik vezikiil bagli c-src kinaz tarafindan tirozin
fosforilasyonu ic¢in yerler igerir. Sinaptofizin beyindeki tirozin kinaz(lar) i¢in en 1yi
substratlardan biri olmasina ragmen, tirozin fosforilasyonunun fonksiyonel rolii hala
bilinmemektedir. Sinaptofizinin sitoplazmik kuyrugu ayrica Ca?* / kalmodulin bagiml1 protein
kinaz II tarafindan fosforile edilebilir. Bu fosforilasyonun islevsel anlami bilinmemektedir.

Ca?* / kalmodulin-bagimli protein kinaz II'nin sinapsin I'e baglanmasina iliskin son sonuglar,
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sinaptofizin kuyrugunun ayrica vezikiil-bagli kinaz ile etkilesime girdigine dair ilgi ¢ekici
hipotezi ortaya koymaktadir. Dogal sinaptofizin, ii¢ ila alti sinaptofizin alt biriminden ve
ikinci, tanimlanamayan bir proteinden olusan bir hetero-oligomer olusturur. Ug boyutlu yapi
icin kararsiz disiilfid baglar1 gereklidir. Ek olarak, sinaptofizin homo-oligomerleri, daha
yuksek dereceli yapilar olusturmak igin diger vezikiil membran proteinleri ile etkilesime

girebilir (Cousin, 2021; Johnston ve Sudhof, 1990).

Postsinaptik yogunluk, uyarici sinapslarin dendritik dikenleri i¢inde yogun bir lokalize
alandir ve sinaptik plastisite ile iligkili reseptorler, kinazlar, yapisal proteinler ve sinyal
molekiillerinden olusur (Cheng ve digerleri, 2006). Membranla iligkili guanilat kinaz ailesinin
bir {iyesi olan postsinaptik yogunluk proteini-95 (PSD-95), uyarici sinapslarda bulunan bir
matrisks  proteinidir, NMDA ve AMPA reseptorlerinin - postsinaptik membrana
stabilizasyonu, giiclendirilmesi ve trafigi i¢in gereklidir (Kornau ve digerleri, 1995). PSD-95,
norogelisim sirasinda  glutamaterjik iletim, sinaptik plastisite ve dendritik diken
morfogenezinde yer alan onemli bir bilesendir (Kim ve Sheng, 2004). Gelisim sirasindaki
PSD-95 disfonksiyonu, dendritik dikenlerdeki ndorolojik bozukluklarla iligkili sinaps
malformasyonlarina katkida bulunan sinaptik plastik olaylari degistirebilir (Coley ve Gao,
2018).

PSD-95, NMDA ve AMPA reseptorlerinin etkilesimi ve fonksiyonel etkileri nedeniyle
norogelisim sirasinda glutamaterjik sinapslarin sinaptik plastisitesi ile uzun siiredir
iligkilendirilmistir (Collingridge ve digerleri, 2013; Dumas, 2005). Uzun siireli giiclenme
(LTP) ve uzun siireli depresyon (LTD) gibi sinaptik plastik siiregler, dendritik dikenin
sinaptik olgunlagmasinda biiyilik 6l¢iide yer alir; bu yiizden, PSD'deki degisiklikler, sinapsin
ndropatolojilerine yol acan biitiinsel diken olusumu siirecini tehlikeye atabilir. Bu nedenle,
PSD-95, diken olusumunu ve/veya omurga eliminasyonunu/budamay1 kontrol ederek sinaptik
giiclin diizenlenmesinde rol oynayan anahtar bir bilegsen olarak hareket edebilir (Coley ve

Gao, 2018).

Glutamat reseptorlerinin sabitlenmesi ve stabilizasyonu sinaps, sinyal molekiilleri
dahil olmak iizere diger postsinaptik yogunluk (PSD) bilesenleri ile etkilesime giren yap1
matriks proteinleri tarafindan kontrol edilir. BDNF'nin sigan 6n beyin sinaptondrozomlarinda
PSD yap1 matriks proteini Homer2'yi yukar regiile ettigi gosterilmis, bu da norotrofinin
glutamata yanitta yer alan postsinaptik makineleri giliclendirmedeki bir etkisini ortaya

koymustur (Leal ve digerleri, 2014).
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Sinaptik  proteinlerin  dokularda  biyokimyasal  Ol¢iimlerle elde  edilen
konsantrasyonlari; ndronal fonksiyonlar1 yansitan bir parametredir (I. Abidin ve digerleri,
2018). Sinaptik protein ekspresyonundaki degisiklikler Alzheimer gibi patolojik durumlarda
neokortikal sinaptik disfonksiyon gostergesi olabilir (Counts ve digerleri, 2006). Ayrica insan
frontal korteksindeki sinaptik gelisim gibi normal durumlar da sinaptik yogunlugun
degisimine baglidir. Sinaptik yogunluk, iki isaret¢i molekiil olan sinaptik protein sinaptofisin
(presinaptik) ve PSD-95 (postsinaptik) seviyeleri oOlgiilerek belirlenmektedir (Glantz ve
digerleri, 2007). Norolojik hastaliklarda sinaps miktarindaki degisim icin belirleyici olan
sinaptik protein ekspresyonu, transgenik hayvan modellerinde yapilan calismalarda da
sinaptik degisiklikleri karakterize etmek ve bdlgesel tanimlamak i¢in kullanilmaktadir

(Gottschall ve digerleri, 2010).

2.4. Motor Korteks ve Davrams Modelleri

Noronlar genel olarak duyusal, motor ve internéron (ara néron) olmak iizere ii¢ ana
fonksiyonel gruba ayrilir. Duyusal noéronlar viicudun bilgisini tasir. Hem algi hem de motor
koordinasyon amaciyla sinir sistemine bilgi tasirlar. Motor ndronlar, beyinden veya
omurilikten komutlar1 tasir. Ara noronlar, spesifik olarak duyusal veya motor olmayan tiim
sinir hiicrelerinden olusan en biiyiik sinifi olusturur. Merkezi sinir sistemi ile duyusal ve

motor ndronlarin baglantisini kurarlar.

Motor korteks, beyin sapt ve omurilikteki motor noronlarla dogrudan baglanti kuran
ve hassas motor hareketler saglayan piramidal sistemin motor liflerinin ana kaynagidir. Motor
korteks islevleri genellikle uyum i¢inde ¢alisan kas gruplarinin bagimsiz kontroliine izin verir
(Kandel ve digerleri, 2000). Motor korteksteki biiyiik piramidal hiicreler, aksonlarini
omuriligin kars1 tarafina gonderir ve hedef motor néronlarint dogrudan aktive edebilirler,
ancak beyin sap1 veya omurilikteki bir dizi interndron da etkilenir. Bu uzun projeksiyon
noronlarma kortikospinal noronlar denir. Hareketler lizerindeki kortikal etki, birka¢ farkli
kanal araciligiyla, bazal ganglionlarin (striatum) giris asamasina dogrudan projeksiyonlar
yoluyla, beyin sap1 devreleri yoluyla uygulanan etkiler yoluyla ve ayrica belirtildigi gibi
kortikospinal projeksiyonlar yoluyla dogrudan omurilige uygulanir. Beyin sapi, hareketleri
baslatabilen ve motor performansi diizeltebilen bir dizi inen yol (rubrospinal, vestibulospinal

ve retikiilospinal yollar) igerirken, digerleri spinal devrenin daha ince modiilasyonunu saglar
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(Sekil 7). Birincisi, motor kontroliinde gerekli olan milisaniyelik zaman diliminde hizla
hareket eder. Ikincisinin &rnekleri, yavas ileten ve yavas hareket eden noradrenerjik ve
serotonerjik yolaklardir. Bu yollar, farkli tipteki ndronlarin, sinapslarin ve omurilik
devrelerinin tepkisini belirler. Motor koordinasyonun kortikal kontrolii, bazal gangliyonlar
yoluyla olan etkilere ek olarak, hem spinal hem de beyin sap1 motor merkezleri lizerindeki
dogrudan etkiyle, ayrica dnemli Olciide cesitli beyin sap1 ¢ekirdekleri tlizerindeki paralel
etkiyle saglanir. Korteksten baslatilan hareketlerin yiiriitiilmesi, biiyiik dl¢iide, sinir sisteminin
bircok boliimiiniin ortak ¢abasidir. Retikiilospinal ve vestibulospinal yollar, durusun
kontroliine aracilik eder ve birincisi, omurilikte bulunan merkezi model iireteci (CPG)
araciligryla hareketin baslatilmasinda yer alir. Memeliler ve primatlar ile frontal lobda fokal
lezyonlardan muzdarip hastalar iizerinde yapilan deneylerden yola ¢ikarak, hareketin kortikal
kontrolii, parmaklarin ve ellerin ince manipiilatdr becerileri ve ayrica konusma gibi usta ve

esnek motor koordinasyon i¢in 6zellikle 6nemlidir (Grillner, 2013).

Sekil 7. Duysal ve istemli hareket ile ilgili yollar (Kandel ve digerleri, 2000)

Farkl1 kaslar1 kontrol eden motor ndronlar, omurilik boyunca ve beyin sapinda farkl
motor ¢ekirdeklerde bulunur. Her motor noron, aksonunu bir kasa gonderir ve sinirl sayida

kas lifini innerve eder. Kas lifleri ile bir motor noron, bir motor {inite olarak adlandirilir. Her
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motor Unitenin kas lifleri benzer kasilma 6zelliklerine ve metabolik profile sahiptir. Farkli
kaslardaki kas liflerine 6zgii motor iiniteleri bulunmaktadir. Ornegin uzun mesafeli kosuda
oldugu gibi siirekli bir ¢aba i¢in yavas motor iiniteler veya agir bir nesneyi kaldirma, hizli

patlayict hareketler gibi farkli talepler i¢in hizli motor tiniteleri mevcuttur.

Motor noronlar, farklt motor programlarinin veya refleks merkezlerinin interndronlari
tarafindan ve 6n beyinle beyin sapindan inen yollar tarafindan aktive edilir. Boylece, farkli
kaslar1 besleyen motor noronlar, birlikte aktivasyon derecesini ve ayrica belirli bir kasin
motor ndronlarinin tam zamanlamasini belirleyen bu farkli kaynaklar tarafindan biiylik bir

hassasiyetle aktive edilebilir.

Birincil somatosensoriyel korteks, somatik duyumlarin islenmesinden sorumludur. Bu
duyumlar, dokunma, propriyosepsiyon (yani viicudun uzaydaki konumu), nosisepsiyon (yani
agri) ve sicakligin tespit edilmesinden sorumlu olan viicut boyunca konumlandirilmis
reseptorlerden kaynaklanir. Disaridan gelen bilgiler duyusal reseptorler vasitasiyla birincil
duyusal kortekse ulasir ve daha sonra hippokampal alana iletilir. Buradan hipotalamusa
yayilarak duyusal tepkiyi veya duygusal ifadeyi baglatir. Talamusun 6n ¢ekirdegine yonlenen
uyarilar singulat girusa yansitilir. Duygu, i¢sel bir durum veya ruh hali olarak bilingli olarak
algilanir. Singulat girus i¢indeki islem, retrosplenial korteks yoluyla hipokampusa geri
bildirim saglayarak devreyi tamamlar (Papez, 1937). Ayrica duyusal afferentler entorinal

kortekste islenir.

Birincil somatosensoriyel korteks, Alman sinirbilimci Korbinian Brodmann'in
tanimlamalarina dayali olarak bir¢ok alana boliinmiistiir. Brodmann, birincil somatosensoriyel
korteksi 3 (3a ve 3b'ye bolinmiistiir), 1 ve 2'ye ayirmustir. Aslinda, alan 3 genellikle
somatosensoriyel korteksin birincil alant olarak kabul edilir. Alan 3, somatosensoriyel
girdinin ¢ogunu dogrudan talamustan alir ve bu bilginin ilk islenmesi burada gergeklesir. Alan
3b, oOzellikle dokunma duyumlarmin temel islenmesi ile ilgilenirken, alan 3a,
proprioseptorlerden gelen bilgilere yanit verir. Alan 3b, alan 1 ve 2'ye yogun bir sekilde
baglidir. Boylece, alan 3b, dokunma bilgisi i¢in birincil alan goérevi goriirken, bu bilgi daha
sonra daha karmasik isleme icin alan 1 ve 2'ye de gonderilir. Ornegin Alan 1, bir nesnenin
dokusunu algilamak i¢in 6nemli gibi goriiniirken, alan 2, boyut ve sekli algilamada rol
oynuyor gibi goriinmektedir. Alan 2 ayrica propriosepsiyon ile ilgilidir. Somatosensoriyel
korteksin bu alanlarindan herhangi birine 6zgii lezyonlar yukarida bahsedilen rolleri destekler;
ornegin, alan 3b'deki lezyonlar, dokunma duyularinda yaygin bozukluklara neden olurken,

alan 1'deki lezyonlar, nesnelerin dokusunu ayirt etmede eksikliklerle sonuglanir. Birincil
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somatosensoriyel korteksin dort bolgesinin her biri, o bolgedeki belirli bir yer viicudun belirli
bir boliimiinden bilgi alacak sekilde diizenlenir. Bu diizenlemeye somatotopik denir ve tiim
viicut somatosensoriyel korteksin dort boliimiiniin her birinde bu sekilde temsil edilir.
Viicudun bazi bolgeleri (6rnegin dudaklar, eller) digerlerinden daha hassas oldugundan,
onlardan gelen duyumlar1 islemek i¢in daha fazla devre ve korteks gerekir. Bu nedenle,
somatosensoriyel kortekste bulunan somatotopik haritalar, viicudun son derece hassas
bolgeleri, orantisiz miktarda yer kaplayacak sekilde bozulur (Purves ve digerleri, 2008).
Duyusal reseptorler hareket kontroliinde dnemlidir. Motor kontroliine duyusal katki bir¢ok
farkl1 baglamda ¢ok Onemlidir. Duyusal kontrol yetersiz kalirsa, ¢ogu durumda motor
performansi diisecektir. Farkli bicimlerde duyusal bilgiler olmadan, hareketler genellikle yine

de ¢cok daha az miikemmellik ile gergeklestirilebilir (Grillner, 2013).

Ust motor noronlar, hiicre gévdesi serebrumun motor korteksinde yer alan ve aksonu
kortikobulbar ve kortikospinal yollart olusturan motor néronlardir. Beyin sapt motor
cekirdeklerinde ve spinal sinirin 6n kokiinde bulunan alt motor néronlar, dogrudan iskelet
kaslarin1 innerve eder. Ust motor ndronlar alt motor ndronlara rostraldir ve alt motor ndronlar
tizerinde dogrudan veya dolayli supraniikleer kontrol uygular. Serebral kortekste, iist motor
noronlar, sirastyla ek motor alan (bazen ikincil motor korteks olarak adlandirilir) ve premotor
korteks olarak alt boliimlere ayrilan birincil motor korteks ve premotor alanlarda bulunur.
Betz hiicreleri (dev piramidal ndronlar), birincil motor korteksin 5. tabakasindaki ayri bir
biiylik motor néron grubudur ve kortikospinal yollarda aksonlari olan tiim birincil motor
noronlarin sadece kiiciik bir boliimiinii temsil eder. Birincil motor korteksteki 6zgiin motor
noronlar, 6zgiin hareketlere hizmet eden kiigiik iskelet kas gruplarinin kasilmasini baslatir ve
kontrol eder. Serebral korteksin tiim motor alani, motor planlama ve kas hareketinin
programlanmasi dahil olmak iizere en yiiksek istemli kas hareketi seviyelerini kontrol eder.
Motor alanlardan gelen aksonlar kortikospinal ve kortikobulbar yollar1 olusturur. Primer
motor korteksteki noronlardan kaynaklanan aksonlar, tiim kortikospinal ve kortikobulbar
yollarin sadece ti¢te birini olusturur. Bunlarin arasinda, Betz hiicre aksonlari, yolun %3-5'ini
olusturur ve birincil motor korteksten kalan lifler, birincil motor korteksin 5. tabakasindaki
diger noronlardan kaynaklanir. Bu yollardaki aksonlarin bir diger {igte biri, ek motor ve lateral
premotor korteksi igeren Brodmann alan 6'dan tiirer. Kalan {igte birlik kistm somatik duyusal

korteksten ve bitisik temporal lob bolgesinden kaynaklanir (Fearon ve digerleri, 2021).

Birincil motor korteks, organize bir hareket temsili haritasi icerir. El kullanimini

etkileyen ortopedik bozukluklar, nérolojik bir hasar olmasa bile motor kortekste aktivasyonun
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azalmasina neden olabilir. Insan ve hayvan calismalari, siirekli olarak kullanim eksikligi ile
kortikal aktivitenin azaldigin1 gostermistir. Beyin modelindeki bu degisiklikler hizla
gerceklesir. Ornegin, 12 saat kadar kisa bir siire kol hareketsiz kalmasi kisinin motor
performansini  diistirmeye baslar. Sert el, 6dem ve doku yapismasi ile esasen
“hareketsizlestirilir” ve bu nedenle daha az kullanilir ve/veya giinliik aktiviteler i¢in uygun
olmayan bir hareket paterniyle kullanilir. Bu gercgeklesirken, normal, sinerjik hareketin motor
ve duyusal kortikal temsili azalir ve yerine uyumsuz bir model alir. Anormal hareket kaliplar1
zamanla tekrarlandiginda, motor kortekste degisikliklere yol acarlar. Sertlik devam ettikce, bu
noral devreler giiclendirilir ve degistirilmesi daha zordur. Alternatif olarak, sinirbilim
plastisite literatiirii “kullan ya da kaybet” ve “kullan ve gelistir” kavramlarini vurgulamistir.
Tekrarlanan, zorlu hareketlerin sinir aglarini gelistirebilecegi ve motor korteks temsilini
genisletebilecegi kanitlanmistir. Bu sekilde, yogun olarak uygulanan davranis, belirli bir kas

grubunun beyindeki temsilinin boyutunu artirabilir (Midgley ve Pisano, 2021).

2.4.1. Deney hayvanlarinda duysal-motor davranis testleri

Davranis deneylerinin tasariminda yer alan birgok faktor vardir. Bu faktorler, bir
model organizma se¢meyi, davranigsal bir paradigmayi se¢cmeyi, bireyler arasindaki
degiskenligi azaltmay1 ve hayvan davranisin1 insan davranigt ve hastaligl i¢in yararl bir
model olarak dogrulamayi igerir. Bir hayvanin motor ve vestibiiler sistemlerinin giiciinii test
etmek i¢cin motor koordinasyon ve denge testleri kullanilir. Duyu-motor yeterliliginin
degerlendirilmesi, hayvan davranisinin degerlendirilmesinin énemli bir parcasidir. Duyusal
motor performansinin 6l¢iilmesi, duyusal veya motor siireclerin arastirmalarinda agik bir
Ooneme sahiptir; bununla birlikte, deneysel manipiilasyonlarin sensorimotor performans
tizerindeki etkileri davranigsal sinirbilim i¢in daha genis etkilere sahiptir ¢linkli davranigsal
deneyler tipik olarak duyusal bilgilere motor tepkilerini 6lger. Bu nedenle, diger ndrobiyolojik
stirecleri degerlendirmek i¢in tasarlanmis davranigsal deneylerin sonuglari, sensorimotor
fonksiyon lizerindeki eslik eden etkiler gbéz Oniine alinmadan genellikle uygun sekilde
yorumlanamaz. Ornegin, bir lezyon veya genetik manipiilasyon, radyal kol labirenti gibi bir
uzamsal bellek testinde performansi bozarsa, bu bozulma, duyusal-motor eksikliklerin sonucu
olmadigr ilk kez kanitlanmadikga, bilissel islev bozuklugunun kaniti olarak yorumlanamaz.
Ayrica, manipiilasyonlarin sensorimotor etkileri, hayvan modellerinde, dl¢iilmesi daha zor

olan etkilerin yerine gecenler olarak siklikla kullanilabilir ve sensorimotor ol¢limlerin
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nispeten basit varyasyonlari, bilis ve duygu dahil olmak lizere diger davranissal alanlarda

performans gostergeleri olarak kullanilabilir (Curzon ve digerleri, 2009).

Duysal-motor performanslarin degerlendirilendirilmesinde kortikal fonksiyonla iligkili
olan baglica davranis deneyleri; silindir testi, telde asili kalma testi ve yapiskandan kurtulma
testidir. Telde asili kalma testi, ndromiiskiiler aciklar1 6l¢gmek ic¢in kullanilir. Bir arastirmaci,
bir kemirgeni bir kafes kapagina yerlestirir, kemirgen teli kavrar. Arastirmacit daha sonra
kapagi nazikce cevirir, boylece kemirgen bas asagi asili kalir. Diismeyi Onlemek igin
kemirgen, hem denge hem de kavrama kuvveti gerektiren teli kavrar. Arastirmaci, kemirgen
yastikli bir ylizeye diismeden 6nce gegen siireyi olger. Normal bir kemirgen birka¢ dakika bag
asag1 asili kalabilir, ancak deneysel amaglar icin genellikle 60 saniyelik bir slire kullanilir
(Carter ve Shieh, 2015). Silindir testi, kemirgenlerin 6n ayak kullanim asimetrisine neden
olan bir dizi yaralanma modelinde duyusal-motor islevini degerlendirmek i¢in kullanilabilen
spontan On ayak kullanimini 6lger. Bu testte, fare bir cam silindire yerlestirilir ve yukari
kalkip silindir duvarmna temas etme sayisi Olgiiliir. Yavas ¢ekimde kaydedilen videolarda
duvar dokunuslar1 daha sonra bir gézlemci tarafindan sol, sag veya her iki pati i¢in puanlanir.
Sonuglar, toplam dokunus sayisina gore her bir penge kullaniminin yiizdesi olarak ifade edilir
(Schallert ve digerleri, 2000). Silindir testinin uygulanmasi kolay ve diger davranis testlerinin
tespit edemedigi motor bozukluklar: tespit etmede hassas oldugu bulunmustur. Ote yandan,
video kayitlarinin analizi zaman alicidir ve fareler silindirin dikey yiizeyini kesfetmeye olan
ilgilerini kaybedeceginden test siklikla tekrarlanamaz (Lundblad ve digerleri, 2002).
Yapigkandan kurtulma testi, pence ve agizla ilgili duyusal ve motor kusurlarin objektif bir
degerlendirmesini saglar. Farelerde kullanilmak {izere, prosediiriin birka¢ adiminin
uyarlanmas1 gerekir. Ornegin, farelerdeki kullamima kiyasla, fare pengesinin ¢ok kiiciik avug
ici yiizeyi nedeniyle, yapiskan bant seritlerinin dikdortgen seklinde kiiciik olmasi gerekir.
Buna gore, herhangi bir degisiklik sonuglarin dogrulugu i¢in zararli olacagindan, yapiskan
seritlerin boyutunun dogru sekilde yeniden {iretilebilirligi birincil 6neme sahiptir. Ayrica,
sicanin kullanimi kolay bir hayvan oldugu bilinmesine ragmen, fareleri yonetmek genellikle
daha zordur. Bu kritik bir noktadir ve deney, hayvanin stresinde bir artistan miimkiin
oldugunca kaginacak ve ayni zamanda yapiskan bandin dogru konuma yerlestirilmesine izin

verecek sekilde gerceklestirilmelidir (Bouet ve digerleri, 2009).
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2.5. Elektrokortikografi ve Beyin Dalgalari

Beyindeki noronal aktivite, hiicre dis1 ortamda 6l¢iilebilen potansiyel degisimlerine
yol acar. Hiicre dis1 sinyalin en biiylik katkis1 sinaptik transmembran akimi olmasina ragmen,
Na* ve Ca?" diken desarjlar1, voltaj ve ligand kapili kanallardan iyonik akimlar ve intrinsik
membran salinimlar1 dahil olmak {izere diger kaynaklar hiicre disi alani onemli 6lgiide
sekillendirebilir. Son zamanlarda gelistirilen veri isleme araglar1 ve hesaplamali modelleme
ile birlestirilen hayvanlarda yiiksek yogunluklu alan aktivitesi kayitlar1 ve insanlarda subdural
grid kayitlari, néronlarin isbirligi davranmislari, ortalama sinaptik girdileri ve ani ¢iktilari
hakkinda bilgi verebilir ve bu siireclerin hiicre dis1 sinyale nasil katkida bulundugunu

anlamamiza yardimc1 olabilir (Buzsaki ve digerleri, 2016).

Fizyolojik durumlarda, sinaptik aktivite genellikle membranda meydana gelen
akimlarin en Onemli kaynagidir. Sinaptik akimlarin yerel alan potansiyeline katkida
bulundugu fikri, birgok ayr1 bélmedeki hiicre dis1 akimlarin 6l¢iilebilir bir sinyal olusturmak
icin zamaninda st liste binmesi gerektigi ve bu Ortiisme en kolay sinaptik akimlar gibi
nispeten yavas olaylar i¢in elde edildigi fikrinden kaynaklanmaktadir (Logothetis ve Wandell,
2004). Bir noronun dendritleri ve somasi, elektriksel olarak iletken bir i¢ kismi nispeten
yalitkan bir zar ile gevrili, yiizlerce ila onbinlerce sinaps bulunan aga¢ benzeri bir yapi
olusturur. Sinaptik AMPA ve NMDA reseptorleri iizerinde etkili olan ndrotransmiterler,
sinapsta ice dogru akan sirasiyla Na™ veya Ca?* iyonlarimi igeren uyarici akimlara aracilik
eder. Hiicre disindan hiicre i¢i bosluga bu katyon akini, lokal hiicre dis1 bir akiya yol agar.
Sistem norobilimi ile ilgili zaman sabitleri i¢inde etkili elektrondtralite elde etmek igin, hiicre
dis1 lavabonun hiicre dis1 bir kaynak tarafindan, yani néron boyunca hiicre i¢i bosluga, hiicre
dist bosluga zit bir iyonik akiyla "dengelenmesi" gerekir; bu akiya pasif akim veya doniis
akimi denir. Ozellikle, GABA alt tipi A (GABAA) reseptor aracili inhibitér akimlarin tipik
olarak CI™ denge potansiyeli dinlenme membran potansiyeline yakin oldugu igin hiicre disi
alana ¢ok az katkida bulundugu varsayilir (Bartos ve digerleri, 2007; Koch, 1999). Bununla
birlikte, aktif olarak uyarilan noronlarda zar depolarize edilir ve bu nedenle inhibitor (ve
genellikle hiperpolarize edici) akimlar 6nemli transmembran akimlari {iretebilir (Bazelot ve
digerleri, 2010; Trevelyan, 2009). Kiigiik bir hacimde néron popiilasyonunun hemen hemen
hepsinin veya en azindan temsili bir kisminin aktivitesi, yeterince biiylik bir kayit yeri
yogunlugu ile izlenebilir. Mevcut kaynak ile kayit elektrodu arasindaki yumusak ve sert

dokularin g¢arpik ve zayiflatici etkilere sahiptir. Bu yiizden yiizeyel elektroda yakin sinir
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hiicrelerinin katkis1 elektroensefalografiye (EEG) daha ¢oktur. EEG sinyalinin en 6nemli
kaynag1 piramidal hiicrelerdir (Sekil 8). Piramidal hiicreler korteksin tiim katmanlar1 boyunca
dikey ve birbirine paralel uzanir. Tek bir piramidal hiicre binlerce eksitatér ve inhibitor

sinapsa sahiptir.
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Sekil 8. EEG kaydi ile piramidal hiicrelerin elektriksel aktivitesinin izlenmesi (Darbas
ve Lohrengel, 2019)

EEG, beynin elektriksel aktivitesinin arastirilmasi i¢in en eski ve en yaygin kullanilan
yontemlerden biridir. Tek bir elektrot tarafindan kaydedilen kafa derisi elektroensefalograma,
10 cm? veya daha fazla bir alana entegre edilmis yerel alan potansiyelinin (LFP) uzamsal
olarak diizgiinlestirilmis bir versiyonudur. Cogu kosulda, katkida bulunan tek noéronlarin
atesleme sekilleri ile ¢ok az belirgin bir iliskisi vardir (Nunez ve Srinivasan, 2006) ve bunun
nedeni bilyiik 6l¢iide mevcut kaynak ile kayit elektrodu arasindaki yumusak ve sert dokularin
carpik ve zayiflatici etkilerinden kaynaklanmaktadir. Yakin zamanda kullanilmaya baslanan
“yiiksek yogunluklu” EEG kayitlari, EEG'nin uzamsal ¢oziiniirliigiini onemli 06lgiide

iyilestirmistir (Ebersole ve Ebersole, 2010; Tucker, 1993).

EEG, manyetoenselografi (MEG) ve elektrokortikografi (ECoG) esas olarak korteksin
yiizeysel katmanlarinda meydana gelen elektriksel aktiviteyi orneklemektedir. Daha derin
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konumlardaki elektrik olaylari, LFP'yi ('mikro-EEG' olarak da bilinir) kaydetmek i¢in beyne
metal veya cam elektrotlar veya silikon problar sokularak arastirilabilir. Mikroelektrot
kullanarak, hem aksiyon potansiyellerini hem de kiigiik bir néronal hacimde diger membran
potansiyeli kaynakli dalgalanmalar1 iceren genis bant sinyalinin (dogru akim 40 kHz'e)
kaydedilmesi, kortikal elektrogenezin incelenmesi i¢in en bilgilendirici sinyali verir. Kayit
alanlar1 arasinda kisa mesafeli ve beyin dokusu iizerinde minimum etkiye sahip olan bir¢cok
gbzlem noktasina, yiiksek uzamsal ¢oziiniirliik elde etmek igin ihtiyag duyulmaktadir.
Prensipte, kiiciik bir hacimde néron popiilasyonunun hemen hemen hepsinin veya en azindan
temsili bir kisminin spayk aktivitesi, yeterince biiyiik bir kayit yeri yogunlugu ile izlenebilir.
Hiicre i¢i dinamiklerle ilgili ek ipuglar1 hiicre dis1 aksiyon potansiyellerinin dalga formu
degisikliklerinden cikarilabilir (Gold ve digerleri, 2006; Henze ve digerleri, 2000). Bu
alandaki ilerleme, giderek artan sayida kayit alanina sahip mikro islenmis silikon bazli

problarin bulunmastyla hiz kazanmistir (Buzsaki ve digerleri, 2016).

Noron popiilasyonundaki postsinaptik ve aksiyon potansiyelleri, ECoG tarafindan
tespit edilen elektriksel aktiviteden sorumludur. Bu kayitlar rastgele goriinse de, beyin
alanina, duygusal duruma ve bilince gore degisen serebral ritimleri tanimlamak miimkiindiir.
En 6nemli beyin ritimleri sunlardir: delta (0,5-4 Hz); teta (4-8 Hz); alfa (8-14 Hz); ve beta
(14-30 Hz). Daha yiiksek frekans dalgalarinin daha fazla katkisi, beyin aktivitesinin hizini
arttirir ve daha fazla uyarilabilirligi destekler. Elektriksel aktivitedeki degisiklikler epilepsi
gibi bozuklugu gosterebilir (Hall, 2014).

ECoG, dogrudan serebral korteksten elektriksel aktivitenin intraoperatif kaydindan
olusur. 1940'lh yillarda Penfield ve Jasper tarafindan gelistirilen ECoG, epileptojenik kortikal
bolgenin preoperatif, noninvaziv degerlendirme ile olusturulandan daha ayrintili olarak
tanimlanmasia yardimecr olmak i¢in kullanilir. Elektriksel stimiilasyon ile birlikte,
fonksiyonel kortikal alanlari, sebeke stimiilasyonu ¢aligmalariyla ayni sekilde tanimlamak icin
kullanilir. Son olarak, ECoG rezeksiyonun biitiinliiglinii degerlendirmek ve c¢ikarilmasi
diistiniilebilecek rezidiiel epileptiform aktivite alanlarini belirlemek i¢in ilk rezeksiyonu
takiben gerceklestirilir. ECoG'de c¢esitli elektrot diizenlemeleri kullanilabilir. Birgok merkez,
kafatasina bagli, kraniyotomi sonrasi korteksin iistiinde ¢esitli pozisyonlara yonlendirilebilen

bir dizi elektrot (genellikle 16) igeren bir tag kullanir.

ECoG, klinik ortamlarda c¢esitli kortikal olaylart incelemek i¢in giderek daha popiiler
bir ara¢ haline gelmektedir (Engel ve digerleri, 2005). Elektrik aktivitesini dogrudan serebral

korteksin ylizeyinden kaydetmek i¢in subdural platin-iridyum veya paslanmaz ¢elik
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elektrotlar kullanir, béylece sinyal bozucu kafatas1 ve ara dokuyu atlar. Kaydedilen elektrik
alaninin uzamsal c¢oziiniirligli, esnek, yakin aralikli subdural grid veya serit elektrotlar

kullanilarak 6nemli 6lgiide iyilestirilebilir (<5 mm?) (Bazhenov ve digerleri, 2011).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gere¢
3.1.1. Cihaz ve Malzemeler
Tez ¢alismasinda kullanilan laboratuvar cihazlari, malzemeler ve ait olduklar1 firmalar

Tablo 1’de listelenmistir.

Tablo 1. Cihaz ve malzemeler

Laboratuvar cihaz ve malzemeleri Firma

Cam tiipler Axygen

Derin Dondurucu (-80°C) Thermo Electron Corporation
Elektroforez Gii¢ Kaynagi Thermo EC250-90
Elektroforez Tank1 Thermo EC300

Ependorf Greiner Bio-one

Hassas Terazi Mettler Toledo AB204-S
Havalandirmali Kafes Sistemi RAIR IsoSystem

Inkiibator Shel Lab, Heraeus

Jel Goriintiileme Sistemi Gel Logic 200 Imaging System
Mikrodalga Firin Altus ALMD 171

Mikroplaka Greiner Bio-one

Mikroplaka Okuyucu VERSA Max, Molecular Devices
Mikroplaka Yikayicisi BioTek ELx 50

Otomatik Pipet, 0,5-10 pL Socorex

Otomatik Pipet, 2-20 uL Axypet

Otomatik Pipet, 20-200 puL Axypet
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Otomatik Pipet, 10-100 uL
pH metre

Pipet uclar1

Santrifiij

Termocycler

Termomikser

Ultrasonik homojenizator
Vorteks

Stereotaksik cerceve
Amplifikator

A/D gevireg

Axypet

Hanna Instrument

Isolab

Eppendorf

Applied Biosystems
Thermo Scientific

Sonics Vibracell

IKA Vortex Genius 3

World Precision Instruments
A-M Systems

Axon CNS Molecular Devices

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Kullanilan kimyasal maddeler ve ait olduklar1 firmalar Tablo 2’de verilmistir. Tiim

kimyasallar firmalardan miimkiin olan en saf hallerinde temin edildi.

Tablo 2. Kimyasallar

Kimyasallar Firma
Agaroz Sigma-Aldrich (A.B.D.)
Aprotinin Phoenix Pharmaceuticals (A.B.D.)

Deoksintikleotid (ANTP)

Etidyum bromiir

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)

Promega (A.B.D.)
Sigma-Aldrich (A.B.D.)

Merck (Almanya)
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Thermus aquaticus taq polimeraz

Promega (A.B.D)

Jelatin Sigma-Aldrich (A.B.D.)

KCI Sigma-Aldrich (A.B.D.)
Leupeptin Phoenix Pharmaceuticals (A.B.D.)
MgCl2 Merck (Almanya)

NP-40 Sigma-Aldrich (A.B.D.)

PCR buffer Promega (A.B.D)

PCR MgCl2 Promega (A.B.D)

Proteinaz K Biolabs (A.B.D.)

S1gir serum albumin

Sigma-Aldrich (A.B.D.)

Tween 20 Fisher Scientific (A.B.D)
Tris pH 8.3 Merck (Almanya)

Triton X-100 Sigma-Aldrich (A.B.D.)
Uretan Sigma-Aldrich (A.B.D.)

BDNF ileri primer (1236), Neomisin ileri primer (1237), BDNF-Neomisin geri primer
(1238) PCR primerleri Karadeniz Teknik Universitesi Temel Tip Bilimleri Tibbi Biyoloji

Anabilim Dal1 Dr. Ogretim Uyesi Bayram Toraman tarafindan tasarlanmistir (Tablo 4).

3.1.3. Kitler

(Calismada kullanilan kitler, katalog, lot numaralar1 ve alindiklar1 firmalar Tablo 3’de

verilmigtir.
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Tablo 3. Kitler

Kit Katalog no. Lot no. Firma
Mouse SYP ELISA Kkiti E-EL-M1105 54DKLFCEH | Elabscience (A.B.D.)
Mouse DLG-4 ELISA Kiti SEG168Mu L190120340 USCN (Cin)
Mouse TNF-a ELISA kiti E-EL-MO0049 33JUTNM2VP | Elabscience (A.B.D.)
Mouse IL-6 ELISA kiti E-EL-M0044 IAPTLLKG3D | Elabscience (A.B.D.)
BCA Protein Miktar Tayini | 71285-3 - Merck Millipore (A.B.D.)
Kiti

3.1.4. Deney Hayvanlar:

C57BL6/J irk1 BDNF heterozigot (+/-) ve WT (wild type- dogal fenotip) ortalama 20-
25 gr agirhiginda bes haftalik erkek fareler kullanilmistir. Deney davranis ve biyokimyasal
arastirmalar i¢in birinci asama, elektrofizyolojik arastirmalar i¢in ikinci asama olacak sekilde
planlandi. Bu yiizden Karadeniz Teknik Universitesi Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezi
biinyesinden KTU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’na yapilan birinci asama 2018/42 ve

ikinci agsama 2019/495 protokol numarali bagvurularinin onaylanmasi ile temin edilmistir.

3.2. Yontem

(Calismada oOnceden genotiplendirilmis C57BL6/J 1rki fareler kullanildi. Aym
hayvanlardan hedeflenen biitiin veriler elde edilemeyeceginden dolay1 calisma iki asamada
gergeklestirildi:

1. Asama; 16 hafta diyet uygulamasi ve sonrasinda gergeklestirilen davranig ve

biyokimya arastirmalari

2. Asama; 6 hafta diyet uygulamas: ve sonrasinda gerceklestirilen elektrofizyolojik

arastirmalar.

Iki asamali olarak planlanan deneyde genotiplendirilen fareler kendine 6zel
havalandirmali (IVC) fare kafeslerine konularak ¢alismanin ilk asamasinda 16 hafta boyunca

ikinci asamasinda ise 6 hafta boyunca yiiksek kolesterollii diyetle (YKD) (Research Diets,
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D12109C, USA) ad libitium beslenmislerdir (Han, 2018). Uygulanan yiiksek kolesterol diyeti,
siradan kazein ve %1,25 ilave kolesterol igeren ve %20 Kcal protein, %40 Kcal yag ve %40
Kcal karbonhidrattan olusan yiiksek yagli kemirgen diyetidir (Research Diets, D12109C,
USA). Kontrol grubuna ise standart fare diyeti (SD) verilmistir. Fareler, 22 + 1°C g¢evre
sicakligi, 12/12 saat aydinlik/karanlik siklusunun saglandigi, bagil nem orani (40-50%) ve
havalandirilmasi kontrol edilen semiklimatize laboratuvar kosullarinda bulundurulmuslardir.
[k asamada uygulanan diyet protokoliinden sonra tiim farelere davranis deneyleri uygulanmus
vedekapite edilen deneklerin korteks dokular1 alinarak biyokimyasal ¢aligmalar yapilana dek -
80 °C’ de saklanmustir. Ikinci asamada ise uygulanan diyet protokoliinden sonra tiim

farelerden elektrokortikografi 6lgtimleri alinmistir.

3.2.1. Genotiplendirme

Kuyruk uglarindan alinan dokular tek tek 1.5 ml’lik ependorflara konuldu. 190 pl lizis
tampon ¢ozeltisi (50 mM KCI, 10 mM Tris pHS8.3, 2.5 mM MgClz, 0.1 mg/ml jelatin, %0.45
nonidet P-40, %0.45 Tween 20) ve 10 pl proteinaz K ile hazirlanan soliisyondan her bir doku
ornegine 200 pl eklendi. Termomikserde bir gece 55°C‘de sonra 30 dakika 95°C’de inkiibe
edilen oOrneklerden homojenat elde edildi. Daha sonra ayr1 ayr1 BDNF ve neomisin
primerlerini i¢eren iki karisim (Tablo 4,5) hazirlandi. PCR i¢in 19 pl karisim iizerine 1 pl
doku homojenati eklenerek 1s1l dongiileyicide gerekli protokol (Tablo 6) uygulandi. Bu sirada
bir yandan 100 ml Tris-asetik asit-EDTA (TAE) elektroforez tamponu (242 g Tris,37.2 g
Na2EDTA.2H20, 57.1 ml asetik asit, deiyonize su, pH 8.5) icerisinde 2 gr agaroz mikrodalga
firinda 40 saniye ¢ozdiiriildiikten sonra 5 pl etidyum bromiir eklendi. Taraklar1 yerlestirilmis
olan jel kabina dokiiliip donmasi beklendi. Donan jelden taraklar ¢ikarildi ve kuyucuklar
olusturuldu. Protokol sonunda gliserol boya (4 ul) ile boyanan 6rnekler hazirlanan agaroz jele
her bir kuyucuga 14 pl hacimde olacak sekilde yiiklendi. 100 volt 300 amperde 30 dakika
ornekler yiiriiltiildii. Daha sonra jel once UV 1sikta goriintiilenerek sonra fotografi ¢ekilerek
bantlarin yerleri tespit edildi. Sadece BDNF bandinin varlig1 o hayvanin sadece BDNF genine
sahip oldugunu yani BDNF (+/+) homozigot genotipinde oldugunu gostermektedir (Resim 1).

Neomisin bandinin varligi (+/-) heterozigotlugun belirtecidir (Korte ve digerleri, 1995).
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Tablo 4. Primerler

Hedef gen

Primer dizisi

BDNF ileri (1236)

CAACGAAGAAAACCATAAGGAC

Neomisin ileri (1237)

GTGATATTGCTGAAGAGCTTGG

BDNF-Neomisin geri (1238)

GGTCAGTGTACATACACAGGAAG

Tablo 5. PCR karisim igerigi

Madde Miktar (pl)
Tampon (10X) fermantaz 4
Magnezyum klortiir (25 mM) 1.2
DNTP (10 mM) 0.5
Ileri primer 0.5
Geri primer 0.5
Deiyonize su 12.05
Thermus aquaticus Polimeraz (5U/ ul) 0.25
DNA 1
Tablo 6. PCR prosediirii

Asamalar Sicaklik/stire

On denatiirasyon

94°C/5 dakika

Denatiirasyon 94°C/30 saniye 40 dongii

Yapisma 58°C/30 saniye 40 dongii
Uzama 72°C/1 dakika 40 dongti

Son uzama 72°C/7 dakika

Bekleme 10°C/o0
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Resim 1. PCR islemi sonras yiiriitiilen jelde gozlenen BDNF ve Neomisin bantlari

Genotiplendirilen 20-25 g agirhigindaki WT ve BDNF heterozigot transgenik (+/-)
fareler kullanilarak asagidaki gruplar olusturuldu. Farelere yiiksek kolesterollii diyet (YKD)
(Research Diets, D12109C, USA) ad libitium 16 hafta boyunca uygulandi. Benzer sekilde
kontrol grubuna ise standart fare diyeti (SD) verildi. Olusturulan dort ¢alisma grubu;

I.  Grup: 9 adet Wild Type, Standart Diyet, WT
Il.  Grup: 8 adet Wild Type, Yiiksek Kolesterollii Diyet, WT YK
[1l.  Grup: 6 adet BDNF heterozigot transgenik (+/-), Standart Diyet, BDNF
IV. Grup: 7 adet BDNF heterozigot transgenik (+/-), Yiiksek Kolesterollii Diyet, BDNF
YK

Tiim gruplar standardizasyon i¢in 15 giin siire ile standart fare yemi ile beslendi. Diyet

protokolii sonunda deneklerin agirliklar: tekrar tartilip kaydedildi.

3.2.2. Davranis testleri

Duyusal-motor (sensory-motor) sinir fonksiyonlarini test etmek amaciyla deneklere ii¢
ayr1 davranis deneyi uygulandi. Bu davranig testleri genel olarak yiiksek kolesterollii diyete
bagl verilen tepkiyi incelemek icin yapildi. Bu deneyler hayvanlarin kendi habitatlarinda
gerceklestirilmis olup deney basindan itibaren hayvanlarla ilgilenen arastirmaci tarafindan

yapild.
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3.2.2.1. Silindir testi (cylender test)

Silindir testinde fare 12 cm cam silindir beher igerisine konuldu ve 180 saniye siire
icerisinde arka ayaklari tizerinde kalkma ve cam g¢eperlere 6n ayaklarini dokundurma sayisina

gore skorlamasi yapildi. Deneme 30 dakika ara ile 2 defa tekrar edildi (Resim 2A).

3.2.2.2. Telde asih kalma testi (hang wire test)

Fare gergin ve 0,5 cm kalinhiginda bir telin iizerine birakildi. 120 s. boyunca tel
tizerinde dengede kalma ve telde tutunma davranisi skorlandi. Telden diismesi halinde 35 cm
altta yerlestirilmis yastigin iizerine diistii. Deneme 1 saat arayla 2 defa tekrar edildi (Resim
2B).

A) B)

Resim 2. Davranis testleri A) Silindir testi B) Telde asili kalma testi

3.2.2.3. Yapiskandan kurtulma testi (adhesive removal test)

Yapigskandan kurtulma testinde farelerin 6n patileri avug iglerine 3 mm x 3 mm
boyutlarinda renkli bir kagit yapistirildi. Fare bu yabanci objeyi hissedip ondan kurtulma
egilimindedir. Farenin davraniglar1 3 dakika boyunca gozlenerek, avug icini agizina gotiiriip

yapiskan kagida temas siiresi ve yapiskan kagitlardan kurtulma siiresi tespit edildi (Resim 3).
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Resim 3. Yapiskandan kurtulma testi

Davranig deneyleri kamera ile kayit edildi. Skorlama ve analizler daha sonra
goriintiilerden yapilarak teyit edildi. Davranis deneyleri sonunda hayvanlar dekapitasyon
yontemi ile sakrifiye edildi. Biyokimyasal incelemelerde kullanilmak iizere beyin dokusu
hizlica ¢ikartilip kortikal dokular1 disekte edildi, sag ve sol kortikal dokular ayri1 ayr
dondurularak -80°C’de saklandi. Her bir denegin sag ve sol korteksleri ayrilmis olan
dokularindan sol korteks sinaptik proteinler sinaptofizin (SYP), postsinaptik yogunluk
proteini 95 (PSD-95 ya da DLG-4, discs large homolog 4) ve inflamasyon isaretcileri timor
nekroz faktorii alfa (TNF-a), interlokin 6 (IL-6) miktar tespiti igin yapilan ELISA testlerinde;

sag korteks ise oksidatif stres parametreleri 6l¢iimlerinde kullanildi.

3.2.3. Biyokimyasal incelemeler:

3.2.3.1. Homojenizasyon:

Sol kortikal dokular tartilarak 1 mg dokuya 10 pl hacminde hazirlanan homojenizasyon
¢ozeltisi (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 1.5 mM KH2PO4-monobazik, 7.7 mM NazHPO:-
dibazik, %21 Triton X-100, Spg/ml aprotinin, Spg/ml leupeptin, pH 7.4) eklenerek ultrasonik
hiicre pargalayicisiyla (Sonics Vibracell, Newtown, CT, USA) homojenize edildi. Homojenat
20.000 g de 20 dakika boyunca santrifuj edilerek supernatantt ELISA testleri i¢in ayrildi. Sag
kortikal dokular MDA 6l¢iimii i¢in 2ml ice cold 0.5 ml/L Triton X-100 iceren %1.15 KCl
¢ozeltisi, SOD ve CAT ig¢in 2ml ice cold Tris-HCI (50 mmol/L, pH 7.4) ¢ozeltisi i¢inde
homojenize edildi.
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3.2.3.2. Protein miktar tayini:

Hazirlanan sol kortikal doku homojenatlarinin supernatanlart 150 pl’lik miktarlarda
kendi homojenizasyon tamponuyla X5, X10, X20, X40 kat seyreltildi ve vortekslendi. Protein
miktar1 tayini bisinkoninik asit (BCA) protein 6l¢iim kiti (Katolog No: 71285-3, Novagen,
Merck Millipore, Almanya) protokoliine goére belirlendi. Bunun i¢in stok standart olan
2mg/ml’lik sigir serum albumininde (BSA) seyreltilerek 25 pl hacminde plate kuyucuklarina
yiiklendi (Resim 4A). Daha sonra BCA ¢6zeltisi ve CuSOs karistirilarak elde edilen soliisyon
her bir kuyucuga 200 ul hacminde eklendi. 30 saniye sallanarak karistirilip tizeri kapali bir
sekilde 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Oda sicakligina gelmesi beklenerek 562 nm’de
spektrofotometrede olgiim alindi. Alkali ¢ozeltideki protein biiiret reaksiyonuyla Cu*?’yi
Cu™e indirger (Resim 4B). BCA, indirgenmis Cu ile selatlasarak yesil renkten mor renge
doniisiir. Mor selat igerisindeki indirgenmis Cu konsantrasyonu 562 nm’de dlgiilerek protein

tayini yapilir. Lineer standart grafiklerine gore protein miktarlar1 (ug/ml) hesapland (Sekil 3).

A) B)

o VI "UAL
PROTEIN
? alkaline environment
' : 7’ : . V
, 5 Reagent
’ 2BCA

+ Cu \—’/>Cu* 5; ‘
&

Protein [cu*-28cA]

(With Cysteine, cystine, tryosine, (Purple complex)
tryptophan amino acid resudues)

Resim 4. Protein miktar1 tayini
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Sekil 9. Protein miktar1 standart grafigi

3.2.3.3. ELISA Ol¢iimleri:

Sinaptofizin, PSD-95, tiim6r nekroz faktorii alfa, interlokin 6 miktarlar1 sirasiyla
Elabscience Mouse SYP, USCN DLG-4, Elabscience Mouse TNF-a ve Elabscience Mouse
IL-6 ELISA Kkitlerinin prosediirlerine gore tespit edildi. Sinaptofizin igin oncelikle tiim
reaktifler kullanilmadan oOnce oda sicakligina (18~25°C) getirildi. Microplate okuyucu
kilavuzu izlenerek optik yogunluk 6lgiimiinden dnce 15 dakika 6n 1sitma yapildi. 750 ml
yikama tamponu hazirlamak i¢in 30 ml konsantre yikama tamponu 720 ml distile suyla
seyreltildi. 1 dakika boyunca 10.000xg'de santrifiijlenen standarda 1 ml referans standart ve
ornek diluenti eklendi. 10 dakika bekletilip birka¢ kez yavasga ters diiz edildi. Tamamen
¢oOziildiikten sonra bir pipetle iyice karistirildi ve 40 ng/ml'lik bir ¢alisma soliisyonu elde
edildi. 40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.63, 0 ng /ml gradyantlarda olacak sekilde seri diliisyonlar
yapildi. Kullanilmadan 6nce gerekli miktar1 hesaplanan (100 pL / kuyu) ve santrifiijlenen
100xkonsantre biyotinlenmis tespit antikoru stok tiipiinden 1x seyreltilmis ¢alisma soliisyonu
elde edildi. Ayn1 sekilde 100x konsantre HRP (yaban turpu peroksidaz) konjugatindan 1x
seyreltilmis ¢alisma soliisyonu elde edildi. Standart ¢calisma soliisyonunun her konsantrasyonu
iki kez, her biri bir kuyucuga yan yana (her kuyucuk igin 100 uL) eklendi. Ornekler diger
kuyucuklara eklendi (her kuyucuk i¢in 100 uL). Plaka kapatilarak 37 © C'de 90 dakika inkiibe

edildi. Daha sonra her kuyucuga 100 pL biyotinlenmis tespit antikor ¢alisma soliisyonundan
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eklenerek kapatildi ve 37 © C'de 1 saat inkiibe edildi. Soliisyon her kuyudan aspire edildi, her
kuyucuga 350 uL yikama tamponu eklendi. 1 ~ 2 dakika beklenip tekrar aspire edildi ve temiz
emici bir kagida hafif¢e vurularak kurulandi. Bu yikama adimi 3 kez tekrarlandi. Her kuyuya
100 uL. HRP konjugat calisma soliisyonu eklendi, kapatildi, 37 °C'de 30 dakika inkiibe edildi.
Soliisyon aspire edilerek yikama islemi 5 kez tekrarlandi. Her kuyuya 90 pL substrat reaktifi
eklendi. Kapatilarak 37 ° C'de yaklasik 15 dakika inkiibe edildi. Plakanin 1s1iktan korunmasina
dikkat edildi. Son olarak her kuyuya 50 pL durdurma soliisyonu eklenerek 450 nm'ye
ayarlanmig bir mikro plaka okuyucu ile her bir kuyunun optik yogunlugu (OD degeri)
belirlendi. Sonuglar standart egri grafigi denklemi kullanilarak hesaplandi. Digerleri i¢in de
ayn prosediir uygulandi. Sadece referans standart ve 6rnek diluenti ¢alisma solusyonu timor
nekroz faktorii alfa ve interlokin 6 i¢in 2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 0 pg/ml, PSD-
95 i¢in 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625, 0,312, 0,156, 0 ng/ml gradyantlarda olacak sekilde seyreltildi
(Sekil 4).

A)
1,2
1
5 R?=0,9994
Py 0.8
ey
N
2] 0.6
o
]
e
2 04
]
<
0.2
0
0 100 200 300 400 500 600

Konsantrasyon (pg/mL)

48



o
> [a—
(] [a— P —

Absorbans (450 nm)
(=] vo o o
= o

T

o

Absorbans (450 nm) 8
u'_ u.\" um
— h 12 " w M .

=l
]

[=]

500

L
R*=0,9981
L
1000 1500 2000 2500
Konsantrasyon (pg/mL)
........................ °
[ WOTPTRRIIT L
R*=0,9985
3 4 X
Konsantrasyon (ng/mL)

49



D)

N
- N

R% =0,9998

—_
(5]

Absorbans (450 nm)

i
= o

&
o

0 2 4 6 8 10 12
Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 10. ELISA standart grafikleri A) IL-6 standart grafigi, B) TNF-a standart grafigi,
C) SYP grafigi, D) PSD-95 standart grafigi

3.2.3.4. Oksidatif Stres Parametreleri Ol¢iimleri

Lipid peroksidasyonun en énemli {liriinlerinden olan MDA, hiicre membranlarindan iyon
alig-verigine etki ederek membrandaki bilesiklerin c¢apraz baglanmasina yol acar ve iyon
gegirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur (Mercan,
2004). Lipit peroksidasyonun son {iirini olan MDA,TBA ile bir kompleks olusturur.
Boylelikle doku proteinindeki miktar1 532 nm’de bu kompleksin absorbansinin dl¢iilmesiyle
tespit edilebilinir (Uchiyama ve Mihara, 1978). Oncelikle gerekli soliisyonlar hazirlandi. TBA
sollisyonun i¢in 0.67 g TBA 50 mL asetik asitte ¢ozdiiriiliip 50 ml saf su ilave edildi. %1°lik
HsPO4 soliisyonu i¢in 2.94 ml % 85’lik H3sPOs biraz saf su lizerine eklenerek son hacim saf
suyla 250 ml’ye tamamlandi. Standart soliisyonu i¢in 50 ml 0.01 M HCI ¢ozeltisine 82.5 pl
tetrametoksipropan eklenerek 50°C’de 1 saat inkiibe edildi. Daha sonra 10 nmol/ml soliisyon
hazirlanip 5, 2.5, 1.25, 0.63 ve 0.31 nmol/mI’lik seri seyreltmeler yapilarak standart ¢ozeltiler
elde edildi (Sekil 5). MDA parametrelerini tespit etmek i¢in hazirlanan doku numunesinin 200
ul %10 homojenatina, 1200 pl %1 HsPOs ve 400 pl %0,6 TBA sulu soliisyonu eklendi. 45
dakika boyunca 100 °C’ de inkiibe edildi. Son olarak spektrofotometrede 532 nm’de

absorbans ol¢timii yapildu.
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Sekil 11. MDA standart grafigi

Stiperoksit dismutaz, siiperoksit radikalinin siradan molekiiler oksijen ve hidrojen
perokside doniisiimiinii katalize eden bir enzimdir. Siiperoksit, oksijen metabolizmasinin bir
yan {riinii olarak {iretilir ve diizenlenmezse bir¢ok hiicre hasarma neden olur. Sun ve
arkadaslarinin (1988) yontemine gore nitroblue tetrazoliumunun O; tarafindan indirgenmesi
sonucu rengi mor olan formazan olusur (Y. Sun ve digerleri, 1988). 560 nm’de absorbansinin
Ol¢iilmesiyle dokudaki SOD miktar1 belirlenir. 3.65 mg ksantin, 893 mg
etilendiamintetraasetik asit (EDTA), 1.01 g Na2COs, 12 mg BSA tartilip hacmi 156 ml’ye
tamamlanarak SOD reaktif karisimi elde edildi. 2.64 g (NH4)2SO4 10 ml saf suda ¢o6ziilerek
2M’lik ¢ozelti elde edildi. 101 ul ksantin oksidaz iizerine eklenerek 2 ml’ye tamamlandi. Ayri
bir yerde 1s1ktan korunmasina dikkat edilerek 4.9 mg nitroblue tetrazolium 40 ml distile suda
¢oziildii. Daha sonra 200 pl 6rnek, SOD reaktif karigimi (796 pl) , ksantin oksidaz (204 pl)
ve nitroblue tetrazolium (20 pl) ¢dzeltileri ile 25 °C’de 20 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda 50 ml distile suda 6.82 mg ¢oziilerek hazirlanan 0.8 mM CuClz’den 400 pl eklenerek
reaksiyon durduruldu. 560 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbanslar 6l¢iildii. SOD
stok standardindan (100 U/ml) 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 U/ml’ lik standartlar distile suyla

seyreltilerek hazirlandi.

% inhibisyon = (Abs Kor — Abs Numune) + (Abs Kor) x 100 esitligine gore %

inhibisyon hesaplandi. Hesaplanan bu degere karsilik gelen konsatrasyonlarin logaritmasi
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alinarak standart grafigi elde edildi (Sekil 6). Buradan da SOD aktivitelerinde gruplar arasi

gerceklesen degisimler 6rneklerde var olan protein miktarina oranlanarak hesaplandi.
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Sekil 12. SOD standart grafigi

Katalaz enzimi hidrojen peroksit (H20z) ile reaksiyona girerek su ve oksijene ayiran bir
enzimdir. Goth ve arkadaslarinin (1991) gelistirdigi yonteme gore drnegin igerisinde ne kadar
katalaz (CAT) varsa H,0, ‘i pargalar ve 240 nm dalga boyunda UV/Vis spektrofotometrede
Olciildiiglinde absorbansi zamanla diiser (Goth, 1991). Bu yiizden iki kuvars kiivetten birine
numune ve lizerine 250 ul H,0, eklendi, diger kiivete ise kor olarak fosfat tamponu konuldu.
30 saniyede bir li¢ defa her bir 6rnek igin Ol¢iim alarak katalaz aktivitesiyle ilgili veri elde
edildi. Bunun i¢in 2 ml substrat (50 mmol/l sodyum-potasyum fosfat tamponu i¢inde 10
umol/ml H,0, , pH 7.0), 10 ul 6rnek ile inkiibe edildi ve CAT aktivitesi 6l¢timii yapildi.

3.2.4. ikinci Asamada Gergeklestirilen Elektrofizyolojik incelemeler

Genotipleme yapildiktan sonra, BDNF homozigot (+/+) ve BDNF heterozigot
transgenik (+/-) fareler kafeslere konulup ve asagidaki gruplar olusturuldu. Farelere yiiksek
kolesterollii diyet (Research Diets, D12109C, USA) ad libitium 6 hafta boyunca uygulandi.
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Benzer sekilde kontrol grubuna ise standart fare diyeti verildi. Calismanin bu asamasinda dort

calisma grubu olusturuldu;
l. Grup: 7 adet BDNF homozigot (+/+), Standart Diyet, CD:WT
. Grup: 7 adet BDNF homozigot (+/+), Yiiksek Kolesterollii Diyet, HCD:WT
II. Grup: 7 adet BDNF heterozigot transgenik (+/-), Standart Diyet, CD:HT

V. Grup: 7 adet BDNF heterozigot transgenik (+/-), Yiiksek Kolesterollii Diyet,
HCD:HT

Diyet protokoliiniin sonunda amplifikatér (A-M Systems) kullanilarak in vivo ECoG
kayitlar1 alind1 (Resim 6). Uretan (1.75 g/kg, intraperitoneal, 0,1 ml salin fosfat tamponu
icinde) ile anestezi yapilan farelerin serebral korteksi kraniotomiyle agiga cikartilip kafasi
stereotaksik yontemle sabitlendi (Resim 5). Mouse brain atlasa (http://labs.gaidi.ca/mouse-
brain-atlas) gore bregmanin 1,5 mm sag tarafina, ilk elektrot bregmanin 1,5 mm Oniinde,
ikinci elektrot bregmanin 1,5 mm arkasinda olacak sekilde kortekse Ag/AgCl top elektrotlar
yerlestirildi. 15 dakika kayit alind1 (Sekil 13A).

Resim 5. Stereotaksik yontemle elektrot yerlerinin belirlenmesi
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Resim 6. Amplifikator (A-M Systems)

Gii¢ spekturumunun spektral analizinde gii¢ spektral yogunlugu Hertz basina mikrovolt
kare olarak ifade edilir. Arastirmamizda alinan kayitlar p-Clamp 10 software programiyla
analiz edildi. Onbeser dakikalik baseline elektrokortikografi kayitlar1 dncelikle 50 Hz notch
filtre ve 280 Hz low pass filtre uygulanarak giiriiltiiden arindirildi. Daha sonra 0-50 Hz arasi
giic spekturum verileri alind1 ve excel dosyasina aktarildi (Sekil 13B). Her bir hayvan i¢in
toplam gii¢ hesaplandi. Ortalamalar delta (0,5-4 Hz); teta (4-8 Hz); alfa (8-14 Hz); beta (14-
30 Hz) ve gama (30-50 Hz) olacak sekilde band araliklarina boliinerek mutlak gii¢ degerleri
hesaplandi.
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Sekil 13. ECoG kayit alim1 A) ECoG kaydi, B) 1 dakikalik ECoG kaydi, C) 1 saniyelik

ECoG kaydi, D) Gii¢ spekturumu

3.2.4. istatiksel Analiz

Calismada diyet ve genotip olmak tizere iki degisken bulunmaktadir. SPSS istatistik

programiyla verilerin normal dagilima uyup uymadiklar1 kontrol edildi. Tiim veriler normal
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dagildigindan verilerin istatistiksel karsilagtirmalar1 GraphPad Prism yazilimi kullanilarak iki
yonlit ANOVA testi ile analiz edildi. Fisher’s LSD post hoc testi kullanildi. Veriler ortalama
+ standart hata (SEM) olarak sunuldu. p<0,05 p degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Agirhk Degisimi

Diyet protokolii uygulanmadan 6nce gruplarin viicut agirliklart arasinda fark yoktu. 16
haftalik diyet protokolii sonrasinda viicut agirliklar1 6l¢iildii ve sonuglar CD:WT grubu i¢in
24,4 + 0,53 gr ve CD:HT grubu i¢in 27,5 £ 0,3 gr olarak kaydedildi. Kolesterolii yiiksek
diyetle beslenen HCD:WT ve HCD:HT gruplarinin viicut agirliklar: ise sirastyla 25,15 + 0,57
g ve 27,9 + 1,19 g olarak kaydedildi. Genotip (F (1, 26) = 16,32; p<0,0005) viicut agirliklarini
onemli dl¢iide etkilemistir. Ayrica CD:HT grubu, CD:WT grubuna gore daha agir (p<0,05) ve
HCD:HT grubunun viicut agirligi kontrol grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek

bulunmustur (p<0,001) (Sekil 14).

Diyet protokoliinden sonra viicut agirliklari

40-
_ I - sk I
5 304 — —_
>80 ™ | WT
% 20 all
5
S
- 104

0 1 T

cD HCD

Sekil 14. Deney gruplarinda yiiksek kolesterol diyeti ve BDNF heterozigotlugunun
viicut agirliklart izerindeki etkileri. CD: kontrol diyeti, HCD: yiiksek kolesterol diyeti, WT:
dogal fenotip, HT: BDNF heterozigot. * p <0.05, ** p <0.001.
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4.2. Davrams Deneyleri

Duyusal motor performanslar1 kortikal fonksiyonla ilgili ti¢ farkli davranig testi ile
degerlendirildi. Silindir testinde 6n patilerin cam duvarlara temas sayisina gore puanlama
yapilmistir. Her iki diyet tiiriinde de heterozigot farelerde temas sayisinin azaldigi tespit
edilmistir. Iki yonlii ANOVA, temas sayisi iizerinde genotipin (F (1, 26) = 9,169; p<0,05)
onemli bir etkisi oldugunu, ancak diyetin (F (1, 26) = 1,368) etkisinin olmadigini1 ortaya
koymustur. CD: WT (5,48+1,06) ve CD: HT (2,83+0,75), HCD: HT (1,95 £+ 0, 54) gruplar1

arasinda temas sayilarinin dnemli 6l¢iide degistigini gostermistir (Sekil 15A).

Telde asili kalma testinde teli tutma siiresi puanlanmistir. Tutma siiresi lizerinde 6nemli
bir diyet etkisi oldugu (F (1, 26) = 4,713; p<0,05), ancak genotipin etkisi olmadigi (F (1, 26)
= 0,846) belirlenmistir. CD:HT (67,812 sn) grubu, HCD:HT (30,3+5,43 sn) grubuna gore
anlamli olarak daha yiiksek goriinmektedir (p<0.05). Kontrol dogal fenotip grubu ile
karsilastirildiginda, HCD:HT (30,3+5,43 s) grubu CD:WT grubuna (63,47+11,7 s) gore daha
distiktiir (p<0.05) (Sekil 15B). HCD:WT grubunda telin tutma siiresi 54,3£10,9 sn olarak

belirlenmistir.

Yapigskandan kurtulma testinde patilere ilk temas siiresi, ardindan yapiskani ilk ¢ikarma
ve ikinci ¢ikarma siireleri 6l¢iilmiistiir. Tiim bu siireler CD:HT grubunda uzamistir. CD:HT
grubunda (21,1142,27 sn) yapiskan i¢in ilk temas siiresi CD:WT grubundan (12,9+£2,11 sn)
anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p <0,005) (Sekil 15C). Yapiskanin birinci (p<0,001)
ve ikinci ¢ikarma stireleri (p<0,05) de CD:HT grubunda CD:WT grubuna gore daha yiiksektir.
CD:HT grubunda birinci ve ikinci ¢ikarma siireleri sirasiyla 45,83+8,66 s ve 87£16,6 s,
CD:WT grubunda 23,7443,8 s ve 44,13+12,62 s olarak kaydedilmistir (Sekil 15D ve 15E).

A) Silindir testi B Telde asili kalma testi
8- * 100+
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c) Yapigkandan kurtulma testi
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Sekil 15. Yiiksek kolesterol diyeti ve BDNF heterozigotlugunun davranigsal
performanslar iizerindeki etkileri. A) Silindir testinde temas sayisi, B) Telde asili kalma
testinde tutma siiresi, C) Yapiskan ¢ikarma testinde yapiskana ilk temas siiresi, D) ik
yapiskani ¢ikarma siiresi, E) ikinci yapiskani ¢ikarma ¢ikarma siiresi. CD: kontrol diyeti,
HCD: yiiksek kolesterol diyeti, WT:dogal fenotip, HT: BDNF heterozigot. * p<0.05,
**p<0.001

4.3. Oksidatif Stres Parametreleri

Yiiksek kolesterol diyeti ve BDNF heterozigotlugunun oksidatif stres tizerindeki
etkilerinin olup olmadigini arastirmak icin fare beyninin korteksindeki MDA seviyesi, SOD
ve CAT aktivitesi analiz edildi. iki yonlii ANOVA, MDA seviyelerinde énemli bir diyet etkisi
(F (1, 26) = 5,877, p<0,05) gosterdi, ancak genotip etkisi (F (1, 26) = 3,656) gostermedi. Post
hoc testi, MDA diizeylerinin HCD:HT grubunda (679,884+50,47 nmol/g) CD:WT grubuna
(533,42+21,7 nmol/g) gore anlamli olarak arttigini ortaya koymustur (p <0,001) (Sekil 16A).
MDA diizeyleri sirasiyla CD:HT grubunda 581,2459,7 nmol/g ve HCD:WT grubunda
601,13+18,4 nmol/g olarak kaydedilmistir.
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SOD aktiviteleri diyet faktoriinden (F (1, 26) = 8,765, p<0,05) onemli oOlgiide
etkilenmis, ancak genotip faktoriinden (F (1, 26) = 1,629) etkilenmemistir. Sekil 16B'de
goriildiigii gibi, CD:WT'de (491,84+74,05 U/g) HCD:WT'den (230,04+54,55 U/g) daha
yiiksek SOD seviyeleri belirlenmistir (p<0,001). HCD:HT grubunun (377,9+50,4 U/g) SOD

aktiviteleri diger gruplardan 6nemli 6l¢lide farkli olmadigi gosterilmistir.

CAT aktiviteleri gruplar arasinda 6nemli dlgiide fark tespit edilememistir. (Sekil 16C).
CAT aktiviteleri CD:WT, CD:HT, HCD:WT ve HCD:HT gruplarinda sirasiyla 0,11+0,006
U/g, 0,114+0,007 U/g, 0,13+0,014 U/g ve 0,1£0,011 U/g olarak kaydedilmistir.

A) MDA B) SOD
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Sekil 16. Yiiksek kolesterol ve BDNF heterozigotlugunun oksidatif stres parametreleri
tizerindeki etkileri. A) MDA seviyelerindeki degisiklikler, B) SOD aktivitesindeki
degisiklikler, C) Gruplar arasinda CAT aktivitesindeki degisiklikler. CD: kontrol diyeti,
HCD: yiiksek kolesterol diyeti, WT: dogal fenotip, HT: BDNF heterozigot. * p < 0.05, ** p <
0.001.
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4.4. Noroinflamasyon Isaretcileri

Noroinflamasyonu aragtirmak i¢in interlokin (IL-6f) ve tiimor nekroz faktorleri (TNF-
o) diizeylerini degerlendirildi. Iki yonlii ANOVA, IL-6 iizerinde énemli bir diyet etkisi ortaya
¢ikardi (F (1, 26) =9.823, p<0.001). HCD:HT ile CD:HT arasinda anlamli fark bulunmaktadir
(p<0,05). IL-6 diizeyleri CD:WT, CD:HT, HCD:WT ve HCD:HT gruplarinda sirasiyla
74.3+4.8, 67.21+4.94, 84.394+3.41, 83.76+3.17 pg/mg'dir (Sekil 17B). Gruplar arasinda TNF-
a seviyelerinde anlamli bir farklilik gorilmedi (Sekil 17A). CD:WT, CD:HT, HCD:WT ve
HCD:HT gruplarinin TNF-o diizeyleri sirasiyla 113,894 pg/mg, 103,6+8,62 pg/mg,
123,8+6,04 pg/mg ve 123,5+4,33 pg/mg idi.

A) B)
TNF a IL-6
150+ 100+ f 1
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E HT E HT
D o
=% 2 401
50+
20
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Sekil 17. Yiiksek kolesterol diyeti ve BDNF heterozigotlugunun ndéroinflamasyon
iizerindeki etkileri. A) Gruplarin korteksindeki IL-6f seviyeleri, B) Gruplarin korteksindeki
TNFa seviyeleri. CD: kontrol diyeti, HCD: yliksek kolesterol diyeti, WT: dogal fenotip, HT:

BDNF heterozigot. * p < 0.05, ** p < 0.001.

4.5. Sinaptik Protein Miktar1

Diyet ve BDNF'nin sinaptik protein ekpresyonlari {izerindeki etkilerini belirlemek i¢in
ELISA ile sinaptofizin (SYP) ve PSD-95 sinaptik protein diizeyleri olgiildii. iki yonlii
ANOVA, SYP protein seviyeleri tizerinde diyet etkisi (F (1, 26) =3,76) ve genotip etkisi (F
(1, 26) =1,843) anlamli bir fark gostermemistir. CD:WT (1,25+0,05 ng/mg) grubundaki
sinaptofizin (SYP) miktarlari, HCD:WT (1,04+0,04 ng/mg) (p<0,001) ve CD:HT (1,12+0,09
ng/mg) (p<0,05)'den daha yiiksek bulunmustur (Sekil 18A). Gruplar arasinda PSD-95

diizeylerinin anlamli bir farklilik gostermedigi ortaya koyulmustur. PSD-95 seviyeleri
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sirastyla CD:WT, CD:HT, HCD:WT ve HCD:HT gruplarinda 4,05+0,34 ng/mg, 3,7+0,3
ng/mg, 3,75+0,24 ng/mg ve 3,7+0,2 ng/mg'dir (Sekil 18B).
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Sekil 18. Deney gruplarinda yiiksek kolesterol diyeti ve BDNF heterozigotlugunun
sinaptik protein seviyelerine etkileri. A) SYP protein seviyeleri, B) PSD-95 protein seviyeleri.
CD: kontrol diyeti, HCD: yiiksek kolesterol diyeti, WT: dogal fenotip, HT: BDNF
heterozigot. *p<0.05, **p<0.001

4.6. Elektrofizyolojik Kayit Analizi

Mutlak giic, farkli frekans bantlarinda belirli bir bélgedeki bir elektrotun toplam enerji
yogunlugu olarak tanimlanir. Gii¢ spekturumunun spektral analizinde gii¢ spektral yogunlugu
Hertz basina mikrovolt kare (uV?) olarak ifade edilir. Band araliklar1 delta (0,54 Hz); teta (4-
8 Hz); alfa (8-14 Hz); ve beta (14-30 Hz) seklindedir. Daha yiiksek frekans dalgalarinin daha
fazla katkisi, beyin aktivitesinin hizini arttirir ve daha fazla uyarilabilirligi destekler.

Yiiksek kolesterol diyeti ve BDNF heterozigotlugunun toplam giic ve mutlak giic
tizerindeki etkilerini tespit etmek i¢in elektrokortikografi kayitlar1 alinarak giic spekturumu
elde edilmis ve gerekli analizler yapilarak verilere ulasilmistir. Gruplar arasi toplam giic
karsilastirilmasinda CD:HT ile CD:WT arasinda p<0,05 ve HCD:WT ile CD:WT arasinda
p<0,05 anlamli fark vardir. Diyet, F (1, 24) = 1,312 ve genotip, F (1, 24) = 0,6857 farki
bulunmamaktadir (Sekil 19). Toplam giig, CD:WT, CD:HT, HCD:WT ve HCD:HT
gruplarinda sirastyla 1,54514x107° + 7,26974x107¢ uV? , 3,08914x107° + 1,30865x10~°
uv2, 1,77516x107° + 7,25002x10~7 uV?2, 7,27611x107° = 3,68353x1076 uV 2 dir.
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Sekil 19. Deney gruplarinda yiiksek kolesterol diyeti ve BDNF heterozigotlugunun
toplam giice etkisi (p<0,05, * ; p<0,001, **)

Gruplar aras1 mutlak gii¢ farki beyin dalgalarinda tek tek incelenmistir. Delta dalgasinda
gruplar arast anlamli bir fark bulunmamustir. Diyet, F (1, 24) = 0,1735 ve genotip, F (1, 24) =
0,1174 etkisi de bulunmamaktadir (Sekil 20A). Teta dalgasinda CD:HT (9,28137E-08 =+
3,84626E-08 uV?) ile CD:WT (7,3175E-07 + 3,23369E-07 uV?) arasinda ve HCD:WT
(5,87566E-08 + 2,76962E-08 uV?) ile CD:WT arasinda p<0,05 anlaml fark gdzlemlenmistir
(Sekil 20B). Diyet, F (1, 24) = 1,283 ve genotip, F (1, 24) = 0,9065 etkisi yoktur. Alfa
dalgasinda ise gruplar arast CD:HT ile CD:WT ve HCD:WT ile CD:WT arasinda p<0,05
anlamli fark vardir (Sekil 20C). Diyet, F (1, 24) = 1,982 ve genotip, F (1, 24) = 1,353
etkisinde ise anlamli fark yoktur. CD:WT, CD:HT, HCD:WT ve HCD:HT gruplarinda
4,96193E-07 + 2,30058E-07 uV?, 7,67511E-08 + 3,18097E-08 uV?, 4,62218E-08 =+
2,09039E-08 uV?, 1,75313E-07 = 8,89717E-08 pV?’dir. Beta dalgas1 incelendiginde
HCD:WT (4,54888E-08 + 1,87447E-08 uV?2) ile CD:WT (3,96888E-07 + 2,00336E-07 uV2)
arasinda p<0,05 anlamli fark gozlenmistir (Sekil 20D). Diyet, F (1, 24) = 1,465 ve genotip, F
(1, 24) = 0,7267 etkisinde anlamli fark bulunmamistir. Son olarak gama dalgasinda HCD:WT
2,36033E-08 + 8,70953E-09 pV?) ile CD:WT (1,92352E-07 + 8,8221E-08 puV?) arasinda
p<0,05 anlamli fark vardir. Diger dalgalarda oldugu gibi diyet, F (1, 24) = 1,667 ve genotip, F
(1, 24) = 0,5976 etkisinde anlaml1 fark goriilmemistir.

Elektrofizyolojik kayitlarda gerek toplam gilic gerekse beyin dalgalarinin mutlak
gii¢lerinin cogunda anlaml fark gdzlemlenmistir. Ozellikle 4-14 Hz frekans araliginda gruplar
aras1 fark daha belirgindir. Delta dalgas: hari¢ tiim dalgalarda normal diyet ile beslenen WT
hayvanlarin mutlak giicliniin daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Yiiksek kolesterol diyeti
WT gruplarinda mutlak giicii diisiirmiistiir. Normal diyet ile beslenen WT ve HT gruplar

arasi toplam giig, teta ve alfa dalgalar1 mutlak giiciinde anlamli fark oldugu goériilmektedir.
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Heterozigotluk normal diyetle beslenen hayvanlarda giicii diisiirmiistiir. Ilging bir sekilde WT

hayvanlarin aksine HT hayvanlarinda anlamli bir sekilde olmasa da yiiksek kolesterol ile

beslenme mutlak giiclinii artirma egilimindedir.
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Sekil 20. Yiiksek kolesterol diyeti ve BDNF heterozigotlugunun beyin dalgalart mutlak

giicii lizerindeki etkileri. A) Delta dalgas1, B) Teta dalgasi, C) Alfa dalgasi, D) Beta dalgasi,
E) Gama dalgasi. CD: kontrol diyeti, HCD: yiiksek kolesterol diyeti, WT: dogal fenotip, HT:
BDNF heterozigot. * p < 0.05, ** p < 0.001.
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5. TARTISMA

Kolesterol, 6karyotik membran yapilarinda bulunan, membran sentezi, organizasyonu,
dinamikleri ve islevinde gorev alan 6nemli bir bilesendir. Beyin kolesterolii, néronun aksonal
bolgelerini saran oligodendrositlerde (miyelinizasyon) ve astrositlerin ve noronlarin plazma
membranlarinda bulunur (1. Bjérkhem ve digerleri, 2004). Beyinde kolesterol de novo sentezi
ile tretildigi gibi kan beyin bariyerini gecebilen kolesterol metabolitleri 24-OHC ve 27-
OHC’nin aligverisi ile de serebral kolesterol homeostazi saglanmaktadir. Literatiirde beyin ve
diyet ile alinan kolesterol iligkisi incelendiginde, kolesteroliin iki farkli etkisi goriiliir.
Giliniimiizde olduk¢a yaygin bir beslenme sekli olan bati tipi beslenme ile giinliik ytiksek
doymus yag ve rafine karbonhidrat alim1 viicutta eksojen kolesterol seviyesini artirmaktadir.
Bu da ateroskleroz, obezite vb. gibi hastaliklara yol agmakla beraber hem hayvan
modellerinde hem de insanlarda biligsel bozulma ve duygusal bozukluklarla baglantilidir
(Blundell, 1990; Lépez-Taboada ve digerleri, 2020). Yapilan ¢aligsmalarda diyet ile alinan
kolesteroliin oksidatif stresin tetikledigi néroinflamasyonu artirarak nérodejenerasyona kadar
uzanan bir etki mekanizmasina sahip oldugu belirlenmistir. Bunun yani sira diyet ile alinan
kolesteroliin yaglilik gibi bazi farkli durumlarda olumlu etkileri olabilecegi saptanmuistir.
Ayrica yiiksek kolesterollii diyetin hipokampal BDNF seviyelerini artirdigi bildirilmistir (Hu
ve digerleri, 2014). Literatiirde kolesteroliin rol aldigr farkli mekanizmalar heniiz
aydinlatilamamistir. Genetik farkliliklar, diyet gibi ¢evresel bir faktoriin etkisini belirleyen
onemli bir faktordiir. Calismamizda BDNF’iin, kolesterol ve beyin iliskisini belirleyen bir
genetik faktor olabileceginden yola ciktik. Ciinkii BDNF, norodejeneratif hastaliklar ve
noropsikiyatrik hastaliklar ile dogrudan iiliskili olmasinin yaninda, kolesterol sentezi ve enerji
metabolizmasini da kontrol eden bir faktordiir. Calismamizda diyet ile alinan kolesteroliin
beyin korteks bolgesinde ne gibi degisiklikler yaptig1 ve BDNF nin buna etkisi norokimyasal,
davranig ve elektrofizyolojik yontemler ile arastirilmis ve agiga ¢ikmayi bekleyen kolesterol-

BDNF iligkisini aydinlatacak bulgular elde edilmistir.
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5.1. Viicut agirhklar:

Calismamizda yiiksek kolesterollii diyetin WT ve BDNF heterozigot farelerde kilo
alimina nasil bir etkisi oldugunu belirlemek icin baslangicta viicut agirliklar: ortalama 25 gr
olan farelerin diyet sonunda viicut agirliklarimi 6lgtiik. Elde ettigimiz sonuglar1 gruplar arasi
karsilagtirdigimizda BDNF heterozigot farelerin viicut agirliklar1t WT farelere gore anlamli bir
sekilde artmustir. Fakat yiliksek kolesterol diyeti daha yiiksek viicut agirliklarina yol
acmamustir. Litaratiirde daha onceki ¢aligmalarda ytiksek kolesterol diyetinin viicut agirligina
anlamli bir etkisi olmadig: bildirilmistir (Strekalova ve digerleri, 2015; S. Tanaka ve digerleri,
2013). BDNF fenotipi obezite ile iliskidir (Fox ve digerleri, 2013). Aymi fare modelinde
yapilan onceki ¢aligmalarda benzer sekilde BDNF heterozigot farelerin viicut agirliklarinin
WT farelere gore anlamli artis gosterdigi gozlenmistir (Bodur ve digerleri, 2019). Bu da

BDNF heterozigot gruplarinin viicut agirlik artigina yatkin oldugunu gostermektedir.

5.2. Davranis deneyleri

Davranis testleri, beyinde meydana gelen degisiklikleri, beyin bolgesi 6zelinde
fonksiyonel olarak ortaya koymak i¢in ideal deneysel yontemlerdir. Yiiksek kolesterollii
beslenmeye bagli 6grenme, hafiza, bilissel bozukluk, duygu-durum, ve hareket koordinasyonu
degisikliklerini davranis modelleriyle inceleyen birgok c¢alisma mevcuttur. Calismamizda
hedef bolgemiz korteks oldugu i¢in duyusal motor korteksten yola cikilarak en yaygin
kullanilan modeller tespit edilip yiiksek kolesterollii diyetin davranistaki etkileri incelenmistir.
Calismamizda elde edilen sonuglar ile gerek BDNF eksikliginin ve gerekse de yliksek
kolesterol diyetinin duyu-motor performanslarina etkisi ilk defa ortaya konmustur.

Duyu-motor deneylerimizin sonuglarina gore, diyetle alinan kolesteroliin performaslari
bozdugu goriilmiistiir. Yiiksek kolesterollii diyetin CS57BL/6J farelerde  davranmissal
umutsuzluk, anksiyojenik degisiklikler ve hiper lokomosyona yol a¢tig1 ve bu anormalliklerin
prefrontal kortekste meydana gelen degisikliklerden kaynaklandigi gosterilmistir (Strekalova
ve digerleri, 2015). Benzer sekilde yiiksek kolesterollii diyet ile beslenen Swiss farelerde
uzamsal bellek ve nesne tanima bozukluguna neden oldugu ve bu bilissel islev bozuklugunun
hipokampal IL-6 seviyeleri ile iligkili oldugu belirlenmistir (de Souza ve digerleri, 2018).
Ayrica yiiksek plazma kolesterol seviyelerinin, farelerin prefrontal korteksinde ve
hipokampusundaki biligsel bozukluklar1 indiikledigini ve amiloid Oncii protein aktivitesini

artirdigin1 gosterilmistir (Moreira ve digerleri, 2014). Yiiksek kolesterol diyeti ile beslenen
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disi Wistar siganlarinda obezite ile iliskili lokomotor ve bilissel davranislarda bozulmanin
yani sira depresif etkiler gézlenmistir (Metwally ve digerleri, 2019). Asir1 diyet kolesteroliine
kisa siireli maruz kalmanin, bilissel ve/veya davranigsal bozuklukla iligkili erken inflamatuar
yanitlar1 degistirdigi One siirtilmiis ve yiiksek kolesterollii beslenmenin inflamasyon ve
davranis baglantis1 belirlenmistir (Mayagoitia ve digerleri, 2020). Yiiksek kolesterol icerikli
diyet 6grenme zorlugu, anksiyete, lokomotor aktivite bozulmasi gibi etkilere yol agmustir.
Yapilan calismalarla paralellik gosteren bir sekilde c¢alismamizda duyu-motor
performanslarinin (telde asili kalma ve silindir testlerinde) bozuldugu gériilmistiir. Buna ek
olarak duyusal motor korteks davranis modelleri duyu ve motor koordinasyon kavramlarinda
farkli sonuglar dogurmustur. Hareket koordinasyonu ve postiir yonetimi agirlikli silindir ve
telde asili kalma testlerinde yliksek kolesterol diyeti ile beslenmis BDNF heterozigot grubu
kotii performans sergilerken duyu ve algilama iliskili olan yapiskan ¢ikarma testinde daha iyi
bir performans sergilemistir. Bu da kolesteroliin duyu ve motor mekanizmasini ayri ayri
etkiledigini ortaya koymustur. Ayrica onceki calismalara benzer bir durum s6z konusu olup
motor koordine testleri ile noroinflamasyon isaretcileri seviyeleri paralellik gdstermektedir.

Parkinson hastaligi modelinde yliksek kolesterollii diyet ile beslenen Swiss alibino
farelerde substantia nigrada dopaminerjik néron kaybi ve bunun ardindan striatal dopamin
seviyelerinde motor bozukluk iireten azalma gozlenmistir. Ayrica mitokondriyal
disfonksiyonlarin ve oksidatif stresin ya da tam tersinin hiperkolesteroleminin neden oldugu
dopaminerjik norotoksisitede rol oynadigi belirlenmistir (Paul ve digerleri, 2017). Benzer
sekilde Swiss albino farelerde, yiiksek kolesterol diyetinin psikomotor davranislara neden
olan ayr1 beyin bélgelerinde dopamin ve serotonin metabolizmasini etkileyerek Parkinson
hastaliginin davranigsal fenotiplerine benzer motor davranig anormallikleri gelistirdigini
ortaya konmustur (Paul ve digerleri, 2017). Substantia nigrada oksidatif stresin motor
hareketleri bozdugu gosterilmistir. Literatiirdeki bu bilgilerin 1s18inda, bu calismada da
kortekste meydana gelen oksidatif stresin davranis testlerinin sonuglarini etkiledigi
sOylenebilir.

Davranig deneylerinde, diger iki testin aksine, yapiskan ¢ikarma testinde gozlenen, en
yavas performans, kontrol diyetiyle beslenen BDNF heterozigot farelere ait oldugu
goriilmiistiir. Yapiskan ¢ikarma testi hem somatosensoriyel hem de motor fonksiyonu
degerlendirir. Nigrostriatal dopaminerjik néronlarin somato-sensorimotor davranis i¢in kritik
oneme sahip oldugu diisiintilmektedir. Bu ndronlarin tek tarafli geri dondiiriilemez bir sekilde
ortadan kaldirilmasinin ardindan, bir hayvan ipsiversif (ayni tarafa dogru) bir postiiral egilim

gosterir ve basim1 viicudun karsi tarafina yerlestirilmis dokunsal uyaranlara dogru
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yonlendirmeyi kalic1 olarak basaramaz. Bir dopamin agonisti olan apomorfine yanit olarak, bu
sicanlar ters tarafa dogru bir doniis gosterir. Bu etkinin, ipsilateral striatumdaki dopamin
reseptorlerinin denervasyona bagli proliferasyonunu yansittig diistiniilmektedir. Sensérimotor
fonksiyonu postiirel ve dairesel egilimlerden bagimsiz olarak Glgen hassas bir prosediir
gelistirilmistir. Bunun i¢in burnun {istline veya 6n ayaklarin radyal yiizeyine yerlestirilen
kiiciik yapiskan uyarici parcalarini ¢ikarmak igin gecikmeler kaydedilmistir. Uyaranlar
simetrik ve eszamanli olarak yerlestirilir, bu da klinik olarak kullanilan dokunsal yok olma
prosediirlerine benzer (Schallert ve digerleri, 1983).

Beyin ve motor cevre arasindaki etkilesim, motor kontroliine neden olur. BDNF
seviyelerinin diger beyin bdlgelerinde ve c¢evresinde degisip degismedigi, dolayisiyla
Parkinson hastaliginin motor olmayan semptomlarina katkida bulunup bulunmadig:
bilinmemektedir (Johnson ve digerleri, 2019). Periferik ve beyin kolesteroliiniin diizenlenme
mekanizmalar1 birbirinden bagimsiz olabilir. Literatiirdeki bir ¢alismada, Sirasiyla yiiksek
dozlarda lipofilik ve hidrofilik statinlerin, simvastatin ve pravastatinin veya yiiksek kolesterol
diyetinin kobaylarin beynindeki kolesterol homeostazini etkileyebilme olasiligin1 test
edilmistir. Kan-beyin bariyerini asan tasmabilir kolesterol formu olan 24-OHC, pravastatin
uygulanan hayvanlarin beyninde 6nemli 6l¢lide daha diisiik bulunmustur. Asir1 kolesterol
beslenmesi, daha yiiksek serum kolesterol seviyelerine neden olmus, ancak toplam beyin
kolesterol seviyesini etkilememistir. Bu da kolesterol seviyelerinde dramatik ekstraserebral
degisikliklerin oldugu kosullar altinda bile ¢ok iyi dengelenmis bir kolesterol homeostazini
koruyabildigini gosterir. Bunun dnemli bir agiklamasi, beyin kolesterol sentezi ile kolesterol
akis1 arasindaki yakin baglanti gibi goriinmektedir (D. Liitjohann ve digerleri, 2004). APOE
knock-in fareler kullanilarak yapilan baska bir ¢aligmada ise bu farelerin 6nemli 6l¢giide farkli
serum kolesterol seviyelerine ve kararli durum beyin APOE seviyelerine sahip oldugu ve
beyin kolesterol seviyelerinin esit oldugu tespit edilmistir. Bu veriler, merkezi sinir sistemine
gore periferdeki kolesterol metabolizmasinda APOE i¢in bagimsiz bir role isaret etmektedir
(Mann ve digerleri, 2004). Bu nedenlerden dolayi diyet kolesterolii, merkezi ve periferik sinir
sistemini farkli sekilde etkileyebilir ve bu, yapiskan ¢ikarma test sonucglarimizin diger motor
performanslarinin sonuglarindan farkli olmasimin nedeni olabilir. Daha ileri ¢aligmalar daha

fazla bilgi saglayacaktir.
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5.3. Noroinflamasyon ve Oksidatif Stres

Noroinflamasyon, yiiksek kolesterol ile ndronal fonksiyondaki hasar1 mekanik olarak
birbirine baglayan bir faktordiir. Periferdeki yiiksek kolesterol seviyeleri inflamatuar
mekanizmalara neden olabilir (Hansson ve digerleri, 2006). Hiperkolesteroleminin neden
oldugu bilissel bozukluklarda noroinflamasyon ve kan-beyin bariyer disfonksiyonunun rol
oynadigi kanitlanmistir (De Oliveira ve digerleri, 2020). Reaktif astrositlerin ve
mikroglialarin varligi, periferik bagisiklik hiicrelerinin orta derecede infiltrasyonu ve ayrica
yuksek inflamatuar araci seviyeleri ile karakterize edilen noroinflamasyonun, merkezi sinir
sisteminin motor bolgelerini etkiledigi bulunmustur (Liu ve Wang, 2017). Calismamizda
yiiksek kolesterol diyetinin ndroinflamasyon iizerinde etkisi olup olmadigini anlamak i¢in
diyet sonrasi fare korteks dokusunda TNF-a ve IL-6 seviyeleri belirlenmistir.

Yiiksek kolesterollii diyetin LDLr - / - farelerde néroinflamasyon ve kan beyin bariyeri
disfonksiyonu nedeniyle bilissel bozukluga yol ac¢tigi ortaya konmustur (De Oliveira ve
digerleri, 2020). Yash si¢anlar yiiksek kolesterol diyeti ile beslendiginde, piramidal hiicre
sayisinda azalma ve hipokampusta ndroinflamasyonda artis oldugu gosterilmistir (Rui ve
digerleri, 2017). Hafizada biligsel bozukluga neden oldugu belirlenen yiiksek kolesterol
diyetinin beyinde niikleer faktor kappaB (NF-kB) sinyal yolunun aktivitesini artirdigi, beyin
NO seviyesi ve TNF-a ve kandaki interlokin-10 (IL-10) seviyelerini artirdigi goézlenmistir
(Husain ve digerleri, 2017). Ayrica yiiksek kolesterol ile beslenen yasgh farelerin
hipokampiisiinde artmis IL-18, IL-6, TNF-a, IL-4 ve IL-10 mRNA seviyeleri gozlenmistir (Y.
Chen ve digerleri, 2018). Bu diyetin sadece periferik sistemlere degil, merkezi sinir sistemine
de zarar verdigi, ayrica hipokampustaki erken gelisim ve ndronal gdce zarar verdigi ve
hipokampustaki inflamasyonu artidigi sonucuna varilmigtir (Freeman ve digerleri, 2011).
Onceki caligmalarda goriildiigii gibi yiiksek kolesterollii diyet beyinde 6zellikle hipokampus
dokusunda bircok noroinflamasyon isaret¢isinin seviyelerinde artisa neden olmustur.
Caligmamizda da benzer sekilde diyet kaynakli noroinflamasyonun merkezi sinir sistemine
zarar verdigi ve diger calismalardan farkli olarak korteks dokusunda IL-6 ve TNF-a
seviyelerinin artig1 belirlenmistir. Ayrica uyguladigimiz diyet tek basina yiiksek kolesterollii
diyet olup yiiksek yag etkileri degil sadece kolesterol etkisini gostermektedir. Yiiksek yagl ve
yiiksek kolesterollii diyet yasli siganlarda bilissel performansi azaltmis, noroinflamasyon
isaret¢i ve fosforile Tau (p Tau) seviyelerini artirmistir (Ledreux ve digerleri, 2016).
Kolesterol homeostazinin bozulmasinin néroinflamasyonda ve Alzheimer patogenezinde

onemli Ol¢iide yer aldigi hipotezi ortaya konmustur (Abuelezz ve Hendawy, 2021).
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Calismamizda Alzheimer gibi bircok norodejeneratif hastalikta rolii olan BDNF
heterozigotlugunda yiiksek kolesterollii diyetin néroinflamasyonu tetikledigi gézlenmistir.

Bati tipi beslenme kaynakli sistemik bozukluklar, Alzheimer hastalig1 gelisiminin erken
asamalarinda beyin noroinflamasyonunu ve amiloidogenezi hizlandirabilir. Kolesterol
agirlikli bir diyet olan bat1 tipi diyetin bir aylik kisa siireli beslenmede, artirilmis astrogliosis
gibi beyin noroinflamasyon olaylarina neden oldugu ve mikroglia aktivasyonunu indiikledigi,
bes aylik uzun siireli beslenmede ise artan amiloid beta peptid (AP) iiretimini hizlandirdig:
gozlenlenmistir (Wieckowska-Gacek ve digerleri, 2021). Bu sonuglar, batililagtirilmig
beslenme diizeninin, Alzheimer gelisiminin 6nemli bir degistirilebilir risk faktorii oldugunu
ve saglikli, dengeli bir diyetin en etkili Alzheimer 6nleme yontemlerinden biri olabilecegini
gostermektedir. Calismamizda yiiksek kolesterollii diyet ile birlikte norodejeneratif
hastaliklarin ortaya ¢ikmasina yatkin olan BDNF heterozigot fare korteks dokularinda IL-6
anlamli bir sekilde artmasi 6nceki ¢alismalarin hipotezlerini destekler niteliktedir.

Oksidatif stres, antioksidan savunmada bir azalmanin eslik ettigi reaktif oksijen
tiirlerinin artan tiretiminin bir sonucudur. Noroinflamasyon ve oksidatif stres, nérodejeneratif
hastaliklarin patogenezinde ayrilmaz bir sekilde baglantilidir (Sies, 2015). Anormal glial
hiicreler, hiicresel stres ve inflamatuar aktivasyonun karakteristik ozelligi olan, artmis
endoplazmik retikulum stresi sergiler. Aktive edilmis mikroglia, proinflamatuar sitokinleri
(6rn., TNFa, IL1B, IL12...vb.) salgilar. Glial ve infiltre bagisiklik hiicreleri, merkezi sinir
sistemi patolojik kosullarinda ROS ve reaktif nitrojen tiirlerinin baslica {iireticileri arasinda
kabul edilir (Liddelow ve digerleri, 2017).

Oksidatif stres, yiliksek kolesterol diyetinin neden oldugu noéronal hasarin
mekanizmasinda yer alan 6nemli bir faktordiir. Sinaptik bolgelerde, reaktif oksidatif stres ile
iligkili olarak yiliksek miktarda enerji gerekir. Sinaptik mitokondri yeterli olmadiginda,
sinaptik fonksiyonun degismesine ve sinaptik kayba yol acan reaktif oksidatif tiirler tretilir
(Crispino ve digerleri, 2020). Calismamizda yiiksek kolesterollii diyetin beyin korteks
dokusunda oksidatif stresi nasil etkiledigini tespit etmek amaciyla oksidatif stres parametreleri
olan MDA, SOD ve CAT miktarlart Ol¢iilmiistiir. Yiiksek kolesterol diyetinin Apo E
homozigot farelerin beyin dokularinda oksidatif stres ve noroinflamasyonu yiiksek oranda
artirdigi gozlenmistir (Di Cataldo ve digerleri, 2016). Ayrica yiiksek yag/yiiksek kolesterol
diyetinin fare hipokampiisiinde inflamasyonu ve oksidatif stresi artirdigi tespit edilmistir
(Thirumangalakudi ve digerleri, 2008). 4 hafta boyunca yiiksek kolesterollii diyet ile beslenen

tavsan hipokampusunda ve korteksinde oksidatif stresin arttigi bulunmustur (Aytan ve
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digerleri, 2008). Yaptigimiz ¢alismada da benzer olarak bu diyetin fare korteks dokusunda
noroinflamasyon ile birlikte oksidatif stresin de arttig1 gdzlenmistir.

Calismamizda yiiksek kolesterol diyetinin neden oldugu bir dizi oksidatif stres
parametresindeki degisikliklerin yan1 sira BDNF'nin korteksteki potansiyel antioksidan rolii
arastirildi. Oksidatif stres ve BDNF sistemi arasindaki etkilesimin, sinaptik plastisite ve
bilissel islevde diyete bagh degisiklikleri diizenleyebildigi ve buna bagli olarak ndronal ve
davranigsal plastisitenin, oksidatif strese tepki veren molekiiler olaylarla modiile edilebildigi
gosterilmistir (A. Wu ve digerleri, 2004). Laboratuvarimizda yapilan bir baska calismada,
kortekste azalan BDNF seviyeleri, MDA seviyelerinin artmasina ve sinaptik proteinlerin
kaybina neden olmustur (I. Abidin ve digerleri, 2018). Yiiksek MDA seviyeleri ve oksidatif
stres parametrelerinin, bozulmus kortikal fonksiyon ile korele oldugunu gosterilmistir (Yaras
ve digerleri, 2003; Yargi¢oglu ve digerleri, 2004). Calismamizdaki mevcut bulgular lipid
peroksidasyon iirtinii olan MDA'nin HCD:HT grubunda en yiiksek oldugunu gostermektedir.
Ayrica her iki diyet tiiriiniin de WT gruplari, HT gruplarindan daha diistik seviyelere sahip
oldugu ve antioksidan savunma enzimi SOD aktivitesi HT gruplarinda daha yiiksek oldugu
gozlenmigstir. Caligmamizdaki oksidatif stres parametrelerinin sonuglarina dayanarak,

BDNF'nin kortikal dokularda belirgin bir antioksidan etki olusturdugunu soyleyebiliriz.

5.4.Sinaptik Proteinler

PSD-95, sinaptik plastisitede rolii olan glutamat reseptorlerinin kiimelenmesini saglayan
onemli bir postsinaptik proteindir. Kiigiik sinaptik vezikiillerle iliskili presinaptik bir protein
olan sinaptofizin, vezikiiler yerlesimde rol oynar. Kalsiyum baglanmasinda (Rehm,
Wiedenmann ve Betz, 1986), kanal olusumunda (Thomas ve digerleri, 2016), ekzositozda
(Mullany ve Lynch, 1998) ve endositoz yoluyla sinaptik vezikiil geri doniisiimiinde (Evans ve
Cousin, 2005) rol oynadigi diisiiniilmektedir. Bu sinaptik proteinlerin konsantrasyonlari
fonksiyonel sinaps sayis1 ve dolayisi ile de korteks fonksiyonu ile iligkilidir. Bu nedenle,
calismamizda yliksek kolesterollii bir diyetin korteksteki bu sinaptik proteinleri azaltip
azaltamayacagini belirlemek i¢in ve ayrica endojen BDNF'nin bir koruma saglayip
saglamadigin1 ortaya ¢ikarmak igin bir presinaptik protein olan sinaptofizin (SYP) ve bir
postsinaptik protein olan PSD-95 seviyeleri 6lgiilmiistiir.

Yiiksek yagl ve yiiksek kolesterollii diyetin iki aylik bir slire¢ sonrasinda C57BL/6
tiiri farelerin hipokampiis dokularinda sinaptofizin seviyelerinde énemli bir degisiklige yol

acmadigi fakat belirgin bir sekilde, post-sinaptik protein PSD-95'in miktarin1 diisiirdigi
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belirlenmistir (Bhat ve Thirumangalakudi, 2013). Calismamizda ise post sinaptik protein
seviyeleri agisindan sadece yiiksek kolesterollii diyete verilen cevabin daha belirgin olmadig:
gbozlenmigtir. 8 hafta siiresince yiliksek kolesterollii diyet ile beslenen farelerin
hipokampuslarinda SYP ve PSD-95 diizeylerinin degismedigi tespit edilmistir (Y. L. Chen ve
digerleri, 2016). Yiiksek kolesterol diyetin yash farelerin hipokampiisinde PSD-95
seviyelerini degistirmedigi, sinaptofizin ekspresyonundaki azalmay1 biiyiik dl¢lide hafiflettigi
gbzlenmistir (Y. Chen ve digerleri, 2018). Yiiksek kolesterollii diyetle beslenen tavsanlarin
hipokampiis PSD-95 seviyelerinde diisiis belirlenmistir (Brooksa ve digerleri, 2017).
Calismamizda, yiiksek kolesterol diyetinin SYP ekspresyonunu azalttigi ancak PSD-95'i
degistirmedigi bulunmustur. Yapilan arastirmalardan goriildiigii gibi yiiksek kolesterollii
beslenme oOzellikle SYP basta olmak lizere sinaptik protein seviyelerini degistirmektedir.
Ayrica onceki c¢alismalardan farkli olarak calismamizda korteks dokusu kullanilmistir.
Kontrol diyeti ile beslenen farelerde BDNF’nin anlamli bir sekilde koruyucu etkisi
gozlenmesine ragmen yiiksek kolesterollii diyet ile beslenen farelerde gozlenememistir. Fakat
yiiksek kolesterol diyeti ile beslenen heterozigot farelerde SYP kaybinin kontrol diyeti ile
beslenen heterozigot farelere gore belirgin olarak daha fazla oldugu sonucu elde edilmistir.
BDNF ve yiiksek kolesterol diyetinin sinaps yogunlugu iizerine olan etkileriyle ilgili

sonuclarimiz yiiksek kolesterol diyetinin sinaps yogunlugunu azalttigini isaret etmektedir.

5.5. Uyanilabilirlik ve ECoG

Karmagik bir sinir dokusunda c¢alismamiz dahilinde Olcebildigimiz parametreler
kisitliydi. Bu yiizden ¢alismada elde edilen sonuglar kolesterol/BDNF iligkisinin bir kismini
gostermektedir. Calismamizin ilk kisminda elde edilen verilerde, tek basina kolesterol
diyetinin, yiiksek yagli diyet gibi biiylik zararlarinin olmadigi, aksine duyusal ve motor
performans fonksiyonunun birlikte analiz edildigi ve duyusal yolagin 6n planda oldugu
yapiskan ¢ikarma testinde oldugu gibi baz1 parametrelerde BDNF eksikliginden kaynaklanan
bozukluklari normale dondiirme egilimi oldugu gozlemlenmistir. Literatiirde yiiksek
kolesterollii diyetin etkisinin incelenmesi amaciyla gergeklestirilen elektrofizyolojik ¢alisma
sayist oldukea kisitlidir. Bu alanda literatiire katki yapmak amaciyla gergeklestirdigimiz ve bir
elektrofizyolojik arastirma yontemi olan ECoG kayit alimi ¢alismamizin ikinci kismini
olusturmaktadir. Bu kisimda diyetin minimum etkisini gérebilmek amaciyla daha kisa siireli
yiiksek kolesterol diyeti uygulanmis ve bu diyetin en 6nemli beyin dalgalar1 olan delta, teta,

alfa, beta ve gama frekans bantlarini nasil etkileyecegi ECoG kayitlart vasitasiyla
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arastirllmistir. Bu dalgalarin giic spekturumlarindan mutlak giicleri belirlenerek diyet
farkliliklarinin dogal fenotip ve BDNF heterozigot farelerin bazal beyin aktivitesinin nasil
degistigi gozlenmistir.

Labortuvarimizda yapilan daha onceki ECoG c¢alismalarinda BDNF heterozigot
farelerin frekans bantlarinda, 6zellikle de yiiksek frekans bantlarinda bir gii¢ azalmasi
gozlenlenmistir (I. Abidin ve digerleri, 2011). Ayrica kortikal EEG kaydinda BDNF
heterozigot farelerin teta frekans bandinda anlamli gii¢ azalmasi tespit edilmistir (Geist ve
digerleri, 2017). Calismamiz ECoG sonuglarina gore kontrol diyeti ile beslenen BDNF
heterozigot farelerin teta ve alfa dalgalarinda anlamli olmak tizere frekans bantlarinda gii¢
azalmasi oldugu gorilmistiir. Toplam giligte de anlamli bir azalma vardir. Bu sonug 6nceki
calismalarla uyum igerisindedir. %25 yag iceren diyet ile 2 ay boyunca beslenen sicanlarin
bazal beyin aktiviteleri ECoG kayitlarina ait delta bantlarinda anlamli bir azalma beta
bantlarinda anlamli bir artis gézlenmistir (Nogueira ve digerleri, 2019). Literatiirde yer alan
bir calismada %1 kolesterol iceren diyet ile 14 hafta beslenen albino siganlarin frekans
bantlar1 ortalama genlik degerlerinde (dB) anlamli bir azalma goézlenmistir. Yiiksek
kolesterollii diyet uzun siire beslenmede bazal beyin aktivitesini azaltan bir etki gostermistir
(Agar ve digerleri, 1994). Yaptigimiz ¢alismada yiiksek kolesterol diyeti (%1,25 kolesterol
iceren) ile beslenen WT farelerin teta, alfa, beta, gama frekans bantlarinda ve toplam giiciinde
anlamli bir azalma tespit edilmistir. Bu sonug diyet siiresinin ve igeriginin bazal beyin
aktivitesini degistirebilecegini gostermektedir. Yilksek yagli diyetin aksine yliksek
kolesterollii diyet bazal beyin aktivitesini yavaslatmistir. Bazal beyin aktivitesinin azalmasi
sinaptik iletimde bir sorun olduguna isaret eder. Yiiksek kolesterollii diyetin sinaptik iletimde
rol alan SYP ve PSD-95 ekspresyon seviyelerini degistirdigi sonucu c¢aligmanin ilk
asamasinda elde edilmistir. Bunun kaynaginin da fazla kolesterol aliminin indiikledigi
oksidatif stres ve noroinflamasyon oldugu diisliniilmektedir. Kontrol diyeti ile beslenen
BDNF heterozigot farelerin WT farelere gore frekans bantlarindaki anlamli azalma BDNF’iin
korteks bolgesinde normalde koruyuculugunun oldugunu gosterir. Ilging olarak, yiiksek
kolesterollii diyet ile beslenen BDNF heterozigot farelerde bir iyilesme egilimi gdzlenmistir.
BDNF’iin kolesterol sentezinde rol oynadigi bilinmektedir. Astrositlerde kolesterol akisini,
ABCALl tasiyicist ve ApoE ekspresyonunu uyarir. (Spagnuolo ve digerleri, 2018). Bu
durumda normal farelerde normal kolesterol sentezine ek olarak diyetle alinan kolesteroliin
zararli etkileri gbzlemlenirken, heterozigot farede daha az sentezlenen kolesterol fonksiyonel
olarak bozukluklara yol ag¢maktadir. Heterozigot farede eksik olan sentez, diyetle

desteklenince, kolesterol seviyeleri normale yaklasmis ve EC0oG giigleri de iyilesme gostermis
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olabilir. Benzer sekilde yashlik ile birlikte BDNF ekspresyonu azalmaktadir. Onceki
calismalarda yaslilikta kolesterol ile BDNF’iin baglandig1 reseptor olan Trk-B reseptdriiniin
module edilebilecegi ortaya konmustur (Martin ve digerleri, 2010). Heterozigotluk ve
yashilikta oldugu gibi normalden daha az BDNF ekspresyonu olan durumlarda alinan
kolesteroliin doza bagl olarak bu a¢i1g1 kapayabilecegi diisiincesi ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica,
BDNF sinyal yolaginin baslangi¢ noktasi olan Trk B reseptorleri membranda lipid sallari
igerisinde bulundugundan, yiiksek kolesterol diyeti ile sinir membranlarinda lipid sal
yogunlugu, buna bagl olarak da Trk B reseptor aktivitesi degismis olabilir. Bu durumun,
BDNF  heterozigot farelerde gerceklesen sinyalizasyonu etkilemis  olabilecegi
diistiniilmektedir. Ancak g¢alismalar kolesterol ile Trk-B yolaginin modiilasyonun miimkiin

oldugunu isaret etse de molekiiler anlamda nasil bir yol ile izledigi heniiz aydinlatilamamuistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizin ilk asamasinda BDNF ve uzun siireli yiiksek kolesterol diyetinin viicut
agirhigina, oksidatif stres parametreleri ve noroinflamasyon isaretcileri seviyelerine, sinaptik
protein ekspresyonuna ve duyusal-motor performans iizerine etkileri arastirilmigtir. Viicut
agirhiklarinda YKD ile beslenen BDNF heterozigot farelerin agirligi digerlerine gore daha
fazladir. Davranis testlerinden silindir testinde YKD ile beslenen BDNF heterozigot fareler,
digerlerine gore daha kotli bir performans sergilemistir. Telde asili kalma testinde benzer
sekilde YKD ile beslenen BDNF heterozigot fareler daha kisa siirelerde asili kalabilmistir.
Yapigkandan kurtulma testinde ise en kotii performans SD ile beslenen BDNF heterozigot
farelere aittir.Oksidatif stres parametrelerinde YKD ile beslenen BDNF heterozigot farelerde
MDA seviyesi en yiiksektir. YKD ile beslenmis dogal fenotip farelerin SOD seviyeleri, SD ile
beslenmis dogal fenotip ve BDNF heterozigot farelere gore anlamli olarak daha diisiiktir.
Noroinflamasyon isaretgisi olan IL-6 seviyeleri YKD ile beslenmis BDNF heterozigot
farelerde daha yiiksektir. Sinaptik protein sinaptofizin ekspresyonu SD ile beslenmis dogal
fenotip farelerde diger gruplara gore anlamli sekilde yiiksektir. Calismamizin ikinci
asamasinda ise BDNF ve kisa siireli yiiksek kolesterol diyetinin beyin dalgalar1 mutlak
giiclere ve toplam giice etkileri incelenmistir. Toplam giicte ve teta, alfa, beta, gama
dalgalarinin mutlak giicleri YKD ile beslenen dogal fenotip farelerde anlamli sekilde en diisiik

bulunmustur.

Uzun siire boyunca yiiksek kolesterollii diyet ile beslenen C57BL/6 farelerde davranis
testleri ve norokimyasal incelemelerin bircogunda BDNF heterozigot fareler anlamli bir
sekilde en kotii performans ve degerler gozlenmistir. Bu da yiiksek kolesterollii diyette
BDNF’ nin koruyucu bir etkisi oldugunu gdstermektedir. Kisa siireli yliksek kolesterollii
beslenme sonrasinda yapilan elektrofizyolojik incelemelerde ise BDNF’iin koruyuculugundan
cok kolesteroliin heterozigot hayvanlarda iyilestirici etkisi gézlenmistir. Kolesterole maruz
kalma siiresinin BDNF heterozigot hayvanlarda farkli etkileri olabilecegi ortaya konmustur.
Ayrica yapilan elektrofizyolojik ¢alismalarda alinan kolesterol miktarina bagli olarak BDNF
heterozigot farelerde olumlu etkisinin gozlenmesi Trk-B reseptoriiniin doza bagli olarak
kolesterol ile modiile edilebilecegine dair onceki calismalara katki saglamistir. Trk-B-
kolesterol iligkisi ayrintili molekiiler ¢alismalar ile aydinlatilmay1 bekleyen bir sinyal yolagina

isaret etmektedir.
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[leriki calismalarda;

e Uzun siireli yiiksek kolesterol diyeti ile BDNF iliskisi in vivo elektrofizyolojik
yontemlerle incelenebilir.

e BDNF heterozigot farelerde 24S-HC ve 27-HC metabolitlerinin akut etkisi beyin
kesitlerinde elektrofizyolojik ex vivo kayit alimu ile arastirilip tanimlanabilir.

e Yiiksek koleterollii diyet sonrasi epileptik aktivite olusturularak 24S-HC ve 27-HC
metabolitlerinin beyin uyarilabilirligine etkisi in vivo ve ex vivo elektrofizyolojik
yontemlerle arastirilabilinir.

e Trk-B ve kolesterol iligkisini ilgilendiren sinyal yolaklar1 lusiferaz deneyleri gibi ileri
molekiiler teknikler ile ortaya konabilir.

e 24S-HC ve 27-HC metabolitleri ile Trk-B sinyal yolagi regiilasyonunun miimkiin
olup olamayacagi norodejenaratif hastaliklar tedavi yontemleri agisindan
degerlendirilmesi ¢esitli molekiiler, davranigsal ve elektrofizyolojik yontemler ile

arastirilabilinir.
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