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OZET

Deneysel Alzheimer Modeli Olusturulan ve Serbest Hareket Edebilen Sicanlarda
Glutamat Geri Alimim Siirelerinin In Vivo Voltametri Teknigi ile
Degerlendirilmesi

Amac: AH ilerleyici norodejeneratif bir hastaliktir. Kesin bir tedavisi
bulunmayan AH icin bu c¢alismada {iiglincii kusak sefalosporin grubundan sefiksim
ilacinin etkileri aragtirilmistir. Sigan AH ile iligkili bolgelerinde anlik glutamat seviyeleri
in vivo voltametri teknigi ile oOlclilerek AH’de goriilen klinik ve biyokimyasal
degisiklikler ilk kez serbest hareket eden hayvanlarda ortaya konmaya caligilmistir.
Sefiksimin deneysel AH modelinde elektrokimyasal ve davranis testleri tizerindeki
etkinligi de test edilmistir. Anestezi altinda olmayan serbest hareket eden hayvan verileri,
anestezi altinda alinan verilere kiyasla daha degerli oldugu i¢in ¢alisma serbest hareket
eden hayvanlarda yapilmistir.

Materyal ve Metot: Bu ¢alisma, 10 saglikli sican ve ICV-STZ yoluyla deneysel
AH modeli olusturulmus 30 si¢an lizerinde ylriitiilmiistiir. Sicanlar saglikli Kontrol, STZ,
STZ+MEM ve STZ+SEF olmak iizere 4 esit gruba boliinmiistiir. Morris su labirenti,
lokomotor aktivite ve pasif sakinma testi gibi davranis testleriyle AH’nin si¢anlar
tizerindeki etkileri, LC-MS/MS ile glutamat, tau ve ACh seviyeleri ve voltametri
testleriyle ise glutamat geri alim siiresi dl¢lilmiistiir.

Bulgular: Hipokampiis CA3 bolgesindeki glutamat geri alim siireleri deneysel
AH olusturulmus siganlarda istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik bulunmustur. LC-
MS/MS bulgular1 davranis testleriyle uyumlu sonuglar vermis, sefiksimin etkinliinin
spontan tedavi ilaci olan memantin ile uyumlu sonuglar verdigi goriilmiistiir. Davranis
testlerinden elde edilen bulgulara gore, siganlar hafiza problemleri gostermistir. Tedavi
sonrasinda ise bu semptomlarin AH’li si¢anlara kiyasla 6nemli derecede azaldig1 tespit
edilmistir.

Sonu¢: AH’li gruplarda glutamat geri alim siiresinin uzamasina kiyasla sefiksim
ile tedavi edilen grupta glutamat geri alim siliresinde anlamli bir iyilesme oldugu
goriilmiistiir. Sefiksim AH hayvan modelinin davranis testlerinde de iyilesme
gostermistir. Bu sonuglar sefiksimin AH’de faydali olabilecegini ve bu etkisini

glutamatin geri alim siirelerini kontrol gruplarina yakinlastirarak yaptigini géstermistir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastaligi, Demans, Glutamat, /n vivo voltametri,
Sefiksim.
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ABSTRACT

Evaluation of Glutamate Re-uptake Times by In Vivo Voltammetry Technique in
Experimental Alzheimer's Modeled and Freely Moving Rats

Aim: AD is a progressive neurodegenerative disease. In this study, the effects of
cefixime from the third generation cephalosporin group were investigated for AD, which
has no definitive treatment. The clinical and biochemical changes observed in AD were
tried to be revealed for the first time in free-moving animals by measuring the
instantaneous glutamate levels in the rat AD-related regions by in vivo voltammetry
technique. The efficacy of cefixime on electrochemical and behavioral tests in the
experimental AD model was also tested. The study was performed in freely moving
animals, as data from free-moving animals not under anesthesia are more valuable than
data obtained under anesthesia.

Material and method: This study was conducted on 10 healthy rats and 30 rats
that were experimentally modeled AD by ICV-STZ. Rats were divided into 4 equal
groups as healthy Control, STZ, STZ+MEM and STZ+SEF. The effects of AD on rats
were measured by behavioral tests such as the Morris water maze, locomotor activity and
passive avoidance tests, glutamate, tau and ACh levels were measured by LC-MS/MS,
and glutamate re-uptake time was measured by voltammetry tests.

Results: Glutamate reuptake times in the hippocampus CA3 region were found to
be statistically significantly lower in rats with experimental AD. LC-MS/MS findings
gave results consistent with behavioral tests, and it was observed that the efficacy of
cefixime gave results consistent with the spontaneous treatment drug memantine.
According to the findings from behavioral tests, the rats showed memory problems. After
treatment, these symptoms were found to be significantly reduced compared to rats with
AD.

Conclusion: There was a significant improvement in the glutamate reuptake time
in the cefixime-treated group compared to the prolongation of the glutamate reuptake
time in the AD groups. Cefixime also showed improvement in behavioral tests of the
animal model of AD. These results showed that cefixime may be beneficial in AD and it

does this by making glutamate reuptake times closer to the control groups.

Key Words: Alzheimer's disease, Cefixime, Dementia, Glutamate, /n vivo voltammetry.
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1.GIRIS

Norodejeneratif hastaliklar, 65 yas Ustli toplumun %11°ini ve bu kisilerin
bakimindan sorumlu 6nemli sayida insani etkileyen, ilerleyici ve ¢ogunlukla dliimle
sonuclanan hastaliklardir.! Nérodejeneratif hastaliklarin etiyolojisi ve patogenezi
bilinmemekle birlikte, radikal tedavileri de bulunamamistir. Ancak yapilan ¢aligmalar
norodejeneratif hastaliklarin patolojisinde inflamatuar siireglerin rol oynadigr ve
hastalarin  nérolojik semptomlarinin kotiiye gittigi bilinmektedir. Norodejeneratif
hastaliklara sebep olan faktorler cesitlidir. Yapilan calismalar hiicresel, genetik ve
dolagim bozukluklarinin alzheimer hastaliginin (AH) hem sebebi hem de sonucu
olabilecegini diisiindiirmektedir. Diger norodejeneratif hastaliklardan olan parkinson
hastalig1r (PH), dopaminin iletiminden sorumlu néronlarin hasarlanmasi veya dliimiiyle
ortaya ¢cikmaktadir. Amyotrofik lateral skleroz (ALS, diger adiyla Lou Gehrig hastalig1),
merkezi sinir sistemi elemanlarinda (beyin, omurilik) bulunan motor néronlarinin
progresif dejenerasyonuyla ortaya cikar.* PH’de dopamin eksikliginden kaynaklanan
semptomlar dopamin eksikliginin giderilmesi ile kontrol altina alinabilirken, diger
norodejeneratif hastaliklar icin heniliz benzer bir tedavi mevcut degildir. Yapilan meta
analizlerde norodejenerasyonun yasla iliskili oldugu bildirilmektedir.> Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) 2040 yil1 itibariyle 65 yas iistii birey sayisinin 1,3 milyar olacagim
ongormektedir ve bu say1 toplam niifusun %14'tine denk gelmektedir. PH 65 yas iistii olan
insanlarin %1’inde goriilirken AH bu yas grubunun %10’unda gériilmektedir.® AH
tedavisi pahal1 bir hastaliktir. Gelecek yillarda artan yash niifusuna bagli olarak kamu
harcamalarina ekstradan bir maddi yiik olacag: belirtilmektedir. Devletlerin bu yiikten
kurtulmasin1 saglamak amaciyla, oncelikli olarak AH'nin olusmasini 6nlemeleri veya
daha diistik fiyath ilaglarin tiretilmesini saglamalar1 gerekir.

AH, sinsi baslangici olan, yasa bagli demanslarin en sik sebebi olup, progresif,



geri doniigiimsiiz, tedavisi olmayan, bilissel ve islevsel diisiisliin seyrini ifade eden
norodejeneratif bir hastaliktir ve en yaygin demans seklidir.”® AH’nin kesin tanis1 igin,
otopside ndron c¢evresinde amiloid plaklarin goriilmesi, ndron iginde norofibriler
yumaklarin tespit edilmesi gereklidir.! Genellikle AH ile karistirilmasina karsin demans
temelde bir semptom grubunu ifade etmektedir. Demans hafiza kaybi, konusma zorlugu,
problem ¢ézme yetenegi ve giinliik aktiviteleri gerceklestirmeyi engelleyen zorluklari
ifade eden karakteristik 6zelliklerdir. Demans AH’nin ilerleyen siireglerinde karsilagilan
bir ddnemdir ve hastaligin bir parcasidir.® Kardiyovaskiiler hastaliklar, lewy cisimcigi
hastaligi, PH ve frontotemporal lober dejenerasyon gibi AH disinda bir¢cok hastalik
demansin sebebi olabilmektedir.

AH’li hastalarin pahali terapilere ihtiya¢ duymasindan dolay1 yeni sentez birgok
molekiil hastaligin ilerlemesini durdurmak amaciyla kullanilmakta, ayrica mevcut
ilaglarin da AH tiizerindeki endikasyonlar1 arastirilmaktadir. Hastaligi kontrol altina
almak amaciyla asetilkolinesteraz inhibitorleri (AChEI), NMDA reseptor antagonistleri
ve norotransmitter geri alim aktivatorleri, kalsiyum kanal blokerleri, hormonlar,
antioksidan ilaglar ve as1 arastirmalar1 yapilmaktadir.” '© Kan beyin bariyerini kolay
gecmeleri ve nispeten daha ucuz olmalarindan dolayr nérodejeneratif hastaliklarin
tedavisinde antibiyotiklere de yer verilmistir.!"> 2 Yapilan bir ¢alismada ciizzaml
hastalarin ciizzam ilaglariyla tedavi edilmeleri sonunda, tedavi edilmeyen gruplara gore
onemli oranda daha az demans insidansina sahip olduklar bildirilmistir.'* Minosiklin kan
beyin bariyerini kolaylikla gegebilen ikinci jenerasyon bir tetrasiklindir. Cogunlukla akne
ve romatoid artrit tedavisinde kullanilmaktadir. Huntington hastaligi, ALS ve AH gibi
birgok nérodejeneratif hastaligin deney modelinde minosiklin kullanilmigtir.' ' Bir
calismada yaslt siganlarda minosiklinin mikroglia aktivasyonunu geciktirebilecegi bu

nedenle de biligsel diisiisii engelleyemedigini bildirmistir.!> Ayrica azitromisin ve



eritromisin makrolid grubu antibiyotikler, Amfoterisin B ve tetrasiklin de AH
modellenmis deney hayvanlarinda arastirilmistir.* '? B-laktam grubu ilaglarla yapilan bazi
calismalardan olumsuz sonuglar elde edilmesi iizerine aragtirmacilar sefalosporinler
lizerine arastirmaya yonelmislerdir.'® 17 Sefalosporinler AH’nin yani sira menenjit, inme,
ALS ve PH’de faydali bulunmustur.'$-2

Glutamat ana eksitatér norotransmitterdir. Ogrenme, bellek, algilama ve
koordinasyon gibi iglevlerin diizenlenmesinde rol alir. Amiloid plaklarin artmasina bagl
olarak glutamatin sinaptik araliga salinimi artarken geri alinmasi yavaglar. Sinaptik
aralikta biriken glutamat eksitotoksiteye sebep olarak noronal hasar meydana getirir ve
gelisen norodejenerasyon sonucunda demans acgiga cikar. Glutamat tastyicilarinin
eksitotoksisitedeki rolleri énemlidir. Uciincii kusak sefalosporin olan seftriaksonun
EAAT-2’in biyokimyasal ve fonksiyonel aktivitesini artirdigi ve embriyonik korteks
kiiltiirlerinde, oksijen-glikoz yoksunlugunu azalttig1 tespit edilmistir.>>>> Uciincii kusak
sefalosporinler kan beyin bariyerini hizlica gegerek noroprotektif etki gosterirler. Ayrica
bu gruptaki ilaglarin bir kismi1 EAAT-2 aktivasyonu yaparak, glutamat eksitotoksisitesini
engellemektedir.!® Glutamat geri alim aktivatdrii olan ilaclarin tedavide kullanilmaya
baslanmasiyla beraber, AH i¢in yeni tedavi umutlart dogmustur. Glutamaterjik sinaps
cevresinde yerlesmis olan glutamat tasiyicilari, eksitotoksisiteyi engelleyerek hastaligin
ilerlemesini durdurmaktadir.?®® Sefiksim ilac1 da {iiincii kusak sefalosporin grubundan
bir antibiyotiktir.”” Calismamizda sefiksimi kullanarak, bu ilag vasitasiyla sinaptik
araliktaki glutamatin geri alimint hizlandirip eksitotoksisitenin engellemeyi ve serbest
hareket edebilen siganlarda in vivo voltametri (bundan sonra voltametri olarak anilacaktir)
teknigiyle glutamatin anlik salinim ve geri alimini 6lgerek hastaligin mekanizmasinin

anlasilmasina katki saglamay1 hedefledik.



AH’nin sebebi tam olarak bilinmese de iki proteinin hastaliktan sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. Birincisi senil plaklarin yapisinda bulunan amiloid beta (AB) digeri ise
norofibriler yumagin yapisindaki Tau proteinidir. Erimeyen senil plaklarin olusturdugu
cokeltiler ile Tau proteininin hiperfosforilasyonu hastaligin patofizyolojisinde 6nemli rol
oynamaktadir. Bunlara ek olarak mitokondri hasarlari, oksidatif stres ve inflamasyon
etkenleri de hastaligin olusumuna katki sunmaktadir. Yapilan calismalarla bahsedilen
amiloidlerin kendi kendini kopyalamasi, hiicreden hiicreye gecisi ve toksisitesi lizerinde
calismalar yapilmaktadir. Hastalik hipokampiiste belirgin dejenerasyonlara sebep olur ve
bu dejenerasyonlar sonucunda hastaligin semptomlari ortaya ¢ikmaktadir. 7 30-34

Voltametri teknigi, beyinde ilgili bolgeye yerlestirilen elektrotlar vasitasiyla
sinaptik aralikta bulunan nérotransmiterlerin davranigin1 saniye bazli olarak dlgmeye
yarayan bir akim 6l¢me teknigidir. Voltametri teknigiyle yapilan ¢alismalar ¢ogunlukla
anestezi altindaki sicanlarda uygulanmistir.>>*° AH’nin glutamat ile iliskisi ise,
voltametri teknigiyle serbest hareket edebilen siganlarda daha 6nce arasgtirilmamaistir. Bu
calismada AH’de sefiksimin glutamat aracili eksitotoksisiteyi azaltip azaltmadig
histopatoloji, s1ivi kromatografisi/tandem kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) ve davranis
testleri ile arastirilacak ve serbest hareket edebilen siganlarda glutamat iliskili voltametri
Olctim teknigi ilk kez uygulanacaktir. Bu teknigin kullanilmasi, siganlarin uyanik
haldeyken norotransmiter seviyelerindeki degisiminin anlik olarak tespit edilebilmesi
acisindan calisgmamizi 6zgiin kilmakta ve gelecek calismalar i¢in ¢ok 6nemli basamak

teskil etmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Norodejeneratif Hastahiklar

Norodejeneratif hastaliklar ndrolojik fonksiyon kaybi sonucu klinik olarak ortaya
cikan, merkezi sinir sisteminde bulunan sinir hiicrelerinin ilerleyici dejenerasyonuyla
karakterize edilen, tedavi edilemeyen, bilissel ve motor fonksiyonlarda ciddi bozulmalara
neden olarak, hayat kalitesini diigiiren hastaliklardir. Cinsiyet, hormonal bozukluklar ve
yaslanma bu hastaliklar i¢in en énemli risk faktorleridir. Toplam 2611 (1550’si kadin,
1061°1 erkek) biligsel durumu saglam olan katilimcinin arastirildigi calismada,
Framingham ¢alismasina gore 65 yasindaki bir erkek i¢in kalan yagam boyu AH riskinin
9%6.3, herhangi bir bunama hastaligina yakalanma riskinin ise %10.9 oldugu tespit
edilmistir. Aym1 yastaki kadinlarin kalan yasam siiresi i¢in ise bu degerler iki katina
cikarak %12 ve %19 olarak tespit edilmistir. Cinsiyet hormonlari, hiicre sagligi ile ilgili
bircok hiicre i¢i sinyal yolagimi etkileyebildigi gibi, genomik transkripsiyonu da
etkileyebilmektedir.> 3

Cesitli nedenlerden kaynaklanan oksidatif stres hiicre sagliginin olumsuz
etkilenmesine neden olurken, cinsiyet hormonlar1 diisiik oksidatif stres seviyelerinde
noroprotektif olabilir. Testosteronun 6nemli bir metaboliti olan dihidrotestosteron
(DHT), genomik etki mekanizmasi ya da genomik olmayan sinyal yollar1 araciligiyla
hiicresel biiyiime, farklilasma, canliligim koruma ya da 6liimiinii diizenleyebilir.*!
Yaslanma, cinsiyet hormonlariin sinyallerini degistirerek onlari etkisiz ya da zararli hale
getirebilir. Androjenler, néronlar1 kainik asit toksisitesi, AP toksisitesi ve serum
yoksunlugu gibi sorunlardan koruyarak, hiicre korumasiyla iliskili ERK/MAPK yolunu
hizlica aktive edebilir.*** Ote yandan suprafizyolojik testosteron dozlarinin noronal
apoptozu attirdig1 tespit edilmistir.*® DHT oksidatif stres sevisini artirabilir. Oksidatif

stres seviyesi diislikse androjenler beyni korurken, oksidatif stres seviyesi yliksekken



androjenler oksidatif stresi siddetlendirebilir.*” Buna bagl olarak, androjenlerin beyni
nasil etkileyecegi, beynin saglikli olup olmamasina baglhdir. Ote yandan disi temel
cinsiyet hormonu olan Ostrojen, antioksidan aktiviteye sahiptir ve norodejeneratif
hastaliklara kars1 koruyucu etkisi vardir.*® 4 Membran androjen reseptorleri (mAR),
dopaminerjik hiicreler, hipokampal hiicreler ve beyin kortikal hiicreleri gibi ¢esitli tipteki
hiicrelerde, endositoz ya da hiicre i¢i ¢esitli kaskadlar gibi hiicresel sinyallesme yer alan,
kolesterol acisindan zengin bir bdlge olan plazma zari lipid bdlgesinde lokalize
yapilardir.”® mAR, oksidatif stresi indiikleyerek ndrodejenerasyona sebep olabilir.
Menopoza girmemis kadinlarda Ostrojen miktar1 androjenlerden daha fazladir fakat
menopoz sirasinda kadinlarda 17B-estradiol’lin azalmasi/kaybi, dstrojen miktarinin ¢ok
diismesine sebep olur. Yaslanan erkeklerde ise durum daha farklhidir. Yash erkeklerde
androjenler Ostrojene donustiirildiigii icin, yash erkeklerdeki &strojen miktar
menopozdaki kadinlardan daha yiiksektir. mAR 6nemli bir enzim olan NADPH oksidaz
ile kompleks olusturarak oksidatif streste onemli bir rol listlenir. mAR aracili endositoz
ve apoptoz, oksidatif stres ile iligkili nérodejeneratif hastaliklarda rol oynayabilmekte ve
yuksek oksidatif strese sahip erkeklerde testosteron biligsel bozulmaya sebep
olabilmektedir. Bu sebeplerden 6tiirii, menopozdaki kadinlarda mAR daha fazla aktive
olarak oksidatif stresi tetikleyebilmekte ve ileri yastaki kadinlarda ndrodejeneratif
hastaliklarm daha fazla ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir.>!->* Son yillarda yapilan ciddi
calismalar ve ila¢ arastirmalarina ragmen, norodejeneratif hastaliklar icin radikal bir
tedavi ilact gelistirilememistir. Bu hastaliklar ilerleyici ndron kaybr ile karakteristiktir ve
yaslilikla iliskilendirilmektedir. Ortalama yasam siiresiyle iliskili olarak, gelecekte bu
hastaliklardan etkilenecek niifusun da artmasi beklenmektedir. Mevcut durumda
norodejeneratif hastaliklar kiiresel saglik sorunlarinin %6,3’linii olusturmaktadir.

Norodejeneratif hastaliklarin tedavisi i¢in yeni ilaglarin yani sira farkli hastaliklarin



tedavisinde uzun zamandir kullanilmakta olan antibiyotiklerin de dahil oldugu farkl: ilag
gruplart arastirilmaya baglanmistir. Norodejeneratif hastaliklar diinya ¢apinda artan bir
prevalansa sahiptir. Bu durumun 6niimiizdeki yillarda yash niifusunun artmasina baglh
olarak ciddi bir halk sagligi sorunu olacag ongoriilmektedir.’® 37 AH, PH, ALS,
huntington hastaligit ve lewy cisimcigi demansi gibi hastaliklar ndrodejeneratif
hastaliklardir. Norodejeneratif hastaliklarin patogenezini aciklamak i¢in yedi ana
onermeden olusan bir hipotez bulunmaktadir. (I) Coklu risk faktorleri nérodejenerasyona
sebep olurlar. (I) Yaslanma, en 6nemli risk faktoridiir. (IIT) Yaslanma, néroanatomik
yolaklar1 farkli mekanizmalarla etkiler. (IV) Bu yolaklarda meydana gelen dejenerasyon,
patojenik proteinlerin meydana gelmesine sebep olur. (V) Patojenik proteinler bu
noéroanatomik yollar boyunca yayilim gosterir. (VI) Ailesel ya da bireysel ndrodejeneratif
hastaliklarin fenotipi benzerdir. (VII) Bu hastaliklar, ¢oklu patolojik bulgular ve benzer
fenotipik goriintiilerle karakterize edilirler.’!

Demans, popiilasyonu gittik¢e artan onemli bir halk sagligi sorunudur. Tedavi
ilact1 bulmak amaciyla yapilan tiim calismalar sonugsuz kalmistir. Mevcut demans
tedavileri ise sadece kisa siireli ve kii¢iik rahatlama saglamaktadir. Epidemiyolojik
caligmalardan elde edilen bulgulara gore, demansin en biiyiik etkenleri AH ve vaskiiler
demanstir. AH bu popiilasyon i¢inde en yiiksek orana sahiptir. AH ve vaskiiler demansin
risk faktorleri lizerine arastirmalar yapilmaya devam edilirken, genetik olmayan
hipertansiyon, hiperlipidemi, sigara tiiketimi ve obezite gibi risk faktorleri icin de
aragtirmalar yapilmaktadir. Fakat bu risk faktorlerine karst 6nlem alinmasinin fayda
saglayip saglamayacagi konusu hala belirsizdir. Demanstan etkilenen insan sayis1 siirekli
artarak devam etmekte, global olarak pandemik boyutlara dogru ilerlemektedir. 20 senede
bir hasta sayisinin ikiye katlanacak olmasi, 6nemli endiseleri beraberinde getirmektedir.

2040 yilina kadar hasta sayisinin 80 milyona ulasmas1 beklenmektedir. -1



2.2. Alzheimer Hastahgi

AH, yashlikla iliskili olan ¢ok yaygin bir nérodejeneratif hastaliktir. DSO, diinya
genelinde 50 milyon AH’li hastanin oldugunu tahmin etmekte ve 2050 yilina kadar bu
saymin 150 milyonu asacagini éngdrmektedir. DSO 2022 yili raporunda, AH’nin tiim
demans olgularmin %60-75’inden sorumlu oldugu bildirilmistir.>** Tiim diinyada 6liim
nedenleri arasinda demans yedinci siradadir ve sadece hastalar1 degil bakicilari, aileleri
ve toplumu sosyal, psikolojik ve ekonomik olarak etkileyen bir hastaliktir. Demans esas
olarak yaslilart etkilese de yaslanma sonucu kag¢inilmaz olarak yasanacak bir olgu
degildir. Dogurganligin azalmasi, gelisen tip ve teknolojik imkanlar nedeniyle ortalama
yasam siiresinin uzamasi yasl niifusun artmasina neden olmustur. Buna bagl olarak AH
gibi norodejeneratif hastaliklardan mustarip bireylerin sayist da artmaktadir. Heniiz
radikal bir tedavisi bulunmamakla birlikte AH'nin semptomatik tedavisi pahalidir ve
saglik giderleri i¢in 6nemli bir yiik olusturmaktadir. Saglik giderlerinin azaltilmasi igin
oncelikle hastaligin olusumuna neden olan faktdrlerin belirlenmesi, koruyucu 6nlemlerin
arastirilmasi ve daha diisiik maliyetli ilaglarin gelistirilmesi 5Snem arz etmektedir.%>-%

AH'nin klinigi dért evre olarak smiflandiriimaktadr. Tlk evre, giinliik aktivitelerde
herhangi bir islevsel bozulma olmaksizin, hafif hafiza kaybi, korteks ve hipokampiiste
erken patolojik degisiklikler ile karakterizedir. AH bu evrede klinik semptom
gostermedigi i¢in preklinik (pre-semptomatik) evre olarak isimlendirilmektedir. Bu
asamalar birkag y1l veya daha uzun siirebilmektedir. ikinci evre, AH'nin hafif veya erken
asamasi olarak kabul edilir. Bu evrede, konsantrasyon bozuklugu, hafiza kaybi, yer ve
zaman algis1 bozuklugu, duygu durum degisikligi ve depresyon gelisimi gibi semptomlar
yiizinden hastanin giinliik hayatinda sorunlar olusmaya baslamaktadir. Hastaligin ti¢iincii
evresinde lezyonlar serebral korteks bolgesine yayilmistir. Hasta ailesini ve arkadaslarini

tanimada gli¢liik c¢eker, diirti kontroliinii kaybeder, okuma, yazma ve konusma



giicliigiiyle beraber hafiza kaybi ile sonuglanmaktadir. Hastaligin dordiincii evresi,
siddetli AH veya ge¢ evre olarak kabul edilir. Bu evrede agir noritik plaklar ve
nérofibriler yumak (NFY) birikimi ile hastalik tiim korteks alanina yayilmistir. Ilerleyici
sekilde islevsel ve biligsel bozukluklarin ortaya ¢iktigi bu evrede hasta ailesini hig
tantyamaz, idrara ¢ikma, yutkunma gibi hayati gorevleri yerine getiremeyebilir ve yatalak
olabilir.®”¢

2.3. Tarihce

Tarih boyunca insanlarin yagamini etkilemis olsa da AH klinik olarak ilk defa
yirminci yiizyilin basinda teshis edilmistir. Alman psikiyatrist ve ndropatalog olan Alois
Alzheimer (1864-1915), 1901 yilinda tiim bakict yardimlarimi reddeden, bellek
bozuklugu olan ve okuma yazma zorlugu yasayan August Deter isimli 51 yasindaki
kadin1 1906 yilina kadar klinik olarak takip etmistir. 1906 yilinda vefat eden Deter’in
otopsisini yapabilmek i¢in Frankfurt’taki klinikten hasta kayitlarin1 ve Deter’in beynini
Miinih'e getirtmistir. Yaptig1 mikroskobik incelemede korteksin normale gore daha
inceldigini belirlemis ayrica iki yeni olusum tespit etmistir. Bunlardan ilkini senil plaklar
olarak adlandirilmistir ve daha dnce yashlarda tanimlanmistir. Ikinci yap1 ise daha 6nce
hastalarda tanimlanmamis olan NFY'lerdir. Daha 6nce tanimlanmamis bu yap1 yeni bir
hastaliga isaret ediyordu. Alzheimer bu hastaligi 1906 yilinda kongrede ‘“Serebral
Korteksin Tuhaf Bir Hastalig1” ismiyle sunmustur ve ilk defa presenil demans olarak
tanimlamistir. Alzheimer’in ¢aligma arkadasi olan Emil Kraepelin 1910 yilinda Klinik
Psikiyatri kitabinda AH’den ilk kez bahsetmistir. Hastaligin yeterince taninmamis olmasi
nedeniyle Alzheimer’mn yayimlamig oldugu makale yeterince ilgi gormemistir.
Noropsikiyatrik arastirmalarin  artmasi ve 70’li yillarda hastaligin taninmaya
baslamasiyla birlikte makale dikkat ¢ekmistir. Clinkii hastalik hakkindaki modern anlayis

ve hastaligin sebep oldugu noéropsikiyatrik sorunlar ancak bu yillara gelindiginde



anlagilmaya baslanmistir. 1980°lerden itibaren AH arastirmalari ciddi bir sekilde yiikselis
gosterdi ve hastaligin 6zellikleri, olasi tedavileri ve nedenleri hakkinda bir¢ok bildiri
yaymmlanmistir.® 772 Glenner ve Wong, 1984 yilinda AH’li hastalarmn meninks
damarlarindan B-amiloid (AP) izolasyonunu ve kismi sekansii gerceklestirmislerdir.”
Down sendromlu bireylerin 6nemli bir kismi 50 yasina gelmeden AH’ye
yakalanmaktadir.”* Glenner ve Wong, ayn1 sene down sendromlu bir hastadan aldiklari
orneklerden elde ettikleri sekanslar1 saflagtirmiglar ve bu sekanslarin Af’nin homologu
oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alisma ile Glenner ve Wong down sendromu ve AH
arasinda kimyasal bir iliski oldugunu ilk kez ortaya koymustur.”® 1987 yilinda amiloid
prekiirsor proteinlerin (APP) klonlanmasi ve AH’li bireylerin ailelerinde genetik analizin
yapilmasiyla birlikte AH hakkinda 6nemli bilgiler de elde edilmistir.”> Sonraki
calismalarda AH demansinin diger demanslardan farki ortaya koyulmustur. 90’lara
gelindiginde bu ¢alismalara ek olarak, biligsel mekanizmalar iizerine de arastirmalar ve
tanimlamalar yapilmaya baslanmistir. 2000’11 yillarda hastaligin ilk evresi aydinlatilmaya
calisilmistir. Son 20 yilda ise hastalig1 karakterize edebilecek goriintiileme yontemlerinde
gelismeler kaydedilmis ve potansiyel tedavi yontemleri yayimlanmaya baslamustir.® 7072

2.4. Epidemiyoloji

Klinik olarak AH demansinin prevalansi yiiksektir ve yaslanan popiilasyonla
birlikte daha da artacagi 6ngoriilmektedir.% 7% 77 Farkli aragtirmalarda, ¢alisma yillarinim
sonuna gelmis kisiler, emekliler ya da rutin hayatlarinda ugraslar1 azalmis kisilerin %3
ila 4’inde AH demansinin olustugu tespit edilmistir.”®*? 2010 yilinda Cin’de yapilan bir
calismada, 55-59 yas arasindaki AH prevalansi %0,2 iken 95-99 yaslar1 arasinda bu oran
%48,2’ye yiikseldigi bildirilmistir.3* Cinsiyet iizerine yapilan bir meta analizde,
kadinlarin %7,13°1 hastaliga yakalanirken bu durum erkeklerde %3,31 olarak tespit

edilmistir. Bu analiz ile kadinlarin daha yiiksek oranda AH’ye yakalanma riski oldugu
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tespit edilmistir.” Cin’de yapilan baska bir calismada yas, is yerinde ¢alisma siiresi ve
kentsel-kirsal bolge gibi faktorler degerlendirildiginde kadinlarin AH demansina sahip
olma orani iki kat daha fazla bulundu.®* ABD, Avrupa, Japonya ve Cin’de yapilan klinik
tan1 testlerinde yillik her 1000 kisiden 2 ila 16.8’inin AH’ye yakalandig1 tespit
edilmigtir.”’-8 8- 8 Avrupa’da ise klinik olarak AH insidansin1 arastiran bir meta
analizde, yasin artmasina bagli olarak hastaligin ortaya ¢ikisinda artigin oldugu tespit
edilmistir. Bu aragtirmaya gore 65-74 yas araliginda hastaliga yakalanma riski %3.4 iken,
75-84’te %13.8, 85 yas iistiinde ise bu oran %35.8°dir.”® Yapilan calismalarin cogunda
AH’nin ortaya ¢ikma insidansmin yasla birlikte arttig1 gdsterilmistir.®% 8% 86

2.5. Risk Faktorleri

AH, artan yas, genetik faktorler, kafa travmalari, damar rahatsizliklari,
inflamasyonlar ve agir metal birikimi gibi ¢evresel faktorlerle iligkili ¢ok faktorlii bir
hastaliktir. AH’deki AP, NFY’ler ve sinaptik kayip gibi patolojik degisikliklerin nedeni
hala tam olarak bilinmemektedir. AH’nin ana nedenlerine iliskin farkli hipotezler 6ne
stiriilmiistiir ancak kolinerjik ve amiloid hipotezler dikkat c¢ekmistir. Kolinerjik
fonksiyondaki bir bozulmanin AH i¢in kritik bir risk faktorii oldugunu savunanlar oldugu
gibi, A proteinindeki degisimin AH nin ana faktorii oldugunu savunulmaktadir. Tiim bu
teoriler ilizerinde arastirmalar devam ederken, AH patogenezini agiklayabilecek kabul
edilmis bir teori yoktur.®”- 8 AH’ye sebep olan risk faktorleri; kardiyovaskiiler riskler,
diyabet, hipertansiyon, dislipidemi, metabolik sendromlar ve obezite, sigara tiiketimi,
diisiik fiziksel aktivite, serebral hipoperfiizyon, inme veya serebrovaskiiler travmalar,
depresyon, siddetli kafa travmalar1 ya da beyin hasarlari, duyma kayiplari, diisiik egitim,
zeka, meslek ya da sosyal kazanim, diislik sosyal etkilesim, yaslanma, cinsiyet (kadin >
erkek), aile dykiisii (ilk veya ikinci dereceden akrabalarda olan AH), irk, down sendromu

ve Apoe-e4 allelidir.% 87-8% 90
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2.6. Alzheimer Hastahg: ile Ilgili Hipotezler

2.6.1. Kolinerjik Hipotez

Yapilan ¢aligmalarda, kolinerjik hipotezin neokortikal ve presinaptik kolinerjik
eksikliklerin, ACh sentezinden sorumlu kolin asetiltransferaz (ChAT) enzimi ile iligkili
oldugu bildirilmistir. ACh kolinerjik ndronlarin sitoplazmasinda, kolin ve asetil-koenzim
A’dan ChAT enzimi vasitastyla sentezlenir ve sinaptik vezikiillere tasinmaktadir. ACh
hafiza, dikkat, duyusal bilgi, 6grenme ve bir¢ok kritik fizyolojik islevde onemli rol
oynamasi bu hipotezin ortaya atilmasina neden olmustur. AH’de yapilan arastirmalarda,
kolinerjik noronlarda meydana gelen dejenerasyon sonucu, biligsel islevlerde bozukluk
ve hafiza kaybi ortaya ¢iktig1 tespit edildi. AP, kolinerjik ndrotransmisyonu bozarak kolin
emilimini azaltir, bunun sonucunda ACh sentezi ve salinimi da azalir. Presinaptik
kolinerjik terminallerde bulunan nikotinik ve muskarinik (M2) reseptorlerde azalma,
bir¢ok kortikal alanda glutamat konsantrasyonunun ve D-aspartat emiliminin azalmasi,
eksitatdr aminoasit norotransmisyonunda bozukluklar olugmasi gibi faktoérlerin AH’ nin
ilerlemesine katkida bulundugu bildirilmistir.”!-3

2.6.2. Amiloid Hipotezi

Kestinden bu yana, MSS’de B-tabakalarinin normal olmayan birikiminin demans
ile giiclii bir iligkisi oldugu kabul edilmis ve amiloid hipotezinin gelistirilmesini
saglamistir. Fakat, yaslanmayla birlikte saglikli beyinlerde de amiloid plaklarin
biriktiginin bulunmasi, amiloid plak birikiminin AH'nin baslamasindan sorumlu olup
olmadig1 sorusunu giindeme getirmistir Bununla birlikte amiloid hipotezi, patolojik
mekanizma yoniiyle yaygin olarak kabul gérmektedir. Amiloid hipotezinde, APP'den -
sekretaz ve y-sekretaz enzimleri tarafindan tiiretilen APB'nin par¢alanmasinin, yas veya
patolojik kosullar sebebiyle azaldigin1 ve bu yiizden AP peptitlerinin (AB40 ve AP42)

birikmesine yol agtigin1 one siiriilmektedir. AB42/AB40 oraninin artmasi ise, amiloid
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fibril olusumunu indiikleyerek norotoksisiteye ve tau patolojisinin indiiksiyonuna yol
acmakta ve sonu¢ olarak ndronal hiicre Oliimii ve norodejenerasyon meydana
getirmektedir. APP, PSEN1 ve PSEN2 gibi birka¢ gende meydana gelen mutasyonlarin,
AP katabolizmasini ve anabolizmasini etkiledigi tespit edilmistir. Bu durumun da
norodejenerasyonun hizli ilerlemesine ve AP birikimine neden oldugu bulunmustur.**®

2.7. Tam Yontemleri

AH semptomlar1 gosteren bir hastada, norolojik muayene, sinir sisteminin
manyetik rezonans goriintiileme (MRI) yoOntemiyle incelenmesi, B12 vitamini
eksikliginin incelenmesi, tibbi ge¢mis ve ailedeki hastalik Gykiisiiniin incelenmesi gibi
uygulamalar yapilmalidir.”” B12 eksikliginin ndronal kayiplara neden oldugu ve bazi
durumlarda AH ile iligkisi bilinmektedir. Homosistein seviyelerinde artiga neden olan
B12 vitamini eksikligi, oksidatif stres, kalsiyum akisinin artig1 ve hiicre apoptozu gibi
belirtegler yoluyla beyin hasarina yol agmaktadir.”® %

1984 yilinda AH i¢in klinik tan1 kriteri olusturmak amaciyla Ulusal Norolojik ve
Iletisimsel Bozukluklar ve Inme Enstitiisii (NINCDS) ile AH ve lliskili Bozukluklar
Dernegi (ADRDA) ortak bir calisma grubu kurmustur.'®® 1! Bu calisma grubu
belirledikleri kriterleri 7 baslik altinda toplamislardir: (I) Noropsikolojik testler ile
dogrulanan demans, ilerleyici hafiza kaybi, iki veya daha fazla bilissel alanda kayiplar,
biling bozuklugu gibi semptomlar ve 40-90 yaslar1 arasinda genelde 65+ yasta goriilen
hafiza ve bilis eksikligi muhtemel AH olabilir. (IT) Giinliik yasam aktivitesinde bozulma,
aile Oykiisii ve ge¢cmis hastaliklarin tetikledigi hasarlar, EEG, CT gibi laboratuvar
bulgular1 ve dil bozuklugu (afazi), motor beceri bozuklugu (apraksi) gibi diger
semptomlarla AH teshis edilebilir. (IIT) Deliizyon, uyku bozuklugu, depresyon belirtileri,

idrar kagirma, yanilsamalar ve sanrilar, sozsel ya da fiziksel duygu patlamalar1 ve kilo

kayb1 AH i¢in muhtemel tanilar olabilir. (IV) Erken evrede viicudun bir yarisinda bulunan
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kaslarda meydana gelen kuvvetsizlik (hemiparezi), duyusal kayiplar, gérme alaninda
azalmalar, koordinasyon bozukluklari ve hastaligin ¢ok erken sathalarinda goriilen
nobetler AH’yi belirsiz ya da tanimlanamaz hale getirebilir. (V) Tanimlanabilir baska
nedenin yoklugunda, kademeli olarak ilerleyen ciddi bilissel eksiklik durumunda hastalik
klinik olarak kabul edilebilir. (VI) Biyopsi veya otopsi ile elde edilen histopatolojik
bulgular AH’nin kesin tanis1 i¢in gereken kriterlerdir. (VII) Ailesel dykii, 65 yasindan
once baglama, PH gibi durumlarin varligi, AH’yi siniflandirmak i¢in ihtiya¢ duyulan
kriterlerdir.!% %1 2011 yilinda Ulusal Yaslanma Enstitiisii ve Alzheimer Dernegi baz1
degisiklikler yaparak, daha yiiksek 6zgiilliik ve duyarlilik kriterleri ortaya koymustur. Bu
kriterler; AP birikimi, pozitron emisyon tomografisi (PET) ile amiloid goriintiileme,
beyin omurilik s1vis1t TAU/fosforile TAU miktari, hipokampal hacim, beyin atrofi orani,
biyokimyasal degisiklikler, sitokin gibi inflamatuar belirte¢ler ve hiicre oliimii gibi
birtakim sinaptik hasar ve ndrodejenerasyon belirtecleridir.'%?

2.8. Patofizyoloji

2.8.1. Ap Plaklar1 ve Norofibriler Yumaklar

Amiloid plaklar, AH’de goriilen patolojik bulgularin basinda gelir. APP’nin
proteolitik yikimi sonucunda olusan ve AH ile iliskilendirilen, 40 ve 42 aminoasit
uzunlugunda olan AP peptitleri tanimlanmistir.!®® Anormal olusumlar olan AP ve
NFY lerin nasil gelistiginin iyi belgelenmis olmasi, AH hakkinda daha anlasilir bilgilere
sahip olmamiz1 saglamistir. AP plaklari, 4kDa molekiiler agirlikta olup 36-43 amino
asitlik amiloid peptitlerden olusur.'® 21’inci kromozom iizerinde bulunan amiloid éncii
proteininin APP geni tarafindan boliinmesiyle {iretilirler. Genetik olarak AH’ye sahip
bireylerin ¢ogunlugunda APP geninde mutasyonlar vardir. Ayrica down sendromlularda
21’inci kromozomun fazladan olan kopyasi daha fazla APP {iretecegi i¢in, erken donemde

AH’nin klinik ve patolojik bulgularii gosterdigi bilinmektedir. Transmembran proteini
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olan APP, 3 proteolitik enzim (a-sekretaz, B-sekretaz ve y-sekretaz) ile metabolize edilir.
APP ilk olarak a-sekretaz (ndrotoksik olmayan) veya [ sekretaz (ndrotoksik)
enzimlerinden birisiyle kesilir. a-sekretaz ile norotoksik olmayan normal kesim
sonucunda sAPPa pargasi ekstraseliiler bosluga salinirken, C83 pargasi ise hiicre zarinda
kalir. B sekretaz ile ndrotoksik olan kesim sonucundaysa, sSAPPf pargasi ekstraseliiler
bosluga saliirken, C99 pargast hiicre zarinda kalir. Ikinci basamakta ise diger bir enzim
olan y-sekretaz devreye girerek, B-sekretaz ile kesim sonucu hiicre zarinda kalan
C99’dan, AP ve APP intraseliiler domain (AICD) pargalarini olusturur. y-sekretaz ile
kesim heterojen olup, bu norotoksik kesim sonucunda AB40’1n olusma miktart AB42’nin
olugsma miktarina gore daha fazladir. AB42, AP40’a kiyasla daha uzundur ve ayrica
fibriler forma doniismeye daha yatkin olan hidrofobik bir peptittir. Bundan dolay1 Ap42,
amiloid plaklar1 olusturan ve bu plaklarda ¢dkme egilimi olan amiloiddir.!®* 19 AH
sadece APP geninden kaynakli mutasyonlarla degil, presenilin-1 (PSEN1) ve presenilin-
2 (PSEN2) genlerinden kaynaklanan mutasyonlardan dolay1 da sekillenebilir. Bu sebeple
multifaktoriyel bir hastaliktir. Presenilin, APP’den A peptitini ayiran gama-sekretazin
alt birimi olarak calistig1 i¢in APP islenmesinde gérev alir ve bu yiizden énemlidir.!% A
birikimi sonucu plaklar hakkindaki bilgi arttikca, AH nin ilerleyisi konusunda amiloid
kaskad hipotezi ortaya atildi. Bu hipoteze gore, APP ve PSEN genlerinde meydana gelen
mutasyonlar, AH’ye genetik olarak sahip olan bireylerde amiloid peptitlerin beta kivriml
bir yapiya donlismesini ve tabaka halinde beyinde birikmesini 6ne siirer. Bu hipotez
ayrica su alternatif goriisii de ortaya koyar. AP peptitlerinin klirensini saglayan dis
faktorlerin etkinliginin azalmasina bagli olarak bu peptitlerin birikimi artar ve sporadik
AH meydana gelebilir. Ornegin, astrositlerde ekspresyonu yapilan aquaporin-4’iin
(AQP4) ekspresyonu sekteye ugrar veya bozulursa, beyinde AB’yi temizleyen glifatik

yolda aksamalar olur ve AP birikimi hizlanir.!®”''% Her iki sekilde de senil plaklarin
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olusumuna neden olan A peptitlerinin birikimi olusur ve sinapslarda dejenerasyon,
inflamatuar reaksiyonlar, plak birikimi, TAU proteini hiperfosforilasyonu ve ndron
oliimii de dahil olmak iizere bir seri olaylar geligir.'!!

2.8.2. Yaslanma

AH yaglanmayla ortaya ¢iktig1 iyi bilinen bir durumdur. Beynin kompleks yapis1
yaslanmayla beraber gittikce azalir. Buna ek olarak dendritlerin karmagik iletigimi,
sinapslarin yogunlugu ve astrositlerin fonksiyonlarinin da azalmasit da yaslanmanin
etkilerindendir. AH nin ortaya ¢ikabilmesini tetikleyen bir dizi olayin ortaya ¢iktig1 6ne
siiriilmiistiir. Ik sirada, yaslanmaya bagl olarak beynimiz néronal koruma yetenegini
yavag yavas kaybeder ve inme ya da travmatik beyin hasar1 gibi bir hastalikta beyinde

1 fkinci sirada

meydana gelen bozukluklar patolojik olarak AH gelisimine sebep olabilir.
ise inflamasyon vardir. Kronik inflamasyon olgularinin AH’ye sebep oldugu
bilinmektedir. Calismalar, non-steroid anti inflamatuar ilaglarin uzun siireli kullaniminda
AH riskinin %30 ile %60 arasinda azaltilabilecegini gdstermistir.!'? Uciincii olay ise,
uzun siireli inflamasyona bagli olarak noéronal fizyolojinin de§ismesini igerir. Stres
altinda bulunan noronlar tekrardan bdliinme sirkiilasyonuna girerler fakat DNA
replikasyonu sonrast boliinmeyi durdur ve geri dondiiremez. Sonug olarak bu duruma
gelmis hiicrelerde bir kopya DNA materyali olusur ve hiicrede dramatik degisikliklere
sebebiyet verir. Bu kopya DNA, sinaptik fonksiyonlar1 bozar, ndronal kayiplara sebep
olur ve ndrotransmitter miktarini azaltarak AH’nin ortaya ¢ikmasina sebep olur. '3

2.8.3. Oksidatif Stres

Solunum yoluyla alinan oksijenin viicutta kullanilmasi ve metabolize olmasi
sirasinda birtakim serbest radikaller agiga ¢ikar. Viicudumuz normal sartlar altinda bu

radikalleri kontrol eder fakat baz1 durumlarda kontrol mekanizmasi aksar ve asir1 sekilde

serbest radikaller olusur. Bu duruma oksidatif stres olarak adlandirilir. Hiicresel
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reaksiyonlarin ¢ogunun ylriitiilebilmesi i¢in gerekli olan enerji, mitokondri icinde
aerobik sartlarda glikozun oksidasyonuyla iiretilir. Beyin viicut agirliginin %2 ’sine sahip
olmasina ragmen, iiretilen enerjinin yaklasik olarak %20’sini tiiketir. Bu kadar yiiksek
enerji tiiketimine sahip olmasi, beyni diger organlardan daha fazla olarak oksidatif stres
altina sokar.'*

Hiicrelerde gilic merkezi olarak gorev alan mitokondriler, reaktif oksijen tiirleri
(ROS) ile reaktif azot tiirlerinin (RNS) tiretilmesinde kilit gorev alirlar. Serbest radikal
olarak adlandirilan bu {iriinlerin, diisiik miktarlarda kanserle ve enfeksiyonla miicadele
etmek gibi islevleri vardir. Mitokondri membranlar1 hiicre sitoplazmasinda giren ve
metabolizma sonucu su veya oksijene doniistiiriilebilen bu iirlinler i¢in agir1 gegirgendir.
Boylece, asirt tiretildikleri zaman mitokondrilerin kendisi ya da dismutaz enzimleri bu
tirtinleri pargalayarak hiicre hasarini engelleyebilir. Eger mitokondri islevinde aksamalar
meydana gelirse ROS iiretimi artarak ndronal hasarlara ve AH’ye sebebiyet verebilir.
AP’nin mitokondriyum disfonksiyonuna sebep olacagi one siiriilmiis, bir ¢aligmada ise
mitokondriyumda lokalize olmus AP’nin serbest radikallerin iiretilmesini artirdigi ve
ndronlarda hasar olusturdugu bildirilmistir.!!>

AP, APP proteinin proteolitik olarak islenmesi sonucu olusur ve AP birikimi
oksidatif stres olusturan hiicresel degisiklikler meydana getirebilir. AH i¢in ayirt edici bir
molekiil olan NFY’leri olusturan hiperfosforile tau proteininin oksidatif stres
mekanizmasi tam olarak anlasilamamistir. Tau proteini, mikrotiibiillerin polimerizasyonu
ile stabilizasyonundan sorumlu olan bir noronal iskelet proteinidir. Tau proteininin
mikrotiibiillere baglanmasint GSK-3f saglar ve bu baglanma islemi protein kinazlar
tarafindan fosforilasyon yoluyla saglanir. Yapilan ¢aligmalar bu proteinlerin mitojen
aktive edici protein kinaz gibi hiicresel yolaklar iizerinde oksidatif stresi tetikledigini ve

hiicresel hasara sebep oldugunu bildirmistir.!'¢ Insiilin reseptorlerindeki bozulma ya da
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instilin tretimindeki aksakliklar sonucunda hiperglisemi meydana gelir. Bunun durum
serbest radikallerin (sliperoksit, H202 vb) iiretimine neden olarak beyinde lipit
peroksidasyonuna ve hiicre hasarma sebep olur.!'” Insan beyni oksidatif strese karsi
olduk¢a hassas bir yapidadir. Bunun sebebi, perokside olma potansiyeli olan c¢oklu
doymamis yag asitlerinin asir1 miktarda bulunmasi ve antioksidanlar ile enzimlerin
miktarinin bu asitlerin miktarina kiyasla gorece daha az olmasindan dolayidir. AP
birikimini, TAU proteininin hiperfosforilasyonu ve bu olaylar1 takip eden ndronal
kayiplardan dolay1 oksidatif stres AH’yi olusturan patolojik siireclerin arasina katilir.!!*
Tiim bunlardan o6tiiri, antioksidanlarin AH tedavisinde yararli olabilecegi agiktir.

2.9. Noropatoloji

AH'de, hastaligin ilerlemesi ve semptomlar1 hakkinda kesin kanit elde etmemizi
saglayan ve iki tiir néropatolojik degisiklik vardir: (1) NFY’ler, amiloid plaklar, distrofik
noritler, noropil ipliklerinin birikmesi ile karakterize edilen pozitif lezyonlar (birikme),
ve AH hastalarinin beyinlerinde bulunan diger tortulardir (2) Noral, noropil ve sinaptik
kay1p nedeniyle meydana gelen biiyiik atrofi ile karakterize negatif lezyonlardir.” Ayrica
noroinflamasyon, oksidatif stres ve kolinerjik néronlarin yaralanmasi gibi diger faktorler
de norodejenerasyona neden olabilmektedir. AH hastalarmmin  beyinlerinde bu
patolojilerin gelisimi hafiza kaybi, depresyon ve anksiyete gibi biligsel ve davranigsal
degisikliklere yol agmaktadir.!'® Senil plaklar, farkli morfolojik formlara (néritik, yaygin,
yogun cekirdekli, klasik veya kompakt tip) sahip olan AP proteininin ekstraseliiler
birikintileridir. AB, ndrotoksisite ve ndronal fonksiyonlarda dnemli rol oynamaktadir. Bu
nedenle hipokampiis, amigdala ve beyin korteksinde fazlaca birikmeleri sonucu biligsel
bozukluklara ek olarak astrosit ve mikroglialarin uyarilmasina, akson/dendrit hasarlarina
ve sinaps kayiplarma yol acarlar.!' 120 NFY’ler, hiperfosforile edilmis tau proteininin

anormal filamentleridir. Baz1 asamalarda ¢ift sarmal filament olusturmak iizere birbiri
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etrafinda biikiilebilir ve noral sitoplazmada, aksonlarda ve dendritlerde birikerek
sitoskeletal mikrotiibiillerin ve tiibiilinle iligkili proteinlerin kaybina neden olmaktadirlar.
Hiperfosforile tau proteini, AH hastalarinin beyinlerindeki NFY'lerin ana bilesenidir ve
tau'nun gelisimi NFY'lerin morfolojik asamalarmi yansitabilmektedir. Ik asama,
NFY'nin bir tiirii olan, fosforile edilmis tau proteinlerinin viicutta biriktigi ve ¢ift sarmal
filaman yapisi olmayan 6n yumak fazidir. ikincil asama, taun proteininin filament
agregasyonu sonucu cekirdegin perifere kaymasi ile karakterize olan olgunlagmis
NFY’lerdir. Son olarak, proteolize karsi kismi diren¢ kazanmis olan, biiyiik filamentli tau
proteini birikmesine bagli ekstraseliiler yumak asamasidir.!?!> 22 Bu kimyasal
degisikliklere ek olarak sinaptik kayiplar da hastaligin noropatolojisinde rol
oynamaktadir. Neokorteks ve limbik sistemdeki bir sinaptik hasar, hafiza bozukluguna
sebep olur ve ¢ogunlukla AH’nin erken evrelerinde goriilmektedir. Sinaptik kayip
mekanizmalari, aksonal tasimadaki kusurlari, mitokondriyal hasari, oksidatif stresi ve
sinaptik bolgelerde AP ve tau birikimi gibi kiiciik fraksiyonlara katkida bulunabilecek
diger stiregleri icermektedir. Bu siire¢ler, sonug olarak dendritik dikenler ile presinaptik
terminallerin kaybina ve aksonal distrofiye yol acar. AH, beyinde hipokampiis,
subkortikal c¢ekirdekler, substantia nigra, ventral tegmental alan gibi bir¢ok bdlgeyi
etkilemektedir.!?* '>* Afferent ndronlarin dejenere olmasi, mitokondriyal birtakim
anormallikler ve monoaminerjik hiicrelerin apoptozu gibi olaylar bu bolgelerdeki hasarin
ortaya ¢ikmasina sebep olabilmektedir. Bununla birlikte bu olaylarin AH’ye sebep olup
olmadig1 net olarak anlasilamamistir. AP klirensinin olmamasi ve beyinde birikimi,
yaslanan noronlarin oksidatif strese daha duyarli hale gelmesine sebep olmakta ve buna
bagli olarak fonksiyon bozuklugu gelistirdigi diisiiniilmektedir.'**
2.10. Beyinde Bulunan Norotransmiter Sistemi ve Disfonksiyonlar:

Beyinde bulunan ve norotransmiter olarak adlandirilan endojen sinyal
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molekiillerinin noronlar arasinda sinyal ilettigi siireglere ndrotransmisyon denilir.!?
Dendritlerinde aksiyon potansiyeli olusmus ve bunu aksonlarina ulastirmis olan bir
ndronun akson ug¢larindan salinan nérotransmiterler sinaptik araliga bosalir ve bu yariktan
gecerek baska bir ndronun dendriti {izerinde bulunan reseptorlere baglanir. Bu baglanma
sonucu bu noron hiicresinde de aksiyon potansiyeli olusur. Norotransmiterlerin
dokiildiigii ve dendritlere baglanarak noronlar arasi iletisimin saglandigi sinaptik aralik;
aksonlar, dendritler ve bu yapilarin ¢evresinde bulunan glial hiicrelerin arasinda kalan
bosluk yapisidir. Astrositler basta olmak iizere glial hiicreler, geri bildirim
mekanizmalarini kullanarak ndrotransmisyonu énemli dlgiide diizenlerler.!?” Presinaptik
noronlardan gelen iletim, postsinaptik néronlarda bulunan reseptorlere iletilir ve sinyal
iletimi saglanir. Postsinaptik reseptorler metabotropik veya iyonotropik reseptor
olabilirler. Metabotropik reseptdrler sinyal iletimini G proteini gibi mekanizmalarla
saglarken iyonotropik reseptorler ise ligand kapili iyon kanallar1 vasitasiyla sinyal iletimi
saglarlar.!'” Norotransmiterler, monoaminerjik ve kolinerjik ndrotransmiterler dahil
olmak tiizere cesitli tiplerde siniflandirilabilir. AH patogenezinde dnemli monoaminerjik
norotransmitterler arasinda dopamin (DA), serotonin (5-HT) ve histamin yer alirken,
onemli kolinerjik ndrotransmitterler arasinda gama aminobiitirik asit (GABA) ve ACh
bulunur.'?* 128 [lging bir sekilde, son yillarda melatonin, alternatif bir ndrotransmiter bazli
terapétik ilag olarak onerilmisgtir.'*

2.10.1. Asetilkolin

AH ile iligkisi en iyi bilinen ndrotransmiter asetilkolindir (ACh). ACh beyinde iyi
sekilde dagilmistir. ACh iiretimini devralan néronlar da yaygin sekilde bulunur beyinde
bulunan ndronlarin ¢ogunu innerve ederler. ACh’nin bu kadar yaygin olmasi ve diger
noronlarla etkilesimi goz oniine alindiginda, ACh’nin AH’yi etkileyen stres gibi olaylarin

yam sira, hafiza ve dgrenme gibi birgok fizyolojik olaydan da sorumludur.®? Yapilan
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caligmalarda Ach ile AH’nin dogrudan iliskisi oldugu kanitlanmustir.!?*13! AH’de,
asetilkolinesteraz inhibitorleri (AChEI) donepezil, rivastigmin, memantin ve galantamin
gibi ndrotransmitter inhibitdrlerinin terapdtik potansiyeli iyi bir sekilde belirlenmistir.'!”
Bu ilaglar, kolinerjik iletimi iyilestiren, hafizada ve 6grenmede uzun siireli giiglenmeyi
indiikleyen asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesini inhibe ederek ACh bozulmasini
onleyerek etki gostermektedir. Ancak AChEI'lar1t AH semptomlarini hafifletmekle
birlikte hastaligin ilerlemesini durduramazlar. AH’li hastalarda serotonerjik ve
dopaminerjik sistemler de dahil olmak {izere monoaminerjik sistemler, kolinerjik
sistemler (ACh, GABA) ve glutamaterjik sistemlerin  norotransmisyonu
bozulmaktadir.'3?

2.10.2. Gama Aminobiitirik Asit (GABA)

AH ile iliskisi olan baska bir nérotransmiter ise GABA’dir. GABA sisteminin
bilis, bellek, 6grenme, motor fonksiyonlar, giinliik biyolojik saat (sirkadiyen ritim) ve
noronal gelisme gibi faktorler iizerinde etkinligi vardir.'** Bu nedenlerden 6tiirii
GABA’daki bozukluklarin da AH olusumuna etkisi olacag: diistiniilmektedir. GABA’nin
tespiti i¢in Olim sonrasinda alinan dokulardan glutamik asit dekarboksilazin aktivitesi
Olclilmektedir fakat bu enzim ic¢inde bulundugu ortamdan kolaylikla etkilenmesi
nedeniyle yanlis Olgiimler ortaya ¢ikabilmektedir. Bundan dolayr GABA ile AH
arasindaki iliski net olarak ortaya konulamamistr. 134

2.10.3. Glutamat Reseptorleri

Iyonotropik ve metabotropik reseptdrler olmak iizere iki grup glutamat reseptorii
vardir. Iyonotropik reseptdrler hizli sinyal iletmekten sorumludurlar ve 3 alt gruba
ayrilirlar: a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit (AMPA), N-metil-D-
aspartat (NMDA) ve Kainat reseptorleridir. Metabotropik reseptorlerin ise, metabotropik

glutamat reseptdrii 1’den (mGluR1) mGluR8’e kadar tipleri vardir. Iyonotropik
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reseptorler, ortamda glutamat varken Na*?, K* ve Ca' gibi iyonlarin membrandan
geemesine izin vererek depolarizasyona sebep olarak aksiyon potansiyeli olustururlar.
mGluR’lar ise, G proteini yapisindadir ve etkilerini ikinci ulaklar vasitasiyla
gerceklestirirler.  Bu  sebeple iyonotropik reseptdrlerin - olusturdugu sinyaller
metabotropiklerin olusturdugu sinyallere gore cok daha hizlidir. mGluR’lar ndronal
uyarilabilirlik, sinaptik plastisite ve ndrotransmiter saliniminin modiilasyonunda 6nemli

rol almaktadir.!3%137

mGluR’larin ¢ogu (mGIluR1 ve 5 hari¢) presinaptik néronda
yerlesmis durumdadir. mGluR1’ler NMDAr’1 aktive ederek kalsiyum salinimina ve
eksitotoksisiteye sebep olabilmektedir.!* ¥ Ote yandan NMDAr iyonotropik
reseptorlerin en kompleksi olup, psikiyatrik bozukluklar i¢in oncii terapotik hedeftir ve
memeli beyninde iyonotropik glutamat reseptorlerinin ana sinifidir.!*® 4! NMDAr
postsinaptik yerlesimlidir, diger reseptorlerden farkli olarak voltaj ve liganda (glutamat)
duyarlidir.!*? NMDATr néronal farklilasma, sinaps konsolidasyonu, aktiviteye bagli sinaps
plastisitesi ve kalic1 olarak 6grenme saglanabilmesi icin beyinde gerceklesmesi gereken
uzun siireli giiglendirme (Long-term potentiation) olaylarimnin temel reseptoriidiir.!*-14°
2.10.3.1. Glutamat, Alzheimer Hastahgi iliskisi ve Eksitotoksisitesi
Presinaptik terminallerden salinan glutamat, eksitatér aminoasit tasiyicilari
(EAAT) vasitasiyla ortamdan uzaklastirilir ve ¢evre dokulara taginir. Burada glutamin
sentetaz vasitasiyla glutamine donustiiriiliir ve ekstraseliller araliga gonderilir.
Presinaptik araliga tasinan glutamin, glutaminaz enzimi aracilifiyla glutamata
dontistiiriilir ve vezikiiler glutamat tastyicilart (VGLUT) ile sinaptik vezikiillere
taginirlar. Presinaptik ndronun uyarim almasi halinde VGLUT’lar néron zaria
ilerleyerek glutamatla dolu vezikiilii sinaptik aralifa birakir. Bu sistemin devam

edebilmesi ve yeni uyarimlarin iletilebilmesi i¢in glutamatin sinaptik araliktan tekrar

uzaklastirilmas: gereklidir. Glutamat glutamin dongiisii olarak bilinen bu olay hayati
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onem tagimaktadir.'*® Glutamat ana eksitatér norotransmiterdir. Glutamat, glutamat
dekarboksilaz enzimi araciligiyla GABA’ya déniistiiriilmektedir.!!” Glutamat uyarici bir
norotransmiter iken GABA inhibe edici norotransmiterdir. Glutamatin bilis, bellek ve
ogrenme iizerine dnemli etkileri oldugu bilinmektedir.!*” Ekstra-sinaptik ve sinaptik
aralikta bulunan N-methyl-D-aspartate (NMDA) glutamaterjik reseptoriin, AH’de siirekli
olarak anormal aktivasyona sahip oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir.!4% 149
Ekstra-sinaptik  NMDA reseptorlerinin asirt  uyarilmasi, reseptdriin uzun siireli
aktivasyonuna, mitokondriyal membran potansiyeli kaybina, Ca** ve Mg"? iyonlarmin

akisma ve eksitotoksisiteye sebep olmaktadir.!>

Glutamaterjik bir noronda
depolarizasyon gelistigi zaman presinaptik terminalden glutamat salinir ve sinaptik
aralig1 ¢evreleyen presinaptik, postsinaptik ve glial hiicrelerin farkl reseptdrlerini aktive
eder. Bu reseptorler metabotropik ya da iyonotropik olabilirler. Glutamaterjik sistemde
glutamatin ortamdan uzaklastirllmasini saglayan EAAT vardir, bunlar merkezi sinir
sisteminde glutamat taginmasinin birincil elemanlaridir. EAAT1’den EAATS’e olan bu
tastyicilar farkli yerlerde gorev almaktadir. Bu tastyicilarin kemiricilerde homologu olan
tastyicilar; GLAST, GLT-1, EAAC1, EAAT4 ve EAATS5."%! Néronal depolarizasyon
sonucu sinaptik araliga dokiilen glutamatin bir kismi astrositlerde bulunan EAATI1-2
tarafindan ve presinaptik terminaldeki EAAT2-5 vasitasiyla ekstraseliiler ortamdan
uzaklastirilir.'>? Ekstraseliiler ortamdan uzaklastirilan glutamat, sentez yolagina tekrar
katilip yeni bir uyarim i¢in presinaptik noronlarda depolanmaktadir. EAAT
ekspresyonunda azalma ya da glutamat salimmin EAAT’ nin tasiyabilecegi miktar1
asmas1 durumunda glutamat birikimi olur ve bu eksitotoksisiteye sebep olur.'** Yapilan
caligmalarda, AH’li bireylerde AP birikiminin glutamatin ortamdan uzaklastirilip geri

doniistime katilmasini kisitlayarak ortamda glutamat miktarimi arttirdigi, astrositlerden

glutamatin salinmasini indiikledigini ve NMDA grubu reseptorlerin elektrofizyolojik
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fonksiyonunu dogrudan diizenledigi gdstermistir.!33-15 Onerilen bir teoriye gére NMDA
reseptorlerinin asirt uyarilmasi, bir dongii i¢inde siirekli uyarilma ile reseptorii kisir
dongiiye sebep olabilecegi ileri siiriilmiistiir. AP, transmembran protein yapisindaki bir
prekiirsor proteinin (APP) proteolitik yolla metabolize olmasi sonucu meydana
gelmektedir. Bu proteini pargalayan 3 enzimden yalnizca a-sekretaz noronlar i¢in zararsiz
molekiiller agiga ¢ikarir. Diger iki enzim olan B enzimi proteinin hiicre disinda kalan
amino grubundan parg¢a keserken, y enzimi bu proteininin hiicre i¢inde kalan karboksi
grubundan parga bolerek AP tiretmektedir. Bu teoriye gore, NMDA reseptorii aktive
oldugu zaman a-sekretaz etkinligi diiserek B-sekretaz etkinligi artar, bu da A tiretimine
ve birikimine neden olmaktadir. Bu durum NMDA reseptdriiniin nérotransmisyonunda
meydana gelebilecek herhangi bir diizensizlikte AR’ nin agirt saliniminin indiikleyecegine
isaret etmektedir.!>® Boylece hiicreyi hayatta tutmay1 saglayan NMDA aracili sinyaller
bastirilir ve hiicre 6liimii i¢in birtakim sinyaller tetiklenir. Tiim bunlar sinaptik ve ekstra-
sinaptik NMDA reseptorlerinin islevini ve aralarindaki dengeyi bozarak sinaptik hasar
meydana getirir ve neticede hiicre 6liimiine yol agmaktadir.!>¢

2.11. Alzheimer Hastahiginda Tedavi

Yasl niifusun ve tedavi maliyetlerinin artmas1 géz oniine alindiginda, gelecekte
AH’nin saglik harcamalar1 yoniiyle 6nemli bir ekonomik yiik olusturacagi ©n
goriilmektedir. Glinlimiizde AH’yi tedavi etmek amaciyla, kolinesteraz inhibitorleri ve
NMDA antagonistleri kullanilmaktadir. Bu ilaclar sadece AH’nin semptomlarinin
iyilestirilmesinde etkilidir. Hastaligin olusumunu engellemedigi gibi iyilesmesini de
saglamazlar.!>” 1% Ote yandan, AH’ye sebep olan kardiyovaskiiler rahatsizliklar ve
yasam bi¢imi gibi faktorler, ilag tedavisine ihtiya¢ duyulmadan diizeltilebilir. Fiziksel
aktivite beyinde damarlanmay1 ve norojenezi aktive ederken, A iliretimini baskilayarak

inflamasyonu ve AH riskini azaltmaktadir. Bunlara ek olarak egitim diizeyi, entelektiiel
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aktivite ve uygun diyet de yaslilarda bilissel iyilesmeye katki sagladig1 belirlenmistir.'>
160 AH'deki birtakim fizyolojik siiregler ACh iireten hiicreleri yok ederek kolinerjik
iletimi sekteye ugratmaktadir. AChEI, kolinesteraz enzimlerinin ACh'yi parcalamasini
bloke ederler, bunun sonucunda sinaptik aralikta ACh seviyelerinin artmasina neden
olmaktadir.'s" 12 Diger yandan NMDAr’1n asir1 uyarilmasi sonucu Ca*? seviyelerinde
artis yasanir ve bu durum sinaptik disfonksiyonla beraber hiicre 6liimiinii de beraberinde
getirmektedir. NMDAT antagonistleri asir1 aktivasyonu engelleyerek Ca*? girisini onler
ve reseptoriin normal aktiviteye donmesini saglar. Bu iki sinifin terapotik etkinliklerinin
iyl olmasina ragmen hastalig1 iyilestirmez veya onlemezler sadece AH semptomlarinin
tedavisinde etkilidir. 2010 yil1 sonrasinda AH iizerinde yapilan klinik ¢alismalarda ne
yazik ki basarili sonuglar alinamamistir. AH patolojisini anlamak i¢in, tau proteininin
anormal metabolizmasi, AP yapisi, inflamatuar yanit, kolinerjik hasar ve oksidatif stres
gibi faktorler igin cesitli mekanizmalar 6nerilmistir. !>

2.11.1. Giincel Tedaviler

2.11.1.1. Farmakolojik Uygulamalar

2.11.1.1.1. Kolinesteraz inhibitorleri

Kolinerjik hipoteze gore AH, ACh sentezindeki azalmadan kaynaklanmaktadir.
Kolinesteraz inhibitorleri, ACh’yi pargalayan AChE’yi inhibe ederek kolinerjik
seviyeleri artirirlar. Boylece stratejiyle biligsel ve ndronal hiicre fonksiyonlar artirilmig
olur. Kolinesteraz inhibitdrlerinin amaci, sinaptik aralikta ACh’nin yikilmasini 6nleyerek
kolinerjik aktivitenin devamliligini saglamaktir. AH tedavisi i¢in ekstra yardimci olacagi
diistiniilen bir strateji ise, ACh sentezinde yapitasi olarak kullanilan kolinin geri alimini
artirmak ve presinaptik terminallerde ACh biyosentezini artirmaktir. Takrin
(tetrahidroaminoakridin), Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan AH’nin

tedavisi i¢in onaylanan ilk kolinesteraz inhibitor ilacidir. Bu ilag, muskarinik néronlarda
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ACh’yi artirarak etki eder. Bu ilagla ilgili yapilan c¢aligmalarda yeterli faydanin
bulunamamis olmasi1 ve hepatotoksisite gibi yan etkilerin yiiksek olmasi nedeniyle,
hemen piyasadan geri ¢ekilmistir. Bu ilagtan sonra, glinlimiizde hala kullanimda olan
donepezil, Rivastigmin ve galantamin gibi farkli kolinesteraz inhibitorleri {iretilmistir ve
AH’nin semptomatik tedavisi i¢in kullanilmaktadir.38: 162

2.11.1.1.1.1. Donepezil

AH tedavisi i¢in Oncli ila¢ olarak kabul edilen donepezil, bir
indanonbenzilpiperidin tiirevi olup ikinci nesil kolinesteraz inhibitdriidiir. Donepezil
AChE’ye geri doniisiimlii olarak baglanir ve ACh hidrolizini inhibe ederek sinaptik
aralikta ACh konsantrasyonunun artmasmi saglamaktadir. Ilacin sinir sistemi ve
gastrointestinal sistem tlizerinde hafif ve gecici kolinerjik yan etkileri vardir ama iyi tolere
edilmektedir. Donepezil AH’nin ilerleyigini degistirmeden, bilis ve davramig gibi
semptomlarini iyilestirmektedir. Donepezil yalnizca AH kaynakli demans i¢in degil,
duygudurum bozuklugu, otistik spektrum bozuklu, PH demans1 ve vaskiiler demans gibi
hastaliklarda da kullanilmaktadir,'63: 164

2.11.1.1.1.2. Rivastigmin

AChE 1ile biitirilkolinesteraz’in (BuChE) anyonik ve esteratik bdlgelerine
baglanarak etki eden ve ACh metabolizmasin1i Onleyen geri donilisimli bir
antikolinesterazdir. Rivastigmin AChE’den daha yavas ayristigi i¢in yalanct geri
doniislimsiiz olarak adlandirilmaktadir ve sinaptik aralikta AChE ile BuChE tarafindan
metabolize edilmektedir. Plazma esteraz ya da psddokolinesteraz olarak da bilinen
BuChE, karacigerde iiretildikten sonra kan plazmasina aktarilmaktadir. Normal bir
beyinde ¢ogunlukla glial hiicrelerde bulunan BuChE’nin aktivitesi AChE’nin %10’u
kadarken, AH’li beyinde bu oran %40-90’lara kadar ulagsmaktadir ve BuChE aktivitesi

artarken AChE aktivitesi de es zamanli olarak diismektedir. Bu durum, BuChE‘nin orta
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ile siddetli demansa sebep olabilecegini isaret ediyor olabilir. Rivastigmin hafif/orta
dereceli AH’li hastalarda kullanilmaktadir ve biligsel islevlerle giinliik yasam
aktivitelerini gelistirmektedir. Ila¢ oral yoldan verildigi zaman hazimsizlik, istahsizlik,
bulant1 kusma ve kilo kayb1 gibi yan etkiler olusturdugu i¢in hastalarda uyung¢ sorunu
ortaya ¢ikmakta ve ila¢c alimi sekteye ugrayabilmektedir. Bunu 6nlemek amaciyla ilag
transdermal yamalar seklinde uygulanabilir. Bu yamalar sayesinde hem siirekli hem de
kontrollii bir salinim yakalanabilecegi i¢in ila¢ dozu disiiriilerek yan etkilerin azalmasi
da saglanabilmektedir. AH’li hastalarin yasadig1 hafiza sorunlar1 nedeniyle ila¢ alimini
unutmasini onlemek i¢in transdermal uygulamalar en uygun yoOntem olarak kabul
edilmektedir.'6>-168

2.11.1.1.1.3. Galantamin

Hafif/orta dereceli AH’li hastalarda kullanilan birinci basamak bir ilagtir.
Galantamin segici bir iigiinciil izokinolin alkaloiddir. Nikotinik ACh reseptorlerinin o alt
birimine allosterik baglanip reseptorii aktive ederken, AChE’nin de rekabet¢i bir
inhibitorii olarak hareket etmektedir. Bu sebeple ikili etki mekanizmasina sahiptir.
Galantamin diger AChE’ler gibi davranigsal semptomlari, biligsel performansi ve giinliikk
aktiviteyi iyilestirmektedir. Bununla birlikte ilag iyi tolere edilir ve etkilidir.!'®’

2.11.1.1.2. NMDA Reseptor Antagonistleri

NMDAr’in AH patofizyolojisinde 6nemli bir rolii olduguna diistiniilmektedir.
NMDAr’mn uyarilmasi sonucu Ca*? akis1 meydana gelir ve bu durum sinyal iletimini
aktive eder. Bunun sonucunda sinapslarda sinir iletimi, ndroplastisite ve hafizanin
olusumu gibi faktorler i¢cin gen transkripsiyonu tetiklenir. NMDAr’larin agir1 sekilde
aktivasyonu, Ca*? sinyallerinde anormallesmeye ve MSS’deki ana eksitator
norotransmiter olan glutamatin asir1 uyarilmasina neden olmaktadir. Bu durum

eksitotoksisite, sinaptik islevlerin bozulmasi, néronal 6liimler ve bilissel aktivitelerde
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disiis ile sonuglanmaktadir. Orta ve siddetli AH’nin tedavisinde kullanilmak iizere
onaylanan tek NMDAr antagonisti, memantindir.!7-172

2.11.1.1.2.1. Memantin

Ya tek basmma ya da diger AChE inhibitorleri ile kombine edilerek
kullanilmaktadir. Memantin, NMDAr’in diisiik afiniteli rekabet¢i olmayan bir
antagonistidir. AH’li hastalarda glutaminerjik sistemin asir1 aktivasyonunu onleyerek
nérotoksisiteyi engellenmektedir. Iyi tolere edilen giivenli bir ilagtir. Afinitesi diisiik
oldugu icin normal sinaptik iletimi engellemeden eksitatdr reseptorii bloke eder.
Rekabetci olmayan birkagc NMDAr antagonisti gelistirilmis ve klinik deneylere dahil
edilmistir, fakat bunlarin ¢ogu diisiik etkinlik ya da yan tesirleri nedeniyle basarisiz
olmustur. Polisiklik amin yapisinda olan RL-208, yeni gelistirilen rekabetci olmayan bir
NMDAr antagonistidir ve yasa bagl biligsel fonksiyon problemlerinde iimit verici
sonuglar gostermistir. Buna benzer yeni NMDATr antagonistlerin gelistirilmesi amaciyla
arastirmalar devam etmektedir. 1°% 170172

2.11.1.2. Farmakolojik Olmayan Uygulamalar

AH’li hastalarin %85-90°1 hastalik siiresinde biligsel olmayan, davranigsal veya
noropsikiyatrik semptomlar gostermektedir. Bu problemler ¢ogunlukla yiiksek stres,
diisik yasam kalitesi, saglik hizmetinin maliyeti gibi faktorlerle iliskilidir.!”
Farmakolojik olmayan miidahaleler, demans durumunda ortaya ¢ikan ajitasyon, sanri,
ilgisizlik gibi noropsikiyatrik semptomlar1 ve istif¢ilik, takinti, bakiciya zorluk ¢ikarma
gibi davranigsal bozukluklar1 iyilestirme amaciyla tercih edilmektedir.'” Bu
noropsikiyatrik problemler hasta ve bakici i¢in asir1 zorlu bir siiregtir bu nedenle genelde
tedavi edilmeden birakilir. Ancak ilerleyen donemde hasta ve bakici agisindan durum

daha da basa cikilmaz olurken bakim maliyeti de yiikselmektedir. AH’nin ortaya

cikmasina sebep olan bu muhtemel problemlerden korunmak i¢in, psikiyatrik sorunlarin
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tetiklenmesinden kaginma, cevresel degisiklikler, iletisimin artirilmasi, gorevlerin
basitlestirilmesi ve hasta uyun¢ probleminin ¢oziilmesi gibi stratejiler belirlemek
gerekmektedir. 73173

2.11.2. Antibiyotikle Tedavi

Basarisizlik ihtimali, yliksek harcama kalemleri, kisith zaman gibi negatif
durumlardan dolayr arastirmacilar yeni ila¢ tasarlamanin yani sira mevcut ilaglarin
bilinmeyen endikasyonlarint da arastirmaya yOnelmistir. Bu tarz arastirmalarda,
piyasadan ¢ekilmis ilaglarin da arastirmaya dahil edilmesi gibi sayisiz avantaj vardir.
Farmakokinetigi bilinen, iiretim sorunlar1 ¢ézlilmiis ve giivenlik arastirmalari yapilmis
ilaglarla yeni endikasyon arastirmalarinda hizlica yol alinabilmektedir.!”® '”7 B-laktam
antibiyotikler, AH tedavisi igin yeniden tasarlanmislardir. Ozellikle iiciincii smif
sefalosporinler olmak tizere B-laktam antibiyotiklerin AH patolojik yolaklar1 tizerinde
belirgin etkileri oldugu gosterilmistir.

Glutamatin sinaptik aralikta birikimi, eksitotoksisiteye sebep olmaktadir. Bu
nedenle presinaptik noérondan glutamat salinimimi takiben hizlica ortamda
uzaklastirilmas1 gereklidir. Insan ve sigan astrositlerinden eksprese edilen EAAT-2
(sicanda GLT-1), ekstraseliiler glutamatin %90’min geri alimii saglar. EAAT-2
ekpresyonunun artmasi, glutamatin olumsuz etkilerini azaltmay1 saglar fakat mevcut
ilaclar icinde EAAT-2 aktivasyonu yapan ilag¢ sayisi kisithdir. B-laktam antibiyotikler,
EAAT-2 aktivasyonu yaparak glutamat geri alinimini hizlandirmaktadur.'® 2% 178

2.11.2.1. Beta Laktam Antibiyotikler

Antibiyotikler, patojenik mikroorganizmalarla miicadele disinda Onemli
islevlerde de sahiptir. 80 yili askin siiredir kullanilan antibiyotikler i¢inde, 3. Kusak

sefalosporinler son kirk yildir hayatimizdadir. Bu grup i¢inde en sik regete edilen ilag,

daha énce AH calismalarinda da kullanilmis olan seftriaksondur.!> " Bu grup ilaglar
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beyin omurilik sivisina iyi penetre olmaktadir. B-laktam antibiyotiklerin EAAT-2
transkripsiyonu ve ekspresyonunu artirarak, glutamat birikimini Onledigi ve

eksitotoksisiteyi engelledigi bilinmektedir.'®

Glutamat agregasyonuna bagli olarak
gelisen eksitotoksisite, AH’de dahil birgok norodejeneratif hastaligin  baglica
sebeplerinden biridir.!%° B-laktam antibiyotiklerin 6nde gelen ilaglar1 penisilin,
sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemlerdir. Monobaktamlar ve karbapenemler
stiperenfeksiyon riskini artirdigi i¢in, sinir sistemi arastirmalarinda diger ilaglara gore
daha geri planda kalmislardir. Penisilin tiirevleri olan amfisilin, amoksisilin ve nafsilin
gibi ilaglar yapilan bir ALS ¢alismasinda eksitotoksisiteyi engelledigi belirlenmistir. Bu
sebeple diger norodejeneratif hastaliklarda da etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir.® %! B-
laktam grubu ilaglarla yapilan bazi ¢alismalarda birtakim olumsuz sonuglarin alinmasi,
arastirmacilar sefalosporinler iizerine ¢alismaya yonlendirmistir.!® 7 Sefalosporinler
AH’nin yani1 sira menenjitte, inmede, ALS’de ve PH’de faydali bulunmustur.'%-2?

2.11.2.1.1. Sefiksim

Ugiincii sinif bir sefalosporin olan sefiksim, giiniimiizde idrar yolu enfeksiyonlari,
iist solunum yolu enfeksiyonlari ve erken donem frengi gibi hastaliklarda recete
edilmektedir.'8> ¥ Ngroinflamasyon, eksitotoksisite ve travma gibi durumlar glutamat
saliniminda, sinaptik iletimde, glial ve ndronal fonksiyonlar: etkileyerek bilissel
bozukluga sebep olabilmektedir.!®*!8 Bu baglamda inflamasyonun engellenmesi, bilis
ve hafiza iizerine olumlu etkiler olusturmaktadir.'®” 188 Arastirmacilar sefiksimin bu
olumsuz etkileri ortadan kaldirarak norodejeneratif hastaliklarin tedavisi i¢in yeni bir
endikasyon sunabilecegini diisliniilmektedir. Glutamatin MSS’de 6nemli islevlerde
bulunmasi, ndrodejeneratif  hastaliklarla ~ dogrudan  baglantis1  olabilecegini

gostermektedir.  Otizm  ndrobiyolojisi  incelendigi  zaman, inhibitor/eksitator

(GABA/glutamat) sistemlerinde anormal bir dengesizlik oldugu tespit edilmistir. Bu
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sebeple glutamat norotoksisitesinin otizme sebep olabilecegi bildirilmistir. '3

Ghanizadeh ve ark. (2015) tarafindan yapilan geriye doniik bir vaka incelemesinde 4
yasindan beri epilepsi tedavisi goren 7 yasindaki otizmli bir ¢ocuga tedavisi devam
ederken, ishal nedeniyle 200 mg/giin sefiksim recete edilmistir. Sefiksim tedavisinin
liclincli giiniinden itibaren ndbetlerde onemli bir diizeyde diislis yasandigr ve 5 ay
boyunca ndbetler kontrol altina alinabildigi bildirilmistir. 5 ay sonra ndbetler tekrar
artmaya baglamasindan sonra ailesi tarafindan tekrar 200 mg/giin sefiksim uygulanmaigtir.
Uciincii giinden itibaren tekrar belirgin bir sekilde diizelme oldugu ve ndbetlerin kontrol
edilebildigini bildirmislerdir. Cocugun anne ve babas1 2 yil boyunca 3-5 giin uygulanan
bu sefiksim kiirii sayesinde, nobetleri ve agresif davraniglari kontrol altinda
tutabildiklerini bildirmistir. Durumu degerlendiren doktorlar iyilesmeyi teyit ederek,
fiziki muayenede, laboratuvar ve diger tetkiklerde anormal ya da kayda deger bulguya
rastlamadiklari bildirmislerdir.'%?

Ucgiincii kusak sefalosporin olan seftriaksonun EAAT-2 ekspresyonu yaparak

ndrotransmiter tasiyicisinin aktivasyonunu artirmasi, !’ 13

ayn1 grupta olan sefiksimin de
benzer bir mekanizmaya sahip olabileceginin olas1 bir agiklamasidir.

2.11.3. Gelecek Tedavi Yaklasimlari

AH saglik sistemi acisinda en zahmetli hastaliklardan biridir. Mevcut olarak
kullanilan ilaglar; amiloid seviyesini azaltmak, amiloid kiimelesmesi ile toksisitesinin
azaltmak ve tau proteininin hiperfosforile olmasini engellemeye yonelik islev
gormektedir. Kolinesterazin beyindeki islevinin 6dnemi anlasildikca, arastirmalar yeni
nesil asetil ve biitiril kolinesterazlarin kesfi iizerine yogunlagmistir. Bu arastirmalarin
yani1 sira, AH’yi tedavi etmek veya ilerleyisini yavaslatmak amaciyla anti-inflamatuarlar,

kolesterol diisiiriicii ilaglar, antioksidanlar, hormon tedavileri ve asilama gibi alternatif

tedavi stratejileri lizerine yapilan arayislar da hiz kazanmistir. Erken tan1 koyabilmedeki
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basar1, hastaligin daha iyi takip edilmesi ve yeni stratejilerin gelistirilmesi i¢in 6nemlidir.
AH’nin akademik arastirmasi {ic basamaktan olusmaktadir. Ilk adim olarak, &nceki
jenerasyonda hastalik oykiisii olan yiiksek riskli bir popiilasyon belirleyerek hastaliga
yakalanmalarini 6nlemek. Bu agamadaki amag, degistirilebilir risk faktorlerini (Cevresel
faktorler, diyet vs.) kontrol etmektir. Klinik 6ncesi evrede semptomlar yaklasik olarak
10-20 yil 6nce goriilmektedir. Ikinci adim, bu semptomlar ortaya c¢ikmadan &nce
potansiyel hastalar1 teshis edebilmeyi kapsamaktadir. Bunun i¢in mevcut teshis
yontemlerinin gelistirilmeye ihtiyaci vardir. Ugiincii adimdaki amag hastaliga sebep olan
molekiiller {izerine yogunlasarak, amiloid plaklarin ekstraseliiler, tau proteinden olusan
NFY’lerin ise intraseliiler agregasyonunu engellemektir. ACh sentezi ig¢in kolin
tagimaktan sorumlu olan kolin tagiyicilarinin (CHT1) hizlandirilmasi, AH’nin gelecekteki
tedavisi icin ¢dziimler arasinda yer alabilir.”% 194 195

2.12. Deneysel Alzheimer Modelleri

Deneysel hayvan modelleri, hastaliklarin potansiyelini daha iyi kavrayabilmek ve
birtakim yeni tedaviler gelistirebilmek admma oOnemli bir yere sahiptir. AH
arastirmalarinda kullanilan deneysel hayvan modelleri genellikle ailesel AH’nin
projeksiyonu olan transgenik modellerdir. AH’ye sebep olan etmenlerin ¢esitliligi ve
klinik ¢alismalardaki basarinin diisiik olmasindan dolayr farklt modeller de
gelistirilmistir.””® 7 AH modelleri yalnizca memelilerde degil, meyve sinegi
(Drosophila melanogaster) ve yuvarlak solucan (Caenorhabditis elegans) gibi
omurgasizlarda ya da zebra balig1 gibi omurgali hayvanlarda da uygulanmaktadir fakat
fizyolojilerinin farkliligindan dolay1 bu modeller kisitlamalara sahiptir.!*3-2% {1k kez 1995
yilinda bir transgenik fare modellemesi yapilmis ve o zamandan bu yana bir¢ok yeni
model gelistirilmistir.!”> 20283 Hem transgenik hem de fizyolojik hayvan modellerinin

cogu, yalnizca amiloid birikimine sebep olur. Bu modellerde néronal ve biligsel kayiplara
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sebebiyet veren NFY gelisimi gibi patolojik ozellikler bulunmaz. AH’nin yaygin
metabolizmasi ya da patolojisini bu modellerde gormek zor oldugu i¢in, insanlardaki AH
bulgulariyla korelasyon gosteren hayvan modellerinde c¢alismak ve hastaligin
noropatolojisini iyi anlamak gereklidir.!?¢202- 204

2.12.1. Sican Modelleri

Fare modelleriyle karsilastirildiginda gelistirilen sican modeli sayisi daha azdir.
Daha biiyiikk beyne sahip olmalar1 nedeniyle, beyin omurilik sivisi toplama,
elektrofizyolojik Olciimler ve goriintiileme teknikleri daha kolay uygulanmaktadir.
Farelere gore daha zengin davranigsal hareketleri olmasi nedeniyle daha genis analiz
imkan1 sunmaktadir. Davranislarinin bu kadar ¢esitli olmasinin sebebi, farelerin aksine
sicanlarda da insanlar gibi dogumdan sonra beynin gelismeye devam etmesi
gosterilmektedir. Ayrica fizyolojik, morfolojik ve genetik ozellikleri agisindan da
insanlara benzerlikleri daha fazladir.?%® Sigan ve insan ApoE aminoasit dizilisleri arasinda
benzerlik de AH'de sicanlarin tercih edilmesindeki sebeplerden biridir. Ayrica sicanlarda
da insanlardaki gibi tau’nun 6 izoformu bulunmaktadir. Fakat tau izoformlarinin 4R/3R
oraninda farklilik yiiksektir. insanda bu oran 1:1 iken siganda 9:1°dir.>%

2.12.2. Fare Modelleri

Yabani fareler ve insanlardaki APP geninin %97 dizi benzerliginden dolay1 (695
izoform), AH ile ilgili bilimsel ¢aligmalarin biiyiik ¢ogunlugunda transgenik fareler
kullanilmaktadir. Fareler ve insanlarin AP dizisi i¢inde 3 amino asidi kapsayan (R5G,
Y 10F ve H13R) 6nemli bir farklilik vardir ve bu farklilik AP agregasyonunu ve plaklarin
olusumunu engellemektedir. Bundan dolay1, farelerde amiloid plaklarin olusumu i¢in
insan APP’sinin ekspresyonu gereklidir. Plak olusumunu saglayabilmek adina farelerdeki
modeller genelde transgenik model iizerine kurgulanmistir.?’”- 2% Bununla birlikte

transgenik farelerdeki en biiyiik sorun, yaygin nérodejenerasyon ve lokal beyin atrofisinin
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goriilmemesidir. Bir diger problem ise fareler ve insanlardaki tau proteininin yalnizca
%88 homoloji gostermesinden dolay1 farelerde hiperfosforile tau’ya sahip olmalarina
ragmen NFY olusmamasidir.2%-212

2.12.3. Omurgasiz Hayvan Modelleri

Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans gibi omurgasizlar da AH
arastirmalarinda kullanilmistir fakat sinir sistemleri ve davraniglari insanlarda goriilen
karmagikliktan yoksundur, bu da insan hastaliklartyla karsilastirmayr cok
zorlagtirmaktadir. Diisiik maliyetli olmalari, yasam dongiilerinin kisa olmas1 ve deneysel
uygulamalarinin kolay olmasi gibi onemli avantajlar1 vardir. Yine de bu modelleri
kullanirken insanla olan biiyiik farkliliklar g6z oniine alindiginda sonuglarin titizlikle
yorumlanmasina ve insana daha benzer modeller kullanilarak dogrulanmasina ihtiyag
vardr,19% 213215
2.12.4. Intraserebroventrikiiler Streptozotosin (ICV-STZ) Modeli
Kemirgenlerde yaygin  olarak  kullanilan  deneysel bir  modeldir.
Intraserebroventrikiiler (i.c.v.) olarak uygulanan STZ, uzamsal ve tersine dgrenme, hafiza
ve yonetimsel fonksiyonlarin bozulmasina neden olmaktadir. Arastirmacilar STZ’ nin
ogrenme ve hafiza tizerindeki etkisinin birden fazla yolla gergeklestigine dair giiclii
kanitlar elde etmistir. Baz1 calismalarda ISV-STZ uygulamasimin beyinde nitrozo-
oksidatif stres, AChE aktivitesi ve sitokin liretiminde artisa neden oldugu tespit edilmistir.
Ayrica AP agregasyonunu indiikledigi ve taupatiyi artirdigi bildirilmistir.?!6->!° Biligsel
islevlerde olusan bozuklugun sigan hipokampiisiinde Ras/ERK, CREB, cAMP ve BDNF
sinyal yollarinda fosforilasyonun inhibe olmasiyla iligkili oldugu bildirilmistir.?2% 2*!
Uzamsal 6grenmenin ise NMDAr ile iligkili Ca**/kalmodulin-bagimli protein kinaz II

(CaM kinaz I ya da CaMKII) ekspresyonun azalmasina bagl olarak bozulma oldugu

gosterilmistir.”> 2** Ayrica diger c¢alismalarda STZ uygulamasmin hipokampiiste
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Akt/GSK-3p sinyalinin bozulmasina bagl olarak hafiza bozukluklar1 meydana getirdigi
de 6ne siiriilmiistiir.??* 22* STZ uygulamas1 sigan beyninde TNF-a, IL-6, iNOS NF-«B,
ve siklooksijenaz-2 gibi néro inflamatuar sitokinlerin ekspresyonlarini indiiklemektedir,
bu durum hafiza ve 6grenmeyle iliskili diger yolaklara ek olarak néroinflamasyonun da
indiiklendigini gdstermektedir.?!®- 225227 STZ ile modellenen AH’de AChE aktivitesinin
artmasiin da 6grenme ve bellek problemleri olusturdugu belirlenmisgtir.>!% 228

Diyabetli hastalarin yarisindan fazlasinda AH ortaya ¢ikmaktadir. Bu iki hastalik
arasindaki ana benzerlik insiilin direnci ve inflamatuar yolaklardir. Son on yilda yash
insanlarda yapilan deneylerden elde edilen bulgular neticesinde AH i¢in Tip 3 diyabet
tanimi Onerilmistir. Bunun sebebi, Tip 1 ve Tip 2 diyabette bulunan insiilin direncine
benzer ortak molekiil ve hiicresel 6zelliklerin AH’de de bulunmasidir. Insiilin, amiloid
plaklarin olugmasinda rol alir. Ayrica NFY’lerin olugsmasinda énemli rolleri bulunan tau
proteininin hiperfosforile olmasina sebep olan glikojen sentaz kinaz 3f’nin (GSK-3p)
aktivasyonunda da gorev alir. Noronlarda ¢ok fazla sayida insiilin reseptérii vardir.
Ozellikle de hipokampiis ve serebral korteks bdlgelerinde fazlaca yogunlagmislardir.!'!’
Ayrica STZ ile indiiklenmis AH deneylerinde STZ gruplar1 diger gruplara gore daha fazla
kilo kaybettigi ¢alismalarla gosterilmistir.??% 23

2.12.5. intraperitoneal Aliiminyum Kloriir Modeli

Aliiminyum nérotoksik bir maddedir ve cevrede serbestce bulunur.?*! Siklikla
beyinde birikerek hipokampiise kan akisini bloklar ve AH semptomlarin ortaya
cikmasina sebep olmaktadir.?*> 233 Model olusturulurken aliiminyum kloriir, D-galaktoz
icinde verilmektedir. D-galaktoz beyinde APP proteininin ekspresyonunu artirir, biligsel
eksikliklere, oksidatif strese ve inflamasyon ile kolinerjik disfonksiyona sebep

olmaktadir.”** Aliiminyum kloriiriin 30 giin boyunca 5 mg/kg/i.p. uygulanmasi, AH

modelinin gelismesini saglar. Aliiminyumun beyinde Na*/K* ATPaz ve Ca™ ATPaz
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miktarm azaltarak anti-oksidatif yetenekte bir azalmaya yol agtig1 da bildirilmistir.?3> 23

2.12.6. intraperitoneal Skopolamin Modeli

Bu modeli uygulamak amaciyla, i.p. olarak 2 mg/kg dozda 10 giin boyunca
muskarinik reseptdr antagonisti olan skopolamin isimli tropan alkaloidi uygulanir.
Skopolamin uygulamasindan sonra kolinerjik ndrotransmiter sisteminde blokajlar
meydana gelir ve kolinerjik yetmezligi takip eden hafiza bozuklugu olusur. Skopolamin
ile indiiklenen AH modelinde, meydana gelen hafiza kaybi oksidatif strese neden
olmaktadir. Bunun yan1 sira skopolamin uygulamasi, hipokampiis hiicrelerinde apoptoz
meydana getirmektedir.>37 238

2.15. Davranis Testleri

2.15.1. Lokomotor Aktivite Testi

Lokomotor aktivite testi, si¢anlarin motor aktivitelerinde meydana gelen
farkliliklar1 ve anksiyete ile ilgili davranislari test etmek icin kullanilan bir sistemdir.
Kizilotest 1sinlarla taranan sistemde siganin konumu, yer degistirmesi, stereotipik,
siislenme ya da dinlenme hareketlerinin her biri sayisallastirilarak bilgisayar ciktisina
donustiiriliir. Bu ¢iktilar degerlendirilerek hayvanin yeni ortama alismasi, merak
duygusunun devami ya da anksiyetesi hakkinda yorumlanmaya ihtiya¢ duyulan bilgiler
verir.?° Acik alan testinden farkli olarak bu ¢alismada aktivite dlciimii yapilir ve
bagimsiz bir gdzlemci yerine tiim kayitlari bilgisayar otomatik olarak kaydeder.

2.15.3. Morris Su Labirenti (Morris Water Maze) Testi

Ogrenme ve hafiza i¢in kullanilan en yaygm testlerden biridir. Hayvanlarm
ylizmeyi sevmemeleri ve sudan kagma egilimlerine dayanarak olusturulmus bir deneydir.
Dort esit kadrana boliinmiis olan uygun sicaklik ve derinlikteki bir havuzda, hayvanlarin
yon bulma, 6grenme ve hafiza yeteneklerinin 6l¢iildiigli bir sistemdir. Uzamsal akil

yiirlitme, uzaysal 6grenme ve hafiza gibi olgular, onlarca yildir arastirmacilar tarafindan
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merakla incelenmekte ve insanlar ile hayvanlarin g¢evrelerinde nasil gezindigi ile
ilgilenmektedir.?*% 24! Hayatta kalmak igin ihtiya¢ duyulan bu yetenek; yiyecek, barmak
ve es bulma gibi arayiglarinda canlilara yardimer olmaktadir. Canlilar uzamsal zekalari
ile renk, sekil, boyut, konum ve birbirleriyle olan iligkileri agisindan zihinlerinde iligki
kurabilmektedir ve c¢evrelerinde bulunan 2-3 boyutlu cisimleri ve sekilleri zihinsel
boyutta diizenlemektedirler.** 2** Elde edilen verilere dayanarak, Morris su labirentinde
(MSL) deneye alinan siganlarin hareketleri incelendiginde, labirenti ¢6zmek i¢in uzaysal
bir ¢oziimleme yaptiklar1 anlagilmaktadir. Sigcanlar havuz iginde platform arayislari
siiresince su ylizeyinden 15 cm yukarida bulunan ipuglarini kullanmakta ve bu
ipuglarindan yola g¢ikarak platformun yerini tespit etmektedir. Bu durum, sicanlarin

havuzu 3 boyutlu olarak anlamalar1 ve ¢dziimlemeleri sonucunu dogurmaktadir,>#!:24%244-

248

2.15.2. Pasif Sakinma Testi

Hafiza, davranis ve Ogrenme yeteneklerinin arastirildigi, tabani elektrosok
uygulayabilen ¢ubuklarla kapli 2 odadan (aydinlik/karanlik) olusan bir sistemdir. Bu
sistem hayvanda 6grenme yetenegini korku giidiimlii olarak kosullu kaginmay test eden
bir sistemdir. Bu testte, hayvanin elektrosok odasina (karanlik oda) girmekten kaginmay1
ogrenmesi beklenmektedir. Siganlar noktiirnal hayvanlardir. Dogalar1 geregi giindiiz
uyuyup gece aktif olurlar. Her ne kadar si¢anlar 1s1iktan korkmasa da aydinlik ortamdan
rahatsiz olduklar1 i¢in de genelde karanlik bdlmelerde yasamaktadir. Pasif sakinma
sisteminde aydinlik bolmenin led 1s1klarla yiiksek liimenli 1s1kla aydinlatilmasi, hayvanlar
icin rahatsiz edici bir ortam olusturur ve kapali bolmeye ge¢mek isterler. Burada maruz
kaldiklar1 diisiik siddetteki elektrosok caydirict bir uyarana sebep olur ve sicanlarin
sistemin nasil c¢alistigini anlamalarin1 ve Ogrenmelerini saglar. Deney prosediirii bu

anlama ve 6grenme yetenekleri iizerine kurulmustur.>#%-2!
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2.13. In vivo Voltametri

Norotransmiterler, sinir sisteminde sinyal iletmek, bilgi aktarmak ve hiicrelerin
korunmasi gibi sorumluluklar tagirlar. Ayn1 hastalik tizerinde birden fazla nérotransmiter
islev gorebilir fakat bazi norodejeneratif hastaliklar da birka¢ norotransmiter One
cikmaktadir. Bu ndrotransmitterlerin tespiti amaciyla ¢esitli yontemler gelistirilmistir.
Temelde norotransmiter Ol¢iimii mikrodiyaliz teknigiyle yapilmaktadir ve sonrasinda
genellikle kromatografik yontemlerle desteklenmektedir. Ayrica floresan, optik
yogunluk, elektrokimya veya daha karmasik bagka tespit sistemleri kullanilabilmektedir.
Bu yontemlerin dezavantaji, genelde sakrifiye isleminde sonra yapilmasi veya belirli
periyotlarla (60 sn, 5 dk araliklarla vs.) 6l¢lim alinmasidir. Bu durum, norotransmiter
Olciimiinde zaman ¢oziniirliglinii ortadan kaldirmaktadir. Ayrica norotransmitterlerin
spontan olarak yikima ugramasi ya da beyin omurilik sivisinin diisiik miktarlarda
toplanmasindan Otliri  kesin sonu¢ alimamamasi, bu yoOntemlerin en Onemli
dezavantajlaridir. Voltametri teknigi ile, anestezi altinda ya da serbest hareket edebilen
siganlarda beyne yerlestirilen mikroelektrotlar sayesinde saniyelik 6l¢iimler alabilmekte
ve istenilen siire boyunca dl¢iim yapilabilmektedir.?>>2%7

Mikroelektrot ve referans elektrot arasinda +0.7 voltluk bir akim olusturuldugu
zaman, yeni sekillenen peroksit oksitlenir ve platin yiizeye transfer olan elektron
vasitastyla bir akim olusur ve bilgisayar bu degisikligi dlger. Mikroelektrotlar {izerinde
kayit alan kanallarin oldugu yiizey, platin veya karbon gibi inert bir metalden
olugsmaktadir. Bu yap1 belirli bilesikleri okside edebilmekte ya da indirgeyebilmektedir.
MSS’nin ekstraseliiler boslugunda bulunan askorbik asit, dopamin, ndradrenalin,
serotonin, homovanilik asit, nitrik oksit ve iirik asit gibi norokimyasallar, platin yiizey

tizerinde elektrokimyasal olarak diisiik veya yiiksek oksidasyon potansiyeline sahiptir.
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Potansiyostatlar1 iceren diisiik giiriiltiilii bir baslik (headstage), mikroelektrot ile iyonik
temas halindeki bir referans elektroduna (Ag/AgCl) kars1 bir potansiyel uygulamaktadir.
Bu potansiyeller, tek bir mikroelektrot tizerindeki farkli kanallardan ya da simiiltane
calisabilen ve c¢oklu girise sahip mikroelektrotlardan alinan veriyi bilgisayara
aktarmaktadir. Mikroelektrot yiizeyinde olusan potansiyel yeterli seviyedeyse, elektrot
yilizeyindeki molekiiller ya oksitlenir ya da elektrokimyasal 6zelliklerine bagli olarak
indirgenir. Oksitlenme sirasinda molekiiller kayit yiizeyine elektron aktarirken,
indirgenme sirasinda bu yiizeyden elektron ayirirlar. Bu Faradaik reaksiyonlar sonucu
olusan akim, mikroelektrodun i¢inde bulundugu dokularda bulunan elektro aktif
molekiillerin konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Tiim bu temel 6zellikler, in-vivo
calismalar yapabilmek i¢in in-vitro kalibrasyon yapilmasina olanak saglamaktadir.
Elektrokimyasal 6l¢iim teknikleri arasindaki en basit yontem amperometri Sl¢iimiidiir. Bu
teknik, akimin stirekli olarak sabit bir potansiyelde ve 1 milisaniyeden daha kiigiik
stirelerde Olciilebilmesini saglamaktadir. Elektrota siirekli olarak voltaj uygulanabildigi
icin, Faradaik olmayan arka plan akimlar1 ana 6l¢iimii etkilemez ve elektrokimyasal
olarak aktif olan molekiiliin hassas olarak ol¢iimiine izin vermektedir. MSS’de bulunan
norokimyasallar1 6l¢ebilmek amaciyla elektrot ylizeyine enzim uygulanmaktadir ve bu
enzimler sayesinde elektrokimyasal olarak aktif olmayan molekiiller de
Ol¢iilebilmektedir. Kullanilan enzimler olgiilmek istenen molekiile spesifik olarak
secilmektedir (Tablo 2.1). Oksidaz enzimleri i¢in kofaktor olarak oksijen gereklidir. Bu
nedenle oksidaz enzimlerinin kullanildig1 oksijensiz ortamlarda 6l¢iim yapilamaz. Bu
durumda hidrojen peroksit kullanilir ve hidrojen peroksidin oksidasyonu sonucu devam
eden reaksiyonlarin ihtiyaci olan oksijenin bir kismu tiretilir. Tekli mikroelektrotlarin en
onemli dezavantaji, yalniza mikronlarla 6lgiilebilecek alanlardan 6l¢lim alabilmeleridir.

MSS’de kiigiik bir alan taranacaksa bu durum avantaj haline gelebilmektedir. Baz1
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hastaliklarla dogrudan iligkili bolgelere yerlestirilecek elektrottan, olduk¢a verimli
sonuglar alinabilir. Amperometrik yontemlerle harmanlanmis mikroelektrotlar sayesinde,
ilgili analitlerin 1-1000 milisaniyelik 6l¢limleriyle ndrotransmiter salinim ve geri alinim
36,39, 258-263

miktarlar1 rahatlikla incelenebilmektedir.

Tablo 2.1. Voltametri testinde kullanilan enzimler ve kullanim amaglari.

Enzim Substrat Uriin Kullanim Amaci Referans
AChE ACh Kolin, Asetik asit Kolin 6l¢timii 36,258-262
Glutaminaz Glutamin NH,", L-glutamat Glutamin 6l¢timii 36,258-262
Askorbat oksidaz Askorbat, O,  Dehidroaskorbat Askorbat gikarilmas1 ~ 36-238-262
Katalaz H20, 02 H,0: ¢ikarilmasi 36,258-262
Kolin oksidaz Kolin, O H,0,, Betain Kolin Olgiimii 36,258-262
L-glutamat oksidaz ~ L-glutamat, O,  H»O., a-ketoglutarat  L-glutamat Sl¢imii 36,258-262

2.14. LC-MS/MS

Norotransmiterler ve bunlarin metabolizma iiriinleri davranis, ruhsal durum ve
bilis kontrolii gibi beynin bir¢ok fizyolojik fonksiyonuyla dogrudan iliskilidir. MSS'de
bulunan noérotransmiterlerin (dopamin, glutamat, serotonin vs) metabolik yollari, AH,
depresyon, PH ve anksiyete gibi noropsikiyatrik hastaliklarin olusumunda ya da
onlenmesinde ©nemli rollere sahiptirler.?>*?>° Mikrodiyaliz, norotransmiterler ve
bunlarin metabolitlerinin ekstraseliiler sividaki konsantrasyonlarii diizenli bir sekilde
izleyebilmek igin kullamlabilecek, giivenilir bir drnekleme yontemidir.>>® Mikrodiyaliz
minimal bir invazyon teknigi oldugu icin, hayvanlar serbestce ve bilingleri agik sekilde
hareket halindeyken Ornek toplanabilir, bu O6rneklerden ndrotransmiter seviyeleri ve
dalgalanmasi1 dogru bir sekilde 6l¢iilebilir. Mikrodiyaliz, diger yontemlere nispeten daha
temiz ornekler sunar ve rahat bir sekilde kontaminasyon ile diliisyon gibi hatalarin 6niine
gecilebilir.?*® 257 Norotransmiter tayini igin ultraviyole saptama, floresan saptama,
elektrokimyasal tespit (ECD) ve kiitle spektrometresi (MS) gibi yontemlerle birlikte

yiiksek performansli s1vi kromatografisi (HPLC) veya kilcal elektroforez (CE) yontemleri
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siklikla kullanilmaktadir. Ancak ultraviyole (UV) tespitinin monoaminlere duyarsiz
olmasi, floresan tespitinin zayif segicilie sahip olmasi veya elektrokimyasal tespit
yonteminde elektrot kirlenmesine bagl tekrarlanabilir olmamasi gibi sorunlardan 6tiirii
bu yontemlerin birtakim kisitlamalar1 vardir. Bu sorunlar1 agabilmek amaciyla, analitik
secicilikte avantajlar1 olan kiitle spektrometrik yontemler gelistirilmistir. Bu
yontemlerde, molekiiler kiitle ve belirli bir analitin iyonizasyon ve par¢alanma
davramslar1 incelenerek tespit yapilmaktadir.?**2% Bu sebeple giiniimiizde gaz
kromatografisi/MS (GC-MS), kilcal elektroforez/ MS (CE-MS), s1vi kromatografisi/MS
(LC-MS) ve LC-MS/MS teknikleri gelistirilmis ve ragbet gdérmiistir. LC-MS/MS
yontemi  diger numune hazirlama  yOntemleriyle  birlestirildigi = zaman,
ndrotransmitterlerin nicel olarak Ol¢iilmesindeki duyarlilik artirilmaktadir. Bu teknikler
sayesinde, MSS’de meydana gelen karmasik ndrobiyoloji daha kolay anlasilacak, ilag

arastirmalari, ndrolojik ve psikiyatrik arastirmalarda yaygin olarak kullanilacaktir,?>% 237

266,267, 270-277
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deney Protokolii

Bazal Olgiimler . Model Olugturma, ~ Tedavi Sonrasi Olgiimler
| I I i

Deney Baglangici

................ Sefiksim (oral) 200 mg/kg
Lokomotor Memantin [oral) 10 mg/kg in Vivo Voltametri
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Sekil 3.1. Deney protokolii
Hayvanlar

Arastirmada Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden (ATADEM) temin edilen 40 adet 270-300 gr. agirhiginda, disi Sprague
dawley siganlar kullanildi. Deney siiresince siganlarin su ve yeme erisimi serbest birakildi
ve 12 saatlik aydinlik/karanlik dongilide uygun sicaklik ve nemde barindirildilar. Bir
haftalik adaptasyonu takiben hayvanlar rastgele dagitilarak deney gruplar1 olusturuldu.
Deney hayvanlari kafeslerine dagitildiktan sonra, neofobiyi engellemek amaciyla her giin
giinde birer dakika boyunca denekler elde tutularak arastirmacilara ve ortama alistirildi.
Bu c¢alismanin biitiin siireclerinin etik uygulama kurallarina uygun oldugu “Atatiirk

Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu” (HADYEK) tarafindan verilen
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23.12.2019 tarihli 42190979-000-E.1900368826 sayili belge ve 249 numarali karar ile
onaylanmaistir.

Deney Gruplar

Her biri 10 hayvandan olusan 4 gruplu calismamizda, gruplarimiz su sekilde
planlanmistir.

Grup 1 Kontrol: Saglikli Kontrol grubu

Grup 2 (STZ): 3 mg/kg STZ uygulanan AH Kontrol Grubu.

Grup 3 (STZ+MEM): 3 mg/kg STZ + 28 giin boyunca 10 mg/kg Memantin
uygulanan tedavi grubu.

Grup 4 (STZASEF):3 mg/kg STZ + 28 giin boyunca 200 mg/kg Sefiksim
uygulanan tedavi grubu.

3.2. Deneysel Alzheimer Modelinin Olusturulmasi ve Uygulamalar
Deneysel AH modelimizi olusturabilmek amaciyla deney hayvanlarina i.c.v. enjeksiyon
yoluyla, bilateral 3 mg/kg STZ uygulamasi yapildi. STZ, 4.5 pH’lik 0.05 M sitrat
tamponunda ¢Oziilmiistiir. Sitrat tamponu, 0.0228 M sodyum sitrat dihidrat ve 0.0272 M
sitrik asit ile hazirlanmistir. Sigcanlar tiyopental sodyum (50 mg/kg i.p.) ile anesteziye
alindi. Anestezi altindaki siganlarin kafa derisinde bulunan killar 6nce tiras makinesi
sonra jiletle tirag edilip temizlendi. Stereotaksi cihazinda (Stoelting Co., USA, Sekil 3.2)
yapilacak uygulama sirasinda, hipotermiden korumak amaciyla siganlar 1sitici ped
lizerine yiiziistli yatirildi. Sicanlarin kafatasinin diiz durabilmesi icin {ist kesici disleri
stereotaksi lizerinde bulunan ve rostrum bdlgesini sabit tutmaya yarayan aparata
yerlestirilip bu bolge sabitlendi. Daha sonra kulak yoluna yerlestirilen ve iizeri milimetrik
cetvelle isaretlenmis 6zel cubuklar kullanilarak neurocranium bdlgesi de stereotaksi
cihazi iizerinde hareketsiz sekilde sabitlendi (Sekil 3.3). Tiras edilen kafa derisi povidon

iyotla dezenfekte edildi. Gz hizasindan oksipital kemige kadar olan kafa derisi, sagittal
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crest hattt boyunca 3-3,5 cm uzunluk civarinda bistiiri ile tam katli olarak kesildi. Deri
kenarlar1 iki yana agilarak uygulama alani agiga cikarildi. Kafatasi iizerinde bulunan
yumusak dokular ve periost kunt diseksiyon ile dikkatli bir sekilde tamamen temizlenerek
kafatasi ortaya ¢ikarildi. A¢iga ¢cikmis olan kafatasi iizerinde bregma ve lambda noktalar1

tespit edildikten sonra stereotaksi cihazina sabitlenmis isaretleyici, bregma iizerine

278

getirildi ve bu nokta sifir noktasi olarak elektronik koordinat 6lger ile sabitlendi.

——— = = -

Sekil 3.2. Stereotaksi cihaz1 ve CA3 bolgesi koordinatlari
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Sekil 3.3. Stereotaksi iizerinde sabitlenmis bir si¢an.

Akrilik ¢imentoyu sabitlemek kullanilan mikro vidalar, rostrum bdlgesini sabitlemeye yarayan
On aparat ve neurocranium bolgesini sabitlemeyi saglayan kulak cubuklari goriilmektedir.

Koordinat 6l¢er yardimiyla bregma noktasinda; anteroposteriyor (AP) 0,8 mm ve
bilateral (mediolateral, ML) 1,5 mm noktalar1 isaretlenerek dis¢i frezesiyle (Portable
Dental Unit, DU893, Shanghai Int. Corp., Hamburg, Germany) kafatasinda iki delik
acildi. 3 mg/kg STZ ile yiiklenmis Hamilton enjektoriintin u¢ kismi, agilmis olan bu
deligin periost kismina getirilerek elektronik koordinat dlger lizerinde Z noktast sifirlandi
ve Hamilton enjektdrii beynin zarar gdrmesini ve postiiriinii kaybetmesini engellemek
amaciyla yavascga (60 saniyede) kafatas1 ylizeyinden dorsoventral (DV) 3,6 mm noktasina
indirilerek toplamda 3 mg/kg STZ enjeksiyonu yapild1 (Sekil 3.4). Enjekte edilen STZ
soliisyonunun ¢evre dokular tarafindan emilebilmesi amaciyla 3 pl/dk hizinda enjeksiyon
yapildi. Tlag tamamen yayildiktan sonra bdlgede bulunan ilag soliisyonunun Hamilton
enjektdriiniin yolunu takip ederek geri akisini engellemek amaciyla bazi bolgelerde 30

saniye bekletilerek yavasca disar1 ¢ikarildi.?’®
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Sekil 3.4. Hamilton siringasi ile STZ enjeksiyonu.

Fotografta iistte elektronik koordinat dlger ve Hamilton enjektorii goriilmektedir. Koordinat dlger
tizerinde, STZ enjeksiyonu yapilan lateral ventrikiillerin koordinatlar1 gériinmektedir. Yakinlastirilmig
olan alt goriintiide ise, bilateral agilan enjeksiyon delikleriyle beraber, sagittal crest hizasinda asagida
(fotografta solda) lambda bolgesi ve fotografta sagda bregma noktas: goriilmektedir.

Stereotaksi cihazindan ayirdigimiz sican bekletilmeden siitiir masasina iletildi ve
3/0 ipek iplik ile kafa derisi basit ayr1 dikis teknigiyle dikildi. Lokal enfeksiyon
olusumunu engellemek amaciyla siitiir hatt1 povidon iyotlu ¢ozeltiyle muamele edildi ve
tim hayvanlara %0,9’luk fizyolojik serum ve laktatli ringer kokteyli ile i.p. sivi
replasmani yapildi. Deney sonrasi sedasyonu uzayan ve beslenme problemi yasayan
siganlara takviye laktatli ringer soliisyonu enjekte edildi. Siganlarin harder bezlerinden
salinan porfirinli sivinin kuruyup géz/burun c¢evresinde birikmesi anesteziden c¢ikan

siganin buray1 temizleyememesine sebep olur. Bu problemi yasayan hayvanlarin géz ve
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burun g¢evreleri 1lik suyla nemlendirilmis pamukla temizlenip si¢anlarin bir an dnce rutin
yasamlarina donmeleri saglanmistir. Sicanlarin kafesleri her giin temizlenerek altlik
materyalleri degistirilmistir. Asir1 kilo kaybi, agr1 belirtisi veya insizyon hattinda
enfeksiyon durumlarma karst sicanlar siirekli kontrol altinda tutuldu.  Bellek
islevlerindeki degisiklikler tipik olarak ICV-STZ (intraserebroventrikiiler STZ
enjeksiyonu) enjeksiyonundan 15 giin sonra baglar. ICV-STZ enjeksiyonu ile model
olusturulduktan sonra 15 giinliik tedavi ilact uygulanmis ve ndoroprotektif etkinin
kiyaslanabilmesi amactyla tedavi sonrasi 6lgiimleri alinmistir. Tedavi sonrasi ol¢limler 7
giin, voltametri 6l¢iimleri 4 giin siirdiigii i¢in glutamat geri alim stiresinde degisiklikler
olmamas1 adina bu dl¢iimler sirasinda ilag uygulamasi devam etmistir.?”>-283

3.3. Davrams Modelleri

3.3.1. Lokomotor Aktivite Testi

42x42x42 cm ebatlarinda saydam pleksiglas kafeslerde ambulatuvar ve vertikal
kizilotest 1sinlarimin 250 ms’lik araliklarla hayvanlarin konumunu ve hareketini
kaydettigi bir sistemdir (MAY ACT 508, Commat, Ankara, Tiirkiye, Sekil 3.5). Bu
sistemde siganlarin birbirini ya da dikkatlerini dagitabilecek objeleri gormelerini
engellemek amaciyla opak cisimlerle kafes etrafi cevrilir. Siganlar noktiirnal canlilar
olduklarindan dolay1 oOlg¢limlerini alabilmek i¢in karanlik bir ortama ihtiyag
duyuldugundan, siganlarin duyarsiz oldugu kirmiz1 1s1kla aydinlatilan bir laboratuvarda
Olctimler alindi.

Tiim siganlar kafesin orta noktasindan deneye baslatilir ve 10 dakika kafes i¢inde
tutulduktan sonra test sonlandirilir. Her sigandan sonra kafes icerisindeki koku, idrar ya
da digk1 gibi etmenlerden arindirmak amaciyla kafes i¢i %70’lik etanol ile temizlenir.
Test yapilan ortamda ses ve koku gibi dis uyaranlardan sakinmak amaciyla arastirmacilar

deney siiresince bagka odada bekler. Kafes sistemi otomatik 6l¢iim yapan bir bilgisayara
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baglidir ve her dl¢iim neticesinde gezinme, stereotipik, dinlenme, kat edilen mesafe,
dikey ve yatay hareketler olmak iizere 6 parametre otomatik olarak dlg¢iiliir ve ayr1 olarak
kaydedilir. Tiim si¢anlara ait ayr1 ayr1 gezinme ve rota hareketlerini gosteren birer harita
olusturulur. Siganlarin anksiyete durumu, fiziksel kuvveti ve lokomotor aktivitelerinin
hafizayla iliskisinin test edildigi bu diizenekte, sicanlarin bazal ve tedavi sonrasi

dlgiimleri alinarak hastaligin gelisip gelismedigi ve deneyin etkinligi arastirilmaktadir.?8"

284

Sekil 3.5. Lokomotor aktivite 6l¢iim cihazi (MAY ACT 508)

3.3.2. Morris Su Labirenti Testi:

MSL olgiimleri yapabilmek amaciyla 150 cm c¢ap, 60 cm derinlik, siganlarin
tizerine ¢ikabilecegi 10x10 cm ebatlarinda bir platform ve otomatik ayarlamali 1siticilara
sahip olan bir havuz kullanilmaktadir (MAY WM-150, Commat, Ankara, Tiirkiye) (Sekil
3.6). Video takip programi (Noldus Ethovision XT 10) ve kizil6tesi tarama yapan sistem

ile, sicanin anlik konumu ve yer degistirmesi tespit edilebilmekte ve su tankindaki
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hareketleri kaydedilebilmektedir.

Tank ve platform siyah renklidir. Tanka doldurulan su ise graniil boyasi ile siyaha
boyanir, bu sayede beyaz renkli sicanin tank i¢indeki takibi kolaylagmaktadir. Havuzun
bulundugu oda sabit bir 151k kaynagiyla aydinlatilir ve deneklerin dig uyarima maruz
kalmamasi i¢in deney siiresince odadaki isaret ve sekiller sabit birakilir. Dort esit kadrana
boliinmiis olan tankin dogu, bat1 ve kuzey koselerine farkli renklerde geometrik sekiller
yerlestirilir. Sicanlarin bu sekilleri referans alarak, kuzeybati kadraninda bulunan ve
havuz duvarindan 30 cm uzaga yerlestirilen platformu bulmalari amaglanir. Platformun
duvardan 30 cm uzaga konulmasinin sebebi, havuz duvarina tutunarak ylizen sicanlarin
rastgele bir sekilde platformu bulmalarini engellemektir. Bazal ve tedavi sonrasi olmak
tizere iki farkli zamanda 6l¢tim alinmistir. Bazal 6l¢iimlerden elde edilen sonuglara gore,
deney icin uygun olmayan siganlar deney dis1 birakilmistir. Tiim gruplar STZ grubuyla

kiyaslanmistir.

Sekil 3.6. Morris su labirenti tank1 (MAY WM-150)

MSL &lgiimleri alt1 giin siirmektedir. Ik Slciimler model olusturulmadan énce

alinmis, sonraki Olglimler ise tedavi ilaglar verildikten sonra alinmistir. Her iki 6l¢iim
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zamanindan 6nce deneklere alistirma yiizdiirmesi yapilmistir. {1k giin suya alismalari igin
60 saniyelik yiizdiirme yapilir. Sonraki giin su siyaha boyanir ve 2-5’inci giinlerde egitim
ylizdlirmeleri yapilarak sigcanlarin platformu bulduklart siireler kaydedilir. Egitim
ylizdiirmelerinin oldugu 4 giinliik siirede tiim hayvanlar her giin bir sonraki noktadan
baslayacak sekilde giiney, dogu, kuzey ve bati yonlerinden havuza birakilip 90 saniyelik
stire boyunca platformu ararlar. Siganlarin hedef kadranda (kuzeybati) bulunan platformu
bulup iizerinde 5 sn durmasi ya da platformu bulmaksizin tank iginde 90 sn boyunca
ylizmesi durumunda, deney otomatik olarak bilgisayar tarafindan sonlandirilir ve bir
diger denege gecilir. 90 saniye boyunca platformu bulamayan siganlar elle platform
tizerine yonlendirilir ve 15 saniye siireyle buray1 tanimalarina miisaade edilir. Siganlarin
platformu bulma siiresinin giin gectikge kisalmasi, 6grenme ve bilis lizerindeki olumlu
sonuclar1 gostermektedir. 6’nc1 giin platform ¢ikarilir ve tankta 90 saniye ylizdiiriilen
sicanin hedef kadranda gegirdigi siire kaydedilir. Bu agsamada siganlarin hangi kadranda
ne kadar siire gecirdigi ve platformun oldugu hedef kadrani hatirlayip hatirlamadigi
arastiriimugtir, 281 282,285

3.3.3. Pasif Sakinma Testi

Bu deney, aydinlik ve karanlik iki bolmenin giyotin kapiyla ayrildigr 6zel bir
sistemde yapilmaktadir (MAY PAC-214, Commat, Ankara, Tiirkiye) (Sekil 3.7). Sistem
tabani, aralarinda 1 cm bosluk bulunan ve sicanlara 1 mA elektrik verebilen demir
cubuklarla kaplidir. Aydinlik bélmeyi olusturan pleksiglas duvarlar opak beyaz renklidir
ve bdlmenin i¢ini yliksek liimenli beyaz 1sikla aydinlatan led 1siklar vardir. Karanlik
bdélmenin duvarlari ise siyah renkli olup, kizildtesi goriintiileme yapmaya olanak saglayan
kirmiz1 renkli bir pleksiglas kapak ile kapalidir. Sistemin tepesinde bulunan kamera,
aydinlik ve karanlik bolmeleri gorebilecek yiikseklikte sisteme entegre olarak

calismaktadir ve kizilGtesi tarama yaparak si¢anlarin konumunu tespit etmektedir.
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Deney Prosediirii: Bazal ve tedavi sonrasi olmak tizere iki farkli zamanda, tim
sicanlardan ardigik ikiser giin 300 saniyelik periyotlar halinde Ol¢iim alinmigtir.
Hayvanlar aydinlik bélmeye konulduktan sonra 10 saniyelik alisma siirecine birakilir.
Alisma siirecinden sonra deney baslatilir. Aydinlik bélmeye led lambalar vasitasiyla
yiiksek liimenli 151k verildikten hemen sonra giyotin kap1 agilir. Sigcan karanlik bélmeye
gecerse, giyotin kap1 otomatik olarak kapanir ve ayak tabanlarina 2 saniye boyunca 1 mA
elektrik akimi verilir. Elektrosok isleminden hemen sonra otomatik kapi agilir ve
deneklerin aydinlik alana ge¢mesi sonucu deney sonlandirilarak gecis siiresi kaydedilir.
Ikinci giin ayn1 siireg tekrarlanir. Siganlar aydinlik bdlmeye konur ve 300 saniyelik siirec
baslatilir. Aydinlik alanda gecirilen siirenin uzamasi, sicanlarin elektrosok varligini

ogrendigi seklinde yorumlanir,?8%: 283 286

Waranlik Oda

Sekil 3.7. Pasif sakinma testi 6l¢iim cihazi1 (MAY PAC-214)
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3.4. In Vivo Voltametri Testi

28 glinliik tedavilerinin ardindan denek hayvanlari stereotaksi cihazi ile sabitlendi
ve beyinlerinde AH ile iliskili olan CA3 bolgesinden FAST (Fast Analitical Sensor
Technology, Quanteon L.L.C, FAST-16) cihaz1 yardimiyla glutamat geri alim siireleri
Olciildii. Gruplar arasi farkliklar istatistiksel olarak olgiilerek tedavinin etkili olup
olmadig1 ortaya konuldu. Anlik olarak alinan kayitlar bilgisayarda program vasitasiyla
islenmistir, elde edilen ham veriler tarafimizdan analiz edilmistir. Bu analizler,
glutamatin CA3 bolgesinde geri alim siireleri hakkinda fikir elde etmemize olanak
saglamigtir. Denekler voltametri Ol¢limiine alinmadan Once elektrotlarin birtakim
hazirliklardan gegmesi gereklidir. Glutamatin ne kadar siirede geri alindigini tespit
edebilmemiz igin, belirli oranda hazirlanmis glutamatin ortama disaridan eklenmesi
gereklidir. Bu ekleme islemini yapabilmek i¢in cam mikro kaniiller kullanmaktayiz. Bu
kaniillerin etrafinda mikro vidalar vardir ve bu vasitayla kafatasina sabitlenebilmektedir.
Bu kaniiller ile beyin dokusuna 10 nanolitreye kadar ila¢ vermemiz miimkiin hale
gelmektedir. 20 pm ¢apli1 bu kaniiller, elektrodun 6l¢iim yilizeyine 50 pum mesafede olacak
sekilde sabitlenir. Elektrot ile mesafesi diizglince ayarlanmis olan kaniil icine 200 mM
glutamat soliisyonu doldurulur.?®’

Kalibrasyon

Elektrotlar beyne yerlestirilmeden once elektrokimyasal 6zelliklerinin tespiti
amaciyla in-vitro ortamda testlere tabii tutulur. Kalibrasyon islemleri FAST-16 cihazinda
0.7°1ik sabit bir voltajla yapilir. Bu cihaz, elektrokimyasal verilerle beraber elektrot
tizerindeki 4 kanalin glutamat aktivitesi hakkinda bilgi verir. Elektroda entegre olarak
gelen AgCl referans elektrodu ol¢limiin hassas ¢aligmasina yardimci olur. 0,1 M olarak
hazirlanan PBS soliisyonundan 40 ml behere konulur ve kalibrasyon islemleri bu

soliisyon i¢inde yapilir. Manyetik karigtirici ile siirekli olarak karistirilan soliisyona 500
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ul askorbik asit eklenerek elektrodun tepki verip vermedigi Olgiiliir. Tepki vermiyorsa 40
ul glutamat ¢ozeltisi eklenir ve selektivitesi lgtiliir. Bu asamada elektrodun askorbik asit
gibi interferentlere karsi tepki vermeyip yalnizca glutamati 6l¢gmesi hedeflenir. Tespit
limiti (Limit of Detection, LOD) 1 pl altinda ve selektivite degeri en az 100 olan
elektrotlar, calismaya hazir demektir. Kalibrasyon testlerini basarili sekilde tamamlayan
elektrot, hayvan deneyine alinir.

Deneklerin hazirlanmasi

Hayvanlar tiyopental sodyum (50 mg/kg) ile anestezi edilir, gerekirse inhale
anestezik ile idamesi yapilir. Hipotermiyi engellemek amaciyla isitict ped {iizerine
yatirilan siganin viicut 1s1s1 37.5 °C*de sabit kalmasi saglanir. Tirash kafa derisi 3-3.5 cm
uzunlugunda, tam katl olarak kesilir. Kafatasi ilizerinde bulunan dokular temizlenir.
Kafatas1 lizerinde herhangi bir mikro kanama noktasi varsa buraya mum siiriilerek
kanama durdurulur. Koordinatlar belirlenerek, elektrot ve kaniiliin girebilecegi genislikte
dura mater de dahil olacak sekilde dis¢i frezesi ile kontrollii bir sekilde delik agilir.
Kanamay1 engellemek amaciyla ¢ok 6zenli sekilde calisilmalidir.

In Vivo Voltametri Olciimii

Elektronik koordinat olcer ile kafatasi yiizeyi sifir olarak ayarlanir. Elektrot,
referans elektrot ve ici 200 mM glutamat ile doldurulmus olan kanil stereotaksi cihazinda
sabitlenir ve bu sistem sag hemisferde kafatasi yiizeyinden bregma noktasina gore AP 3.6
mm, ML 3.8 mm ve DV 3.6 mm (hipokampiis CA3) noktasina indirilir.?*

Stereotaksi cihazi sayesinde hareketsiz duran elektrot, hayvanin kafatasina
sabitlenir. Sabitleme islemi i¢in akrilik ¢imento kullanilir (Blau Cryl, Efes Dental
Medikal, Bursa, Tiirkiye). Akrilik ¢imentonun kafatasin1 tutabilmesi icin kafatasi
tizerinde farkli iki noktaya vidalama islemi yapilir (Sekil 3.8) ve akrilik ¢imento bu

vidalara tutunarak elektrot ve kaniilii hayvanin basinda sabit tutar.
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Akriligin tamamen sabitlenebilmesi i¢in, ¢imentonun kafatasi yiizeyinde ¢evreye
dogru biraz genisletilmesi gereklidir. Sabitleme islemi tamamlaninca nitrojen pompastyla
(Picospritzer I1I-Parker Hannifan, Corporation) 10-50 nanolitre glutamat ¢ozeltisi beyne
verilerek elektrodun kontrol 6l¢iimleri yapilir. Kontrol 6l¢limleri tamamlanan sigan deney
kafesine alinir ve burada uyanmasi beklenir. Uyanan ve hareket halinde olan hayvandan
Olctimler yapilirken, elektroda bagli FAST-16 sistemi 0.7 V sabit voltaj uygular. Sabit
ilerleyen bir baseline elde edebilmek i¢in bir miiddet beklenir. Baseline olusunca
Olgtimler yapilir. Verilen glutamat miktar1 ve glutamat geri alim siireleri 6lgiilerek not
edilir. Beyne verilen glutamat miktari, stereomikroskop (Meiji EMZ Zoom, Labtek Inc)
vasitastyla Olgiilir. FAST-16 cihazinin elektrottan aldigi veriyi bilgisayara aktarmasi
sonucunda ise program vasitasiyla glutamat geri alim siiresi Olgiilerek tespit edilir.
Hayvanin tiim voltametrik 6l¢iimleri alindiktan sonra 100 mg/kg yiiksek doz tiyopental

sodyum anestezisiyle Otenazisi yapilip beyinleri ¢ikarilir. Kanil yerlesimleri uygun

287

olmayan siganlar deney dis1 birakilir.

i1=2:|FaterallVentrikiil
Skl nokampUsicAs
M' Mikrovidalar

) Ibi“ﬁ;Lu

Sekil 3.8. Sican kafatasinin sabitlenmesi ve mikro vidalarin yerlestirilmesi.

1-2: ICV-STZ enjeksiyonu yapilan lateral ventrikiil koordinatlari, 3: Voltametri 6l¢iimii yapilan
Hipokampiis CA3 koordinatlari, 4-5: Akrilik ¢cimentoyu sabit tutmaya yarayan mikro vidalar.
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3.5. LC-MS/MS

Hassas ve basit bir sekilde, sican hipokampiisiinden alinan 6rneklerde istenilen
miktarda norotransmiterin analizi yapilabildigi i¢in tercih edilen bir ydntemdir.
Oksidasyon olasiligini elimine etmek ve numunelerin bozulmasini engellemek amaciyla,
sican hipokampiis ve korteks ornekleri azami hassaslikla izole edilir. AH hastalarinin
beyinlerinde glutamaterjik, dopaminerjik ve kolinerjik sistemlerde etkili olan patolojik
farkliliklar ortaya konulmus ve her bir ndrotransmiter i¢in kantitatif analiz yapilmistir.
Dopamin, glutamik asit ve ACh miktarini tespit edebilmek amaciyla hipokampiis ve
korteks bolgelerinden 200 mg Ornek alindi. Daha sonra bu 6rnekler TissueLyser II
(Qiagen, Almanya) cihazinda 2 dakika boyunca gelik bilyeler yardimiyla 1 ml asetonitril
icerisinde homojenize edildi. Ekstraktlar 1 saat boyunca -20 °C’de inkiibasyon islemine
tabi tutulduktan sonra ultra santrifiij yardimryla 12000 rpm’de santrifiij edildi. 45 mikron
por ¢apina sahip filtrelerden gegirilen drnekler kantitatif analiz i¢in hazir hale getirildi.

Orneklerin analizi igin pozitif iyon modunda AJS ESI iyon kaynagina sahip
Agilent 6460 LC-MS/MS cihazi kullanildi. Multiple Reaction Monitoring (MRM)
modunda dopamin, ACh ve glutamik asit i¢in optimum prekiirsor ve prodiikt iyonlar
(153.8 2 136.8, 147.8 = 84.0, 145.9 = 86.9) tercih edildi. Nebiilizatér basinci 35 psi
olarak ayarlanirken, kapiller voltaj 4500 olarak belirlendi. Y6ntemin enjeksiyon hacmi 5
uL olarak saptandi. Mobil faz olarak kullanmak amaciyla %0.1 formik asit igeren
deiyonize su-asetonitril (70-30; h/h) karigimi optimize edildi. Kolon sicakliginin 30 °C
olarak belirlendigi o6l¢iimlerde InfinityLab Poroshell 120 SB-AQ (3.0 x 150mm, 2.7-
Micron) ile biitiin numunelerde kromatografik separasyon gerceklestirildi. Yontemin akis
hiz1 0.3 ml/dk. ayarlandi. Toplam analiz siiresi 4 dakika olarak tespit edildi. Her bir madde
icin kalibrasyon egrileri ¢izildi. Referans numuneler ile ¢izilen egrinin lineer oldugu

regresyon analizi ile tespit edildi. Kantitatif analiz sonuglari verildi.?””- 288-2%2

55



3.7. Patolojik incelemeler

3.7.1. Histopatolojik Inceleme

Sicanlarin nekropsileri yapildiktan sonra, beyin dokulart %10 nétral formalin
sollisyonunda tespit edildi. Alinan dokular rutin alkol-ksilol serisinden gegirilerek parafin
bloklara alindi. Pozitif sarjli (Polilisinli) lamlara aktarilan 5 p’luk kesitler Hematoksilen
& Eosin (H-E) ile boyanarak korteks, cornu ammonis (CA1, CA2, CA3) kisimlarindaki
noronlarda goriilen piknotik ve dejeneratif degisimler yoniinden semi kantitatif olarak
yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak degerlendirildi.**?

3.7.2. immunohistokimyasal Inceleme

Siganlarin nekropsileri yapildiktan sonra, beyin dokulart %10 nétral formalin
sollisyonunda tespit edildi. Alinan dokular rutin alkol-ksilol serisinden gegirilerek parafin
bloklara alindi. Pozitif sarjli lamlara alinan 5 p’luk kesitler ksilol-alkol serilerinden
gecirilip PBS ile yikama isleminden sonra %3’liikk H>O; ile 10 dk. Muamele edilerek
endojen peroksidaz inaktive edildi. Dokularda bulunan antijeni agiga ¢ikarmak i¢in
antijen retrieval soliisyonuyla 2 kez 5 dk. boyunca 500 watt ile muamele edildi. Sonra
tekrar PBS ile yikanan dokular Tau (Santa Cruz, Katalog No. sc-32274 1/1500 diliisyon
orant), B-Amiloid (Santa cruz, Katalog No. sc-28365, 1/100 diliisyon orani) ve AChE
(Santa cruz, Katalog No. sc-373901, 1/100 diliisyon orani) primer antikorlar1 ile oda
sicakligi ortaminda 45 dk. boyunca inkiibasyona birakildi. Sekonder antikor olarak, Large
Volume Detection System: anti-Polyvalent, HRP (Thermofischer, Katalog no: TP-125-
HL) iiretici firmanin kit prosediiriine gore kullanildi. Kromojen amaciyla ise DAB (3,3'-
Diaminobenzidine) kullanildi. Mayer’s Hematoksilen ile zit boyama yapildiktan sonra
entellan ile kapatilarak 151k mikroskobunda incelendi. Inceleme beyin dokularmin
korteks, CA1, CA2 ve CA3 kisimlarindaki immunopozitiflikler semi kantitatif olarak yok

(-), hafif (+), orta (++), siddetli (+++) ve cok siddetli (++++) olarak degerlendirildi.?**>%
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3.8. Istatistiksel Analiz

Deney sonucunda elde edilen tiim veriler SPSS yazilimi1 (IBM SPSS Statistic
version 20.0) ile analiz edildi. Gruplar arasindaki farklilik, parametrik testlerde One Way
ANOVA, Post-Hoc Tukey testine gore yapilmistir. Patolojik analizler ise non-parametrik
test olan Kruskal Wallis testi ile dl¢lilmiis olup, gruplar arasi farklilik ise Mann-Whitney

U testi ile belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Lokomotor Aktivite Testi Bulgular:

Aktivite Olcer ile lokomotor aktiviteleri dlgiilen sigcanlarin dinlenme siireleri,
siislenme ve temizlenme stireleri (stereotipik), gezinme hareketleri ve kat ettikleri
mesafeleri olgiilmistiir. Elde edilen bazal 6l¢iim sonuglar1 Sekil 4.1°de, tedavi sonrasi

Ol¢lim sonuglari ise Sekil 4.2°de verilmistir.

Lokomotor Aktivite Bazal Ol¢iim Sonuclari (%)
100%
80% | | i
0% | |
40% | !
20% |
0% | | H H |
Stereotipik Gezinme Vertikal Dinlenme Katedilen
Hareket Hareketi Hareket Siiresi Mesafe
W Kontrol ESTZ WSTZHVIEM MISTZ+SEF

Sekil 4.1. Lokomotor aktivite bazal 6l¢lim sonuglari

Gruplarin lokomotor aktivite bazal 6l¢iim sonuglarinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulunmamistir. Tedavi sonrasinda alinan Ol¢iimlerde ise Dinlenme siireleri
kiyaslandiginda Kontrol 331.64+22.73 sn, STZ grubu ise 459.434+22.31 sn olarak yiiksek
anlamliliga (p<0.001) sahip oldugu bulunmustur. STZ grubuyla karsilastirilan tedavi
gruplar sirasiyla STZ+SEF 264.17+65.4 sn ve STZ+MEM 298.73+20.43 bulunarak
yuksek anlamliliga (p<0.001) sahip olduklari goriilmistiir. Stereotipik hareketleri

incelenen siganlarin degerleri sirasiyla Kontrol 74.38+6.23 sn, STZ 47.52+2.51 sn,
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STZASEF 109.05+3.98 ve STZ+MEM 124+2 sn olarak bulunmustur. STZ grubuyla
karsilagtirilan tiim gruplar, yiiksek anlamliliga (p<0.001) sahiptir. Sicanlarin gezinme
(ambulatuvar) hareketleri Kontrol 144.86+7.17 sn, STZ 45.5£5.51 sn, STZ+SEF
117.2448.64 sn, STZ+MEM 132.89+8.24 sn olarak bulunmustur. Kontrol ve tedavi

gruplart STZ grubuna kiyasla yiiksek anlamliliga (p<0.001) sahiptir.

Dinlenme Siiresi (g) Stereotipik Hareketleri (s)
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. ; "
F i pm
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Sekil 4.2. Lokomotor aktivite tedavi sonrasi 6l¢lim sonuglari.

##, Kontrol grubuna kiyasla STZ grubunun (p<0.001),
**% ise STZ grubuna kiyasla tedavi gruplarinin anlamliligini (p<0.001) gdstermektedir.

Sigcanlarin kat ettikleri mesafe agisindan da ¢ok anlamli degerlere sahip oldugu

bulunmustur. Kontrol grubu kafes iginde 1435.18+68.65 cm yol kat ederken, STZ
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278.36+£74.34 cm yol kat etmistir. Tedavi gruplar1 da STZ grubuna kiyasla ¢ok anlamli
(p<0.001) olacak sekilde yiiksek mesafe kat etmislerdir. Degerleri sirastyla STZ+MEM
1311.67+81.71 cm ve STZ+SEF 1060.31+62.78 cm’dir. STZ grubuna kiyasla tiim
gruplarin her bir parametre icin yiiksek anlamliliga (p<0.001) sahip olduklar
goriilmiistiir. Tiim bu degerler anksiyete agisindan Kontrol ve tedavi gruplarinin STZ
grubundan daha iyi durumda oldugunu goéstermektedir.

Lokomotor aktiviteleri oOl¢iilen gruplarin kafes i¢inde bulunduklar1 sirada
bilgisayar tarafindan elde edilen gezinme hareketleri (ambulatuvar, mavi) ile dik durma
hareketlerinden (vertikal, yesil) bir aktivite haritasi olusturulmaktadir. Bu haritalar her
gruptan birer ornek olacak sekilde Kontrol, STZ, STZ+SEF ve STZ+MEM olarak

sirastyla asagida verilmistir (Sekil 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6).

Sekil 4.3. Kontrol grubuna ait 6rnek lokomotor aktivite haritasi.

Kontrol ve tedavi gruplarinin alanin her tarafini esit sekilde kullandig1 goriiliirken,
STZ grubu sicanlarin merkezi noktaya ugramaktan ¢ekindikleri ve kdselerde bulunmay1
tercih ettigi goriilmektedir. STZ grubunun kat ettigi mesafe ve gezinme hareketlerinin de

az oldugu Sekil 4.4’te goriilmektedir.
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Sekil 4.4. STZ grubuna ait 6rnek lokomotor aktivite haritasi.

Tedavi gruplarmi (STZ+SEF ve STZ+MEM) temsil eden si¢anlarin lokomotor
aktivite haritalarinda ambulatuvar (mavi) ve vertikal (yesil) cizgilerin yogunlugu, kafes

icinde her alan1 kullandiklarin1 gostermektedir (Sekil 4.5 ile Sekil 4.6).

Sekil 4.5. STZ+MEM grubuna ait 6rnek lokomotor aktivite haritasi.

61



Sekil 4.6. STZ+SEF grubuna ait 6rnek lokomotor aktivite haritasi.

4.2. Morris Su Labirenti Testi Bulgular:

MSL testi, bazal dl¢iim platformu bulma siireleri (kagis siiresi) 4 giiniin ortalamast
olacak sekilde yonlere gore sirasiyla giiney. dogu. kuzey ve bati olacak sekilde
verilmistir. Kontrol grubu giiney 34.934+5.46 sn, dogu 37.8+1.54 sn, kuzey 30.75+13.44
sn ve bat1 27.346.54 sn. STZ grubu giiney 34.2+6.57 sn, dogu 38.82+3.95 sn, kuzey
32.07£10.37 sn ve batt 28.1+6.17 sn. STZ+MEM grubu giiney 35.6+10.92 sn, dogu
37.84+10.66 sn, kuzey 29.9748.04 sn ve bat1 26.5+14.75 sn. STZ+SEF grubu ise giiney
34.7+10.44 sn, dogu 36.72+9.41 sn, kuzey 30.95+£10.97 sn ve bat1 28+11.36 sn olarak
tespit edilmistir. Yonler arasinda anlamli bir farklilik bulunmamas, siganlarin bazal 6l¢iim
kagig siiresi ortalamalarmin birbirlerine yakin degerlerde oldugu tespit edilmistir.
Platformun kuzeybati kadraninda bulunmasindan dolayi, Bati noktasindan havuza
birakilan sicanlarin kagis siiresi diger yonlere kiyasla daha kisa siirmiistiir. Dogu noktasi
platforma en uzak noktada olmasindan dolay1, o bélgeden birakilan siganlarin kagis siiresi

diger bolgelere gore daha uzun stirmiistiir (Sekil 4.7).
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Morris Su Labirenti Testi Bazal Olciim Sonuclar

Giiney Dogu Kuzey Bati

H Kontrol EISTZ BESTZ+MEM  E STZ+SEF

Sekil 4.7. Morris su labirenti testi bazal 6l¢lim sonuglari

MSL testinde si¢anlarin tedavi sonrasi ilk 4 giin havuzda bulunan platformu bulma
stireleri karsilagtirildiginda, ilk giiniin 6l¢iim sonuglari Kontrol grubunda 19.9+4.34 sn,
STZ grubunda 80.48+4.98 sn bulunarak Kontrol grubunun STZ grubuna kiyasla yiiksek
anlamliliga (p<0.001) sahip oldugu tespit edilmistir. Tedavi gruplarn ise STZ+MEM
23.94+2.67 sn ve STZASEF 27.7544.03 sn olarak STZ grubuna karsilik yliksek
anlamliliga (p<0.001) sahip oldugu bulunmustur. Diger giinlerde yapilan dl¢limler ise su
sekilde bulunmustur. Ikinci giin Kontrol 17.03+3.89 sn, STZ 65.32+7.02 sn, STZ+MEM
23.88+4.91 sn ve STZ+SEF 23.87+3.01 sn olarak bulunmustur. Ugiincii giin Kontrol
14.53+1.88 sn, STZ 68.95+3.97 sn, STZ+MEM 18.32+1.25 sn ve STZ+SEF 19.5+2.02
sn olarak bulunmustur. Doérdiincii giin ise Kontrol 12.73+2.81 sn, STZ 68.45+3.52 sn,
STZ+MEM 22.44+1.09 sn ve STZ+SEF 19.46+2.4 sn olarak bulunmustur. Alistirma
ylizdlirmelerinin oldugu ilk 4 giinde tiim gruplar STZ grubu ile kiyaslanmis ve tiim

giinlerde STZ grubuna karsilik p<0.001 yiiksek anlamlilik tespit edilmistir (Sekil 4.8).
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MSL Testi Tedavi Sonrasi MSL Testi Tedavi Sonrasi
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Sekil 4.8. Morris su labirenti testi alistirma yiizdiirmesi sonuglart.

Degerler tedavi sonrasi dl¢iimlere aittir. Grafiklerdeki ilk 4 giinliik degerler, havuz i¢inde kuzeybati
kadraninda (hedef kadran) bulunan platformu bulma siireleridir.

MSL testinde 6grenmenin test edildigi besinci giin platformsuz olarak yiizdiiriilen
sicanlarin, platformun 4 giin durdugu kuzeybati kadraninda geg¢irdikleri siireler
karsilastirilmistir. Deney sonuglart Kontrol 42.844.42 sn, STZ 14.25+2.88 sn,
STZ+MEM 3244.59 sn ve STZ+SEF 43+4.84 sn olarak bulunmustur. Kontrol ve tedavi
gruplarinin STZ grubuna kiyasla p<0.001 yiiksek anlamliliga sahip oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.9). Degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.

Sicanlarin 6grenmenin test edildigi besinci giin elde edilen Kontrol ve STZ
gruplarina ait sicaklik haritalar1 (solda) ve gezinme rotalari (sagda) Sekil 4.10 ve 4.11°de,
STZASEF ve STZ+MEM gruplarina ait haritalar ise Sekil 4.12°de verilmistir. Sicaklik
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haritalarinda ve gezinme rotalarinda Kontrol ve tedavi gruplarinin platformun bulundugu
kuzeybati kadraninda (beyaz iicgen) ve oOzellikle platformun oldugu alanda (beyaz
cember) platformu aradiklar1 anlasiimaktadir. Ote yandan AH’li siganlar, labirentin her
tarafin1 aramig ve platformun bulundugu kadranda diger gruplara kiyasla ¢ok az vakit

gecirmistir. Kirmizi yogunluk, siganlarin en ¢ok vakit gegirdigi bolgeyi gostermektedir.

MSL Testi Tedavi Sonrasi 5. Giin Olglimleri
Siganlarin Hedef Kadranda Bulunma Siireleri

70 : * %k :
| |

60 ; H# o e ok ok |
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40
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Kontrol STZ STZ+HMEM STZ+SEF

Sekil 4.9. Morris su labirenti testi 6grenme yiizdiirmesi sonuglari.

Tedavi sonrast besinci giin alian degerde, platformsuz havuzda siganlarin kuzeybati kadraninda
gecirdikleri siireler verilmistir. Veriler “ortalama =+ standart sapma” olarak verilmistir. #, Kontrol grubuna
kargilik p<0.001 anlamlilig1 gosterir. *, STZ grubuna karsilik p<0.001 anlamlilig1 gosterir.

Kontrol

Sekil 4.10. MSL testi Kontrol grubunun 6rnek sicaklik haritasi ve gezinme rotasi
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STZ+MEM

STZ+SEF

Sekil 4.12. MSL testi tedavi gruplarinin 6rnek sicaklik haritalar1 ve gezinme rotalart.
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Hedef kadrana (kuzeybati) giris frekans1 Sekil 4.13’te verilmistir. Bazal dl¢iimde;
Kontrol grubu hedef kadrana 5+1 kez, STZ 5.12+1.91 kez, STZ+MEM 5.2+1.1 kez ve
STZ+SEF 5+1 kez giris yapmistir. Bazal dlglimlerde gruplar arast anlamli bir farklilik
yoktur. Tedavi sonrast Olgiimlerde ise; Kontrol 6.23+1.86 kez, STZ 4.5+1.3 kez,
STZ+MEM 6.67+2.52 kez ve STZ+SEF 6+0.82 kez hedef kadrana giris yapmustir. Hedef
kadrana giris sayilar1 agisindan Kontrol ve tedavi gruplart STZ grubuna kars1 yiiksek

anlamliliga (p<0.001) sahiptir.

‘Hedef Kadrana Giris Sayisi

——

Bazal Tedavi Sonrasi

Kuzeybati

OKontrol ®S5TZ OSTZ+MEM [1STZ+SEF

Sekil 4.13. Moris su labirenti gruplarin kadranlarda gegirdigi siire.

4.3. Pasif Sakinma Testi Bulgular

Sicanlarin 6grenmelerinin test edildigi ve ardisik iki giin dlgiilen pasif sakinma
testinde, STZ grubuyla kiyaslanan Kontrol grubunun karanlik alana gegme siiresinin ¢ok
uzadig1 ve yiiksek anlamliliga (p<0.001) sahip oldugu bulunmustur. Hem bazal hem de
tedavi sonrast Olgiimleri sekillerde verilmistir (Sekil 4.14, Sekil 4.15). Alinan bazal
Olctimlerde gruplarin degerleri sirasiyla Kontrol 287.5+£15.55 sn, STZ 278.33+7.64 sn,
STZ+MEM 290+£16.96 sn ve STZ+SEF 283.33+16.07 sn olarak anlamli farklilik

olusturmamistir (Sekil 4.14).
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Tedavi sonrasinda alinan Slglimlerde, gruplarin aydinlik bolmede gegirdikleri
siireler iki giin ayri olarak verilmistir (Sekil 4.15). Ilk giiniin degerleri Kontrol
268.63+30.53 sn, STZ 84.33+22.05 sn, STZ+MEM 256.67+23.09 sn ve STZ+SEF
227.0+28.46 sn olarak bulunmustur. Tedavi sonrasi ikinci giin degerleri ise; Kontrol
300.0+£0.0 sn, STZ 62.33+15.0 sn, STZ+MEM 300.0+0.0 sn ve STZ+SEF 300.0+0.0 sn
olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore Kontrol ve tedavi gruplarinin karanlik bélmeye
geeme istegi azalmis STZ grubu ise diger tiim gruplarin aksine karanlik bolmeye gecis
stiresinin kisaldig1 tek grup olmustur. Karanlik alana ge¢me siiresi tiim gruplarda STZ
grubuna kiyasla yiiksek anlamliliga (p<0.001) sahip oldugu tespit edilmistir. Siganlardan
alman bazal ve tedavi sonrasi Ol¢iimlerde, bazal Ol¢iime kiyasla tedavi sonrasi
Olctimlerinde karanlik alana gegis siiresi tiim gruplarda uzamis bir tek STZ grubu elektrik
akimini hatirlayamayarak karanlik alana geg¢is stiresini kisaltmistir. Bu durum, 6grenme

ve hafizanin STZ grubunda diger gruplara kiyasla daha zayif oldugunun bir gostergesidir.

Pasif Sakinma Testi Bazal Olgiim Sonuglan

g

g

STZHVIEM STZ45EF

Sekil 4.14. Pasif sakinma testi bazal 6l¢tim sonuglari.
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Pasif Sakinma Testi Tedavi Sonrasi 1. Giin Ol¢iim Sonuclan

ik

frens £k E

Kontrol STZ STZ+MEM STZ+5EF

Pasif Sakinma Testi Tedavi Sonrasi 2. Giin Olg¢iim Sonuglari

L X

#i *k

Kontrol 5TZ STZ+MEM

Sekil 4.15. Pasif sakinma testi tedavi sonrasi 6l¢gtim sonuclari.

##, Kontrol grubuna kars1 p<0.001 anlamlilig1.
**% STZ grubuna kars1 p<0.001 anlamlilig1 gostermektedir.

4.4. In Vivo Voltametri Testi Bulgular:

Sicanlarin beyinlerine yerlestirilen mikroelektrotlar yardimiyla sicanlar hareket
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halindeyken voltametri teknigiyle glutamat geri alim siireleri dl¢iilmiistiir (Sekil 4.16).
Hipokampiis CA3 bolgesinden alinan voltametrik kayitlarda, AH grubunun glutamat geri
alim siiresinin Kontrol grubuna gore 6nemli 6l¢iide arttig1 ve aralarinda istatistiksel olarak

yiiksek anlamlilik (p<0.001) oldugu tespit edilmistir.

Glutamat Geri Alim Sireleri (sn)

14 e

i Wk

i0

Kontrol STZ STZ+MEM STZ+SEF

Sekil 4.16. Voltametri testinde CA3 bolgesinde glutamat geri alim siireleri.

Sonuglar saniye cinsinden verilmistir. ## Kontrol grubuna karsi p<0.001 anlamlilig1 gosterir.
*%%* STZ grubuna kars1 p<0.001 anlamlilig1 gosterir.

Kontrol grubunun glutamat geri alim siiresinin %80°1 (t80) 3.12+0.51 sn iken
AR’li grubumuz olan STZ grubunda bu siire ¢ok ylikselerek 8.23+0.95 sn olarak
bulunmustur. Ote yandan tedavi gruplarimizda da STZ grubuna kiyasla t80 siirelerinde
yuksek anlamlilik (p<0.001) tespit edilmistir. Tedavi gruplarinin t80 siireleri STZ+MEM
3.1940.63 sn ve STZ+SEF 3.17+0.49 sn olarak bulunmustur. Tedavi gruplarindan elde
edilen sonuglar, glutamat geri alimini hizlandirma konusunda ilacimizin AH’li STZ
grubuna kiyasla yiiksek anlamliliga (p<0.001) sahip oldugunu goéstermektedir. Tiim

gruplardan alinan 6rnek voltametrik kayitlar, Sekil 4.17 — Sekil 4.20°de verilmistir.
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Sekil 4.18. Voltametri testi STZ grubu 6rnek kaydi
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Sekil 4.19. Voltametri testi STZ+MEM grubu 6rnek kaydi
5
w
5 fl |
' |
T |
L}
: | l
E B . |
: | |
g | |
£ [ |
c 15 | |
2 \ | |
i X } | |
c 1
L \ Y \ |
o) A | n | |
L] .I'. ] | r |I
b lI ! [ | | |I
B | | ‘ ! R ' |
! b \ | \ I|I | !
|II lll ] || ] |I
| \ [\ % F And Mt S
P‘.\q{/_] w \\‘\»M\!l e
& | | | | |
m m u ™ ) % = m m
Tire: [Setcads)

Sekil 4.20. Voltametri testi STZ+SEF grubu 6rnek kaydi
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4.5. LC-MS/MS Testi Bulgular:

Homojenize edilen CA3 ve korteks bolgelerinden Ornekler alinmistir. MRM
tarama modunda glutamik asidin prekiirsor ve prodiikt iyonlar1 i¢in optimum degerler
(147.8 - 84.0) tercih edilmistir. Kantitatif analiz sonuglar1 her bir nérotransmiter i¢in
ayr1 olarak hesaplanmistir. Glutamik asidin MRM modunda parcalanma {iriinlerine ait

kiitle spektrum, kromatogram, konsantrasyon ve kalibrasyon grafiklerine ait bulgular

Sekil 4.21°de gosterilmistir.

Glutamik Asit Konsatrasyonu Glutamik Asit Kalibrasyon Grafigi
140 A000 e S e
y=41.612x + 389.68
4 T3
e 1500 Ri=1 L]
120 oo Ekk
333 s -
100 e
b *EE
o ZHi0 il
80 s
i
o 2000
& .
o .
a0 e
e .
o 500
= 0
ST STZ+MEM  STZ+SEF ] 20 40 &0 20
+MRM (147 8-> 84.0) 100ppb.d +MRM (1.948-2 354 min, 48 scans) (147 ..
2 x102 2.040 min. Z »108 (840
= =2
o - o
O G O 84
54 g
E et
1 5] 1299
34 44
24 34
14 24
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Sekil 4.21. LC-MS/MS Glutamik asit grafikleri.

Sol iistte konsantrasyon, sag lstte kalibrasyon, sol altta kromatogram ve sag altta kiitle spektrumu
grafikleri verilmistir. # Kontrol grubuna, *** STZ grubuna kiyasla p<0.001 anlamlilig1 ifade etmektedir.

MRM tarama modunda yapilan analizlerde, Kontrol grubunun degeri 121.82+0.97
elde edilirken, STZ grubu 130.05+0.06 degeri vererek glutamik asidin dokudaki miktarini

saglikli hayvanlara kiyasla artirdigin1 ve Kontrol grubunun STZ grubuna kiyasla yiiksek
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anlamliliga (p<0.001) sahip oldugunu gostermistir. Tedavi gruplarinin sonuglar1 da
sirastyla STZ+MEM 78.84+0.89 ve STZ+SEF 103.66£1.65 olarak bulunmustur. Kontrol
ve tedavi gruplart STZ grubuyla kiyaslandigi zaman, dokularinda bulunan glutamik asit
miktarinin ¢ok azaldigi ve STZ grubuna kiyasla yiiksek anlamliliga (p<0.001) sahip
olduklar1 goriilmustiir.

Dopamin i¢gin MRM tarama modunda 153.8 prekiirsér iyonunun 136.8 m/e
oranina sahip fragmantor iyonuna ait kromatogrami sonucunda analiz yapilmistir.
Dopaminin MRM modunda pargalanma {iriinlerine ait kiitle spektrum, kromatogram,

konsantrasyon ve kalibrasyon grafiklerine ait bulgular Sekil 4.22°de gosterilmistir.

Dopamin Konsatrasyonu Dopamin Kalibrasyon Grafigi
2 y = 189.28x - 950.06
8 o L2 & 18000 RE=1 A
e T 16000 ;
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Sekil 4.22. LC-MS/MS Dopamin grafikleri.

Sol iistte konsantrasyon, sag lstte kalibrasyon, sol altta kromatogram ve sag altta kiitle spektrumu
grafikleri verilmistir. # Kontrol grubuna, *** STZ grubuna kiyasla p<0.001 anlamlilig1 ifade etmektedir.
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MRM tarama modunda yapilan analizlerde, Kontrol 7.42+0.42 elde edilirken,

STZ grubu 5.64+0.11 degeri vererek dopaminin dokudaki miktar1 agisindan AH’li

hayvanlara kiyasla arttigin1 gostermistir. Kontrol grubu STZ grubuna kiyasla dopaminin

dokulardaki miktarin1 artirma agisindan yiiksek anlamliliga (p<0.001) sahiptir. Tedavi

gruplariin sonuglar1 da sirasiyla STZ+MEM 7.12+0.24 ve STZ+SEF 7.22+0.4 olarak

bulunmustur. Tedavi gruplar1 incelendiginde, doku dopamin miktarlarinin ¢ok arttig1 ve

STZ grubuna kars1 yiiksek anlamliliga (p<0.001) sahip olduklar1 goriilmiistiir.

ACh i¢in MRM tarama modunda 145.9 Prekiirsor iyonunun 86.9 m/e oranina

sahip fragmantor iyonuna ait kromatogrami sonucunda analizler yapilmistir. ACh’nin

MRM modunda pargalanma iiriinlerine ait bulgular Sekil 4.23’te gdsterilmistir.

Acquisition Time {min)

Mass-to-Charge (miz)

Asetilkolin Konsatrasyonu Asetilkolin Kalibrasyon Grafigi
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Sol iistte konsantrasyon, sag lstte kalibrasyon, sol altta kromatogram ve sag altta kiitle spektrumu

Sekil 4.23. LC-MS/MS Asetilkolin grafikleri.

grafikleri verilmistir. # Kontrol grubuna, ***, STZ grubuna kiyasla p<0.001 anlamlilig1 ifade etmektedir.
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MRM tarama modunda yapilan analizlerde, Kontrol grubunda dokudaki ACh
miktar1 4.9540.32 olarak elde edilirken, STZ grubunda bu oran 2.32+0.47 olarak tespit
edilmistir. Bu sonuglar STZ grubunun ACh’nin dokudaki miktarin1 saglikli hayvanlara
kiyasla azalttigini gostermistir. ACh’nin dokudaki miktar1 agisindan Kontrol grubu STZ
grubuna kiyasla yiiksek anlamliliga (p<0.001) sahiptir. Tedavi gruplarinin dokudaki ACh
miktar1 sonuglart da swrasiyla STZ+MEM 4.59+0.08 ve STZ+SEF 5.06+0.04
bulunmustur. STZ+SEF grubu tiim gruplar icinde en yiiksek ACh miktarina sahipken
(p<0.001), STZ grubunun tiim gruplar i¢inde en diisitk ACh miktarina sahip oldugu tespit
edilmistir (p<0.001).

4.7. Histopatolojik Boyama Bulgulari

Sicanlarin beyinlerinden alinan dort farkli noktadan yapilan boyamalarda tiim
gruplardan alinan korteks, CA1, CA2 ve CA3 bolgeleri piknotik (¢ekirdegin biiziigmesi)
ve dejenerasyon odaklarina gore kiyaslanmistir. Histopatolojik degerlendirmede gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlaml farklar (p<0.05) oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.1
ve Tablo 4.2).

Histopatolojik incelemede piknotik degisimler en fazla beynin korteks kisminda
gozlendi. Bu degisimler STZ grubunda siddetli iken, STZ+MEM grubunda orta,
STZA+SEF grubunda ise hafif diizeydeydi. Hipokampiisteki piknotik degisimlerin STZ
grubunda CA1l ve CA2 kisminda hafif diizeyde oldugu belirlendi. Diger uygulama
gruplarindan STZ+MEM grubunda kortekste orta diizeyde, CA1 kisminda ise hafif
diizeyde piknotik degisimler gozlendi. STZ+SEF grubunda ise piknotik degisimler
sadece korteks kisminda ve hafif diizeydeydi. CA1, CA2 ve CA3 kisminda ise 6nemli
diizeyde piknoza rastlanmadi. Piknotik néronlardaki cekirdekler koyu ve biiziismiis
haldeydi.

Tespit edilen diger bir diger histopatolojik bulgu ise dejeneratif goriiniimdeki
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ndronlarin bulunmasiydi. Bu sekildeki ndronlarin histopatolojik olarak sitoplazma ve
cekirdek sinirlar1 kaybolmaya basladig1 ve daha fazla eozinofilik bir goriiniim kazandig:
belirlendi.

Dejeneratif noronlara en fazla STZ grubunda rastlandi. Bu grupta korteks ve CAl
kisminda orta, CA2 kisminda hafif, CA3 kisminda ise siddetli diizeyde dejeneratif
noronlara rastlandi. Diger uygulama gruplarindan olan STZ+MEM’de CA1l ve CA3
kisminda orta, CA2 ve korteks kisminda ise hafif diizeyde dejeneratif degisimler tespit
edildi.

STZ+SEF grubu en hafif dejeneratif degisimlerin gozlendigi gruptu. Bu grupta
hafif diizeyde dejeneratif degisimlere rastlandi. Kontrol grubu (A, B, C, D) normal
histolojik goriinimde, STZ grubu (E, F, G, H) kortekste siddetli diizeyde piknotik ve orta
diizeyde dejeneratif noronlar, CA1’de hafif diizeyde piknotik ve orta diizeyde dejeneratif
noronlar, CA2’de hafif diizeyde piknotik ve dejeneratif noronlar ve CA3’te siddetli
diizeyde dejeneratif ndronlar goriilmiistiir.

STZ+MEM grubunda (I, J, K, L) Korteks’te orta diizeyde piknotik ve hafif
diizeyde dejeneratif néronlar, CA1’de hafif diizeyde piknotik ve orta diizeyde dejeneratif
noronlar, CA2’de hafif diizeyde dejeneratif noronlar, CA3’te orta diizeyde dejeneratif
noronlar, STZ+SEF grubu (M, N, O, P). Korteks’te hafif diizeyde piknotik ve dejeneratif
noronlar, CA1l, CA2 ve CA3’te hafif diizeyde dejeneratif ndronlar, (»= piknotik noron,
— =dejeneratif ndron, Sekil 4.24).

Tablo 4.1. Noronlarda goriilen piknotik degisimler. **<¢ Ayni siitunda bulunan gruplar arasindaki
farklihg1 gosterir (p <0.05). ~B€ Ayni satirda bulunan gruplar arasi farklihig1 gosterir (p <0.05).

Korteks CAl CA2 CA3J
Kontrol 0.16 = 0.40M 0.33 051" 0.16 £ 0.40™ 0.16 = 0.40™
STZ 2.83 £0.40 1.16 = 04048 (.83 £ 0.40"8 0.16 + 0.40°C
STZ+MEM 2.00 = 0.40°4 0.83 = 0,408 0.16 = 0.40™ 0.16 + 0.40™
STZ+SEF .16 £ 0.40% 0.16 + 0.40°" 0.33£0.5]%® 033+ 05]%®
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Tablo 4.2. Noronlarda goriilen dejeneratif degisimler. *>¢¢ Ayni siitunda bulunan gruplar
arasindaki farkliligi gosterir (p <0.05). ~B€ Ayni satirda bulunan gruplar aras1 farkliligi gosterir (p <0.05).

Korteks CAl CA2 CA3
Kontrol 0.16 = 0.40% 0.33=051% 0.16 = 0.40% 0.16 = 0.40%
STZ 2.16 = 0.4004 2.16 = 0.400 1.16 £ 0.40"" 2.83 + 0,40
STZ+MEM 1.16 = 0.40° 2.00 = 0.00*8 0.83 + 0,40 1.83 + 0.40°8
STZA+SEF 1.00 = 0.00° 1.16 = 0.40°* 1.00 + 0.00°4 1.00 = 0.00*

Sekil 4.24. Hematoksilen-Eozin 6rnek boyamalar1 (H&E).

4.8. Immunohistokimyasal Boyama Bulgulari
Tau, B-Amiloid ve AChE yo6niinden yapilan immunohistokimyasal boyamalarda,
tedavi ve kontrol gruplarinin birbirine kiyasla istatistiksel olarak anlamli (p<0.05)

farklara sahip oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.3 ve Tablo 4.5).
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Tablo 4.3. Tau ile yapilan immunohistokimyasal boyama. *>¢4 Ayn siitunda bulunan gruplar

arasindaki farkliligi gosterir. “B€ Ayni satirda bulunan gruplar arasi farklilig1 gosterir (p <0.05).

Korteks CAl CA2 CAJ
Kontrol 0.16 + 0.40% 1.00 = 0.00°8 1.83 £ 0.40™ 2.16 + 0.40°¢
STZ 3.66+0.51% 2830408  3BIL 040 366+ 0514
STZAMEM 2,16 + 0,404 2.00 =000 283 +040°F 2,16 = 0.4004
STZ+SEF 0.33£0.51* 116 =040%  283+040C 200 0.00°°

Tablo 4.4. B-Amiloid ile yapilan immunohistokimyasal boyama. *><¢ Ayni siitunda bulunan

gruplar arasindaki farklilig1 gosterir. B Ayni satirda bulunan gruplar arasi farklilig: gosterir (p <0.05).

Korteks CAl CA2 CA3
Kontrol 0,16 + 0,404 1.83 + (. 408 0.83 = 0.409C 1.16 + 0.40¢
STZ 2.66+0.5]b4 3.66 051 3.00 £ 0,008 2.83 + (.40
STZ+MEM 1.16 + 0.40¢4 2.83 + 0.40°8 2.16 = 0.40°C 2.00 = 0.00°¢
STZ+SEF 1.00 £ 0.00°4 2.00 = 0.0048 2.00 £ 0.00°8 2.16 + 0.40°B

Tablo 4.5. AChE ile yapilan immunohistokimyasal boyama. *>¢¢ Ayni siitunda bulunan gruplar

arasindaki farkliligi gosterir. “BC Ayni satirda bulunan gruplar arasi farklilig1 gosterir (p <0.05).

Korteks CAl CA2 CA3

Kontrol 033051 L00=0.00%  083+040° 100 £0.00°"
STZ 2.83 040  383+040"™ 366051  3.66+0.51"8
STZ+MEM 1.16 £ 0.40¢4 2.83 £ 0.40°® 2.83 £ 0.408 3.00 £ 0.00°8
STZ+SEF 033051  2.00+000%®  2.16+040%  1.00+0.00%4

Tau ile yapilan immunohistokimyasal boyamalarda kontrol grubunun CAI
kisminda hafif, CA2 kisminda orta, CA3 kisimlarinda siddetli diizeyde immunopozitiflik
tespit edilirken, korteks kisminda immunopozitifliklere onemli diizeyde rastlanmadi. STZ
grubunda korteks, CA2 ve CA3 kisminda ¢ok siddetli diizeyde, CA1 kisminda ise siddetli
diizeyde immunopozitiflikler tespit edildi. STZ+MEM grubunda korteks, CA1 ve CA3
kisminda orta diizeyde, CA2 kisminda siddetli diizeyde immunopozitiflige rastlandi.

STZA+SEF grubu ise genel olarak Tau immunopozitifliginin en az oldugu uygulama

79



grubuydu. Bu grupta CA1 kisminda hafif, CA2 kisminda siddetli, CA3 kisminda orta
diizeyde immunopozitifliklere rastlandi. Korteks kisminda ise 6nemli diizeyde pozitiflige

rastlanmadi (Sekil 4.25).

Cortex CAl CA2 CA3

M _N 0 B

Sekil 4.25. immunohistokimyasal érnek boyamada Tau immunopozitifligi.

Kontrol grubu (A, B, C, D). Korteks, CA1, CA2 ve CA3 kisimlarinda sirastyla; yok, hafif, orta,
siddetli, STZ grubu (E, F, G, H). Korteks, CA1, CA2 ve CA3 kisimlarinda sirasiyla; ¢cok siddetli, siddetli,
cok siddetli, ¢ok siddetli, STZ+MEM grubu (I, J, K, L). Korteks, CA1, CA2 ve CA3 kisimlarinda
strasiyla; orta, orta, siddetli, orta, STZ+SEF grubu (M, N, O, P). Korteks, CA1, CA2 ve CA3 kisimlarinda
sirastyla; yok, hafif, siddetli, orta diizeyde immunopozitiflikler (—).

B-Amiloid immunopozitifliine kontrol grubunun korteksinde hafif diizeyde,
cornu ammonisin CA1 kisminda orta diizeyde, CA2 ve CA3 kisminda ise hafif diizeyde

rastland1. f-Amiloid immunopozitifliginin en fazla oldugu grup STZ grubuydu. Bu grupta
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CA1’de ¢ok siddetli diizeyde, korteks, CA2 ve CA3’te siddetli diizeyde oldugu belirlendi.
STZ+MEM grubunda -Amiloid daha hafif seviyedeydi. CA1 kisminda siddetli, CA2 ve
CA3 kisminda orta seviyede, kortekste ise hafif seviyede immunopozitifliklerin
bulundugu tespit edilmistir. B-Amiloid pozitifliginin en az oldugu grup STZ+SEF
grubuydu. Bu grupta cornu ammonisin tiim kisimlarinda orta diizeyde, kortekste ise hafif

diizeyde pozitifliklere rastlandi (Sekil 4.26).

Sekil 4.26. Immunohistokimyasal 6rnek boyamada B-Amiloid
immunopozitifligi.

Kontrol grubu (A, B, C, D). Korteks, CA1, CA2 ve CA3 kisimlarinda sirasiyla; yok, orta, hafif,
hafif, STZ grubu (E, F, G, H). Korteks, CA1, CA2 ve CA3 kisimlarinda sirasiyla; siddetli, ok siddetli,
siddetli, siddetli, STZ+MEM grubu (1, J, K, L). Korteks, CA1, CA2 ve CA3 kisimlarinda sirasiyla; hafif,
siddetli, orta, orta, STZ+SEF grubu (M, N, O, P). Korteks, CA1, CA2 ve CA3 kisimlarinda sirasiyla;
hafif, orta, orta, orta diizeyde immunopozitiflikler (—).
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Kontrol grubunda AChE immunopozitifligine korteks kismi hari¢ cornu
ammonisin tim kisimlarinda hafif diizeyde rastlandi. Uygulama gruplarindan AChE
immunopozitifligi en fazla STZ grubunda belirlendi ve bu grupta kortekste siddetli, CA1,
CA2 ile CA3’te cok siddetli diizeydeydi. Diger uygulama gruplarindan STZ+MEM
grubunda cornu commoniste siddetli diizeyde, korteks’te hafif diizeydeydi. STZ+SEF
grubunda ise kortekste immunopozitiflikler gozlenmezken, CAl ve CA2’de orta

diizeyde, CA3’te hafif diizeyde pozitiflikler gozlendi (Sekil 4.27).

Sekil 4.27. immunohistokimyasal érnek boyamada AChE immunopozitifligi.

Kontrol grubu (A, B, C, D). Korteks, CA1, CA2 ve CA3 kisimlarinda sirastyla; yok, hafif, hafif,
hafif, STZ grubu (E, F, G, H). Korteks, CA1, CA2 ve CA3 kisimlarinda sirastyla; siddetli, ¢ok siddetli,
cok siddetli, ¢cok siddetli, STZ+MEM grubu (I, J, K, L). Korteks, CA1, CA2 ve CA3 kisimlarinda
strastyla; hafif, siddetli, siddetli, siddetli, STZ+SEF grubu (M, N, O, P). Korteks, CA1, CA2 ve CA3
kisimlarinda sirasiyla; yok, orta, hafif, hafif diizeyde immunopozitiflikler (—).
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5. TARTISMA

Yash niifusu etkileyen, klinik olarak bilissel fonksiyonlarda ve hafizada
zayifliklara neden olan AH, AP plak birikimi ve tau hiperfosforilasyonu ile karakterize
onemli bir kamu yiikii olusturan ilerleyici ve klinik seyir gosteren nérodejeneratif bir
hastaliktir. Diinya iizerinde dogurganligin azalmasi ve insanlarin yasam siirelerini
artirmaya yOnelik ¢abalar1 sonucu yaslh niifus gittikge artmakta ve bu artisa bagl olarak
AH gibi demans olgularinda da artig goriilmektedir. 2050 yilina kadarki onar yillik stireg
icin yapilan epidemiyolojik arastirmalarda, hastaligin prevalansinin siirekli artacagi ve
2050 yilindaki hasta sayisinin su anki AH’li popiilasyonun 2 katina ulasacagi
ongorilmektedir. AH, tedavisi pahali bir hastaliktir ve kamu harcamalarina ekstra bir yiik
olusturmaktadir. Bu giderlerin azaltilmasi i¢in dncelikle hastaligin olusumunu 6nleyecek
yaklagimlarin gelistirilmesine ve daha dislik maliyetli ilaglarin {iretilmesine ihtiyag
vardir. 272 Bir calismada, enfeksiyonlarin demansli hastalarda deliryuma neden
olabilecegi tespit edilmistir. Norolojik hastaliga sahip hastalarda enfeksiyona baglh
noronal kayiplarda, hafiza fonksiyonu kaybmin hizlandigi goriilmiistiir.3%0-392

STZ, Streptomyces achromogenes kiiltiirlerinden elde edilen ve pankreasin insiilin
liretim merkezi olan beta hiicreleri i¢in toksik 6zellikte olan bir nitroz iire bilesigidir.*
AH modelini olusturmak i¢in sigcan lateral ventrikiillerine ICV olarak uygulanmaktadir.
ICV-STZ modeli AP plak birikimine neden olmasi, tau hiperfosforilasyonu takip eden
NFY patolojisine sebep olmasi ve ndroinflamasyon olusturmasi nedeniyle mevcut
modeller i¢cinde en iyi klinik ve patolojik modeldir. Ayrica sican AH modelinde
insanlardakine benzer sekilde beyinde oksijen ve glikoz tiikketiminde azalma goriilmiistiir.
ICV-STZ enjeksiyonu yapilan siganlarin, bozulmus bir 6§renme ve hatiza performansi
282, 304

gosterdigi bildirilmistir. ICV-STZ enjeksiyonu, ciddi néron dejenerasyonuna ve

sicanlarda AH benzeri semptomlara neden olur. Tek tarafli veya iki tarafli STZ
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enjeksiyonu, AP birikimi ve tau hiperfosforilasyonu gibi patofizyolojilerin ortaya
¢tkmasina sebep olur.’®>3%7 ICV-STZ uygulamasi ayrica oksidatif stres, mitokondriyal
disfonksiyon ve insiilin direnci nedeniyle tau patofizyolojisi ve ndrodejenerasyon ile
karakterize sporadik AH'ye neden olur.>3!° Calismamizda dérdiincii ventrikiile yapilan
bilateral STZ uygulamas1 sonucunda sicanlarin biligsel fonksiyonlarinda azalma,
kolinerjik yetersizlik, lokomotor davraniglarin bozulmasi ve glutamat geri alim
stirelerinde aksamalar tespit edilmistir. I[CV-STZ inflizyonu sonrasi ortaya ¢ikan bilissel
bozukluklarin mekanizmalari kesin olarak tespit edilememistir. Bu bozukluklara insiilin
reseptorlerinin  disfonksiyonlar1 ve oksidatif stres gibi faktorlerin sebep oldugu
diistiniilmektedir.3!!- 312

Son on yilda yash bireylerin dahil edildigi ¢alismalardan elde edilen bulgular
neticesinde AH igin Tip 3 diyabet tanim1 Onerilmistir. Bunun sebebi, Tip 1 ve Tip 2

diyabette bulunan insiilin direncine benzer ortak molekiil ve hiicresel dzelliklerin AH’

de de bulunmasidir.>'3" Insiilin, amiloid plaklarin olusmasinda rol oynamaktadir.
Ayrica NFY’lerin olugsmasinda 6nemli rolleri bulunan tau proteininin hiperfosforile
olmasina sebep olan glikojen sentaz kinaz 3p’nin (GSK-3p) aktivasyonunda da gorev
almaktadir. Noronlarda c¢ok fazla sayida insiilin reseptorii vardir. Ozellikle de
hipokampiis ve serebral korteks bolgelerinde fazlaca yogunlagmislardir. STZ ile
indiiklenmis AH deneylerinde STZ gruplar1 diger gruplara gére daha fazla kilo kaybettigi
calismalarla gosterilmisgtir.!!7-22%-230

Deneysel AH modelinde en yaygin olarak kullanilan ICV-STZ dozu iki giin arayla

enjekte edilen bilateral 1.5 mg/kg iki doza boliinmiis 3 mg/kg lik uygulamasidir.3'6-3%

Tek giinde uygulanan farkli doz rejimleri de vardir. Bu dozlar 1 mg/kg,>?> 326 1.5

mg/kg,3?73% 2 mg/kg®* ve 3 mg/kg’dir.**133¢ Bu calismada tek giin iki doza béliinmiis 3

mg/kg bilateral ICV-STZ inflizyonunu temel alan deneysel AH modeli tercih edilmistir.
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ICV-STZ sonras1 bekleme siireleri arasinda farkli siireler tercih edilmistir.
Literatiirde yer alan ¢alismalarin 6nemli bir bolimii ICV-STZ uygulamasindan sonra
modelin olusmasi igin 30 giin beklenmigtir.32!: 332 335. 337. 338 9_3 haftalik daha kisa
siirelerde bekleyen calismalarin yani sira®'® 324 327329 3 a3y oibi ¢ok daha uzun siire
bekleyen calismalar da mevcuttur,3% 319 320, 322, 326, 334, 339, 340 T{m bunlarin disinda,
modelin tiim detaylarini incelemek i¢in 9 aylik bir model takip siiresini izleyen ¢aligmalar

333, 3% Bu ¢alismada model olusturma siiresi, davranig testlerinin

da vardir.
uygulanabilirligi gibi faktorlerin yani sira, antibiyotik sinifindan olan sefiksim ilacina
sicanlarin bedenlerinin dayanabilecegi optimal siirenin de hesaba katilmasi sonucu 30
giinliilk model tercih edilmistir. Sefiksimin literatiirde kullanilan dozlar1 15-200 mg/kg
arasinda genig bir aralikta denenmistir. Denekleri ishal kaynakli dehidrasyon gibi
faktorlerden korumak amaciyla, diisiik dozlarin kullanilmasi daha avantajli olacaktir.
Davranis testleri, biyokimyasal bulgular ve elektrokimyasal verilerimizin
literatiirde yer alan wverilerle uyumlu olmasi, deneysel AH modelinin basariyla

olusturuldugunu  gostermektedir.>*!

Cerrahi operasyonun hayvanlarin lokomotor
davraniglarint bozarak anksiyete olusturabilecegi endisesini ortadan kaldirmak igin,
cerrahi operasyondan sonraki 15 giin herhangi bir davranis testi uygulanmamastir.

STZ’ nin CA3 bolgesinde apoptozisi arttirarak ndronlarda atrofiye neden oldugu
gosterilmistir.>*> Wistar albino siganlartyla ICV-STZ infiizyonundan 21 giin sonra alan
yapilan bir agik alan testinde, STZ grubu sicanlarin stereotipik hareketleri olan siislenme,
sahlanma ve yer degistirme hareketleri azalmistir.>** Ote yandan bircok ¢aligma bu
bulgularin aksini gdsteren sonuglara ulagmistir. 14, 21, 22 giinliik ve 10 haftalik farkl
deneylerden alman sonuglarda siganlarin stereotipik, vertikal ve yer degistirme

hareketlerinde 6nemli bir farklilik bulunamamistir.***34” Bu calismalarda anksiyete ile

ilgili yapilan incelemede, STZ model grubunun 6l¢iim alaninin merkezinde ¢ok az vakit
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gecirdigi ve daha fazla digkiladigi tespit edilmistir. Acik alan testlerinden elde edilen
verilerin, test alanin geometrik sekli, boyutu, ekipmanlarin konumu, si¢anin arenaya
kendi istegiyle mi zorla m1 sokuldugu, test siiresi ve arenanin renginden etkilenerek
deneyler aras1 farkliliga sebep olabilecegi bildirilmistir.***3%° Kontrol grubundaki
7.42+0.42°1ik degerine karsilik STZ grubu 5.64+0.11 degeriyle, dokudaki dopamin
seviyesinin diistiiglinii gostermistir. LC-MS/MS analizi ile STZ grubunda gosterdigimiz
dopamin miktarinin diislisti, bu ¢alismadaki AH’li siganlarda tespit edilen lokomotor
aktivitelerinin azalmasinin sebebi olarak yorumlanmistir. Yapilan ¢alismalarda
dopaminerjik yoksunlugun, sicanlarin lokomotor aktivitelerinde azalmaya neden oldugu
bildirilmistir.*!3%* Bazi calismalara gére ise motor aktivitedeki degisimin sebebinin,
kolinerjik sistemde meydana gelen bozukluklardan da kaynaklanabilecegi
bildirilmistir.*>7 Sicanlarin anksiyete seviyelerini ol¢iip, cerrahi operasyonun
olusturdugu stresin AH {iizerinde ki etkisini gosteren stereotipik hareket, dikey hareket,
gezinme hareketi, kat edilen mesafe ve dinlenme gibi acik alan testiyle uyumlu
parametrelerde sonuglar elde edilmistir. Onceki calismalarda lokomotor aktiviteleri
Olctilen gruplarda bu ¢alismadan farkli olarak herhangi bir parametrede anlamli farklilik
gosterilmemisgtir,317- 318,358

Yaptigimiz davranis testlerinde STZ grubu sigcanlarin lokomotor aktivitelerinin
olumsuz etkilendigi, ICV-STZ uygulamasinin toplam lokomotor aktiviteyi etkiledigi
tespit edilmistir. Kontrol grubunun dinlenme siiresi 331.64+22.73 sn bulunurken STZ
grubunda bu deger 459.43+22.31 sn olarak bulunmustur. Dinlenme siiresiyle benzer
sekilde gezinme, stereotipik ve kat edilen mesafe degerlerimizde de STZ grubu literatiire
uygun olacak sekilde yiiksek anlamli degerler vermistir. Gezinme (ambulatuvar) hareket

Ol¢iimiinde Kontrol 144.86+7.17 sn, STZ 45.5+5.51 sn bulunmustur. Stereotipik

harekette Kontrol 74.38+6.23 sn, STZ 47.52+2.51 sn olarak bulunmustur. Son olarak kat
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edilen mesafe incelendiginde Kontrol grubu kafes icinde 1435.18+68.65 cm yol kat
ederken, STZ grubu 278.36+74.34 cm yol kat etmistir. Tiim bu degerler anksiyete
acisindan Kontrol ve tedavi gruplarinin STZ’den daha iyi durumda oldugunu
gostermektedir.

Sicanlarin uzamsal belleklerini, uzun siireli hafiza ve 6grenmelerini test etmek
amactyla MSL testi uygulanmistir. Yapilan ¢alismalarda, ICV-STZ enjeksiyonundan
sonraki 15-20 giinliik siirede bilis, 6grenme ve hafiza tizerinde kalic1 hasarlarin meydana

geldigi MSL testi ile gdsterilmigtir,>17-319:323-325, 334,338, 359361 \IQ testi,

sicanlarin mekana
bagl ipuclarini kullanarak, gorsel-uzamsal hafiza ve uzun siireli bellek performanslarini
degerlendirmeye yarayan bilissel fonksiyon testidir. Dis uyarandan arindirilmis bir
ortamda, siganlarin 90 saniye i¢inde havuz kenarlarina yerlestirilmis farkli renklerdeki
sekilleri tantyarak suyun 5 cm altinda gizlenmis olan platformu bulmasi esasina dayanir.
Sicanin gizlenmis platformu arama i¢ giidiisii ve buldugu siire, kagis gecikmesi olarak
degerlendirilir ve siire kisaldik¢a siganin hafizasinin daha 1yi durumda oldugu anlasilmis
olur. Ardisik giinlerde tekrarli sekilde uygulanan testte kagis gecikmesi azalirsa, 6grenme
fonksiyonunun bozulmadig1 ve hafiza fonksiyonunun diizgiin ¢calistig1 gdsterilmis olur.¢?
Kagis gecikmesinin azalmasi ayni zamanda tank i¢inde kat edilen mesafenin de azalmasi
anlamina gelmektedir.

Sicanlarin hedef kadranda gecirdikleri siire, uzamsal Ogrenmelerinin test
edilmesini saglar. Farkli ¢aligmalarda bu c¢alismaya uyumlu olacak sekilde uzamsal
ogrenmelerinin degerlendirildigi deneylerde, AH’li gruplara kiyasla anlamli farkliliklar
ortaya konmustur.3!7-319-324.363-369 aha §nce yapilan calismalarda AH’li sicanlarin kagis
stireleri 6nemli ol¢iide uzamistir. Kagis siiresinin degerlendirildigi onceki ¢aligmalarda,
Tedavi ve saglikli gruplarda AH’li gruba kiyasla anlamli farklilik oldugu

gésterilmistir 317,319, 324, 358, 364-369
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Bu ¢alismada STZ grubunun platformu bulma siiresi giin gectikce dnemli bir
farklilik gostermezken, Kontrol ve tedavi gruplarinda bulunan siganlarin platformu bulma
siireleri ve havuz iginde kat ettikleri mesafe azalarak devam etmistir. Buna karsin
platformsuz yiizdiiriilen giin, sicanlarin hedef kadranda gecirdikleri siire 6nemli oranda
artmistir. STZ+SEF grubunun platformu bulma siiresi 6énemli oranda kisalarak STZ
grubuna kiyasla yiliksek anlamliliga (p<0.001) sahiptir. AH’nin rutin tedavisinde
kullanilan memantin grubunda (STZ+MEM) ise STZ+SEF grubuna benzer sekilde kagis
stiresi giin gegtikge azalmis, STZ grubuyla karsilastirildiginda yiiksek anlamliliga sahip
oldugu goriilmistiir (p<0.001). Ayn1 yonden havuza birakilan ve havuzda esit siire vakit
geciren siganlar incelendiginde, STZ grubu si¢anlarin kuzeybati kadranina diger
kadranlardan daha fazla sayida giris yapmadigi, tiim kadranlarda gegirdigi siirenin
birbirine yaklasik oldugu ve platform bolgesini hatirlamadigi anlagilmistir. Kontrol grubu
sicanlarinin son giin havuzdaki davranislari incelendiginde, STZ grubundan farkli olarak
hedef kadranda diger kadranlara kiyasla daha uzun siire gegirdigi ve platformu aradig:
tespit edilmistir. Kontrol grubu hedef kadranda 42.84+4.42 sn bulunurken STZ grubu bu
kadranda 14.25+2.88 sn siire gecirmistir. Tedavi gruplart da Kontrol grubuna benzer
sekilde hedef kadranda STZ grubundan ¢ok daha uzun siire gecirmistir. Hedef kadrana
girig siiresi de Kontrol ve tedavi gruplarinda STZ grubundan daha fazla olmustur. Bu
veriler STZ grubunun aksine Kontrol grubunda bilissel fonksiyonlarin kaybolmadigi,
hafizanin yerinde oldugu ve Ogrenmenin gerceklestigi seklinde yorumlanmistir.
Memantin ile tedavi edilen si¢anlar ile bu alanda ilk defa kullanilan Sefiksim ilacinin
sonuglarinin Kontrol grubuyla korelasyon gosterdigi, hafiza ve 6grenme fonksiyonlarmin
STZ grubuna kiyasla daha iyi durumda oldugu tespit edilmistir.

Pasif sakinma deneyi siganlarin korku kosullanmasina dayanan uzun siireli

hafizalarin1 ve 6grenmelerini test eden bir deneydir. Biligssel bozulmalarin ICV-STZ
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enjeksiyonundan sonraki 2-3 haftada ortaya ¢iktig1 bu test ile gdsterilmistir,3!6-317- 327,329,

334,339,370, 371 §T7Z grubu sicanlar ilk giin alistirma testinde ve dgrenmenin test edildigi
ikinci gilinlerde karanlik bélmeye en kisa siirede gecerek modelin basarisini gdstermekle
beraber, bu gruptaki sicanlarin hafiza ve bellek sorunlar1 yasadiklarini ortaya koymustur.
Diger gruplarimizda karanlik bélmeye ge¢me siirelerinin ¢ok uzun siirmesi ya da hig
olmamasi, degerlerin ytliksek anlamliliga (p<<0.001) sahip oldugunu gostermistir.

Yapilan c¢alismalarda ilk giin alistirma ve ikinci giin 6grenme testlerinin
kiyaslanmasi sonucu bu g¢aligmalarda da AH’li denekler karanlik bolmeye daha kisa
siirede gecerek dgrenme ve hafizalarmin kotii durumda oldugunu géstermistir.?’®- 317319
321,322,369 By calismada da literatiire uygun sekilde, Kontrol ve tedavi gruplar1 300 sn
boyunca aydinlik alanda bekleyerek karanlik alana hi¢ gegcmemislerdir. STZ grubu ise
62.33+15.0 sn’lik degeriyle bu gruplara kiyasla yiiksek anlamli bir fark ortaya koymus,
hafiza ve bilis sorunlar1 yasadigini géstermistir.

Noroinflamasyon, beyin hiicreleri olan noron, astrosit ve mikroglialarin
hasarlanmalar1 sonucunda ortaya ¢ikan ve onlar1 koruyan konjenital bir bagisiklik
durumudur. Noroinflamasyon gergeklestigi zaman, mikroglia ve astrositler aktive
olduktan sonra TNF-a, IL-1f ve IL-6 gibi inflamatuar sitokinlerin salinmasina sebep olur.
Boylelikle AH’li hastalarda sinaptik disfonksiyon ve ndronal 6liim gerceklesir.>’? Diger
bir calisma, noéroinflamasyon ile bilissel fonksiyonlarin ters orantili oldugunu,
inflamasyon arttik¢a mikroglia ve astrositlere bagli olarak biligsel performansin
diistiigiinii bildirmistir.>”

AH ile biligsel fonksiyonlardaki bozuklugun oOncelikle beynin korteks ve
hipokampiisiinde meydana gelen lezyonlar ile ilgisi oldugu, uzun yillardir yapilan
calismalarla gosterilmistir.’”* Kolinerjik norotransmisyonun artirilmasi icin, asetilkolini

metabolize eden AChE enziminin beynin korteks ve hipokampiis bolgelerinde
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aktivitesinin inhibe edilmesi gerekmektedir. AChE ayni zamanda beyinde lokal kan
akimini, ¢esitli proteinlerin aktivitelerini, tau proteinin fosforilasyonunu ve A kaskadini
modiile ederek AH’nin ilerleme seviyesini etkileyebilir.’”> Bunlardan dolayi, AH’nin
semptomatik tedavisinde AChE inhibitorlerinin kullanimi en etkili olan tedavi
yaklasimidir.37

Amiloid kaskad hipotezine gore AR’ nin hiicre i¢i ve disinda birikmesi sonucu
biligsel fonksiyonlarda tiikkenme, sinaptik ve ndronal hasarlarin ilerlemesi gibi olaylarin
tetiklendigi savunulur.”® Tau proteini, olgun ndronlarda bulunan ve iskelet vazifesi goren
mikrotiibiillerin diizgiin ¢alismasini saglar.>”” AH’de tau proteinleri normalden daha fazla
hiperfosforile oldugu i¢in mikrotiibiillere baglanma yeteneklerini kaybederler ve daha
sonra polimerize olarak NFY’leri olustururlar.>’® Tau proteini ve AP seviyesi STZ
grubunda diger gruplara kiyasla 3 kat artmistir. Bu ¢calismada AH’ye sebep proteinlerin
seviyesi Kontrol ve tedavi gruplarinda diisiik seviyede g¢ikarak STZ grubuna kiyasla
anlamli bir farklilik olusturdugu goriilmiistiir (p<<0.05).

Subdiyabetojenik dozlarda ICV-STZ inflizyonunun, hipokampiis ve serebral
kortekste AP’nin norotoksisite meydana getirdigini bildirilmistir.’” ICV-STZ
uygulamasindan sonra AH benzeri tau patolojisinin olugmasi, dnceki ¢calismalarda genis
capta gosterilmistir.3?>380-385 Yapilan ¢calismalarda ICV-STZ uygulanmis Sprague dawley
sicanlarda, hiperfosforile tau seviyesinde bir aydan daha kisa siirede artis oldugu tespit
edilmistir. %3 386387 Ayn1 bulgu Wistar albino siganlarinda da gosterilmistir.3#> 38 Onceki
caligmalardan farkli olarak, bir calismada hipokampal hiperfosforile tau miktar1 ayni
yastaki kontrol siganlarinda ikinci haftada azalirken, ii¢ ve altinci aylarda 6nemli bir
seviyede arts tespit edilmistir.>*

Elde ettigimiz histopatolojik verilere gore, STZ grubunun hipokampiis (CA1-3)

ve serebral korteks dokularinda AP, AChE ve hiperfosforile tau proteini miktar1 diger

90



gruplara kiyasla 3 kat artmistir. 28 giinliik tedavi sonrasinda STZ+SEF ve STZ+MEM
gruplarinda da AH patolojisine yol acan protein miktarlar1 agisindan STZ grubuna kiyasla
anlamli (p<0.05) bir farklilik vardir. Kontrol grubu da tedavi gruplariyla benzer sekilde
STZ grubuna kiyasla p<0.05 anlamliliga sahiptir.

Calismalarda HE boyamada beyin kesitlerinde belirgin yapisal bozulmalarin ve
hipokampiis ile kortekste, davranis ve biligsel fonksiyonlardaki bozulmay1
aciklayabilecek 6nemli sayida ndronal kayiplarin oldugu bildirilmistir.%* 3% Yapilan
calismalarda, kortikal ve hipokampal hasarlar, uzaysal ve nesne tanima bellegindeki
bozulmalarla iliskilendirilmistir.*®” Bu calismanin histopatolojik incelemesinde, STZ
grubunun beyin kesitlerinde korteks, CA1-3 bolgeleri HE boyama ile incelenmis olup,
hiicre yapisinda belirgin bozulmalarin oldugu goézlenmistir. Thioflavine-S ve Congo
kirmizist ile beyin dokular1 boyanan siganlarda, AP birikiminin AH’li sicanlarda daha
fazla oldugu yapilan ¢alismayla gosterilmistir.>2% 32 immiinfloresan boyama ile yapilan
bir deneysel AH modelinde, fosforile tau miktarinin AH’li gruplarda diger gruplara
kiyasla yiiksek oranda arttig1 bildirilmistir.*® Yapilan histopatolojik ¢alismalarda AH’li
deneklerin hipokampiis ve korteksinde bu calismaya benzer sekilde AP birikiminde ve

358, 365, 366, 391, 392 Ngrodejeneratif yonden

AChE aktivitesinde artma tespit edilmistir.
incelenen CA1-3 ve dorsal gangliyonda AH’li siganlarda yiiksek dejenerasyon
goriilmiistiir.>> CA1-3 bolgelerinde yaptigimiz H&E boyamada benzer bulgulara
ulagilmistir. Bu ¢aligmada yaptigimiz immunohistokimyasal boyamada beyin korteks ve
CA1-3 bolgeleri tau, Ap ve AChE yoniinden incelenmek amaciyla ilgili antikorlarla
boyanarak farkliliklar ortaya konmustur. AH’li grubumuz her ii¢ parametrede ve beynin
farkli bolgelerinde yapilan boyamalarda, AH nin derinligini artiran ve hafiza ve bilissel

sorunlara neden olan bu parametrelerde en yiiksek degerde ¢ikarak tedavi ve kontrol

gruplarina kars1 anlamli farkliliklar (p<0.05) olusturmustur.
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Giliniimiizde kullanilan tedavi secenekleri, AH’nin klinik semptomlarini
yavaglatabilmekte fakat hastaligin patolojisinde yeterli bir iyilesme saglayamamaktadir.
Bu durum yeni terapotik ajanlarin ya da mevceut ilaglarin endikasyonlarinin arastirilmasini
hizlandirmistir. AH’nin klinigini artiran, noronal oliimlere sebep olan AP ve tau
hiperfosforilasyonu gibi durumlar icin gelistirilen ilaglarin klinik denemeleri basarisiz
olmustur. B-laktam antibiyotikler, AH tedavisi i¢in yeniden tasarlanmis ilaclardir.
Ozellikle iigiincii sinif sefalosporinler olmak iizere p-laktam antibiyotiklerin AH patolojik
yolaklar1 iizerinde belirgin etkileri oldugu gosterilmistir. Sinaptik aralikta glutamat
birikimi, eksitotoksisiteye sebep olmaktadir. Bu nedenle presinaptik nérondan glutamat
salimimini takiben hizlica ortamda uzaklastirilmasi gereklidir. B-laktam antibiyotikler,
EAAT-2 aktivasyonu yaparak glutamat geri alimimim hizlandirmaktadir.'® 25 178 Ote
yandan, penisilinin hipokampiise tek bir enjeksiyonundan sonra bilis tizerinde nérotoksik
bir etki drettigi, sicanlarda iki yonlii aktif kaginma davranmisi ortaya ¢ikardigi
gosterilmistir.'® 3% 3% Hipokampiiste penisilin tarafindan indiiklenen epileptojenik
odaklar1 olan hayvanlar da algilama/idrak iizerinde olumsuz etkiler gdstermistir.’®
Penisilin smifinin diger yar1 sentetik tlirevleri (klokasilin, tikarsilin, penisilin-G)
incelenmis, bunlarin bilisi zayiflattig1 ve ¢esitli deneysel modellerde ndrotoksisite iirettigi
gosterilmistir.'® Penisilinlerin AH mekanizmasi iizerindeki olumsuz etkileri kesin olarak
aciklanmamasina ragmen, yukaridaki caligmalar biligsel fonksiyonlarda penisilinlerin
kotli sonuclarmi gostermistir. Penisilinlerin anti-mikrobiyal etkileri i¢in hala altin
standart olmasina ragmen, diisiik kanitlanmig néroprotektif etkileri ve artan toksisiteleri,
beta laktam grubunda bulunan diger bir antibiyotik sinifi olan sefalosporinleri arttk AH
denemelerinde tercih edilen ilag se¢imi haline getirmektedir.!” Nérodejeneratif hastaliklar
icin giiniimiizde net ve giiclii bir tedavi bulunamamustir. Seftriakson gibi B-laktam

antibiyotiklerle yapilan caligmalarda sefiksimin AH ig¢in bir ila¢ segenegi olabilecegi
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ongoriilmekte fakat daha ileri molekiiler ve klinik aragtirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

LC-MS/MS, davranis testleri, voltametrik 6l¢iimler ve genetik analizi ile AH’li
hastalarda sefiksimin beyin norotransmiterleri iizerindeki etkisi arastirilmigtir. ACh,
ogrenme ve hafiza siireclerinde kolinerjik sistemde kilit bir 5Sneme sahiptir.>*® MSS’de
ana eksitator norokimyasal olan glutamat seviyesinin artisi, eksitotoksik ndronal hasarlara
ve biligsel islevde kayiplara neden olur.>*”-3%® Bu ¢alismada ICV-STZ kaynakli bilissel
bozuklugun bir belirteci olarak, glutamat seviyesinde artis ve ACh seviyelerinde bir diisiis
tespit edilmistir. Glutamik asit seviyesi bu ¢alismada Kontrol grubunda 121.82+0.97 elde
edilirken, STZ grubu 130.05+0.06 sonucu vermistir. ACh miktar1 4.95+0.32 olarak elde
edilirken, STZ grubunda bu oran 2.32+0.47 olarak tespit edilmistir. Her iki durum STZ
grubundaki bilis problemimin olasi bir nedeni seklinde yorumlanmastir.

Kontrol grubunun dokudaki dopamin seviyesi 7.42+0.42 olarak tespit edilirken,
STZ grubu 5.644+0.11 degeri vermistir. Bu durum, STZ grubunun lokomotor
aktivitelerinde meydana gelen diisiisiin sebebinin, dopamin seviyesindeki diisiise bagl
olabilecegi seklinde yorumlanmistir. Sefiksim ilacimiz ICV-STZ ile indiiklenen deneysel
AH modelimizde hafiza ve bilisten sorumlu noérotransmiterlerin seviyelerini Kontrol
grubuna benzer seviyelere tasiyarak, timit verici sonuglar elde edilmesini saglamistir.
Ellman metoduyla yapilan bir analizde AH’li gruplarda AChE seviyesinin 6nemli
derecede yiikseldigi, kontrol ve tedavi gruplarina kars1 yiiksek anlamliliga (p<0.05) sahip
oldugunu bildirmislerdir.'® Ayni yontemle yapilan bagka g¢aligmalarda da benzer
sonuglar bulunmus, AChE seviyesi AH’li deneklerde diger tiim gruplara kiyasla ¢ok
yiiksek anlamliliga sahip oldugu gériilmiistiir.>* 3 Diger bir ¢alismada benzer bir sonug
elde edilerek ACh sentezinde gorev alan kolin asetil transferaz seviyesinin STZ grubunda
diistiigii gosterilmistir.*?’ Bir galismada Western blot yontemiyle tayini yapilan tau

proteini analizinde AH’li grupta tau proteini seviyesi kontrol grubuna gore yiiksek oranda
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artarak anlamli farklilik olusturmustur.>?> AB1-42 ile indiiklenmis AH modelinde yapilan
calismada korteks ve hipokampiis kaynakli ACh, dopamin ve bunlarin metabolitlerinin
miktar1 da azalmistir. Bu bolgelerde Olgiilen norepinefrin ve metabolitleri incelendigi
zaman ise, yalnizca hipokampiiste analit sayisinin azaldig1 goriilmiistiir.>>3 363

AP ve fosforile tau patolojisi ICV-STZ enjeksiyonunda 14 giin sonra
gozlenmektedir. Western blot ve immun boyama yontemleri bu analitleri 14 giinde
gosterebilmektedir. 45 gilin sonra bu analitlerin daha da artisit ELISA, western blot ve
immunohistokimyasal boyamalarla gosterilebilmektedir 3% 319 322, 325, 326, 330, 332-335, 337-339,
399403 Kongo kirmizisi ya da immiin boyama ile amiloid plaklar ilk olarak 3 ay sonra
goriintiilenebilirken, altinci ve dokuzuncu aylarda bu boyamalarla miktarlar1 daha da
belirgin hale gelmektedir.32% 326:33:345 Biz 1. C-MS/MS ydntemi ve immunohistokimyasal
antikor boyama yontemlerini tercih ederek daha kisa stirede analitleri ve dejenerasyonlari
gostermeyi hedefledik.

Voltametri tekniginde, beyne yerlestirilen elektrotlar vasitasiyla elektrodun kaplh
oldugu enzim sayesinde herhangi bir norotransmiter saniyelik degisimlerle
Olgiilebilmektedir. Calisma elektrodu redoks akimini olusturur, referans elektrodu bu
akimi gecirirken 6te yandan voltaj farkini engellemek amaciyla sabit bir potansiyeli
korur. Voltametri 6l¢limii sirasinda, ¢aligma elektrodunun kapli oldugu enzim vasitasiyla
ilgili norotransmiter oksitlenir ve elektronlarini elektrot ylizeyine birakir, bdylece bir
akim meydana gelir. Bu akimlar dlgtilerek norotransmiterin geri emilim siiresi hakkinda
veriler elde edilir.*** Dopamin, norepinefrin, serotonin, ACh ve glutamat gibi
norotransmiterlerin sinyallesme dinamikleri arastirmacilar tarafindan mikroelektrot
Ol¢iimleriyle belirlenmistir. Voltametri teknigi, mikrodiyaliz yontemine kiyasla

norotransmiterlerin dinamik 6zelliklerinin ¢ok daha hizli Ol¢lilmesine olanak saglar.

Ancak glutamat gibi analitler icin mikrodiyalizin 6nemli bir avantaj1 vardir. Elektrotlarla
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norotransmiterlerin tespiti i¢in 25-30 nM miktarindaki saptama limitine kiyasla
mikrodiyaliz yonteminde bu oran pikomolar seviyesindedir. Yine de mikroelektrotlarin
norotransmiterlerde meydana gelme ihtimali olan ndrokimyasal degisikliklerin
iistesinden gelerek anlik Ol¢lim alabilmesi nedeniyle mikrodiyaliz ydnteminin
kisitlamalarini asabildigi gosterilmistir.**> “*® Mikrodiyaliz, elektrokimya, spektroskopi,
pozitron emisyon tomografisi (PET) ve niikleer manyetik rezonans (NMR) yontemlerinin
uzaysal ve zamansal ¢oziiniirliikleri nispeten zayiftir. Norotransmiter analizi yapmak igin
kullanilan yontemler i¢inde, voltametri teknigi diger yontemlere kiyasla yiiksek uzaysal
ve zamansal ¢oziiniirliige sahiptir.*® 4?7 4% PET ve NMR hem analiz maliyeti yiiksektir
hem de biiyiik 6l¢ekli ekipmana ihtiyag duymaktadirlar. Ayrica gercek zamanl siirekli
Ol¢iim almak bu yontemlerde zordur. NMR invaziv olmayan bir yoOntemdir ve
norotransmiterlerin yaklasik miktart ve konumunu bildirmek i¢in kullanilir. NMR
tarafindan raporu yapilan analitlerin konsantrasyonu ¢ogunlukla milimolar
seviyesindedir. Bu sebeple, hastalik modellerinde nanomolar ya da mikromolar
seviyesindeki norotransmiterlerin dinamik analizinde kullanilamamaktadir.*® Beynin
karmagik yapisi, uzaysal/zamansal ¢oziiniirliik ve biyouyumluluk gibi engellerden dolay1
MSS’deki nérokimyasallarin ger¢ek zamanli ve kendi konumlarinda izlenmesi ¢ok biiytik
zorluktur. Ayrica serbest hareketli hayvanda yapilacak uzun siireli in vivo analizlerde,
sensorlerin pasiflesmesine sebep olabilecek biyolojik kontaminasyon gibi giicliikler de
karsimiza ¢ikabilmektedir. Norotransmiter 6l¢limleri fizyolojik veya patolojik siirecler
devam ederken yapilmak zorundadir. Bu sebeple sensor performansini artirmak igin,
uygun algilama yontemleri tercih edilerek teknolojik iyilestirmeler yapilmalidir.

Her bir norotransmiter algilama teknolojisinin avantaj ve dezavantajlar1 vardir.
Elektrokimyasal 6l¢iimler hem 6zellestirilebilir olmalari hem de kullanilan cihaz ve sarf

malzemelerin uygun maliyetli olmas1 nedeniyle oldukg¢a popiiler bir kullanima sahiptir.
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Bu yontemde norotransmiterler yiiksek zamansal ¢oziiniirlik ve diisiik tespit limitine
sahiptirler. Fakat bu yontemin en énemli kisitlamasi, elektrotlarin zamanla performans
kaybina ugramasi ve 6l¢iimii yapilan analitin ekstraseliiler sivi i¢cinde dagilmasi sonucu
sadece s1v1 i¢indeki ortalama konsantrasyonunun o6l¢iilebilmesidir. Bu durum hiicresel
diizeyde norokimyasal 6l¢iimiinii zorlastirmaktadir. Ayrica invaziv yontemlerde her ne
kadar minimal elektrotlar uygulansa da doku hasar1 olusabilmektedir.>> 419412 Optik
yontemlerin zamansal ¢oziiniirliikleri elektrokimyasal yontemlere benzemekle beraber,
uzaysal ¢oziiniirliikleri son derece yiiksek olmaktadir. Bu yontem, belirli hiicre grubunun
tespitinde uygun sonuclar vermektedir. Floresan goriintiilemede ise penetrasyon derinligi
icin floroforun emisyon dalga boyu ¢ok Onemlidir ve ihtiya¢ duyulan miihendislik
biyobelirteglerinin ~ kimyasal = Ozgiilliglinin ~ olmamasi1  6nemli  bir  sorun
olusturabilmektedir. Derin beyin bolgelerinde bulunan belirli maddeleri tespit edebilmek
amaciyla fiber optik gorintilleme veya yakin kizilotesi spektroskopi iyi sonug
vermektedir. Ote yandan, HPLC gibi kalitatif analiz yapabilen ¢ok ¢esitli yontemleri de
birlestirerek ¢alisabildigi i¢in, mikrodiyaliz yontemi c¢ok esnek bir yontem olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Birden fazla analitin tespiti caligmalarinda o6zellikle cok
avantajhdir. Fakat yiiksek doku hasar1 olusturmasinin yani sira in-situ analizini in vivo
gerceklestiremedigi i¢in, zayif zamansal ¢oziiniirliige sahiptir. Son olarak PET ve NMR
yontemleri invaziv olmamalarina ragmen, zayif uzaysal ¢oziiniirliige sahiptir ve pahali
ekipmana ihtiya¢ duymaktadirlar. Voltametri teknigi 1/6 saniyede islem ¢oziiniirliigiine
sahipken, mikrodiyaliz ancak uzun zamanl 6l¢eklerde ¢oklu analit tayini yapabilir.>> 412
14 Daha &nce yapilan canli hayvanda nérotransmiter dl¢iimii analizlerinin birkag floresan
cevrimigi algilama yontemi digindaki bircogu optik algilama ydntemi kullanilarak
yapilmigtir.*'>#1® Serbest hareket edebilen AH’li sicanlarda voltametri teknigiyle anlik

olarak glutamat tayini ilk kez bu calismada uygulanmistir. Bu calismada oldugu gibi
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enzim bazli elektrokimyasal biyosensor kullanimi yaygin olarak kullanilmaktadir.
Glutamat oksidaz enzimi, glutamat 6lgmek amaciyla biyosensdrlere kaplanmistir ve
cesitli calismalarda ayrintili olarak incelenmistir.*'°4** Glutamat 6l¢iimii icin enzimsiz
veya karbon, nikel, platin gibi farkli materyallerden {iretilmis elektrotlar1 kullanan
calismalar da olmustur.*'% 421 422. 424 Goyindrajan ve ark (2013) glutamat tespiti
yapabilmek icin, glutamat oksidaz enzimine daldirilmig 125 pm ¢apindaki platin
mikrodisk bazli amperometrik biyosensdr imal etmislerdir. Segiciligi artirmak igin,
askorbati engelleyen fosfatidiletanolamin tabakasi ile kaplanmis ve bu sekilde o-
fenilendiamin polimer matrisinde bekletilmistir.*** Salazar ve ark (2016) grubu ise Prusya
mavisi modifiye karbon fiber elektrot kullanarak glutamat dl¢timii yapmustir. Hazirlanan
elektrot o-fenilendiamin/sigir serum albiimini i¢inde elektropolimerize edildikten sonra
modifiye karbon fiber elektrot yiizeyi glutamat oksidaz ile immobilize edilmistir.*** Ozel
ve ark (2014) grubu da glutamat oksidaz bazli platin elektrotlarda glutamat tespit
etmiglerdir. Elektrot diger gruplarda oldugu gibi sigir serum albiimini iginde o-
fenilendiamin ile elektro kaplandiktan sonra ince, sizdirmaz ve segici gegirgen bir film
tabakasi elde edilmistir. Oksijenli ve oksijensiz ortamlarda glutamat algilamasi 6lciilen
elektrodun, oksijenli ortamdaki tespit siiresi 2 sn ¢ikarken oksijensiz ortamda bu oran 5
sn’ye yiikselmistir.*?” Enzim bazli biyosensérler doniistiiriicii tipine gore 4’e ayrilirlar.
Bunlar elektrokimyasal, optik, termal/kalorimetrik ve piezoelektrik sensorlerdir.
Elektrokimyasal biyosensorlerde en sik kullanilan doniistiiriicii tiirleri ise amperometri,
potansiyometri, kondiiktometri ve impedimetridir. Bu c¢alismada kullandigimiz
elektrokimyasal biyosensorlerin c¢alisma mekanizmalari, doniistiiriicii ve analitlerin
elektrokimyasal 6zelliklerine dayanan ve en yaygin olarak kullanilan biyosensorlerden
biridir.*? 428429 Anestezi derinligi, deney hayvaninin viicut sicaklig1 gibi faktérlerden de

etkilenen ndrotransmiter dl¢timii, deneyler arasinda ortam farkliligina gore farkli sonuglar
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verebilmektedir. 1984 yilinda yayimlanan bir raporda, glutamat seviyesinin tespit araligi
2-40 uM olarak bildirilmistir.*** Anestezi seviyesi ne kadar derin olursa, sensdrlerin akim
cikist o kadar diisiik olur.*?? Bu sebeple anestezi altinda yapilan hareketsiz hayvan
Ol¢timlerinde farkli sonuglar alinmigtir. Bu yontemle yapilan dl¢imlerde, Oldenziel ve
ark. (2006) striatumda glutamat miktarin1 18.2+9.3 uM, Kulagina ve ark. (1999) ayni1
bolgede glutamat seviyesini 29+9.0 uM, Rahman ve ark. (2005) ise bu bolgede 2.0+0.5
uM olarak tespit etmistir.’” % 43! Serbest hareket edebilen AH’li siganlarda voltametri
teknigiyle anlik olarak glutamat tayini bu c¢alismada ilk kez uygulanmistir. Anestezi
altinda yapilan bir AH calismasinda, glutamat t80 siiresi AH’li grupta 7,69+0,68 sn,
Kontrol grubunda ise 2,95+0,40 olarak tespit edilmistir. Serbest hareket edebilen
sicanlarda yapilan bu caligmada ise, AH’li grupta glutamat t80 siiresi 8.23+0,95 sn
bulunurken, Kontrol grubunda bu deger 3.12+0,51 sn’ye kadar diiserek, STZ grubundaki
bilis ve hafiza sorunlarinin eksitotoksisite kaynakli olabilecegi seklinde yorumlanmustir.
STZ grubuyla kiyaslaninca Kontrol ve tedavi gruplariin t80 siireleri yiiksek anlamliliga

(p<0.001) sahiptir.
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6. SONUC VE ONERILER

AH yasa bagli demanslarin en sik sebebidir. Bu hastalik progresif, dejeneratif
yaygin bir santral sinir sistemi hastaligidir. Tedavisi i¢in ¢esitli ajanlar bilinmesine
ragmen daha giicli veya kesin bir tedavi heniiz bulunamamistir. Ugiincii kusak
sefalosporin olan sefiksimin antimikrobiyal etkinligi bilinmekte ve kullanilmaktadir fakat
bu ilacin AH’nin davranissal, biyokimyasal, elektrokimyasal ve noroprotektif etkileri
tizerine herhangi bir calisma yapilmamistir. Calismamizda AH’nin davranigsal ve
elektrokimyasal negatif etkilerinin sefiksim ile yavaslatildigini gosterdik. Ilk defa serbest
hareket eden AH’li siganlarda glutamatin anlik geri alimin1 dlgerek sefiksimin olumlu
etkilerini tespit ettik.

Bu calismada ICV-STZ ile uzamsal 6grenmeleri bozulan si¢anlarin, sefiksim
uygulamasi ile beraber 6grenme davraniglarinda istatistiksel olarak anlamli bir diizelme
goriilmiistiir. Sefiksim ayrica, beynin korteks ve CA1-3 bolgelerindeki apoptotik ndronal
kaybin1 6nemli derecede azaltmistir. Sonug olarak sefiksim, hipokampiis néron kaybina
kars1t noroprotektif etki gdstermis ve buna paralel olarak siganlarin uzamsal 6grenme
davranigin1 korumustur. Bu calisma, sefiksimin AH’de kullanilmasi1 amaciyla, gelecek
caligmalarda molekiiler, biyokimyasal, elektrokimyasal ve klinik ¢alismalar i¢in 6nemli

bir kaynak olacaktir.
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EK-2. ETiK BILDIRIM VE INTIHAL BEYAN FORMU
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Ogrencinin Adi ve Sovadi Ce_m— i-l_éAYRAM
Ana Bilim Dali Tibbi Farmakoloji ~

Ogrencinin Kayith Oldugu ﬁr&grm Tiril ~ Doktora

Yukarida bilgileri verilen tezin intihal tespit yazshumiyla (Turnitin) yapilan tarama sanucunda
elde edilen benzerlik oranlan asagidaki gibidir. Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu, aksi halde
| dogacak hukuki sorumluluklan kabul ve beyan ederiz.

Biliimler - | [?e_n_zerlilr. Oram _H Maksimum Bengzerlik Oranlan
| L Girig ) %0 I % 15
L Genel Bilgiler || %2 | %35 |
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tarama digr birakidabiliv. Yukaridaki azami benzerlik oranlari yamnda tek bir kaynaktan olan benzerlik
oranlarint %35 'den bifvitk olmamas: gerekir,

Not: Yedi kelimeye kadar benzerlikler ile Baslik, Kaynakga, Icindekiler, Tegekkar, Dizin ve Ekler kistmlar:
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EK-3. ETIK KURUL ONAY FORMU

T.C. FUAT,
SEIGIN
ATATURK UNIVERSITESI REKTORLUGU 201
Rektorlik \
Sayi : 75296309-050.01.04-E.1900378966 31.12.2019

Konu: HADYEK Karar.

TIP FAKULTESI DEKANLIGINA

flgi : 23.12.2019 tarihli ve 42190979-000-E.1900368826 say1li belge.

ilgide kayith yazimiz; Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulumuzun
26.12.2019 tarih ve 16 sayihh Oturumunda Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Basvuru
Formu ve ekli belgeleri, gerekce, amac, yaklasim ve yontemler dikkate alinarak incelenmis ve
asagiya cikarilan 249 no’lu karan ile s6zkonusu arastirma calismasimin yiiriitiilmesinin, etik
kurallarina uygun olduguna, mevcut oy birligi ile karar verilmis olup, ¢calismanimn Atatiirk
Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastrma Merkezi (ATADEM) Laboratuarlarinda
yiiriitiilmesine ve taahhiitname hiikiimlerine goére calismada kullamlan hayvanlara ait
bilgilerin, T.C. Tarim ve Orman Bakanligi, Doga Koruma ve Milli Parklar Genel
Miidiirliigiiniin, Hayvanlan Koruma Bilgi Sistemi (HAYBIiS)'ne girilebilmesi i¢in ekte
sunulan “HADYEK Sonu¢ Raporu”nun Bagkanhgimiza gdnderilmesi hususunda;

Geregini bilgilerinize arz ederim.

Atasiick Universitesi Veteriner Falchlien 23240 Errnorum Bilgi- Mehmet KOCA
Tel: «00 442 2317212 Faks +00 442 2317244
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Kep Adlresi: ptaumiad bl kep.tr
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TOPLANTI TARIHI :26.12.2019
TOPLANTI SAYISI : 16

KARAR N0 249: Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi, Dahili Tip Bilimleri
Boilimii, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali 6gretim dyesi Prof.Dr.Ahmet
HACIMUFTUOGLU nun yiiritiiciilliigiinde, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama
ve Arastirma Merkezi (ATADEM) Laboratuarlannda viiriitiilecek olan *“Denevsel Alzheimer
Modeli Olusturulan ve Serbest Hareket Edebilen Sicanlarda Glutamatin Geri Alimm
Siirelerinin in Vivo Voltametri Teknigi ile Degerlendirilmesi™ isimli arastirma ¢alismas:
ile ilgili Tip Fakiiltesi Dekanhigimn 23.12.2019 tarihli ve 42190979-000-E. 1200368826 sayili
yvazis! ile ekleri gortisiildii.

Yapilan giriigmelerden sonra; adi gegen arastirma ¢alismasiin yiiritilmesinin etk
kurallarma uygun olduguna, ¢aligma sonucunun Baskanhigimiza bildirilmesinin, meveut oy
birligi ile kabuliine; (Yonetmelifin 8.maddesinin 8/h bendi geregince, Prof.Dr.Ahmet
HACIMi:‘-FTﬂDGLU, giriigmeye katilmad ve oy kullanmadi). karar verildi.

Ek : Sonug Raporu. | Adet.
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