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OZET

Deneysel Alzheimer Modeli Olusturulmus Serbest Hareket Edebilen Sicanlarda
Ila¢ Tedavilerinde Goriilen Beyin Bolgelerindeki Degisikliklerin Farkh
Mikroelektrot Tipleriyle Degerlendirilmesi

Amag¢: Bu calismada STZ ile indiikklenmis deneysel Alzheimer Hastaligi
olusturulmus sicanlarda ndrotransmitter geri alim siirelerinin ve seviyelerinin hareketli
hayvanlarda in-vivo voltametri ve LC/MS-MS yontemleriyle 6lgmeyi ve yeni tedavi

yaklasimlarimin iyilesme iizerindeki etkisini incelemeyi amacladik.

Materyal ve Metot: Her bir grupta 8’er adet sigan olacak sekilde 4 grup olarak
calisma plani olusturuldu. Sicanlarda Alzheimer Hastalig1 olusturmak i¢in icv olarak STZ
enjeksiyonu yapildi. Gruplar sirastyla kontrol, streptozotosin, streptozotosin + memantin,
streptozotosin + ampisilin olarak belirlendi. Enjeksiyon Oncesi ve tedavi sonrast olmak
tizere iki kere davranis testleri yapildi. Davranis testleri i¢in lokomotor aktivite, pasif
sakinma ve Morris su labirenti testleri secildi. Deney sonu Fast voltametri sistemiyle
glutamat geri alim siireleri ve LC/MS-MS yontemiyle de glutamat, dopamin ve asetilkolin
seviyelerine bakildi. Aliman dokularda patolojik ve immunohistokimyasal incelemeler
yapildi. Patoloji ¢alismalarinda piknotik ve dejeneratif hiicreler, immunohistokimya
caligmalarinda ise Beta-amiloid, Tau ve asetilkolin esteraz incelendi. Tiim sonug¢lar SPSS

v 20.0 programi ile analiz edildi.

Bulgular: Davranis testleri sonuglarina gére STZ grubunda kontrol grubuna gore
davranig parametrelerinin negatif yonde degistigi, tedavi gruplarinda ise kontrol grubu
degerlerine bu parametrelerin yaklastig1 tespit edildi. Glutamat geri alim siiresinin STZ
grubunda uzadig1 tedavi sonrasi geri alim siiresinin normale yaklastig1 gozlendi.
Norotransmitter seviyelerinin de degisimlerinin STZ grubuna kiyasla normale yaklastig1
tespit edildi. Yapilan immunohistokimyasal bulgularin STZ ile indiiklenen Alzheimer

hastalig1 modeline uydugu, tedavi sonrasi bu degerlerin kontrole yaklastig1 goriildii.

Sonuclar: Bu caligmayla in-vivo voltametri Olgiimleri Alzheimer hastalig
olusturulmus hareketli sicanlarda ilk kez yapilmis oldu. Aym1 zamanda ampisilin’in
glutamat geri alim siiresi iizerine etki ederek STZ ile indiiklenen Alzheimer Hastalig1

modeli lizerine olan pozitif etkisi kanitlanmis oldu.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer Hastaligi, LC/MS-MS, Norotransmitter, STZ,

Voltametri



ABSTRACT

Objective: In this study, we aimed to measure neurotransmitter reuptake times
and levels in rats with STZ-induced experimental Alzheimer’s Disease by in-vivo
voltammetry and LC/MS-MS methods in freely moving animals and to examine the effect

of new treatment approaches on recovery.

Materials and Methods: According to the results of the behavioral tests, it was
determined that the behavioral parameters in the STZ group changed negatively
compared to the control group, and these parameters approached the control group values
in the treatment groups. It was observed that the glutamate reuptake time was prolonged
in the STZ group, and the reuptake time approached normal after the treatment. It was
determined that the changes in neurotransmitter levels were close to normal compared to
the STZ group. It was observed that the immunohistochemical findings were consistent
with the STZ-induced Alzheimer's disease model, and these values approached the

control after treatment.

Conclusion: With this study, in-vivo voltammetry measurements were made for the
first time in motile rats with Alzheimer’s disease. At the same time, ampicillin’s positive
effect on the STZ-induced Alzheimer’s Disease model was proven by acting on the

glutamate reuptake time.

Keywords: Alzheimer’s Disease, LC/MS-MS, Neurotransmitter, STZ, Voltammetry
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1. GIRIS

En yaygin demans tiirii olan Alzheimer hastaligi (AH) kendini lokal norolojik
semptom, haliisinasyon, sanr1 ve psikolojik sosyal yetersizlik ile gosteren ilerleyici
bilissel bir bozukluktur.! 2018 yil1 verilerine gore diinya genelinde yaklasik 50 milyon
insan bu hastaliktan mustarip olmakla birlikte bu sayinin 2050 yil1 itibariyle 153 milyon
kisiye yiikselecegi diisiiniilmektedir.!? Genellikle 65 yas iistii popiilasyonda goriilen bu
hastaligin en 6nemli belirtisi unutkanliktir.® Zihinsel yetenekler giderek kotiilesmekte ve
kisilik degisiklikleri ortaya cikmaktadir.* En yaygin kisilik degisiklikleri, azalan
inisiyatif/artan ilgisizlik, hobilerden vazge¢cme ve artan kisilik rijiditesi; en az siklikta
goriilen degisiklikler ise duygusal kontrolde bozulma, uygunsuz durumlarda nese ve
cinsel kabahatlerin ortaya ¢ikmasidir. Davranigsal degisiklikler ise genis bir anormallik
yelpazesini kapsamaktadir. Bunlar, talepkar ve asiri elestirel davraniglar, siiphecilik,
siddet, haliisinasyonlar, sanrilar, depresyon, ofori, rijidite, is birligi yapmama,
diizensizlik, huzursuzluk, psikomotor ajitasyon, kararsizlik, geri ¢ekilme,

hipokondriyazis, ilgisizlik, paranoya ve diger semptomlar1 icermektedir.’

1970’lerden bu yana, skopolamin gibi antikolinerjik ilaglarin biligsel islevler
tizerinde olumsuz etkilerinin oldugunun gdzlemlenmesiyle, kolinerjik sistemin biliste
onemli bir rolii oldugu gosterilmistir.® Son zamanlarda antikolinerjiklere yiiksek diizeyde
kiimiilatif maruz kalmanin, artan demans riskine karsilik geldigi gosterilmistir.” Bu
nedenle Alzheimer hastaligi (AH) i¢in mevcut ana tedavi stratejisi, asetilkolinin
bozulmasin1 katalize eden enzim olan asetilkolinesterazi inhibe eden bilesiklerin
uygulanmasi yoluyla asetilkolin seviyelerini arttirmaktir. Suanda FDA (Amerika Birlesik
Devletleri Gida ve Ilag Dairesi) onayl ii¢ kolinesteraz inhibitorii vardir: rivastigmin,

donepezil ve galantamin.® Kolinesteraz inhibitorleri, hafif-orta derecede Alzheimer



hastalig1 i¢in klinik kullanim gosterse de, FDA’nin memantini onayladigi 2003 yilina
kadar orta ila siddetli Alzheimer hastaligi olan hastalar i¢in mevcut tedavi
bulunmamaktayd:.” Memantin, glutamaterjik disfonksiyonu hedefleyerek yarismasiz bir
NMDA (N-Metil-D-Aspartat) reseptor antagonisti olarak hareket ederek ve agik
durumdaki NMDA reseptor kanalma baglanarak etki gostermektedir.!® NMDA-
reseptdriiniin normal islevi, ndrotransmisyon igin kalsiyum (Ca?") akisini1 saglamaktir,
ancak hastalik durumunda, NMDA-reseptoriiniin artan aktivitesi, asir1 Ca®>" akisina,
eksitotoksisiteye ve hiicre Olimiine yol agan uzun siireli kanal agilmasina neden

olabilmektedir.'!

Glutamat, memeli merkezi sinir sistemindeki ana uyarict norotransmiterdir.
Ayrica, 6grenme ve hafiza i¢in onerilen bir molekiiler substrat olarak uzun vadeli noéronal

giiclendirmede rol oynamaktadir.!?

Modern ndrobiyolojideki ¢ok az kavram, uyarict amino asitlerin asir1 saliniminin
noronal hasarin olugmasma neden oldugu goriisii kadar ilgi uyandirmaktadir. Bu
hipotezin ana varsayimi, glutamat tarafindan 6rneklendigi gibi nérotransmitterlerin asir
salinmasinin ve uyarict amino asitlerin asir1 birikiminin, kesintisiz bir sekilde, néronlara
Ca*" akis1 ve hiicre 6liimii ile sonuglanacak olan karmasik bir hiicresel hasar siirecini
baslatmasidir.'>!* Eksitotoksisite, glutamatin pre-sinaptik sinir terminallerinden ve
astrositlerden hiicre dist bosluga asir1 salinnmi ve bunun sonucunda glutamat
reseptorlerinin, 6zellikle NMDA reseptorlerinin asir1 uyarilmasiyla tetiklenmektedir. Bu
reseptdr asiri uyarimi, glutamat reseptdr kapili iyon kanallar1 yoluyla asir1 Ca** ve
sodyum (Na") akisina yol acar, bunu pasif olarak klor (CI7) ve su hareketleri izler.'> Sonug
olarak artan hiicre i¢i hacim ve Ca?" asir1 yiiklenmesi kombinasyonu, ¢esitli dliimciil
metabolik diizensizliklere, i¢ organel sismesine ve nekroza yol agan plazma zari

yetmezligine neden olur.'>!4



Eksitator amino asit tastyici-2 (EAAT-2), agirlikli olarak astrogliyal hiicrelerde
ifade edilen baglica glutamat tasiyicilarindan biridir ve toplam glutamat aliminin
%90’indan  sorumludur. Glutamat tasiyicilari, sinaptik araliktaki  glutamat
konsantrasyonunu sik1 bir sekilde diizenler. EAAT-2’nin islev bozuklugunun asir1 hiicre
dis1 glutamat birikimi aracilifiyla Alzheimer hastaligi dahil olmak iizere cesitli
norodejeneratif hastaliklarin  gelisiminde rol oynadigi diisiiniilmektedir.'® AH’de
glutamat tastyicilarindan EAAT-2 (ya da Glutamat Transoporter-1 (GLT-1))’nin
immiinoreatkivitesinin azaldigi eksitator amino asit tasiyici-1 (EAAT-1) ve eksitator
amino asit tagiyic1-3’iin (EAAT-3) ise etkilenmedigi gézlenmistir. Bunun sebebinin ise

amiloid prekiirsdr proteininin anormal isleyisi sonucu oldugu gosterilmistir.!”

[k olarak 2005 yilinda betalaktam antibiyotikler iizerine yapilan bir ¢alismaya
kadar EAAT-2nin norodejeneratif hastaliklar iizerindeki etkinligini gosteren herhangi
bir calisma yapilmamistir. Bunun sebebi ise EAAT-2"nin etkinligini saglayan bilesiklerin
bilinmemesidir. Betalaktam antibiyotiklerin bu etkinligi glutamat eksitotoksisitesinin rol

oynadig1 noérodejeneratif hastaliklar igin yeni bir tedavi yaklasimi olusturmaktadir.'®

Intrakraniyavetrikiiler olarak Streptozotosin’in (STZ) sican beynine enjeksiyonu
sonucu AH nin erken dénem patofizyolojik bulgularin1 yansitan modelleme yapilmistir. "
Bu tez ¢aligmasinda STZ ile olusturulan hasarin ampisilin yardimiyla artan EAAT-2
aktivasyonu sonucu glutamatin ortamdan uzaklastirilmasi ve bu sayede glutamatin
olusturacagi ndronal hasarin 6nlenmesi hedeflenmistir. Noronal hasarin ve tedavi sonrasi
degisikliklerin degerlendirilmesi Morris su labirenti testi, pasif sakinma testi,
immunohistokimyasal boyama ve prefrontal kortekste glutamat geri alim parametresinin

voltametrik olarak incelenmesi ile yapilacaktir.



Gliniimiiz tedavi imkanlarinin yetersiz kaldigi bu hastalikla ilgili mekanizmalar1
daha iyi anlayabilmek ve tedaviye farkli yaklagimlarda bulunabilmek i¢in bu deneysel

calismayi planladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastahg1

AH, B-amiloid (A) igeren hiicre dis1 plaklar ve Tau iceren hiicre i¢i norofibriler
yumaklar ile karakterize norodejeneratif bir hastaliktir. AH tipik olarak belirgin amnestik
biligsel bozulma ile kendini gosterir, ancak daha az siklikla amnestik olmayan bilissel
bozukluk olarak da ortaya ¢ikabilir. AH’ nin kisa siireli bellek gii¢liigii en yaygin olan
semptomudur, ancak anlamli konusma, gorsel-uzaysal isleme ve yiirlitme (zihinsel
ceviklik) islevlerinde bozulma da meydana gelebilir.? AH teshisini takiben ortalama
hayatta kalma siiresinin hastanin teshis anindaki yasina bagli oldugu, 65 yasinda AH
teshisi konan kisiler i¢in yaklasik 8.3 yil ile 90 yasinda AH tanis1 konan kisiler i¢in

yaklasik 3.4 y1l arasinda degistigi, ortaya konulmustur.?!

2.1.1. Alzheimer Hastahi@inin Tarih¢esi

Mart 1901°de, 50 yasindaki Auguste Deter’in kocasi, karisinda hizli bir ilerleme
ile artan yogunlukta uyku bozukluklari, hafiza bozukluklari, saldirganlik, aglama ve kafa
karigiklig1 fark etmistir. Bunun {izerine 51 yasindaki hasta Frankfurt akil hastanesinde 25
Kasim 1901°de tedavisi icin yatan hasta olarak kalmaya baslamistir. Bu tarihten itibaren
kidemli asistan Alois Alzheimer hastanin semptomlarimi yillarca derinlemesine
incelemistir. Semptomlarinin zamanla giderek kotiilesmesi sebebiyle Auguste Deter, 8
Nisan 1906°daki liimiine kadar hastanede yatan hasta olarak kalmistir. Oliimiinden sonra
Alzheimer hastanin 4 yil boyunca tutulan tibbi kayitlar1 ile hastanin semptomlari
arasmndaki iligkiyi arastirmak igin bir beyin biyopsisi yapmustir.>>** Serebral korteksin
genel olarak inceldigi bulunmustur. Hafizayi, dili, yargilamay1 ve diisiinmeyi kontrol
eden bolgenin ciddi sekilde bozuldugu belirlenmistir. Noronlarda senil plak olusumlari
ve norofibriler yumaklar bulunmustur.”> Dénemin tip doktorlar: arasindaki fikir birligi,

70 yasinn iistiindeki hastalarda senil plak bulunabilecegi iken, norofibriler yumaklarin



da ayn1 hastada ortaya ¢ikmasi yeni bir gézlem olmustur. Hastanin yas1 diistiniildiigiinde,
her iki bulgu da donemin bilgileri ile ¢celismektedir. Bu sonuglar ve bunlarin 4 yildan fazla
bir siiredir kaydedilen klinik bulgularla iligkisi, Tiibingen toplantisinda Alzheimer’in

konusmasinin temelini olusturmustur.

Kraepelin’in tesviki iizerine, 3 Kasim 1906’da Alzheimer, Almanya’nin
giineybatisinda bulunan Tiibingen’de diizenlenen 37. psikiyatri konferansinda 51
yasindaki Auguste Deter’in semptom ve beyin biyopsisi sonuglarint “Serebral korteksin
kendine 6zgii ciddi bir hastalik siireci” adl1 ¢alismasiyla bildirmistir.?* Ancak, bu bildiri
akademi tarafindan yeterli ilgiyi gormemistir. Alzheimer, raporun igerigini giiclendirerek
bir yil sonra bir arastirma makalesi olarak yayinlamistir. Hastalik, 1910°da Kraepelin

tarafindan yaymlanan psikiyatri kitabinda ilk kez AH olarak adlandirilmistir.?

2.1.2. Alzheimer Hastalig1 Epidemiyolojisi

AH genellikle demans vakalarinin %60 ila %80’ini olusturan en yaygin demans
alt tipi olarak kabul edilmektedir. Klinik olarak teshis edilen AH prevalans: yiiksektir ve
bu durumun popiilasyonun yaslanmasiyla iligkili olarak artmasi1 beklenmektedir.??’” AH
prevalansi lizerine yapilan birgok g¢aligmadaki tahminlere gdre hastalik 60 yas istii
popiilasyonun %3-4’{inii etkilemektedir.?® Cin’de yapilan bir calismada elde edilen
prevalans tahminlerine gore prevalans 55-59 yas araliginda %0.2 civarlarindayken 95-99
yas araliginda %48.2 ye yiikseldigi gozlenmektedir.’® Ayrica yapilan calismalarda
AH’nin  kadinlardaki prevalansinin erkeklerden daha fazla oldugu belirtilmistir.
Prevalansta oldugu gibi insidansta da yasa bagli olarak artis gozlenmektedir. Avrupa’da
yiiriitiilen ¢aligsmalarin bir meta analizinde kadinlarda yilda her 1000 kisiden 13.3’iinde

erkeklerde yilda her 1000 kisiden 7.02’sinde AH bulunmaktadir.*°



2.1.3. Alzheimer Hastaligimin Risk Faktorleri
Hastaligin ilerlemesi ile iligkili risk faktorlerini anlamak, hastalarin gelecekleri ile
ilgili kararlar vermelerine yardimci olabilecegi ve ilerlemeyi yavaslatmak i¢in klinik

gelisime ve tedavilerin kullanimina rehberlik edebilecegi diisiiniilmektedir.>!

Risk faktorleri, serebrovaskiiler hastaliklar, diyabet, hipertansiyon, obezite,
dislipidemi, tip 2 diyabet, stres, depresyon, medeni durum, yetersiz uyku, sigara ve
genetik faktorler olarak smiflandirilabilir.®> Genetik risk faktorleri; erken dénem AH
genellikle amiloid prekiirsor protein, presenilin 1 ve presenilin 2 genlerindeki (sirastyla
APP, PSENI ve PSEN2) mutasyonlar nedeniyle olusurken, ge¢c donem AH esas olarak

apolipoprotein E (APOE) genindeki bir polimorfizm ile iliskili oldugu belirlenmistir.**-*

AH’deki en onemli risk faktorii yaslanmadir. Geng bireylerde AH nadiren
goriilmekle birlikte cogu AH vakas1 65 yasindan sonra baslayan gec bir baslangiglidir.®®
Yaslanma, beyin hacminde ve agirlifinda azalma, sinaps kaybi ve belirli alanlarda
ventrikiillerin genislemesi ile birlikte senil plak (SP) ve ndrofibriler yumak (NFY)
birikimi ile birlikte birden fazla organ ve hiicre sistemi yoluyla meydana gelen karmagsik

3637 Ayrica, yaslanma smrasinda  glukoz

ve geri doniisli olmayan bir siiregtir.
hipometabolizmasi, kolesterol dishomeostazi, mitokondri disfonksiyonu, depresyon ve
bilissel gerileme gibi ¢esitli durumlar ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Bu degisiklikler normal

yaslanma stirecinin dogal bir pargasidir ve bu nedenle erken AH’deki olgularin ayirt

edilmesini zorlastirmaktadir.*®

Hava kirliligi, kimyasal, fiziksel veya biyolojik kirleticilerin eklenmesi yoluyla
atmosferin dogasinin degistirilmesiyle karakterize edilir. Hava kirliligi, solunum ve
kardiyovaskiiler hastaliklarla iliskilidir ve son zamanlarda AH ile iliskisi de
belgelenmistir. ABD’de Ulusal Ortam Hava Kalitesi Standartlart (NAAQS) tarafindan

ozon (O3), nitrojen oksitler (NOx), karbon monoksit (CO), partikiil madde (PM), kiikiirt,
7



dioksit (SO2) ve kursun (Pb) dahil olmak iizere alt1 hava kirletici ajan insan sagligina
tehdit olarak tanimlanmistir. Hayvanlar ve hiicresel modeller {izerinde yapilan
aragtirmalar, yiiksek diizeyde hava kirliligine maruz kalmani, AH’de gézlenene benzer
sekilde frontal korteks bolgesine ek olarak olfaktdrde hasara yol acabilecegini
gostermistir. Hava kirleticilerine maruz kalan bireylerde, frontal kortekste hiper-fosforile
Tau ve AP plaklarinin varlig: ile oksidatif stres, ndroinflamasyon ve norodejenerasyon
arasinda bir baglanti vardir. Hava kirliliginin, AB42 olusumunda, birikmesinde ve biligsel

islevlerde bozulmaya neden olabilecegi diisiiniilmektedir.***

Son yillarda AH’de beslenmenin rolii izerine yapilan ¢alismalarin sayist artmistir.
Antioksidanlar, vitaminler, polifenoller ve balik yag1 gibi ¢esitli diyet takviyelerinin AH
riskini azalttig1, doymus yag asitleri ve yiiksek kalori aliminin AH riskini artirdigi
bildirilmistir.*' Gida isleme, 1s1ya duyarli mikro besinlerin bozulmasina, biiyiik miktarda
su kaybma ve proteinler, lipidler ve niikleik asitlerdeki serbest amino gruplarinin
enzimatik olmayan glikasyonundan toksik ikincil iirlinlerin olusumuna neden olmaktadir.
Hiicre yiizeyi reseptorlerinin ve viicut proteinlerinin yapisini ve islevini degistirerek
oksidatif stres ve inflamasyonu indiikleme yetenekleri ikincil glikasyon son iiriinlerinin
toksik etkileridir. Farkli caligmalar, yiiksek ikincil glikasyon son iiriinleri serum
seviyesinin, biligsel gerileme ve AH’nin ilerlemesi ile iliskili oldugunu gdstermistir.*?
Yetersiz beslenmenin de AH i¢in baska bir risk faktorii olabilecegi diisiiniilmektedir.
Folat, Bi> vitamini ve D vitamini gibi besinlerin eksikligi, bilissel islevlerde azalmaya
neden olabilecegi gibi, AH’li hastalarin yeme ve yutma sorunlar1 yasamasina ve bu da

malniitrisyon riskini artmasina neden olabilecegi diisiiniilmektedir.*?

Metaller dogada ve biyolojik sistemlerde bulunmaktadir ve canli organizmalarda
fizyolojik islevi olan biyo-metaller ve herhangi bir biyolojik islevi olmayan toksikolojik

metaller olarak ikiye ayrilabilir.** Aliiminyum (Al), islenmis gidalar, kozmetikler, tibbi
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miistahzarlar, ilaglar ve digerleri gibi endiistrilerde 6nemli Ol¢iide kullanilmaktadir.
Viicutta aliiminyum, plazma transferrine ve alliminyumun beyne gegcisine aracilik
edebilen sitrat molekiillerine baglanir. Calismalar, Al’nin beyinde korteks, hipokampus
ve beyincik bolgelerinde biriktigini, burada proteinlerle etkilesime girdigini ve AH’ nin
0zelligi olan Tau proteini gibi yiiksek oranda fosforile edilmis proteinlerin yanlis
katlanmasina, toplanmasina ve fosforilasyonuna neden oldugunu gdstermistir.*> Kursun
(Pb), Ca®* gibi biyo-metallerin baglanma bolgesi ile rekabet eder ve kan-beyin bariyerini
(KBB) hizla gegebilir, burada noral farklilagsmayi1 ve sinaptogenezi degistirebilir ve ciddi
hasara neden olabilmektedir. Caligmalar, akut Pb maruziyetinin AH ile iliskili oldugunu
ve [-sekretaz ekspresyonunda ve AP birikiminde artisa neden oldugunu ortaya
koymustur. Kadmiyum (Cd), KBB’yi gegebilen ve AH gibi norolojik hastaliklara neden
olabilen kanserojen suda ¢oziiniir bir metaldir. Yapilan ¢alismalar, Cd iyonlarinin AH
beyninde AP plaklarinin toplanmasinda ve Tau’nun birikmesinde rol oynadigini
gostermistir. Metallerin beyin dokusu tizerinde etkileri ile ilgili toplanan veriler, bunlarin
AH gelisiminde rol oynayan risk faktorleri arasinda yer aldigi hipotezini

desteklemektedir.*¢

Merkezi sinir sistemine (MSS) yonelik kronik enfeksiyonlar, Ap plaklariin ve
NFY’nin birikmesine neden olabilir, bu nedenle AH’deki risk faktorleri arasinda yer
almaktadir. Dr. Itzhaki tarafindan yapilan arastirmalar, Herpes simpleks virtistiniin (HSV-
1) DNA’smin, ApoE-¢4 alel tasiyicilar olan hastalarda bulundugunu gostermektedir. Bu
durum HSV-1’in AH gelistirme riskinin yiiksek oldugunu diisiindiirmektedir. HSV-1
beyinde ¢ogalabilir, bu da inflamatuar yanitin aktivasyonu ve A birikiminde bir artis ile
sonuglanabilir, bu da noronlarda hasara ve kademeli AH gelisimine neden olabilir. Ote
yandan Miklossy ve Balin’s tarafindan yapilan calisma sonuglari, kronik bakteriyel

enfeksiyonlarin AH’deki roliinii ortaya koymustur. Serebral kortekste biriken spiroket



bakterilerinin (7reponema pallidum) neden oldugu sifilitik demans, norofibriler
yumaklara benzer lezyonlar liretmekte ve bu da yikict nérodejeneratif bozukluklara yol

agmaktadir.*”#

AH’nin gelisimi ile ilgili ¢esitli risk faktorleri vardir. Bu listeye ek olarak, AH’li
yaslt insanlar genellikle kardiyovaskiiler hastalik, obezite, diyabet ve digerleri gibi
hastaliklara da sahiptir. Bu kosullarin tiimii, artan AH riski ile iligkilidir.>%"!
Kardiyovaskiiler Hastaliklar, dejeneratif etkiyi artiran, amiloid ve Tau patolojisini
etkileyen noral doku kaybi nedeniyle artan demans riski ile iligkili inme gibi AH igin
onemli bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir. Atriyal fibrilasyon felce yol agan
embolilere ve bununla birlikte hafiza ve bilissel islevlerde azalmaya neden olmaktadir.
Kalp yetmezligi kalbin pompalama islevini etkilemektedir. Bu durum viicuda yetersiz kan
temini ve beynin hipo-perfiizyonu ile sonuglanmakta, bu da hipoksi ve noral hasara yol
acmaktadir. Koroner kalp hastaligi hipotezi, ateroskleroz, periferik arter hastaligi, hipo-
perfiizyon ve embolinin artan AH riski ile iliskili oldugunu gostermektedir.
Hipertansiyon, beyin kan akisini azaltan damar duvarlarimin kalinlagmas1 ve damar
liimenin daralmasi ile iliskilidir ve kronik vakalarda AH igin risk faktorii olarak yer alan

beyin 6demine neden olabilecegi diisiiniilmektedir.>!->2

Obezite, bireylerin yaktigindan daha fazla kalori tiiketmesi nedeniyle viicut
yagimin ¢ok fazla olmasi durumu i¢in kullanilan bir terimdir ve viicut kitle indeksi
yontemi kullanilarak hesaplanabilmektedir. Viicut yaginin artmasi, beyin iskemisini,
hafiza kaybin1 ve vaskiiler demansi destekleyen beyin kan akisinin azalmastyla iliskilidir.
Obezite, sagliksiz beslenme ve diger faktorler, periferik dokulart ve kan damarlarini
etkileyen hiperglisemi ile karakterize olan bozulmus glukoz toleransina veya diyabete
neden olabilmektedir. Kronik hiperglisemi, artan amiloid-beta birikimi, oksidatif stres,

mitokondriyal disfonksiyon ve néroinflamasyonun bir sonucu olarak biligsel bozulmaya
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yol acabilecegi diisliniilmektedir. Obezite, makrofajlar1 ve lenfositleri uyaran ve
nihayetinde lokal ve sistemik inflamasyona yol agan adipoz dokudan proinflamatuar
sitokin salgilarinin artmasiyla karakterize bir olaydir. Bu inflamasyon insiilin direncini,
hiperinsiilinemiyi ve bunun sonucunda hiperglisemiyi tesvik etmektedir. Obezite, demans
ve AH icin risk faktorleri olarak tanimlanan tip 2 diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
kanser i¢in iyi bilinen bir risk faktoriidiir. Ensefalit, mikrogliada artisa neden olur ve
sinaptik plastisitenin azalmasina ve norojenezin bozulmasina neden olmaktadir.
Mikroglia, insiilin reseptor substrati 1’1 etkileyebilir ve sinir sagliginda énemli bir rolii
olan hiicre i¢i insiilin sinyalini bloke edebilir. Bu nedenle, insiilin etkisindeki degisiklik

AP birikimine neden olabilir ve AH ile iligkili Tau protein yikimim azaltabilir.?!->3

2.1.4. Alzheimer Hastaliginmin Patogenezi

Noronal sitoplazmada ¢oziinmeyen AP plaklarinin, Tau fosforilasyonunun ve
NFY’nin varligt AH’nin ayirt edici oOzelligidir.>’ Bilissel gerilemeye neden olan
mekanizmalar hala tartigilsa da bu birikimlerin eksitotoksisite siireclerinden kaynaklanan
noronlarin atrofisine ve Oliimiine, kalsiyum homeostazinda ¢okmeye, inflamasyona,
enerjinin ve noronal faktorlerin tiikenmesine yol agtigina inanilmaktadir. Bu siirecin bir
sonucu olarak, bellek, 6grenme ve diger bilissel islevlerde yer alan noronlarin ve

sinapslarin zarar gérmesi, s6z konusu bilissel gerilemeye yol agmaktadir.>®

36 ila 43 aminoasit iceren AP peptidi, beyin homeostazinda 6énemli roller oynayan
fizyolojik olarak iiretilen bir protein olan APP’nin enzimatik proteolizinden tiiretilir.>*
APP isleme i¢in iki ana yol bilinmektedir: amiloidojenik olmayan a-sekretaz aracili yol
ve amiloidojenik B- ve y-sekretaz aracili yol. APP’nin a-sekretaz tarafindan boliinmesi,
noronlarin plastisitesinde ve hayatta kalmasinda ve eksitotoksisiteye karsi korumada

onemli roller oynayan, muhtemel noroprotektif islevi olan ¢dzilinlir bir molekiil olan

sAPPa ile sonuglanmaktadir.’%> AP peptidi, bir B-sekretaz tarafindan APP’nin
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boliinmesiyle iiretilmektedir. Bu yolda APP, ¢6ziiniir bir APP pargasi ve hiicre zarina
bagl bir karboksi-terminal kompleksi vermek iizere B-sekretaz tarafindan boliiniir. Son
olarak APP, 4 proteinden olusan bir y-sekretaz kompleksi tarafindan AP peptidini
olusturmak i¢in parcalanir: bu proteinler presenilin 1 veya 2, nikastrin, APH-1 ve PEN-
2. Boyutlar1 38 ila 43 aminoasit arasinda degisen AP peptitleri, 40 aminoasit formunun
(AB40) baskinlhigi ile iiretilir, bunu 42 (AP42) takip eder. Fizyolojik kosullarda,

amiloidojenik ve amiloidojenik olmayan yollar dengede bir arada bulunmaktadir.5!63

AP42 peptidi, AP40’a gore agregasyona daha yatkindir. immunohistokimyasal
analizler, AH hastalarinda AP42°’nin baslangicta biriktigini ve gdzlenen amiloid

plaklarinda daha yiiksek konsantrasyonlarda bulundugunu gdstermektedir.

AP peptitleri, fizyolojik kosullar altinda, birincil olarak sinaps koruyucu islevi
olan monomerik formlarda iiretilmektedir. Ancak bu proteinin birikmesi senil plaklarda
biriken fibrillerin olusumuna yol agmaktadir. Yiiksek AP seviyeleri, kolinerjik,
serotonerjik, noradrenerjik ve dopaminerjik noronlarin islevine ve hayatta kalmasina
miidahale ederek (hem hiicre zarlar1 ve reseptorleri ile etkilesim yoluyla hem de hiicre i¢i
siireglere dogrudan miidahale yoluyla), amiloidojenik yol {izerindeki kontrollerini
azaltarak ve ¢oziinmeyen AP peptidinin birikmesini destekleyerek, ndronal toksisite ve
dejenerasyona yol agan oligomerik iirlinlerin (dimerler, trimerler, tetramerler) olusumuna

yol agabilmektedir.®>¢¢

AP peptidinin birikmesinin, hiperfosforile edilmis Tau proteininin NFY
olusumunu destekledigi kesin mekanizma bilinmemektedir. Blurton-Jones & LaFerla
dort temel mekanizma &nermistir.%” AP peptidi, Tau proteininin hiperfosforilasyonunu
katalize eden ve onun konformasyon degisikligine ve NFY olusumuna yol agan spesifik
kinazlarin  aktivasyonunu destekler. AP peptidinin birikmesiyle desteklenen

noroinflamasyon, Tau proteininin fosforilasyonunu uyaran proinflamatuar sitokinlerin
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tiretimine yol agmaktadir. AP peptidi tarafindan indiiklenen bir siiregte, proteazom
tarafindan Tau proteininin degradasyon kapasitesinin azaltilmasina yol agmaktadir. A3
peptidi tarafindan indiiklenen aksonal tasimadaki kusurlar, Tau proteininin ve onun
haberci RNA’sinin yetersiz lokalizasyonuna yol agmaktadir, bu da NFY’de

hiperfosforilasyon ve kiimelenmeye yol agabilmektedir.

Tau proteini, kromozom 17’de bulunan MAPT geninin alternatif eklenmesiyle
tiretilen mikrotiibiille iligkili bir proteindir. Bu islemle alti Tau proteini izoformu
tiretilmektedir.®® Bu proteinin  bilinen baslica fizyolojik islevleri, tiibiilin
polimerizasyonunun uyarilmasi, mikrotiibiil stabilizasyonu ve mikrotiibiiller tarafindan
hiicre i¢i organellerin taginmasidir. Hiperfosforile edildikten sonra protein,
mikrotiibiillerin sentezi ve stabilizasyonundaki fonksiyonlarini kaybederek ndronal
hasara yol acar ve sitotoksisiteyi arttirmaktadir.®® Histolojik analizler, beyin dokusundaki
NFY’nin hem yiikiiniin hem de dagilimmin, bilissel eksikligin siddeti ile AP peptit

birikintilerinden daha iyi korelasyon gdstermektedir.”

2.1.5. Alzheimer Hastaliginin Semptomlar:
AH’nin en yaygin semptomlart uyku bozukluklari, ajitasyon/saldirganlik,

depresyon, psikoz, apati, ndropsikiyatrik sendromdur.

Uyku bozukluklari, AH’l1 kisilerde en yaygin davranis bozukluklarindan biridir.
Hastalarin %25-50’si ciddi uyku sorunlarina sahiptir ve bu hastalarin neredeyse %75’1
giin i¢inde uyumaktadir.”! Uyku bozukluklar1 bakim verene asir1 yiiklenmeye neden
olmakta ve hem bakim veren hem de bunamadan etkilenen kiside bilis ve sosyal izolasyon

lizerinde olumsuz bir etkiye sahiptir.”?

Uyku diizensizligini 6lgmek zorlayici bir
durumdur. Bakici raporlar1 genellikle giivenilmezdir ve bir laboratuvar ortaminda

polisomnografi dlgiimlerinin yapilmasi kolay degildir.”> Biyolojik saati etkilemeye

yonelik 151k tedavisinin, gece uykusunu iyilestirerek ve giindliz uykusunu azaltarak
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randomize, kontrollii ¢calismalarda faydali oldugu kamitlanmustir.”*”®> Uykusuzluk igin

bilissel davranissal terapi de gece uyanikligini azaltmaktadir.”®

Ajitasyon/saldirganlik AH’nin yaygin bir davranigsal semptomudur. Bir topluluk
ortaminda demanst olan kisilerin yaklasik %20’sinde ve bakim tesislerinde bulunan
kisilerin yaklasik %50’sinde klinik olarak onemli bir parametredir.”’ Tedavinin ilk
asamast her zaman miimkiin oldugunca ajitasyonun kaynagimi ortadan kaldirmak
hedeflenmelidir. Miizik, masaj terapisi veya bakict egitimi gibi psikolojik ve sosyal
tedaviler ise yarayabilir, ancak daha ileri vakalarda durumlarda ilag tedavisi gerekebilir.
Antipsikotiklerin miitevazi faydalari olsa da artan serebrovaskiiler olay riski ve mortalite
gibi ciddi yan etkileri de vardir. Memantin kullanan hasta grubunda daha az ajitasyon
durumu gelisimi bildirilmistir.”®

AH’li hastalarda depresyonun teshisi ve tedavisi karmasiktir. AH ile ilgisi
olmayan ilgisizlik ve ileri yas depresyonu ile siklikla énemli dlgiide ortiisme vardir.”0
AH’de depresyon tedavisi i¢in potansiyel hedefleri ortaya c¢ikarabilecek patolojiler
bulunmaktadir. Monoaminerjik aglardaki ndropatoloji, hipotalamustaki kortikotropin
salgilayan hormon ndronlarmin sayisindaki degisiklikler gibi farkliliklarin depresyonla
iliskilendirilmistir.3""3? {leri yas depresyonunda kiigiik hipokampal hacmin bunamayi

ongordiigii bulgusu, beyin goriintiilemenin de yararli olabilecegini gdstermektedir.

AH hastalarinda psikozlar yaygindir. Bazi psikozlar hafif olmasina ve fazla strese
neden olmadan dogal seyrini slirdiirmesine ragmen, sanrilar gibi digerleri hem hastalig1
olan kisiler hem de bakicilar igin ciddi ve tehlikeli olabilir.** Hekimin tedaviye baglama
zaman1 semptomlarin sikligia ve siddetine baghdir. Giiniimiizde demansta psikozlar
tedavi etmek icin kullanilan atipik antipsikotikler, sinirlt etkiye sahiptir ve yalnizca son
care olarak kullanilmalidir. Demansta psikozun patofizyolojisinin ¢ok daha 1iyi

anlasilmas1 gerekmektedir.®
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Apati, AH hastalarinda en sik goriilen ve kalici ndropsikiyatrik sendromdur.
Asagidakilerden herhangi ikisinin eslik etti§i en az 4 hafta boyunca motivasyonun
azalmasi olarak tanimlanir: hedefe yonelik davranista azalma, hedefe yonelik bilissel
aktivitede azalma ve duygularda azalma.””-%¢ Her ikisi de talamik-prefrontal-subkortikal
devrenin islev bozuklugu ile iliskili oldugundan, altta yatan nedensellige 151k tutmaya
yardimci olabilecek bircok calismada apati ve yiiriitiicii islev bozuklugu arasindaki
ortiisme belirlenmistir.®”° AH’deki apati, 6n singulat kortekste ve sol ek motor alanda
gri cevher atrofisi ile iliskilidir.”"*> AH ve apatisi olan kisilerde ayrica daha fazla beyaz
cevher hiperintensitesi ve farkli bolgelerde azalmis ve yiiksek kan akisinin karisik bir
modeli vardir, bu da beynin azalan kan akisim1 telafi etmeye calistigini
diisiindiirmektedir.®”* Demans1 ve apatisi olan kisiler d-amfetamine kars1 korelmis bir
tepki gosterirler ve bu da beyin o6diill sistemi ile ilgili problemler oldugunu
diisiindiirmektedir.”* Norogoriintilleme ve farmakolojinin daha iyi anlasiimas1, demansta

apati i¢in tedavi yaklasimlarmin optimize edilmesine yardimer olabilir.”

Daha siddetli demansi olanlarda ortaya ¢ikan nadir olmayan bazen yiiriitiicii islev
bozuklugu sendromu olarak adlandirilan noropsikiyatrik sendrom, davranisin yiiriitiicii
kontroliiniin  kaybindan kaynaklandigi diisiiniilen, engellenmemis ve agresif

davraniglardir.”®

Demansta yiiriitiicii islev bozuklugu sendromu igin spesifik tani
kriterlerine ihtiya¢ duyulmasiyla birlikte, ortaya ¢iktiginda, yiiriitiicii islev bozuklugu
sendromu tedavi icin baska bir potansiyel hedeftir.”®®’ Yiiriitiicii islev bozuklugu
sendromu siklikla frontal-subkortikal dongii isleyisini etkileyen akut beyin hasar1 olan
kisilerde kendini gdsterir, ancak dejeneratif bilissel bozuklugu olan kisilerde de ortaya

cikar. Yirtticii bilissel eksiklikler, duygusal ilgisizlik, dikkatsizlik, asir1 ve uygunsuz

sakacilik, sosyal uygunsuzluk ve diirtiisellik ile karakterizedir.”® Frontal korteksten
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kaynaklanan {i¢ spesifik “davranigsal” noéronal devreden herhangi birinde meydana gelen

bozukluklar, yiiriitiicii islev bozuklugu sendromuna katkida bulunabilir.®>

2.1.6. Tanm1 Yontemleri

Demansi kesin olarak teshis etmek icin bir¢ok zorluk bulunmaktadir. Bunlardan
bazilari, erken semptomlarin degigkenligini ve benzer bozukluklarla Grtlismesini ve
ayrica bazi durumlarda kombine veya karigik etiyolojilerin bulunmasi olasiligini
icermektedir. Demans hastaliginin teshisi, klinik belirti ve semptomlara dayanmaktadir.
Norolojik ve psikiyatrik degerlendirme de dahil olmak iizere tibbi O0ykii ve fizik
muayeneden sonra, demansi teshis etmek icin kullanilan prosediirler arasinda
noropsikolojik testler, laboratuvar testleri (kan ve diger biyolojik sivilar), beyin
ndrogodriintiilemesi ve genetik testler yer alabilir. Beyin fonksiyonu ve fizyolojisindeki
degisiklikleri  saptamaya yonelik yontemler, baz1 klinik deneylerde kan
biyobelirtegleriyle birlikte kullanilmis olan pozitron emisyon tomografisi (PET) ve tek
foton emisyonlu bilgisayarli tomografidir (SPECT).”” Bazi durumlarda yapisal ve
fonksiyonel manyetik rezonans goriintileme (fMRI) ve daha az olglide bilgisayarl
tomografi (BT) de kullanilmaktadir. PET nérogoriintiileme ve diger biyobelirtegler
(genomik ve proteomik) dahil olmak {izere yeni teknolojiler, gézden geg¢irilmis tani

kriterlerine dahil edilmektedir.!®°

Herhangi bir tami testi yapilmadan Once, hasta Oykiisii, fizik muayene ve
laboratuvar bulgular ile aileden alinan bilgiler dikkate alinmalidir, ¢iinkii bu faktorler
demans tanisinda ¢ok dnemlidir. Ileri yas, diisiik egitim seviyesi, cinsiyet ve ailede AH
Oykiisii dahil olmak iizere AH i¢in mevcut olabilecek tiim risk faktorleri dikkate
alinmahdir. AH’yi teshis etmek icin hafizadaki bozulmayr ve ilgili semptomlar:

aciklayabilecek diger tibbi, ndrolojik veya psikiyatrik bozukluklar arastiriimalidir.'°!
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Demansin baglangicindan oOnce gelen ve demans i¢in Onemli ipuglar

saglayabilecek bedensel degisiklikler de vardir. Bunlar; hizli kilo kaybi, yiirlime

bozukluklari, fiziksel zayiflik ve yavaslamis psikomotor hiz.!%%103

AH i¢in 10 anahtar uyari isareti olarak Alzheimer Dernegi sunlar1 listeler:
e Hafiza kaybi

e Bilinen gorevleri gergeklestirmede zorluk
e Dille ilgili sorunlar

e Zamana ve yere yonelim bozuklugu

® Yetersiz veya azalmis muhakeme

e Soyut diislinceyle ilgili sorunlar

e Egyalar1 yanlis yerlestirme

e Ruh hali veya davranistaki degisiklikler

o Kisilikteki degisiklikler

e Inisiyatif kaybi

Bir¢ok hastada, AH’nin klinik olarak en belirgin 6zelligi, epizodik hafizanin erken
bozulmasiyla birlikte biligsel islevdeki azalmadir. Hafiza sikayetleri bu nedenle erken AH

belirtilerini test etmek icin en giivenilir ve en kolay olamidir.'®
Hastay1 demans acisindan degerlendirmenin 2 temel yolu vardir.

[k yaklagim, bir testin uygulandig1 ve puanlandig1 bir performans &lgiimiidiir.
Skor daha sonra yaymlanmig bir norm ile karsilagtirilmaktadir. Bu yontem, hastanin diger

benzer yas aralifindaki bireylere gore nasil bir performans gosterdigini belirlemek igin

17



kullanilir ve puanlar zaman i¢inde takip edilebilir; ancak, daha once baslangi¢ testi
yapilmadig siirece, skor klinisyene hastanin biligsel yeteneklerinin degisip degigsmedigi
veya bozuklugun giinliik aktiviteleri engelleyip etkilemedigi hakkinda bilgi vermez. Ek
olarak, kisa performans 6l¢iimleri hastanin yas, 1k, cinsiyet, egitim ve sosyoekonomik

durumu tarafindan etkilenmis olabilecegi diisiiniilmektedir.'%

Ikinci bir yaklasim, bilgi veren bir goriismedir. Gdzlemci bir bilgi verici, hastanimn
bilissel yeteneklerinin nasil degistigi ve degisikligin giinliik aktivitelere etki edip etmedigi
hakkinda bilgi saglayabilir. Her hasta kendi kontrolii olarak hizmet ettiginden, bu
degerlendirmeler oOnyargilardan daha az etkilenir. Bununla birlikte, bu yontemi
sinirlandiran faktdr kendi baslarina veya vasifli bakim tesislerinde yasayan yash
yetiskinler i¢in bir gdzlemci bulmak olabilir. Bilgi veren ve performans 6l¢iimii igeren bir
kombinasyon yaklasimi, demans: en erken asamalarda tespit etme becerisini

arttirabilir.10>-106

AH spektrumu boyunca demansi daha erken tespit etmek ve demans ayirici
tamisini ayirt etmek amaciyla gesitli ndrogoriintiileme modaliteleri gelistirilmistir.'%”
Onde gelen norogoriintiileme yontemleri PET ve MRI olsa da BT gibi diger modaliteler
de kullanilmaktadir.'®!% Demans arastirmalarinda BT ’nin MRI’dan daha az duyarli
oldugu diisiiniilse de BT 6zellikle kemik lezyonlarint ve yeni kanamay: saptamak i¢in
yararlidir. BT nin MRI’ya gore diger avantajlar1 arasinda daha diisiik maliyet, daha kisa
sonu¢ edinme siiresi ve klostrofobi veya kalp pili gibi implante metalik cihazlarla
kontrendikasyon olmamasi yer alir. BT ve radyoaktif izleyicileri entegre eden bir niikleer
goriintiileme teknigi olan SPECT, 6rnegin fronto-temporal demansin Jakob-Creutzfeldt
Hastaligindan ayirt edilmesi demans tanisinda da kullanilmaktadir.!'® fMRI, kan
oksijenasyonundaki degisiklikler yoluyla dolayli olarak beyin aktivitesini dlgen, invazif

olmayan bir tekniktir. fMRI, AH’nin prodromal evrelerinde beyin aglarinin biitiinligiinii
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111,112

degerlendirmede, boylece hafif biligsel bozuklugu tespit etmede ve Lewy cisimcikli

demans1 AH’den ayirt etmede!!? faydalidir.!%

2.1.7. Alzheimer Hastaliginda Giincel Tedavi Yaklasimlar:

Kolinesteraz enzimi inhibitorleri (dogal olarak tiiretilmis, sentetik ve hibrit
analoglar1) ve N-metil d-aspartat (NMDA) antagonistleri dahil olmak tizere AH’n1 tedavi
etmek i¢in onaylanmis yalnizca iki ila¢ sinifi vardir. AH’daki ¢esitli fizyolojik stirecler,
asetilkolin (ACh) iireten beyin hiicrelerini yok ederek kolinerjik iletimi azaltmaktadir.
Geri-dontistimlii, geri-donilistimsiiz ve yarigmali olarak siniflandirilan asetilkolinesteraz
inhibitorleri (AChET’ler), kolinesteraz enzimlerinin (asetilkolinesteraz (AChE) ve
biitirilkolinesteraz (BChE)) ACh’yi parcalamasin1 bloke ederek etki gdsterir. Bu da
sinaptik aralikta ACh seviyelerinin artmasina neden olmaktadir.!'*!"> Ote yandan,
NMDA reseptoriiniin agir1 aktivasyonu, hiicre 6liimiinii ve sinaptik disfonksiyonu tesvik
eden artan Ca®" seviyelerine yol agmaktadir. NMDA reseptor antagonisti, NMDA
reseptoriiniin asir1 aktivasyonunu ve dolayisiyla hiicre icine Ca®" girisini nler ve ndronun
aktivitesini eski haline getirmektedir. Bu iki siifin terapdtik etkisine ragmen, yalnizca
AH semptomlarmin tedavisinde etkilidirler, hastalig1 iyilestirmez veya 6nlemezler.''® Ne
yazik ki, son on yi1lda AH iizerine sadece birka¢ klinik ¢aligma baslatilmis olup heniiz
olumlu bir sonu¢ alinamamistir. Anormal Tau protein metabolizmasi, B-amiloid,
inflamatuar yanit, kolinerjik ve serbest radikal hasarini iceren yolaklar1 degistirmek ve
basarili tedaviler gelistirmek amaciyla AH patolojisini agiklayacak cesitli mekanizmalar
iizerinde calisitlmistir.!!” Ote yandan, kardiyovaskiiler hastaliklar veya yasam tarzi
aligkanliklar1 gibi degistirilebilir risk faktorlerinin ¢ogu tibbi miidahale olmaksizin AH’yi1
onlenebilmektedir. Calismalar, fiziksel aktivitenin beyin damarlanmasini, plastisiteyi,
norojenezi aktive ederek, AP iiretimini ve inflamasyonu azaltarak beyin sagligini

tyilestirebilecegini ve AH’nin prevalansini azaltabilecegini gdstermistir, bu da yash
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insanlarda bilissel islevi iyilestirmeye saglamaktadir. Ayrica, Akdeniz diyeti, entelektiiel
aktivite ve yiiksek egitim, AH nin ilerlemesini ve hafiza kaybin1 azaltabilecegi ve beyin

kapasitesini, biligsel islevleri artirabilecegi varsayilmaktadir.!!8

Kolinerjik  hipoteze gore AH, ACh biyosentezindeki azalmadan
kaynaklanmaktadir. AChE inhibe ederek kolinerjik seviyelerin arttirilmasi, bilissel ve
noral hiicre fonksiyonunu artiran terapotik stratejilerden biri olarak kabul edilmektedir.
AChET’ler, siirekli ACh birikimi ve kolinerjik reseptorlerin aktivasyonu ile sonuglanan
sinapslarda asetilkolin bozulmasini inhibe etmek i¢in kullanilmaktadir. Takrin,
muskarinik néronlarda ACh’yi artirarak etki gosteren AH tedavisi i¢cin FDA onayl ilk
kolinesteraz inhibitorii ilagti, ancak piyasaya siiriildiikten hemen sonra hepatotoksisite
gibi yan etkilerin yiliksek insidansi ve birka¢ denemede gozlemlenen fayda eksikligi
nedeniyle piyasadan ¢ekilmistir. Daha sonra donepezil, rivastigmin ve galantamin gibi
birkag AChEI tanitilmistir ve giinlimiizde bu ilaglar AH’nin semptomatik tedavisinde

kullanilmaktadir, !15:119-121

Donepezil bir indanonbenzilpiperidin tiirevi ve ikinci nesil AChEl’dir ve AH
tedavisi i¢cin 6nde gelen ilag olarak kabul edilmektedir. Donepezil, asetilkolinesteraza geri
dontisiimlii olarak baglanir ve asetilkolin hidrolizini inhibe eder, bu da sinapslarda daha
yiiksek ACh konsantrasyonuna yol agmaktadir. Ilag, gastrointestinal ve sinir sistemleri
ile ilgili hafif ve gecici kolinerjik yan etkilerle iyi tolere edilir. Donepezilin, AH
ilerlemesini degistirmeden bilis ve davranisi iyilestirme gibi AH semptomlarini tedavi

etmek i¢in kullamldigma dikkat edilmelidir.'**'2*

Rivastigmin, AChE’nin iki aktif bolgesine (anyonik ve estearik bolgeler)
baglanarak etki gdsteren ve ACh metabolizmasinin dnlenmesine neden olan, AChE ve
BChE yalanci geri doniisiimsiiz bir inhibitériidiir. ilag hafif ila orta dereceli AH

vakalarinda kullanilmaktadir. Biligsel islevleri ve giinlik yasam aktivitelerini
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gelistirmektedir. [lacin oral yoldan verilmesi bulanti, kusma, hazimsizlik, asteni,
istahsizlik ve kilo kayb1 gibi yan etkilere neden olur. Cogu durumda, bu yan etkiler ilact
almay1 birakmanin ana nedenidir, ancak zamanla diizelebilmekte ve sonug¢ olarak ilag

daha fazla tolere edilmektedir.'>>'2}

Galantamin, hafif ila orta dereceli AH vakalar1 i¢in standart bir birinci basamak
ila¢ olarak kabul edilmektedir. Galantamin, AChE’nin yarigmali bir inhibitorii olarak
hareket ettigi ve nikotinik asetilkolin reseptdrlerinin a-alt birimine allosterik olarak
baglanip aktive edebildigi ikili bir etki mekanizmasina sahip segici bir ti¢ilinciil izokinolin
alkaloittir. Galantamin, diger AChE inhibitdrlerine benzer sekilde, iyi etkinlik ve tolere
edilebilirlik ile davranigsal semptomlarini, giinlik yasam aktivitelerini ve biligsel

performanst iyilestirebilir.'? 132

NMDA reseptoriiniin  AH’nin patofizyolojisinde baskin bir rolii olduguna
inanilmaktadir. NMDA reseptdr stimiilasyonu, sinyal iletimini aktive eden Ca*" akisi ile
sonuclanir ve sonug olarak, sinaptik sinir iletimi, plastisite ve hafiza olusumu i¢in 6nemli
olan uzun vadeli bir potansiyelizasyonun olusumu i¢in gerekli olan gen transkripsiyonunu
tetiklemektedir. NMDA reseptorlerinin asir1 aktivasyonu, anormal diizeyde Ca*"
salinmasina ve MSS’deki birincil eksitatdr amino asit olan glutamatin asir1 uyarilmasina
neden olmakta, bu da eksitotoksisite, sinaptik islev bozuklugu, noronal hiicre 6liimii ve
biligsel islevlerde diisiis ile sonuglanmaktadir. Birkag rekabet¢i olmayan NMDA reseptor
antagonisti gelistirilmis ve klinik deneylere girmistir, ancak bunlarin ¢ogu diisiik etkinlik
ve yan etkiler nedeniyle basarisiz olmustur. Memantin, orta ila siddetli AH’yi tedavi

etmek icin bu kategoride onaylanmus tek ilagtir,!3313

Memantin, AH vakalarinda norotoksisitede rol oynayan glutaminerjik sistemin
asir1 aktivasyonunu dnleyen bir glutamat reseptor alt tipi olan NMDA reseptoriiniin diigiik

afiniteli, yarigmasiz bir antagonistidir. Memantin, tek basina veya AChEI ile
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kombinasyon halinde orta ila siddetli AH’nin tedavisinde kullamlmaktadir. Ilag
giivenlidir ve iyi tolere edilir, memantinin diisiik afinitesi nedeniyle normal sinaptik

iletimi engellemeden uyarici reseptdrii bloke eder.3!136:137

Bu ilaclar, AH’deki en iyi farmakolojik tedaviyi temsil etmelerine ve nispeten

etkili olmalarina karsin altta yatan ndrodejeneratif siirecin gidisatini degistirmezler.'!”

2.2.Glutamat

Tiim amino asitler gibi, glutamat da bir C-ucuna ve bir N-ucuna sahiptir; C-
terminali ve karbon omurgasi glikozdan tiiremistir. Glikoz, astrositik ug ayaklar yoluyla
kan-beyin bariyerini gecer ve hiicre icinde glikoliz yoluyla sitozolde piriivik aside
pargcalanmaktadir. Piriivik asit, a-ketoglutarat lireten ve daha sonra dall1 zincirli bir amino
asit donérii ve ¢esitli amino grubu dondrlerinden bir amino grubu almak iizere

transaminasyona tabi tutulan trikarboksilik asit (TCA) déngiisiine girmektedir.!3®

Norotransmiter roliine ek olarak, glutamatin ayrica y-aminobiitiirik asidin
(GABA) metabolik bir onciisii ve ¢esitli amino asit bazli tlirevlerin bir bileseni olarak
hizmet etmektedir. Glutamatin beyin fizyolojisinin ¢esitli yonlerindeki kilit roliiyle
uyumlu olarak, metabolik ¢alismalarda, MSS’ye giren neredeyse tiim glikozun sonunda

glutamata doniistiiriildiigiinii belirlenmistir.'*

Sitozolik glutamat, vezikiiler glutamat tasiyicilarinin (VGLUT) aktivitesi yoluyla
vezikiller membran1 ge¢mektedir.!*® VGLUT’lar multimerik proton/glutamat
antiporterlaridir. Bugiine kadar, tic VGLUT klonlanmistir. VGLUT-1 ve VGLUT-2
oncelikle glutamaterjik noronlarda eksprese edilir; oysa VGLUT-3, GABAerjik,
kolinerjik ve monoaminerjik ndronlarda saptanmasi bakimindan biraz benzersizdir, ancak

VGLUT-3’iin bu glutamaterjik olmayan noronal popiilasyonlardaki islevi belirsizdir.'*!
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VGLUT-1 ve VGLUT-2 ayrica glial hiicrelerde eksprese edilir ve depolarize

astrositlerden glutamat saliniminda rol oynayabilir, 143143

Yiiksek konsantrasyonlarda ekstraseliiler glutamat ve Ozellikle ekstrasinaptik
glutamat seviyelerinin artmasiyla sonuglanan diizensiz uyarici ndrotransmisyon, hiicresel
hasara yol agmaktadir.'**!4® Bu nedenle, hiicresel hasarmi 6nlemek icin hiicre disi
glutamatin hizli bir sekilde ortamdan uzaklastirilmasinin milisaniyelik bir zaman
Olceginde gerceklesmesi gerekmektedir. Glutamat, sinaptik araliktan aktif olarak
uzaklastirilir ve Oncelikle sinaptik olarak iligkili astrositik siireclerde bulunan EAAT ler
yoluyla konsantrasyon gradyanina kars1 sitozole tasinmaktadir. Bugiine kadar bu tiir bes
yiiksek afiniteli tasityict tanimlanmistir.!* EAAT-1, neokorteks ve beyincikte bol
miktarda tespit edilir, ancak astrositlerle sinirli gibi gériinmektedir. On beyindeki baslica
glutamat tasiyicist olan EAAT-2, ¢ogunlukla astrositlerde ve ayrica sinirli bir olgiide
noronlarda ifade edilmektedir. EAAT-3, ndrona 6zgiidiir ve GABAerjik presinaptik sinir
uclarinda zenginlestirilmistir. EAAT-4 sadece serebellar Purkinje nodronlarinin
dendritlerinde tespit edilmistir. Son olarak, EAAT-5 retinaya 6zgiidiir. Kemirgenlerde,
EAATI1-3’lin homologlari sirasiyla Glutamat Aspartat Transporter (GLAST), GLT-1 ve

eksitatdr aminoasit tastyict (EAAC-1) olarak adlandirilmstir.'>°

Sitozole girdikten sonra, bir astrosit ve oligodendrosite 6zgili enzim olan glutamin
sentetaz, amonyak ile adenozin trifosfat (ATP) gerektiren bir reaksiyonda glutamati
glutamine doniistiirmektedir. Hem astrositler hem de noronlar, uygun elektrofizyolojik
kosullar altinda glutamin aligverisine yol agan glutamin tastyicilar1 icermektedir.
Noronlarda, mitokondriyal fosfata 6zgii enzim olan glutaminaz, daha sonra sinaptik
vezikiillere yeniden paketlenmek iizere inert glutamin’i glutamata doniistiirmektedir.
Noronal glutamat {iretimi i¢in iki yol bulunmaktadir: (1) enerji metabolizmasi yoluyla

glukoz ve amino asit tiirevlerinden glutamatin yeniden tiretimi ve (2) glutamat geri alimu
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yoluyla glutamatin geri doniisiimii, glutaminazin enzimatik aktivitesi ve glutamin

tastyicilarinin faaliyetleri.'>!

Glutamaterjik sinapslar, presinaptik sinir terminalleri ile postsinaptik dendritik
dikenler (akso-dendritik sinapslar) veya bitisik sinir uglari (akso-aksonal sinapslar)
arasinda uyarici role istasyonlari olarak hizmet etmektedir. Glutamat reseptorleri iki genis
kategoriye ayrilabilir: iyonotropik ve metabotropik reseptérler. Iyonotropik glutamat
reseptorleri, katyonlar:1 (Ca®’, Na') akitan iyon kanallaridir. Konformasyonel
degisiklikler, agonist baglanmasina yanit olarak kanali agmaktadir. Metabotropik
reseptorler ise, ayni kokenli G proteinleri ile etkilesimler yoluyla ikinci haberci

sistemlerini aktive eder veya inhibe etmektedir.'>>

NMDA reseptorleri (NMDAR), glutamat i¢in en yliksek afiniteye sahiptir.
NMDAR alt birimlerinin ii¢ ailesi tanimlanmistir: (1.) NR1 (2.) NR2A-D (3.) NR3A-B.
Yerinde hibridizasyon caligmalari yoluyla, NR1 ekspresyonu beyinde her yerde ve
zorunlu olarak goriinmektedir; norogelisim igin kritik 5neme sahiptir.'>> NR2A ifadesi
neokorteks ve hipokampusta baskindir, NR2B ise esas olarak 6n beyinde ifade edilir.!>*
Buna karsilik, NR2C ve NR2D, serebellum ve diensefalon/alt beyin sapinda yogun olarak
eksprese edilir.!> NR3A agirlikli olarak neokortekste eksprese edilir ve ndrogelisimsel
diizenleme gosterir.!>® Son olarak, NR3B mRNA ifadesi, omuriligin beyin sap1 ve alfa
motor ndronlarinda belirgindir.'"”!'>® Son zamanlarda, beyincik ve hipokampusta da
NR3B tespit edilmistir.!"'% NMDA reseptérleri, memeli beyninde en siki sekilde
diizenlenen reseptorler arasindadir ve aktivasyon icin ko-agonistleri gerektirmesi
bakimindan benzersizdir. Iyon kanali agilma olasiligin1 diizenleyen en az alt1 baglanma

bolgesi tanimlanmigtir, 164163

a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit (AMPA) reseptorleri de

memeli MSS’de yaygin olarak eksprese edilir ve glutamat baglanmasina yanit olarak hizl
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uyarict ndrotransmisyona aracilik etmektedir.!®® AMPA reseptér alt birimleri, GluR1-4
olarak adlandirilir; kainat reseptorii alt birimleri, GluR5-7 ve KA1-2"dir. Kiigiik ve kisa
glutamat konsantrasyonlariin bile sinaptik yariga salinmasi, giiglii uyarici postsinaptik
potansiyeller iiretmektedir. AMPA aracili akimlar, hizli bir yukar1 vurus ve hizli akim
diisiisii olustururken, NMDAR aktivasyonu, birkag yiiz milisaniye siirebilen daha uzun

siireli bir depolarizasyon fazi saglamaktadur,!3%167-169

2.3. Glutamatin Alzheimer Hastahi@indaki Rolii

Yetersiz sinaptik NMDAR sinyali, noronal hiicre sag kalimini tehlikeye
atmaktadir. Bununla birlikte, glutamaterjik sinyallemenin asir1 uyarilmasi, sinir
hiicrelerinin hasar gordiigii veya 61diigii eksitotoksisite veya fel¢ gibi norolojik travma ile
sonuclanmaktadir. Akut etkilerin yani1 sira, bircok calisma gecikmis yavas gelisen

norodejenerasyonda glutamat eksitotoksisitesinin bir rolii oldugunu gostermektedir.

Biriken kanitlar, NMDAR’larin diger iGluR’lara kiyasla kalsiyum iyonlar1 i¢in
cok daha yiiksek bir gecirgenlige sahip olmasi nedeniyle, toksisitenin baglica
NMDAR’lar yoluyla agir1 Ca®" girisinin aracilik ettigini gostermektedir.!”*17* Bu
baglamda, postsinaptik membranin orta diizeyde depolarizasyonu ve Mg*" blokajint
hafifleten diger faktdrler, NMDAR lar1 hafif ve kronik bir sekilde aktive edebilir, bu da

postsinaptik ndrona uzun siireli Ca** akigina neden olmaktadir.!7>176

Dejenerasyon katabolik enzimlerin aktivasyonu yoluyla olabilir.!’#!7” Kalpain I,
ndronal yapisal proteinler olan fodrin, spektrin, tiibiilin, mikrotiibiil iligkili protein 2 ve
cok sayida norofilament polipeptidini bozmakta ve hiicre iskeleti yikimina neden
olmaktadir.!”® Hiicre zarm parcalayabilen ve arasidonik asidi serbest birakabilen

 Arasidonik asit metabolizmasinda hiicresel

fosfolipazlar aktive edilmektedir.!?
oksidazlar tarafindan serbest oksijen radikalleri {iretir ve bu da lipid membranlarin

bozulmasina neden olmaktadir. Genomik DNA’y1 pargalayan endoniikleazlar aktive
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edilebilir.'® Yiikseltilmis sitozolik Ca**, Ca?*"’ya duyarl: protein kinazlari aktive etmek
icin diasilgliserol ile hareket edebilir, bu da Tau ve ubikuitin dahil olmak iizere hiicre
iskeleti proteinlerinin hiper-fosforilasyonuna neden olmaktadir.'3!!82 Hiper-fosforile Tau
ve ubikuitin, norofibriler yumaklarin bilesenleridir. Hiicre i¢i Ca®" depolarindan
saliverilmeyle artirilan hiicre dis1 Ca®" akisi, sinaptik etkinligi ve ndronal uyarilabilirligi
artirmak icin pozitif bir geri besleme mekanizmasi yoluyla hareket ederek L-glutamatin
daha fazla salinmasima neden olabilir.!””!®* Ozetle, Ca** sinyalinin patolojik seviyesi,
sinaptik fonksiyonun kademeli olarak kaybina ve nihai ndronal hiicre Sliimiine yol
acmaktadir. Bu, klinik olarak bilissel/hafizadaki ilerleyici diisiis ve AH hastalarinda

goriilen patolojik ndral anatominin gelisimi ile iliskilidir.'3*

Bu nedenle, NMDAR’larin hiicrenin hayatta kalmasi i¢in de onemli oldugu
gergegi gdz oniine alindiginda, NMDAR sinyalleme seviyesinin, noronal hayatta kalmay1
tesvik etmek icin yeterli olmasi, ancak AH’de meydana geldigi gibi nérodejenerasyona
sebep olacak kadar zararli olmamasi i¢in uygun bir seviyede muhafaza edilmesi
gerekmektedir. AH’de NMDAR sinyalini etkileyen baglica faktorler arasinda glutamat

mevcudiyeti ve NMDAR kanal fonksiyonlarmin modiilasyonu yer almaktadir,!7>176:185

Glutamat alim1 ve geri doniisiim sistemi, sinyallesme siirecleri i¢in glutamatin
kullanilabilirligini belirleyen 6nemli bir faktordiir. Ne yazik ki, AH’de bu sistem ciddi
sekilde zayiflayabilir. AH hastasinda glutamat tasiyict kapasitesinde ve protein
ekspresyonunda azalma ve VGLUT larin segici kayb1 goriilmiistiir.!3¢"1%8 Ayrica, esas
olarak presinaptik astrositlerde bulunan EAAT-2’nin AH’de foksiyonunun bozuldugu
bildirilmistir.'®® Noronal hiicre kiiltiiriinde cesitli AP peptit tiirlerini kullanan ¢alismalar,
toksik AP’ nin glutamat alimi/geri doniisiim mekanizmalarin1 bozarak daha fazla glutamat

mevcudiyetine izin verebilecegi fikrini destekler goriinmektedir.'”*'2 Bu artmus
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glutamat arzinin, AH ile iligkili eksitotoksisite ve ndrodejenerasyona katkida bulunmasi

muhtemeldir.'®

2.4. Ampisilin’in AH ile iliskisi

B-laktam antibiyotikler, hem Gram-negatif hem de Gram-pozitif bakterilerde
peptidoglikan ¢apraz baglanmasinin son basamaklarinda yer alan enzimler olan temel
penisilin baglayic1 proteinlere kovalent baglanmanin bir sonucu olarak bakteri hiicre

duvari olusumunu engelleyen bakterisidal ajanlardir.!®?

Genis kapsamli bir ¢alismada, ndronlar1 eksitotoksik néronal hasardan koruyan
GLT-1’in transkripsiyonunu ve ekspresyonunu f-laktam antibiyotiklerin modiile
edebildigini gdstermektedir.!®* PB-laktam antibiyotikler ayrica amiloid pargalayici
enzimlerin mRNA ekspresyonunu modiile ederek AP metabolizmasi ve klerensi lizerinde
olumlu etkiler gdstermistir.'® Bir ¢alismada ise, seftriaksonun kinaz katalitik bolgesinde
baglanma icin ATP ile rekabet ederek etki ettigini ve Tau hiperfosforilasyonunu inhibe
ettigini ileri siirmektedir.!”® Bu nedenle p-laktam antibiyotikler, GLT-1 ekspresyonunu
upregiile ederek ve kinaz (CDK-5 ve GSK-3p) yollarinin aktivasyonunu inhibe ederek,
optimal Tau fosforilasyonunun korunmasina yardime1 olmaktadir.”®” 1% Ayrica GLT-1
ekpresyonunun artmasi neticesiyle beyin iskemisi modelinde olusan oksidatif stresi

azalttig1 kanitlanmustir, 2%

Ampisilin, yapilan literatiir arastirmalarinda siganlarda beyin iskemisi, kokain ve
alkol bagimlilig1 iizerinde ¢alisilmistir. Bu ¢alismalarin sonucunda GLT-1 ekspresyonunu

arttirmasi 6zelligi araciligiyla olumlu sonuglar alinmigtir.201-203

2.5. AH Hayvan Modelleri
Deneysel hayvan modelleri, ilag gelistirme siirecinin temel tasidir. Islevleri,

insanlarda hastalig1 veya hastaligin bir yoniinii yakindan taklit etmek ve in-vitro olarak
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elde edilen sonuglar1 klinik uygulamalara doniistiirmektir. MSS’ni etkileyen patolojilerin
deneysel hayvan modellerine duyulan ihtiya¢ 1980°den beri kabul edilmistir.?** Ayni1 y1l

bu tiir deneysel hayvan modelleri igin kriterler olusturma girisiminde bulunulmustur.?%

1980’lerin basinda, kolinerjik nérotransmisyonun ilerleyici dejenerasyonunun,
AH’nin kaynag1 degilse de patolojik yol oldugu ve en azindan hastaliga 6nemli bir katkida
bulundugu diisiiniilmekteydi. Bu on yil boyunca, kliniklerde goriilen bilissel performans
degisikliklerini yeniden {iiretmek i¢in merkezi kolinerjik islevin bozulmasina dayali
olarak AH’nin ilk hayvan modelleri gelistirildi.?*® Onde gelen strateji, bircok durumda
kolin hardali aziridium AF64A nin kullanilmastyd1.2°7 % Baska bir yontem ise kolinerjik
noronlarin bir alt popiilasyonunun eksitotoksik dejenerasyonunu indiiklemek igin bir
glutamaterjik agonist kullanmaktan ibarettir.?!® 1990°larda baslatilan degisim, gelistirilen
sican modellerinin ¢ogunun amiloidojenik kaskad ve ilgili amiloid peptid patolojik
yolaklarint yeniden iiretme girisimini yansittigi sonraki on yilda tam seklini almistir.
Genel ilke, hayvanin kliniklerde belgelenen bir veya birkag patolojik 6zelligi gelistirmesi

i¢in sican beynine bir tiir amiloid peptidi enjekte etmekten olusmaktadir.?!!-214

2000’11 yillarda gelistirilen baska bir strateji, AH’nin tip 3 diyabet olabilecegi
hipotezine dayantyordu.*!> Bu hipotez, insiilin, insiilin benzeri biiyiime faktdrii ve bunlara
karsilik gelen reseptorlerin ekspresyonunda tutarli bir azalma gosteren AH hastalarinin
beyinlerinin liim sonras1 histolojik bulgularina dayanmaktadir.?!> Daha sonra pankreatik
B hiicreleri i¢in toksik olan bir glukozamin nitroziire tiirevi olan streptozotosinin sigan
beynine enjekte edilmesinin de ayn1 modelle sonuclanacagi varsayildi. Streptozotosin
uygulamasi, Tau proteininin fosforilasyonunu, amiloid birikimlerini, biligsel bozuklugu,

insiilin duyarsizlasmasini ve noron dliimiinii indiikledigi gdzlenmistir,°6-216217
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2.6. Mikroelektrot Uretimi

Mikroelektrot teknolojisi in-vivo dl¢limlere imkan tanimasi dolayisiyla yaklagik
35 yildir iizerine ¢alisilan bir teknolojidir.2'®2!° Mikroelektrotlardan elde edilen sinyaller
Alzheimer, Parkinson gibi hastaliklarin olusturdugu norotransmitter degisikliklerini
incelemek i¢in kullanilmaktadir. Bu sebeple son yillarda alttas malzemeleri, kayit
bolgelerinin geometrisi, kanallar ve kayit bolgelerinde kullanilan metallerle ilgili yapilan
calismalar son yillarda artmaktadir.??® Yapilan bir calismada seramik tabanli
mikroelektrotlarin silikon tabanlilara gore hassaslik, secicilik ve cevap siirelerinin daha
iyi oldugu sdylenmektedir.??!*?? Bir¢ok norolojik rahatsizigin etki mekanizmalarindan
biri oldugu disiiniilen glutamatin tayini i¢in genellikle mikrodiyaliz yoOntemi
kullanilmaktadir. Fakat bu yontemde hedef kimyasalin algilanmasinda sorunlar
yasanmakla birlikte anlik degisimlerin izlenmesi miimkiin degildir. Mikroelektrot
teknolojisiyle bu sorun asilmistir.>>*??* Elektrot geometrisi {izerine yapilan bir ¢calismada
Yoon ve arkadaslar1 plazma ve islak asindirma yontemi kullanarak mikroelektrot
kalinliklarin1 ortalama 5-90 pm aralifinda tutmayr basarmuglardir. Ince iiretilen
elektrotlarin dokuya daha az hasar verdigi tespit edilmistir.??* Frey ve arkadaslari 6-5 mm
uzunlugunda 50 x 150 um Pt kayit bolgelerine sahip silikon alttash elektrodu kuru
asindirma yontemiyle iiretmislerdir. Bu ¢alismada farkli analitlerin 6l¢limii cross talk
olmadan yapilabilmistir.??® Baska bir c¢alismada mikroelektrot uzunlugu arttirilarak
istenen bolgeye daha iyi yerlesimi saglanmistir.??” Bir baska calismada ise nikel elektro-
kaplama yontemi ile nikel tabanli multielektotlar tiretilmis baglanti i¢in de parylene kablo
kullanilmistir. Parylene kablo paketleme problemlerini azaltmis be elektriksel baglantiy1
kolaylastirmustir.>*® Son yillarda ince yapilari ile daha az hasara yol agan ve esneklikleri
dolayisiyla dayanimlari daha iyi olan film tabanl elektrotlarin tizerine yapilan ¢aligmalar

artmlstlr.zzg
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2.6.1. Litografi

On yillardir, mikro ve nanolitografi teknolojisi, entegre devrelerin (IC) ve
mikroc¢iplerin imalatina katkida bulunmustur. Mikro ve nanolitografi, birkag
nanometreden onlarca milimetreye kadar degisen 6zellik boyutuna sahip desenler
olusturmak i¢in kullanilan teknolojidir. Litografi teknikleri, maske veya sablon
kullanimina gore iki tiire ayrilir: maskeli litografi ve maskesiz litografi. Maskeli litografi,
desenleri ayn1 anda genis bir alana aktarmak i¢in maskeleri veya kaliplart kullanmaktadir.
Maskeli litografi bicimleri arasinda fotolitografi, yumusak litografi ve nano baskili
litografi bulunmaktadir. Ote yandan, elektron 1sin1 litografisi, odaklanmis iyon 1s1n1
litografisi ve taramali sonda litografisi gibi maskesiz litografi, maske kullanmadan seri

yazi ile istege bagli desenler iiretir.?3%2%2

Nanobilim ve miihendislik, mevcut teknik engellerin {istesinden gelmek i¢in
alternatif yollar acarak geleneksel teknolojilere giderek daha fazla katkida bulunmustur.
Bunlardan birkacin1 saymak gerekirse nano tipta, kanserler, kalp hastaliklar1 ve AH dahil
bircok hastalifin teshis ve tedavisi i¢in yiiksek hassasiyetli ve yiliksek ¢oziintirliiklii
algilama ve manipiilasyon i¢in nanoelektromekanik sistemler ve wultra diisiik
konsantrasyon ve tek molekiiler algilama i¢in nanobiyosensorler litografi yardimiyla

gelistirilmigtir, 233234

2.6.1.1. Fotolitografi

Bu teknik, istenen bir deseni tanimlamak i¢in 1518a duyarli bir polimerin
ultraviyole (UV) 1518a maruz birakilmasini kullanmaktadir. Baslangigta, opak 6zelliklere
sahip bir fotomaske, substrat {izerine kaplanmis foto-rezistor lizerinde pozlama yapmak
i¢in 193-436 nm araliginda dalga boylarina sahip UV 15181 ile aydilatilmaktadir.?!®-?!
Maruz kalan alanda, foto-direnc¢li polimer zincirleri bozulur ve gelistirici ad1 verilen

kimyasal bir ¢ozeltide daha fazla ¢oziiniir hale gelmektedir. Daha sonra, maruz kalan
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foto-direng, arzu edilen foto-diren¢ modelini olusturmak i¢in bir gelistirici ig¢inde
kaldirilmaktadir. Bu desenli foto-direng, alt tabaka {lizerinde topografi olusturmak igin
sonraki asindirma veya biriktirme islemlerinde koruyucu bir katman olarak

kullanilabilir.??’
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
Bu tez galismasi, Atatiirk Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim

Dal1 Sinir Bilim ve Davranig Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

3.1.1. Deney Hayvanlan

Deney hayvani olarak Spraque Dawley cinsi 250-300 yaklasik gram aras1 32 adet
disi sigan Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezinden temin
edilmistir. Calisma siiresi igerisinde siganlarin normal oda sicakliklar1 altinda (22+2°C)
12 saatlik dongiiler halinde aydinlik ve karanlik ortamda kalmasi ve ad libitum
beslenmesi saglanmistir. Tlgili olan tez ¢alismasinin etik kurul karar1 Atatiirk Universitesi
Yerel Etik Kurulu tarafindan 26.09.2019 tarihli 11 sayili toplantida 42190979-000-

E.1900268900 numarali karar ile onaylanmaistir.

3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Tez calismasi sirasinda cerrahi islemler igin anestezi indiiksiyonu amaciyla I.E.
Ulagay Ila¢ Sanayi A.S., Tiirkiye’den temin edilen Tiyopental Sodyum (Pental Sodyum
IV Flakon) siganlara 40 mg/kg dozunda intraperitoneal (ip.) olarak verilmistir. Deney

sonunda ayni anestezik madde 80 mg/kg dozunda 6tenazi i¢in kullanilmastir.

Tez c¢alismasi sirasinda cerrahi islemlerin baglangic ve bitisinde insizyon
bolgesinin sterilizasyonu amaciyla Batigon’dan temin edilen %10’luk povidon iyot

¢ozeltisi kullanilmistir.

Sigma-Aldrich Co. LLC, Almanya’dan temin edilen streptozotosin (STZ), STZ
ile indiiklenmis Alzheimer hastaligi modeli olusturmak amaciyla sicanlarin lateral
ventrikiillerine toplam 10ul’lik hacimde bilateral olarak Hamilton siringast yardimiyla 3

mg/kg dozunda intraserebroventrikiiler (icv) olarak uygulanmistir.
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STZ enjeksiyonu sirasinda ortamin ozmotik dengesini korumak amaciyla Sigma-
Aldrich Co. LLC, Almanya’dan temin edilen sodyum sitrat ve sitrik asit kullanilarak pH

4.5 ayarlanmus sitrat tamponu kullanilmaistir.

Sigma-Aldrich Co. LLC, Almanya’dan temin edilen Memantin hidrokloriir rutin
tedaviyi taklit etmek amaciyla 24 giin boyunca streptozotosin + memantin (STZ+MEM)

grubuna 10 mg/kg dozunda ip. olarak uygulanmistir.

L.E. Ulagay ilag Sanayi A.S., Tiirkiye’den temin edilen Ampisilin (Penbisin 1000
mg flakon), streptozotosin + ampisilin (STZ+AMP) grubuna 24 giin boyunca 200 mg/kg

dozunda ip. olarak uygulanmstir.

In-vivo voltametrik 6lciimler igin Center for Microelectrode Technology
Lexington, Kentucky, Amerika Birlesik Devletleri’nden S2-FM model hareketli hayvan

elektrodlar1 temin edilmistir.

Hareketli hayvan elektrotlarinin sigan kranial kemikleri lizerine sabitlenmesi i¢in

Integra marka soguk akrilik karisimi kullanilmigtir.

3.2. Metot

3.2.1. Deney Plam
Grup basina 8 hayvan igeren 4 deney grubu olacak sekilde toplam 32 adet disi Spraque

Dawley sican kullanilarak deney planlamasi yapildi. Bu gruplar asagida belirtilmistir.

Grup 1: Kontrol grubu. Bazal 6l¢iimler tamamlandiktan sonra ilk giinde bilateral olarak

icv pH 4.5 sitrat tamponu enjeksiyonu yapilmis olan grup.

Grup 2 (STZ): Streptozotosin grubu. Bazal dlgiimler tamamlandiktan sonra 2. giinde

bilateral olarak icv streptozotosin enjeksiyonu yapilmis olan grup.
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Grup 3 (STZ + MEM): Streptozotosin + Memantin grubu. Streptozotosin enjeksiyonunu

takiben 24 giin boyunca memantin tedavisi (10 mg/kg) verilen grup.

Grup 4 (STZ + AMP): Streptozotosin + Ampisilin grubu. Streptozotosin enjeksiyonunu

takiben 24 giin boyunca ampisilin tedavisi (200 mg/kg) verilen grup.

Grup dagilimlar1 yapildiktan sonra Morris su labirenti, pasif sakinma ve lokomotor
aktivite testleri bazal Glgiimleri belirlemek i¢in yapildi. Tedavinin 0. giinde sirasiyla
kontrol, STZ, STZ + MEM, STZ + AMP gruplarina ilk iki gruba salin olacak sekilde,
memantin 10 mg/kg ve ampisilin 200 mg/kg enjeksiyonlar1 i.p. olarak yapildi ve

enjeksiyonlar hayvanlar sakrifiye edilene kadar 24 giin boyunca devam etti.

Icv. enjeksiyon koordinatlar sigan beyin atlasina bakilarak belirlendi. Koordinatlar sirasi
ile 0.8 mm anterioposterior; 1.5 mm mediolateral ve 3.6 mm dorsoventral olmak {izere
her iki ventrikiiliin yeri bilateral olarak tespit edildi. Deneyin 2. giiniinde tiyopental
sodyum ile 40 mg/kg dozunda anestezi saglandiktan sonra sicanlar stereotaksi cthazina
baslar1 hareket etmeyecek sekilde kuralina uygun olarak sabitlendi. Sabitleme islemini
takiben %]10’luk povidon iyot ¢oOzeltisi ile insizyon yapilacak bdlge temizlendi.
Temizlenen bdlgede steril bir bistiiri yardimiyla insizyon yapildi. Insizyon sonrasi
temizlenen bolge iizerinde sican beyin atlast yardimiyla belirlenen koordinatlar
isaretlendi ve dis¢i turu yardimiyla beyin ylizeyine zarar vermeyecek hassasiyetle isaretli
bolgeler delindi. Delinen boélgelerde bulunan beyin zarlari ince bir igne yardimiyla
kaldirilip Hamilton siringast igerisinde doldurulan 10 uL hacmindeki STZ ¢ozeltisi
kilograma 3 mg gelecek sekilde bilateral olarak ventrikiiller i¢ine enjekte edildi. Kontrol
grubunda ise belirlenen bu koordinatlara pH 4.5’te hazirlanan sitrat tamponu enjekte
edildi. Islemler bittikten sonra insizyon bélgesi 3/0 iplik yardimiyla siitiire edildi. Tiim
islemler bittikten ve tedavi ilag enjeksiyonlar1 14. giiniine ulastiktan sonra Morris su

labirenti, pasif sakinma ve lokomotor aktivite testleri tekrar edildi. Davranis testleri
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bittikten sonra AP 3.6, ML 3.8, DV 3.6 koordinatlar1 dis¢i turu yardimiyla delinerek

mikroelektrotlarin yerlestirilmesi saglandi.

Tiim ol¢ilimlerin sonunda siganlar dokular1 alinmak tizere 80 mg/kg tiyopental

sodyum ¢ozeltisi ile sakrifiye edildi (Sekil 3.1).

-3, Gln 0. Gl 2, Gin 14, Gin 19, Gin 24, Gin
Bazal Tedavi Tedavi Sonras: In Vive Voltametri
Davranig Baslangic Davramg Testlen le;umleri
Testlari _
lew, STZ Denay Sanu
Enjaksiyvonu
Sekil 3.1. Deney plani

3.2.2. Davranis Testleri

3.2.2.1. Lokomotor Aktivite Testi

Lokomotor aktivite testi icin May Act 508 lokomotor aktivite kafesleri
kullanilmistir. Bu kafesler 42 cm % 42 cm x 42 cm boyutunda ve seffaf pleksiglas
malzemeden {retilmistir. Pleksiglas kafesler ¢ift yonli 5 cm ve 15 cm ylkseklikte
infrared (IR) sensorlar i¢eren diizenegin igerisine konulmustur (Sekil 3.2). Diizenek IR
isinlarin sigan hareketleri tarafindan kesilmesiyle olusan konum bilgisiyle sicanin
horizontal aktivite, dinlenme siiresi, toplam katettigi mesafe ve ambulatuvar, vertikal,
stereotipik hareketleri hakkinda bilgi verir. Test siiresi boyunca sicanlarin g¢evre ile
etkilesimleri kesilmistir. Deney sirasinda 10 dakikaya ayarlanan zaman sayact boyunca
kafes icerisine birakilan siganin hareketleri kaydedilmistir. Her bir sican degisiminden
sonra ortam %70’lik etanol yardimiyla bir 6nceki siganin kalintilarindan ve kokusundan

temizlenmistir.
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Sekil 3.2. May Act 508 lokomotor aktivite kafesi

3.2.2.2. Pasif Sakinma Testi
Aydinlik ve karanlik olmak tizere iki bélgeden olusan pasif sakinma diizenegi bu testin
yapilmas1 i¢in kullanilmstir. Tki bolge arasinda sicanin aydinlik bolgede bulunmasiyla ve
karanlik bolgeye girmesiyle acilip kapanan, daha sonra da karanlik bolgede gecirdigi
stirenin sonunda tekrar agilan koyu renkli bir kap1 bulunmaktadir. Bélgelerin zemininde
birbirine paralel olarak bulunan iletken metal c¢ubuklar bulunmaktadir. Bu metal
cubuktaki kisa siireli elektriksel iletim karanlik bolgede hareketin olmasiyla bolgelerarasi
kapinin kapanmasiyla baglar. Siire sonunda kapi otomatik olarak agilir ve aydinlik

bolgede olusan harekete bagli olarak deney sonlanir (Sekil 3.3).

Sican aydinlik bolgeye birakildiktan sonra kamera yardimiyla goriintii isleyen
program bdlgeleraras1 kapiy1 acar ve sigcan iggiidiisel olarak karanlik bdlgeye gecer.
Sicanin karanlik bolgeye gecisini takiben bolgelerarasi kap1 kapanir ve 3 saniye boyunca
1 mA olacak sekilde metal ¢ubuklara akim verilir. Verilen akimdan etkilenen sigan siire
sonunda agilan kapidan aydinlik bolgeye gecer ve deney sonlanir. Bir giin sonra ayn1 test

tekrar edilir. Siganlarin karanlik bolgeye gegis stireleri kaydedilir. Eger karanlik bolgeye
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gecis olmazsa deney otomatik olarak 5 dakika sonra sonlanir ve bu siire ilgili sigan i¢in

kaydedilir. Bu siireler vasitasiyla deney hayvanlarinin 6grenme durumu gozlenir.

Sekil 3.3. May PAC-214 pasif sakinma kafesi

3.2.2.3. Morris Su Labirenti Testi
1,5 metre ¢apta ve 0,6 metre ylikseklige sahip kalin siyah renkli plastikten imal edilmis
yuvarlak yiizme labirenti i¢inde bulunan 40 cm boyundaki siyah platformun
goriinmemesi i¢in graniil boya ile siyah renge boyanacak olan su ile 42 cm yiikseklige
kadar doldurulur. Suyun sicakligi labirentin tabaninda bulunan rezistanslar ve labirentin
kenarinda bulunan 1s1 sensoru vasitasiyla 25 °C’ye erisene kadar 1sitilir. Tank ylizeyi
belirlenen yonler arasinda 4 esit pargaya labirentin tepesinde labirentin tamamini1 géren
bir kamera yardimiyla bdéliiniir. Yonler kuzey, giiney, dogu ve bat1 olmak {izere program
vasitastyla isimlendirilir. Su labirenti lizerindeki yonler bu deney sirasinda gercek
cografik yonlere gore belirlenmistir. Belirlenen 3 yon i¢in farkli renkte ve farklh sekilde
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kesilen kartonlar ilgili yonlere yerlestirilir. Bosta kalan yonde ise arastirmaci bulunur.
Yiizey alani 12.5 cm x 12.5 cm olan platform ydnler arasinda kalacak sekilde belirlenen
bolgeye yerlestirilir. Bu bolge bu deney siiresince kuzeybati olarak belirlenmistir (Sekil
3.4). Tim si¢anlarin belirlenen yonlerden birer kez olmak tizere 4 giin boyunca tim
yonlerden yilizmesi saglanir. Deney sirasinda sicanlarin platformu bulmasi siiresi her giin
her yon i¢in kaydedilir. Eger sican 90 saniye igerisinde platformu bulamazsa deney
otomatik olarak sonlanir. 5. giinde ise si¢anlar i¢inden platformu ¢ikarilmis su labirenti
igerisine birakilir ve platformun bulunmasi gereken alanda gecirdikleri siire ve hareketleri

boyunca hedef bolgede bulunmalari 1s1 haritasiyla analiz edilir.

Sekil 3.4. Morris su labirenti
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3.2.6. Mikroelektrot Fabrikasyonu

Mikroelektrot fabrikasyonu isleminde sirasiyla Sekil 3.5’teki basamaklar

izlenmektedir.
R 4 )
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ot N _ .

b : b 1
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Sekil 3.5. Mikroelektrot fabrikasyon basamaklari

3.2.6.1. Alttas Temizleme

Alttas olarak kapton film kullanilmistir. Alttag {izerinde bulunan kirler ve
kalintilarin temizlenmesi igin alttas temizlenme islemi yapilmistir. Bu islem sirasinda
temizleme ¢Ozeltisi olarak Piranha ¢6zeltisi (30 ml siilfiirik asit (H>SO4) ve 10 ml hidrojen
peroksit (H2O2) karisimi) kullanilmistir. Alttag olarak kullanilan kapton film 2 dk

boyunca Piranha 6zeltisi igerisinde bekletilmis, bekleme siiresi sonunda deiyonize su ile
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yikanip azot tabancasi ile kurutulmustur. Daha sonra fotorezist kaplamasi igin

dehidrasyon islemi 120 °C’de 5 dk boyunca uygulanmuistir.

3.2.6.2. Fotorezist Kaplama

Fotolitografi, dnceden hazirlanmis bir maske kullanarak alttas {izerinde kapli olan
fotorezistin sekillendirilmesi islemidir. Fotorezistin 11k goren kisimlarinin developer’da
¢Oziinlip yok olmasi i¢in pozitif fotorezist kullanilirken, tersi ise negatif resist kullanarak
saglanmaktadir. Bu calismada fotorezist olarak kaplama isleminde AZ5214E pozitif
fotorezist ve esnek olmasi dolayisi ile kapton alttas kullanilmistir (Sekil 3.6). Kapton
alttaslar elektronikte uzun yillarda beri kullanilmasina ragmen 6zellikle son yillarda esnek
olmalari, termal ve elektrik 6zellikleri dolayisi ile esnek elektronik alaninda da en yaygin

kullanilan alttaglardan birisidir.

Sekil 3.6. Esnek kapton film

Kaplama i¢in yiizeyi tamamen kaplayacak miktarda fotorezist kapton alttas lizerine pipet
ya da siringa yardimiyla eklenmis ve spinner cihazi yardimiyla pes pese olacak sekilde
once 500 rpm’de 5 saniye, sonra 4500 rpm’de 50 saniye boyunca fotorezistin yiizeyde

ince tabaka olarak yayilmasi saglanmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Dondiirmeli kaplama (spinner) ile fotorezist kaplama islemi a. Kaplama
oncesi b. Kaplama sonrasi

3.2.6.3. Yumusak Pisirme
Yumusak pisirme isleminde alttagin fotorezistin UV 1sinlara daha duyarli hale
gelmesini ve alttagsa daha iyi yapismasini saglamak amaciyla 50 saniye boyunca 100

°C’de hotplate iizerinde 1stya maruz birakilmistir.

3.2.6.4. Pozlandirma

Litografi isleminin yapilabilmesi i¢in maske hizalayicilar temel cihazlardan
biridir. Litografide maske hizalayic1 olarak ve alttag iizerine kaplanmis {izerindeki
fotorezist materyalini istenilen bolgenin UV 1s18a istenilen siire kadar maruz birakmak
amaciyla kullanilmaktadir. Bu calismada Siiss Microtec MBJ4 maske hizalayici
kullanilmistir.  Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Arastirma Merkezi (DAYTAM)
biinyesinde bulunan maske hizalayici; kontak, Hard (1um), Soft (2um), Vakum (0.8um)
modlarina sahiptir ve ayrica titresim yalitim1 masasi mevcuttur. Bu maske hizalayici ile
1.0 um veya daha kiigiik ¢oziiniirliik gerceklestirilebilmektedir. Mask Aligner cihazina
(Sekil 3.8) yerlestirilen fotorezist kapli kapton alttas, istenilen desendeki maske ile
hizalandiktan sonra 365 nm dalga boyunda UV 1s18a 25 saniye boyunca maruz

birakilmstir.
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Sekil 3.8. Mask Aligner ile pozlandirma islemi
3.2.6.5. Banyo

UV 1s18a maruz kalan bolgede asidik 6zellige sahip olan fotorezistin alttag
tizerinden temizlenmesi i¢in bazik 6zellikte olan developer kullanilmistir. Banyo iglemi

icin 10 ml developer ve 40 ml distile su karisim1 kullanilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Banyo sonrasi alttas tizeri desen goriiniimii

3.2.6.6. Adezyon tabakasi

Bu ¢alismada kimyasallarla bag yapmayan inert metallerden platin (Pt) baglanti
yollar1 ve kayit bolgeleri i¢in metal tabaka olarak se¢ilmistir. Ancak onceki ¢aligmalar
Pt’in kapton yiizeyine yeteri kuvvette tutunmadig1 bilinmektedir.>** Bu nedenle kapton
film ile Pt arasina tutunmay1 saglama i¢in titanyum (Ti) ve krom (Cr) gibi adhezyon

tabakasinin kaplanmasi literatiirde onerilmektedir.*”*® Metal tabakasinin alttasa iyi
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tutunmasi i¢in alttas DC sacgtirmali kaplama (sputter coating) cihazi yardimiyla 10 pym

kalinliginda titanyum veya krom ile kaplanmaistir.

3.2.6.7. Metal tabakasi
Baglant1 yollarmin, kayit ve baglanti bdlgelerinin olugmasi ic¢in adezyon
tabakasinin iizeri metal ile kaplanmistir. Yapilan caligsmada iletkenliginin iyi olmasi ve

inert metal olmasi nedeniyle platin kullanilmistir (Sekil 3.10).

Sekil 3.10. Platin metal tabakasi
3.2.6.8. Lift-off

Metal kaplama asamasindan sonra alttag aseton igine konularak istenmeyen
bolgelerdeki metal tabakasinin kalkmasi saglanmistir. Lift-off isleminden sonra, ayni

anda bir¢ok mikroelektrodun paralel bir sekilde liretimi gergeklestirilmistir (Sekil 3.11).

Sekil 3.11. Lift-off islemi sonras1 mikroelektrot serileri

3.2.6.9. Paketleme
Mikroelektrodun fabrikasyonu bittikten sonra iiretilen kapton mikroelektrot uglari

kesme ve PCB ile birlestirme agsamalarini iceren paketleme islemine alinmistir. Paketleme
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isleminde sirasiyla kesme, yapistirma, wire bonding ve epoksi damlatilmasi islemleri

yapilmustir (Sekil 3.12).

Kesme: Paralel olarak maske yardimiyla iiretilen 20-30 adet mikroelektrot,

dilimleme cihazi (dicer) yardimiyla kesilmistir.

Yapistirma: PCB ve kapton film mikroelektrodun endiistriyel yapistirici
kullanilarak yapistirilmasim1  igerir. Bu sayede wire bonding yapilacak alanin

hareketsizligi saglanmistir.

Wire Bonding: Wire bonding cihazi kullanilarak altin tel ile yapilan elektrot

kanallarinin PCB kanallarina baglanmasi islemidir.

Epoxy: Altin telleri izole etmek ve mikroelektrot PCB baglantisin

saglamlastirmak amaciyla yapilmistir.

Sekil 3.12. Paketlemesi yapilmis mikroelektrot

3.2.5. in-Vivo Voltametri

In-vivo voltametri testlerinde kullanilmak iizere yiizeyleri glutamat oksidaz ve
nafyonla kapli olan S2-FM model hareketli hayvan elektrotlar1 Center for Microelectrode
Technology Lexington, Kentucky, Amerika Birlesik Devletleri’nden temin edildi. Bu

elektrotlarin segicilik ve hassasiyetlerinin belirlenmesi i¢in kalibrasyon testlerine tabi
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tutuldu. Kalibrasyon testlerinde yeterli segicilik ve hassasiyet gosteren mikroelektrotlar

deneyde kullanilmak tizere ayrildi.

3.2.5.1. Kalibrasyon testleri:

Kalibrasyonu yapilacak olan mikroelektrot ucunun tigte ikisi 37°C 0.05M 40 ml
PBS ¢ozeltisi igerisinde bulunacak sekilde 1 saat bekletildi. Mikroelektroda biitiinlesmis
halde bulunan Ag/AgCl referans elektrotu PBS ¢ozeltisi igerisine mikroelektroda temas
etmeyecek sekilde daldirildi. Fastl6 mkIV (Quanteon LLC, Nicholasville, Kentucky,
Amerika Birlesik Devletleri) sistemine bagli bulunan mikroelektrodun ve iginde
bulundugu ortamin konfigiirasyon verileri Fast2014 (Quanteon LLC, Nicholasville,
Kentucky, Amerika Birlesik Devletleri) programina kullanilacak olan elektrodun seri
numarasi ile girildi. Hazirliklar tamamlandiktan sonra sistem calistirildi. Sistem redoks
reaksiyonunu saglamak icin mikroelektrot ucuna 0.7 Voltluk bir gerilim uyguladi.
Sistemin mikroelektrodun 4 kanali tizerinden okudugu akim degerleri sabit bir temel
seviyeye gelene kadar beklendi ve bu konuma gelindiginde temel seviyeyi belirtmek i¢in
baseline butonuna basildi. Elektrotun nafyon tabakasinin islevselligini anlamak i¢in 500
uL 20mM askorbik asit ¢ozeltisi PBS ¢ozeltisi bulunan beherin i¢ine eklendi. Tekrar sabit
bir akim degerine ulasildiginda interferent butonuna basildi. Daha sonra kalibrasyon
grafigi ¢ikarmak ve glutamat oksidazin islevselligini degerlendirmek amaciyla ortama
minimum 3 kez olarak 40 uL 20 mM glutamat ¢6zeltisi her eklemenin ardindan sabit bir
akim seviyesine ulasildig1 anda analit butonuna basilmak kaydiyla ardigik olarak eklendi.

Bu islemlerin sonunda kalibrasyon prosediirii sonlandirildi (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13. Hareketli hayvan mikroelektrodu kalibrasyonu

3.2.5.2. Kaniiliin mikroelektrot iizerine sabitlenmesi:

Quanteon LLC, Nicholasville, Kentucky, Amerika Birlesik Devletleri’nden temin
edilen kaniil yaklasik 30-40 mikrometre araliginda mikroelektrot yiizeyine degmeyecek
sekilde mikroelektrot yiizeyine sabitlendi. In-Vivo voltametrik dl¢iimler icin hazirlanan
200 mM glutamat ¢ozeltisi kaniiliin bagli oldugu kanala dolduruldu ve Pikospitzer

yardimiyla enjeksiyon sistemi test edildi.

3.2.5.3. Mikroelektrodun Deney Hayvanina Yerlestirilmesi

Sicanlar baglar1 hareket etmeyecek bir sekilde stereotaksi yardimiyla sabitlendi.
CA3 bolgesinden in-vivo voltametrik Ol¢iim i¢in yeniden belirlenen 3.6 mm
anterioposterior; 3.8 mm mediolateral ve 3.6 mm dorsoventral koordinatlar1 sigan beyin
atlas1 yardimiyla belirlendi. Ve bu koordinatlara unilateral bir sekilde delik agilarak
elektrotun belirlenen bdlgeye erisimi saglandi. Giimiis/glimiis kloriir (Ag/AgCl) referans
elektrotun ortama yerlestirilebilmesi i¢in mikroelektrottan farkli bir konumda ek bir delik

daha acildi. Ayrica elektrotu bolgeye sabitlemek igin kullanilacak olan akrilik
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malzemenin tutulabilmesi i¢in kii¢lik vidalarin sigabilecegi daha kiigiik delikler agildi.
Oncelikle vidalar sabitlendi ve ardindan elektrot istenilen koordinata stereotaksi
yardimiyla yerlestirildi. Ardindan hazirlanan soguk akrilik hedef alana uygulanarak
kranial kemikler lizerinde bulunan vidalar yardimiyla yiizey ve elektrotun birbirine sik1
bir sekilde tutunmasini sagladi. Fast mkIV cihazina baglanan mikroelektrot, Fast2014

programi kullanilarak iv vivo voltametrik 6l¢iimler yapildi (Sekil 3.14).

Sekil 3. 14. Stereotaktik cerrahi, mikroelektrot yerlestirme islemi ve dlgiim

3.2.5.4. Sinyal analizi:
Fast2014 programi yardimiyla elde edilen glutamat seviyelerindeki degisim ve

geri alim stireleri ayn1 program yardimiyla analiz edilerek t80 siireleri hesaplandi.
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3.2.4. Patoloji

3.2.4.1. Histopatolojik Yontem

Nekropsileri yapilan siganlardan alinan beyin dokulart %10 nétral formalin
cozeltisi ile tespit edildi. Dokular parafin bloklara alinmak {izere rutin alkol-ksilol takip
isleminden gecirildi. Sp’luk kesitler poly-lysinli lamlara alindiktan sonra hematoksilen-
eozin ile boyandi. Korteks, cornu ammonis (CA1, CA2, CA3) bolgelerindeki néronlarda
goriilen piknotik ve dejeneratif degisimler semikantitatif olarak (yok (-), hafif (+), orta

(++), siddetli (+++)) degerlendirildi.

3.2.4.1. immunohistokimyasal Yontem

Nektropsileri yapilan siganlardan alinan beyin dokulart %10 nétral formalin
¢oOzeltisi ile tespit edildi. Dokular parafin bloklara alinmak {izere rutin alkol-ksilol takip
isleminden gegirildi. Sp’luk kesitler poly-lysinli lamlara alindiktan sonra PBS ile yikandi.
Bu islemi takiben %3’liik H>O,’ de 10 dk. tutularak endojen peroksidaz inaktivasyonu
sagland1. Antijen retrival soliisyonu ile dokulardaki antijeni ortaya ¢ikarmak i¢in 2x5 dk
stiresince 500 watt’da muamele edildi. Daha sonra PBS ile yikanan dokular Tau (Santa
Cruz, Katalog No. sc-32274 1/1500 diliisyon oran1), B-Amiloid (Santa cruz, Katalog No.
sc-28365, 1/100 diliisyon oran1) ve AChE (Santa cruz, Katalog No. sc-373901, 1/100
diliisyon orani) primer antikorlar1 ile oda sicaklifinda 45 dk. inkiibasyona birakildi.
Sekonder olarak; Large Volume Detection System: anti-Polyvalent, HRP
(Thermofischer, Katalog no: TP-125-HL) iiretici firmanin kit prosediiriine gore
kullanildi. Kromojen olarak DAB (3,3’-Diaminobenzidine) kullanildi. Mayer’s
Hematoksilen ile zit boya yapildiktan sonra entellan ile kapatilarak 151k mikroskobunda
incelendi. Korteks, CAl, CA2, CA3 bolgelerindeki noronlarda goriilen
immiinopozitiflikler semikantitatif olarak (yok (-), hafif (+), orta (++), siddetli (+++), cok

siddetli (++++)) degerlendirildi.
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3.2.5. LC-MS/MS

Serotonin, dopamin, glutamik asit ve asetil kolin miktarin1 tespit edebilmek
amaciyla 200 mg beyin 6rnegi alindi. Daha sonra bu 6rnekler TissueLyzer 2.0 cihazinda
2 dakika boyunca ¢elik bilyeler yardimiyla 1 mL asetonitril igerisinde homojenize edildi.
Ekstraktlar 1 saat boyunca -20 °C inkiibe edildi. Daha sonra 6rnekler 12000 rpm’de
santrifiije edildi. 45 mikron por capina sahip filtrelerden gegirilen ornekler kantitatif

analiz i¢in hazir hale getirildi.

Orneklerin analizi icin pozitif iyon madunda AJS ESI iyon kaynagina sahip
Agilent 6460 sivi kromotografisi-kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) cihazi kullanildu.
Multiple Reaction Monitoring madunda serotonin, dopamin, asetilkolin ve glutamik asit
icin optimum prekiirsor ve prodiikt iyonlar (177->159.8, 153.8->136.8, 147.8->129.9,
145.9->86.9) tercih edildi. Nebulizer basinci 35 PSI olarak ayarlandi. Kapiler voltaj 4500
olarak belirlendi. Yontemin enjeksiyon hacmi 5 pL olarak saptandi. Mobil faz olarak
%0,1 formik asit igeren deiyonize su-asetonitril (70-30; h/h) karisimi optimize edildi.
Kolon sicakliginin 30 °C olarak belirlendigi 6l¢iimlerde InfinityLab Poroshell 120 SB-
AQ (3.0 x 150mm, 2.7-Micron) ile biitlin numunelerde kromatografik separasyon
gergeklestirildi. Yontemin akis hizi 0.3 ml/dk. olarak belirlendi. 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.

3.2.6. istatistiksel Analiz
Davranigsal, voltametrik veriler ve LC-MS/MS verileri SPSS v.20.0 programi
kullanilarak One-Way ANOVA testi ile ortalama ve standart sapmalar verilecek sekilde

hesaplanmistir. P<(0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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Histopatolojik ve immunohistokimyasal veriler SPSS 20.00 programu ile analiz
edildi. Gruplar aras1 farklilik nonparametrik testlerden olan Kruskal Wallis ile farklilig1

olusturan grup ise Mann Whitney U testi ile belirlendi. (p <0.05).
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4. BULGULAR

4.1. Davrams testi bulgular:

4.1.1. Lokomotor aktivite

Lokomotor aktivite testi STZ enjeksiyonundan sonra 15. giinde
gergeklestirilmistir. Lokomotor aktivite testinde stereotipik, ambulatuvar hareket,

dinlenme zamani ylizdelerine ve kat edilen mesafeye bakilmistir.

Davranig yiizdeleri dikkate alindiginda stereotipik hareket i¢in Kontrol (13.10 +
4.00) ve STZ grubu (8.67 + 1.00) arasinda anlaml1 bir fark bulunmamaktadir. STZ grubu
ile yalnizca STZ + AMP grubu (16.20 + 1.00) arasinda istatistiksel olarak anlamli sayilan
bir fark gozlenmistir. STZ + MEM grubu (14.00 £ 1.00) stereotipik harekette kontrol

grubu verilerini yakin bir sekilde stereotipik hareket gostermistir.

Ambulatuvar hareket yiizdeleri dikkate alindiginda herhangi bir grup i¢in anlamhi
derecede farklilik saptanmamistir. (Kontrol: 22.80 + 8.00, STZ: 12.00 +1.00, STZ +

MEM: 15.00 +£1.00, STZ + AMP: 19.80 £ 3.00)

Dinlenme zaman yiizdeleri dikkate alindiginda ise kontrol (64.20 + 8.00) ile STZ
grubu (79.33 £8.00) arasinda istatistiksel olarak ¢cok anlamli bir fark saptanmistir. STZ
grubu ile STZ + AMP grubu (64.00 £+ 7.00) kiyaslamasinda da benzer derecede farklilik
saptanmigtir. STZ + MEM grubu (71.25 £+ 4.00) dinlenme yiizdeleri kiyaslamasinda STZ
ve kontrol grubu arasinda bir dinlenme yiizdesine sahip olup herhangi bir anlamlilik

tasimamaktadir (Sekil 4.1).
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Lokomotor Aktivite Stereotipik, Ambulatuvar, Dinlenme
Zamamn Verilerinin Toplam Aktiviteye Kars1 Yiizde
Degerleri

100
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70 I 1 I
60 I
50
40
30
20 I I
10 I = i B -

%

*

Kontrol STZ STZ + MEM STZ + AMP
Gruplar

Stereotipik % Ambulatuar % Dinlenme Zaman1 %

Sekil 4.1. Lokomotor aktivite stereotipik, ambulatuvar, dinlenme zamani verilerinin
toplam aktiviteye kars1 yiizde degerleri (Istatiksel anlamliliklar kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda p<0.05 #, p<0.01 ##; STZ grubuyla karsilastirildiginda p<0.05 *,
p<0.01 ** olarak verilmistir.)

Lokomotor aktivite kafesinde deney hayvanlariin 10 dakika boyunca kat ettikleri
mesafe incelendiginde kontrol grubu (1184.40 + 140.00 cm) ve STZ grubu (520.70 +
124.00 cm) arasinda ¢ok anlamli sayilacak derecede diisiis gozlenmistir. STZ grubu ile
tedavi gruplarinin kiyaslamasinda ise STZ + MEM grubunda (736.02 = 126.00 cm)
yiikselis olmasina ragmen anlamlilik gézlenmemis, STZ + AMP grubunda (991.79 +

96.00 cm) ise ¢cok anlamli derecede artis gozlenmistir (Sekil 4.2).
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Katedilen Mesafe
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Sekil 4.2. Lokomotor aktivite katedilen mesafe degerleri (Istatiksel anlamliliklar kontrol
grubuyla karsilastirildiginda p<0.05 #, p<0.01 ##; STZ grubuyla karsilastirildiginda
p<0.05 *, p<0.01 ** olarak verilmistir.)

Lokomotor aktivite testleri sonrasi tiim gruplarin Bitmap goriintiileri sirasiyla
kontrol, STZ, STZ + MEM, STZ + AMP olarak sekil 4.3 ile sekil 4.6 arasinda
gosterilmistir. Mavi ¢izgiler ambulatuvar hareketi temsil ederken yesil ¢izgiler de vertikal

hareketi temsil etmektedir.
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Sekil 4.3. Kontrol grubu 6rnek lokomotor aktivite Bitmap grafigi

Sekil 4.4. STZ grubu lokomotor 6rnek aktivite Bitmap grafigi

54



Sekil 4.5. STZ + MEM grubu 6rnek lokomotor aktivite Bitmap grafigi

Sekil 4.6. STZ + AMP grubu 6rnek lokomotor aktivite Bitmap grafigi
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4.1.1. Pasif Sakinma
Pasif sakinma testi deneyin baglangicinda ve ilag¢ tedavisinin 15. giiniinden sonra

o0grenme ve kisa siireli hafiza degerlendirmesi yapmak amaciyla gergeklestirilmistir.

Bazal dlgtiimler sonucunda 1. giinde karanlik alana gegis stiresi kontrol grubunda
27.50 £ 15.17 s, STZ grubunda 22.80 + 8.31 s, STZ + MEM grubunda 54.87 &+ 25.42 s,
STZ + AMP grubunda 31.40 = 20.01 s olarak hesaplanmistir. 2. giinde karanlik alana
gecis siiresi kontrol grubunda 140,6 £27.33 s, STZ grubunda 155.80 + 27.72 s, STZ +
MEM grubunda 182.00 + 23.40 s, STZ + AMP grubunda 159.7 £ 23.07 s olarak
hesaplanmistir. Gruplar aras1 herhangi bir istatistiksel anlamlilik bulunmamaktadir (Sekil

4.7).

Bazal Ol¢iim
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Sekil 4.7. Pasif sakinma testi bazal dl¢iim sonuglar1 (Istatiksel anlamliliklar kontrol
grubuyla karsilastirildiginda p<0.05 #, p<0.01 ##; STZ grubuyla karsilastirildiginda
p<0.05 *, p<0.01 ** olarak verilmistir.)
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Tedavi sonrasi Ol¢limler sonucunda 1. giinde karanlik alana gecis siiresi kontrol
grubunda 224.90 £ 52.09 s, STZ grubunda 133.75 + 54.84 s, STZ + MEM grubunda
224.50+44.43 s, STZ + AMP grubunda 236.57 + 54.26 s olarak hesaplanmustir. 2. giinde
karanlik alana gegis siiresi kontrol grubunda 300.00 = 15.00 s, STZ grubunda 117.50 +
35.25 s, STZ + MEM grubunda 278.00 + 44.00 s, STZ + AMP grubunda 300.00 £+ 27.00
s olarak hesaplanmuistir. 2. Giin verilerinin istatistiksel analizi sonucunda STZ + MEM ve

STZ + AMP gruplar1 STZ grubuna goére anlamli bulunmustur (Sekil 4.8).

Tedavi Sonrasi
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Sekil 4.8. Pasif sakinma testi tedavi sonrasi dl¢iim sonuglar1 (istatiksel anlamliliklar
kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0.05 #, p<0.01 ##; STZ grubuyla
karsilagtirildiginda p<0.05 *, p<0.01 ** olarak verilmistir.)
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4.2. Morris Su Labirenti

Morris su labirenti testleri deney baslangicinda ve tedavi siiresinin 15. giliniinden
sonra 0grenme ve hafizay1 test etmek i¢in 4’er defa farkli yonlerden uygulanmistir.
Tedavi sonrasi uygulanan davranis testinde platformsuz olarak 1s1 haritast olusturmak
amaciyla 5. giin deneyleri gergeklestirilmistir. Platformu bulma siireleri siganlarin su

labirentine birakilma yonleri baz alinarak karsilagtirilmistir.

Gliney yonii platformu bulma siireleri 1 ile 4. giin arasinda kisalma egilimindedir.
Platformu bulma stireleri sirasiyla 1.giinden baslayarak 4. giine kadar kontrol i¢in 76.00
+15.06, 24.20 + 12.93, 19.40 + 8.04, 35.20 + 12.28; STZ grubu i¢in 90.00 + 0.00, 52.00
+9.70, 34.38 + 17. 10, 35.75 + 12.48; STZ + MEM grubu i¢in 62.40 + 14.95, 28.30 +
14.48, 35.70 + 22.38, 24.10 + 9.23; STZ + AMP grubu i¢in 79.20 + 17.59, 21.20 + 8.44,

19.20 £ 7.51, 37.70 + 13.01 olarak bulunmustur (Sekil 4.9).

Giiney/Bazal Olg¢iim
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Sekil 4.9. Giiney yonii bazal dl¢iim giinliik veri grafigi (Istatiksel anlamliliklar kontrol
grubuyla karsilastirildiginda p<0.05 #, p<0.01 ##; STZ grubuyla karsilastirildiginda
p<0.05 *, p<0.01 ** olarak verilmistir.)
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Dogu yonii platformu bulma siireleri 1 ile 4. giin arasinda kisalma egilimindedir.
Platformu bulma stireleri sirasiyla 1.giinden baslayarak 4. giine kadar kontrol i¢in 61.80
+4.08,54.10 £9.94,27.00 + 16.98, 19.20 + 7.42; STZ grubu i¢in 82.10 + 13.89, 54.60 +
7.90, 19.70+ 10.52, 30.20 + 7.79; STZ + MEM grubu i¢in 48.20 + 11.20, 41.60 + 9.13,
28.40+14.58,26.30+ 11.52; AMP grubu igin 61.30 £ 18.24,44.10+7.37,17.60 £ 11.62,

34.10 + 14.90 olarak bulunmustur (Sekil 4.10).
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mKontrol ®STZ =STZ+MEM STZ + AMP

Sekil 4.10. Dogu yonii bazal 6l¢iim giinliik tablosu (Istatiksel anlamliliklar kontrol
grubuyla karsilastirildiginda p<0.05 #, p<0.01 ##; STZ grubuyla karsilastirildiginda
p<0.05 *, p<0.01 ** olarak verilmistir.)
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Kuzey yonii platformu bulma siireleri 1 ile 4. giin arasinda kisalma egilimindedir.
Platformu bulma siireleri sirasiyla 1. glinden baslayarak 4. giline kadar kontrol i¢in 53.50
+ 8.00, 41.50 + 7.29, 24.38 = 13.34, 28.13 + 9.05; STZ grubu i¢in 60.25 +9.71, 37.00 +
12.81, 39.50+ 12.14, 28.00 + 13.20; STZ + MEM grubu igin 49.80 + 8.44, 22.40 + 8.91,
26.50 £9.46,21.30 + 10.63; AMP grubu i¢in 61.60 + 11.14, 37.80 £ 17.83, 14.70 = 7.54,

21.80 £ 9.82 olarak bulunmustur (Sekil 4.11).

Kuzey/Bazal Olgiim
80

70

e

1. Giin 2. Giin 3. Giin 4. Glin

saniye (s)
N
S

(O8]
(e

N
(==}

—_
(=]

S
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Sekil 4.11. Kuzey yonii bazal 6l¢iim giinliik tablosu (istatiksel anlamliliklar kontrol
grubuyla karsilastirildiginda p<0.05 #, p<0.01 ##; STZ grubuyla karsilastirildiginda
p<0.05 *, p<0.01 ** olarak verilmistir.)
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Bat1 yonii platformu bulma siireleri 1 ile 4. giin arasinda kisalma egilimindedir.
Platformu bulma siireleri sirasiyla 1. giinden baslayarak 4. giline kadar kontrol i¢in 56.67
+ 5.00, 47.78 £ 6.63, 20.44 £+ 6.50, 24.78 + 8.24; STZ grubu i¢in 49.90 + 10.44, 36.90 +
3.60, 47.70+ 6.62, 21.90 = 4.91; STZ + MEM grubu igin 30.50 + 15.07, 35.50 + 10.76,
22.70 £9.90, 29.10 £ 11.60; AMP grubu i¢in 52.40 £+ 6.96, 30.10 £ 14.90, 31.50 £ 6.22,

24.70 £+ 11.30 olarak bulunmustur (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Bat1 yonii bazal 6l¢iim giinliik tablosu (istatiksel anlamliliklar kontrol
grubuyla karsilastirildiginda p<0.05 #, p<0.01 ##; STZ grubuyla karsilastirildiginda
p<0.05 *, p<0.01 ** olarak verilmistir.)
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Tedavi sonrast Morris su labirenti testleri ilk 4 giin i¢in her yon ayri

degerlendirilmeye alinarak anlamlilik hesaplanmustir.

Elde edilen sonuglara gore giiney yonii verilerinde 2. giinden itibaren STZ grubu
kontrol grubuna gore olduk¢a anlamli bulunmustur. 2. giinden sonra tedavi gruplarinin
kiyaslanmasinda; 2. giinde STZ + MEM (34.50 £13.20 s) ve STZ + AMP (28.00 + 13.13
s) gruplar1 STZ’ye gore (59.00 + 14.98 s) anlamli, 3. Giinde STZ’ye gore (65.00 + 14.09
s) STZ + MEM (40.50 + 10.15 s) grubu anlamli ve STZ + AMP (34.29 £+ 12.08 s) grubu
cok anlamli, 4. giinde ise STZ + MEM (24.00 + 11.86 s) ve STZ + AMP (23.86 = 7.69 s)

gruplart STZ’ye gore (55.40 £ 9.13 s) ¢ok anlamli olarak bulunmustur (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Giiney yonii tedavi sonras1 dl¢iim giinliik tablosu (Istatiksel anlamliliklar
kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0.05 #, p<0.01 ##; STZ grubuyla
karsilastirildiginda p<0.05 *, p<0.01 ** olarak verilmistir.)
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Dogu yonii verilerinde ise 1. giinden itibaren STZ grubu kontrol grubuna gore
oldukga anlamli bulunmustur. Tiim giinlerin tedavi gruplarinin kiyaslanmasinda; 1. giinde
sadece STZ + AMP (38.86 + 10.76 s) grubu STZ’ye gore (66.40 £ 6.50 s) ¢cok anlamli
olarak bulunmustur. 2. giinde STZ + MEM (46.00 £ 7.87 s) grubu STZ’ye gore (60.20 +
6.50 s) anlamli, 3. Gilinde STZ’ye gore (57.60 = 12.10 s) STZ + MEM (38.00 + 9.13 s)
ve STZ + AMP (34.71 + 10.87 s) gruplar1 anlamli, 4. giinde ise STZ’ye gore (56.60 +
10.57 s) STZ + MEM (32.50 £ 11.21 s) grubu anlamli ve STZ + AMP (27.29 £ 7.11 s)

grubu ¢ok anlamli olarak bulunmustur (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Dogu yonii tedavi sonrasi dlgiim giinliik tablosu (Istatiksel anlamliliklar
kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0.05 #, p<0.01 ##; STZ grubuyla
karsilagtirildiginda p<0.05 *, p<0.01 ** olarak verilmistir.)
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Kuzey yonii verilerinde ise 1. glinden itibaren STZ grubu kontrol grubuna gore
oldukga anlamli bulunmustur. Tiim giinlerin tedavi gruplarinin kiyaslanmasinda; 1. giinde
sadece STZ + MEM (21.33 +4.93 s) grubu STZ’ye gore (59.00 £+ 15.68 s) anlaml1 olarak
bulunmustur. 2. giinde STZ ile kiyasla tedavi gruplar1 arasinda herhangi bir anlamlilik
bulunmamustir. 3. glinde STZ’ye gore (64.60 = 18.17 s) STZ + AMP (18.71 £+ 10.42 s)
grubu anlamli, 4. giinde ise STZ + AMP (18.71 + 10.52 s) grubu STZ’ye gore (49.00 +

17.73 s) anlamli olarak bulunmustur (Sekil 4.15).
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mKontrol ®STZ =STZ+MEM STZ + AMP

Sekil 4.15. Kuzey yonii tedavi sonrasi dlgiim giinliik tablosu (Istatiksel anlamliliklar
kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0.05 #, p<0.01 ##; STZ grubuyla
karsilagtirildiginda p<0.05 *, p<0.01 ** olarak verilmistir.)
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Bat1 yonii verilerinde ise 1. giinden itibaren STZ grubu kontrol grubuna gore
oldukga anlamli bulunmustur. Tiim giinlerin tedavi gruplarinin kiyaslanmasinda; 1. giinde
sadece STZ + AMP (15.86+ 12.35 s) grubu STZ’ye gore (63.00 £+ 6.84 s) ¢ok anlamli
olarak bulunmustur. 2. giinde STZ + AMP (30.57 £ 18.93 s) grubu STZ’ye gore (64.00 +
6.78 s) ¢ok anlamli, 3. giinde STZ’ye gore (60.40 = 11.95 s) STZ + MEM (34.50 + 9.33
s) grubu anlamli ve STZ + AMP (17.29 + 13.46 s) grubu ¢ok anlamls, 4. giinde ise STZ’ye
gore (63.40 = 17.61 s) STZ + MEM (32.50 £+ 10.47 s) grubu anlamli ve STZ + AMP

(24.14 £ 17.67 s) grubu ¢ok anlamli olarak bulunmustur (Sekil 4.16).
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mKontrol ®STZ =STZ+MEM STZ + AMP

Sekil 4.16. Dogu yonii tedavi sonrasi dlgiim giinliik tablosu (Istatiksel anlamliliklar
kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0.05 #, p<0.01 ##; STZ grubuyla
karsilagtirildiginda p<0.05 *, p<0.01 ** olarak verilmistir.)
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Deney sonu 1s1 haritalarinda tiim gruplarin toplam kat ettigi mesafe incelendiginde
STZ grubu (15307.70 £ 1985.37 cm) kontrol grubuna (8544.84 + 1508.62 cm) gore ¢ok
anlamli derecede farklilik géstermistir. STZ + MEM grubu (9175.42 = 611.09 cm) STZ
ye gore anlamli p<0,05, STZ + AMP grubu (7976.11 £478.56 cm) ise cok anlamli p<0,01

olarak hesaplanmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Morris su labirenti testi kat edilen mesafe grafigi (Istatiksel anlamliliklar
kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0.05 #, p<0.01 ##; STZ grubuyla
karsilagtirildiginda p<0.05 *, p<0.01 ** olarak verilmistir.)
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Platformun bulundugu kadranda bulunma siireleri kiyaslandiginda STZ grubu
(9.96 + 2.02 s) kontrol grubuna (29.49 + 5.12 s) gore ¢cok anlamli derecede farklilik
gostermistir. Tedavi gruplarinin STZ grubu ile kiyaslanmasinda ise STZ + MEM grubu
(24.10 £ 2.97 s) anlaml1, STZ + AMP grubu (27.45 + 4.69 s) ¢cok anlaml1 olacak derecede

farklilik gostermistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Morris su labirenti testi platformun bulundugu kadranda bulunma siiresi
grafigi (Istatiksel anlamliliklar kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0.05 #, p<0.01
##; STZ grubuyla karsilastirildiginda p<0.05 *, p<0.01 ** olarak verilmistir.)

Kontrol, STZ, STZ + MEM ve STZ + AMP gruplarinin 1s1 haritalar1 goriintiileri
Sekil 4.19 ile Sekil 4.22 arasinda verilmistir. Is1 haritalar1 incelendiginde de kadranda

bulunma siireleri ile benzer bir goriintii elde edilmistir.
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Kuzey

Bati Doedu

Goney

Sekil 4.19. Kontrol grubu 5.giin 1s1 haritas1 grup temsili

Kuzay

Bati Dodu

Giney

Sekil 4.20. STZ grubu 5.giin 1s1 haritas1 grup temsili
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Kuzey

Bati Dedu

Glney

Sekil 4.21. STZ + MEM grubu 5.giin 1s1 haritas1 grup temsili

Kuzey

Bati D

Giney

Sekil 4.22. STZ + AMP grubu 5.giin 1s1 haritas1 grup temsili
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4.3. Kapton Mikroelektrot H20: dl¢iimii

Fotolitografi yontemiyle tiretilen kapton mikroelektrodun dl¢iim testleri Keithley
2400 cihaz1 yardimiyla 20 mM HO: karsisinda dl¢iilmiistiir. Olgiim sistemi homemade
olup elektronik Miihendisliginde bulunan Sensér Teknolojileri laboratuvarinda

bulunmaktadir (Sekil 4.23).
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Sekil 4. 23. Mikroelektrot iletkenlik 6l¢iim programi

Bu sistemde sabit akim veya sabit voltaj madunda 6l¢lim yapilabilmektedir. Sabit
voltaj madunda 200 V aralifinda ve £1 A’e kadar dl¢limler yapilabilmektedir. Voltaj
rezollisyonu 100 nV ve akim rezoliisyonu ise 1pA’dir. Bu tezde 0.7 V sabit gerilim
uygulanmis ve H»O: ilavesine karsin zamanla akim degisimi Ol¢iilmiistiir. Boylece

gelistirdigimiz sensoriin performansini test edilmistir (Sekil 4.24).

Elde edilen olclimler konsantrasyon-akim grafigine doniistiiriilmiis ve

Kalibrasyon denklemi elde edilmistir (Sekil 4.25). R? degeri 0.989 bulunmustur.
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Sekil 4.24. Kapton Mikroelektrodun H>O; dl¢lim grafigi

Konsantrasyona kars1 kalibrasyon grafigi

y=0,0007x + 0,0131

Sekil 4.25. Ol¢iim sonuglarina gore kalibrasyon grafigi

45

40
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4.3. In-Vivo Voltametri

Glutamat oksidaz kapli mikroelektrotlarla yapilan in-vivo voltametri analizleri
sonucunda glutamat geri alim siirelerinin saniye bazli degerlendirilmesinde STZ grubu
ile kontrol grubu (3.01 + 0.55 s) kiyaslamasinda STZ grubu (8.77 + 1.02 s) 6nemli
derecede anlamlilik ifade etmektedir. STZ grubu ile STZ + MEM (3.26 = 0.73 s) ve STZ
+ AMP (3.44 + 0.71 s) gruplariin kiyaslanmasinda da bu iki grubun STZ grubuna gore

onemli derecede anlamli farklilik gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. Glutamat geri alim siireleri (Istatiksel anlamliliklar kontrol grubuyla
karsilastirildiginda p<0.05 #, p<0.01 ##; STZ grubuyla karsilastirildiginda p<0.05 *,
p<0.01 ** olarak verilmistir.)
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Glutamat geri alim siirelerinin voltametrik kayitlarina ait temsili goriintiiler sirasi ile

kontrol, STZ, STZ + MEM, STZ + AMP olmak tiizere Sekil 4.27 ile Sekil 4.30 arasinda
verilmigtir.

|
L] rlll II
% ||II : /". 1||
- | | |
. i |
L ] il
5 - {'I llll |I'I / II',II }I III'.II | I',III" Il'l I'.III II",IIl
A A AT AV A AN

Sekil 4.27. Kontrol grubu 6rnek voltametri kayitlar

ol | |

[l II ] { ‘ ’|| \I
] L

% L ||II ||!I |II |II I|II |II II',I ‘II

g 2L I|I Il, I'|I|I ||I I'. I|I I'.II Y

5 II".“ II'\.I '."\ I||1I ",' I"',I |I _'II
| L3 \ by A J v \ \ \
. v = % ) e 2 ;

-, L"‘\ w\u_l Rt N J L‘“ ® \\‘m \_\L"u

L 1 40 o w0 #“ A wuun“l o £ ] a¥l

Sekil 4.28. STZ grubu 6rnek voltametri kayitlar
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Sekil 4.29. STZ + MEM grubu 6rnek voltametri kayitlari
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Sekil 4.30. STZ + AMP grubu 6rnek voltametri kayitlart
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4.4. Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik degerlendirmede gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml

farklar tespit edildi (Tablo 4.2-3, p <0.05).

Tablo 4.1. Noronlarda goriilen piknotik degisimler (Ayni siitundaki gruplar arasi farklilik & ¢4

ile gosterilmektedir (p <0.05), aym satirdaki gruplar aras1 farklilik A B € ile gosterilmektedir (p <0.05))

Gruplar Korteks CA1l CA2 CA3

Kontrol 0.36+0.554  0.17+£043*  036+0.55*  0.36=0.55%
STZ 3.05+£043%  275+0.00°® 125043  1.08+0.00°C
STZ+MEM  232+0.43% 0.89+043®  125+043"®  0.36+0.55€
STZ+AMP  1.25+043%  036+0.55%  1.08+0.00°* 0.36+0.55®

Tablo 4.2. Noronlarda goriilen dejeneratif degisimler (Ayni siitundaki gruplar arasi farklilik * >
ile gosterilmektedir (p <0.05), ayni satirdaki gruplar arasi farklilik & B € ile gosterilmektedir (p <0.05))

c,d

Gruplar Korteks CAl CA2 CA3

Kontrol 036043  0.36+0.554  0.36+0.554  0.17+0.43*
STZ 2.15£0.00°4  232+043®  3.05+043 286055
STZ+MEM  1.08+0.00* 125+0.43" 125+043%®  2.15+0.00°
STZ+AMP  1.25+0434  1.80+0.00®  1.08+0.00°®  1.25+0.43%

Histopatolojik incelemede piknotik degisimler en fazla beynin korteks kisminda
gbzlendi. Bu degisimler STZ grubunda siddetli iken, STZ+MEM grubunda orta,
STZ+AMP grubunda ise hafif diizeydeydi. Cornu ammonis’teki piknotik degisimler STZ
grubunda CAl kisminda orta diizeyde, CA2 ve CA3 kisminda hafif diizeyde oldugu
belirlendi. Diger uygulama gruplarindan STZ + MEM grubunda kortekste orta diizeyde,
CA1 ve CA2 kisminda hafif diizeyde piknotik degisimler gozlendi. STZ + AMP grubunda
ise piknotik degisimler korteks ve CA2 kisminda hafif diizeydeydi. CAl ve CA3
kisminda ise onemli diizeyde piknoza rastlanmadi. Piknotik ndronlardaki ¢ekirdekler
koyu ve biliziismiis haldeydi. Tespit edilen diger bir diger histopatolojik bulgu ise

dejeneratif goriiniimdeki néronlarin bulunmasiydi. Bu sekildeki ndéronlarin histopatolojik
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olarak sitoplazma ve ¢ekirdek sinirlar1 kaybolmaya basladig1 ve daha fazla eozinofilik bir
goriinlim kazandigi belirlendi. Dejeneratif noronlara en fazla STZ grubunda rastlandi. Bu
grupta korteks ve CAl kisminda orta, CA2 ve CA3 kisminda ise siddetli diizeyde
dejeneratif noronlara rastlandi. Diger uygulama gruplar1 olan STZ + MEM ve STZ +

AMP’de ise genel olarak hafif diizeyde dejeneratif degisimler gozlendi (Sekil 4.31).

Sekil 4.31. Histopatoloji 6rnek goriintiileri (Kontrol grubu (A, B, C, D). Normal histolojik
goriinimde, STZ grubu (E, F, G, H). Korteks’te siddetli diizeyde piknotik ve orta diizeyde dejeneratif
noronlar, CA1’de orta diizeyde piknotik, dejeneratif ndronlar CA2 ve CA3’te hafif diizeyde piknotik ve

siddetli diizeyde dejeneratif néronlar, STZ + MEM grubu (I, J, K, L). Korteks’te orta diizeyde piknotik
ve hafif diizeyde dejeneratif néronlar, CA1 ve CA2’de hafif diizeyde piknotik ve dejeneratif ndronlar,
CA3’te orta diizeyde dejeneratif ndronlar, STZ + AMP grubu (M, N, O, P). Korteks’te hafif diizeyde
piknotik ve dejeneratif noronlar, CA1’de hafif diizeyde dejeneratif noronlar ve CA2’de hafif diizeyde
piknotik ve dejeneratif ndronlar, CA3’te hafif diizeyde dejeneratif néronlar, (»= piknotik néron, — =
dejeneratif néron), H-E.)
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4.5. Immunohistokimyasal Boyama

Tau, B-Amiloid ve AChE yoniinden yapilan immunohistokimyasal boyamalarda

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar tespit edildi (Tablo 4.4-6), p <0.05).

Tablo 4.3. Tau ile yapilan immunohistokimyasal boyamalar (Ayn: siitundaki gruplar arast
farklilik ®® ¢ ile gosterilmektedir (p <0.05), ayn1 satirdaki gruplar aras1 farklilik A B &P ile gosterilmektedir

(p <0.05))
Gruplar Korteks CA1l CA2 CA3
Kontrol 0360554  0.89+£0.43*8  1.97+043*  3.23+0.00°°
STZ 4.12+043% 286+0.55°B  3.94+0.55%4  4.12+043
STZ+MEM  323+0.00 1.97+043%® 286+0.55"  3.05+0.43*
STZ+AMP  036+0.55"  0.89+0.438  3.05+0.43C  2.15+0.00°

Tablo 4.4. B-Amiloid ile yapilan immunohistokimyasal boyamalar (Ayni siitundaki gruplar
aras1 farkhiik » ® © 4 jle gosterilmektedir (p <0.05), aym satirdaki gruplar arasi farkhilik A B € ile
gosterilmektedir (p <0.05))

Gruplar Korteks CA1l CA2 CA3

Kontrol 0.17+0.43*  1.79+0.558  1.97+£043%  232+0.43
STZ 3.05+£ 0434  4.12+046"  3.94+043"8  3.94+(.55B
STZ+MEM  2.15+0.00°*  2.86+0.55®  30.5+0.4¢ 2.86 + (.55
STZ+AMP  1.43+055%  3.05+£043®  1.97+043%  2.15+0.00

Tablo 4.5. AChE ile yapilan immunohistokimyasal boyamalar (Ayn siitundaki gruplar arast
farklilik ¢ ile gosterilmektedir (p <0.05), aymi satirdaki gruplar arasi farklilik » B ile gosterilmektedir (p

<0.05))
Gruplar Korteks CA1l CA2 CA3
Kontrol 0.17+0.43**  0.89+£0.54®  1.08+£0.00®8  1.25+0.43%8
STZ 2.86£0.55%4  3.94+0558  412+043°B  4.12+0.43%
STZ+MEM  1.25+043* 2.15+0.00°8  2.15+£0.00® 2.32+0.438
STZ+AMP  1.08+0.00* 232+043®  1.25+043*  1.00=0.00*

Tau ile yapilan immunohistokimyasal boyamalarda kontrol grubunun CAl

kisminda hafif, CA2 kisminda orta, CA3 kisimlarinda siddetli diizeyde immunpozitiflik

tespit edilirken, korteks kisminda immunpozitifliklere 6nemli diizeyde rastlanmadi. STZ
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grubunda korteks, CA2 ve CA3 kisminda ¢ok siddetli diizeyde CA1 kisminda ise siddetli
diizeyde immunpozitiflikler tespit edildi. STZ + MEM grubunda CA1l kisminda orta
diizeyde, korteks, CA2 ve CA3 kisimlarinda siddetli diizeyde immunpozitiflige rastlandi.

STZ + AMP grubu ise genel olarak Tau immunpozitifliginin en az oldugu
uygulama grubuydu. Bu grupta CAl kisminda hafif, CA2 kisminda siddetli, CA3
kisminda orta diizeyde immunpozitifliklere rastlandi. Korteks kisminda ise Oonemli
diizeyde pozitiflige rastlanmadi (Sekil 4.32).

B-Amiloid immunpozitifligine kontrol grubunun korteks’inde hafif diizeyde,
cornu ammonis’inde ise orta diizeyde rastlandi. B-Amiloid immunpozitifliginin en fazla
oldugu grup STZ grubuydu. Bu grupta CA1l, CA2 ve CA3’te ¢ok siddetli diizeyde,
korteks’te ise siddetli diizeyde immunpozitiflikler goriildi. STZ + MEM grubunda B-
Amiloid daha hafif seviyedeydi. CA1, CA2 ve CA3’te siddetli diizeyde, korteks’te ise
orta diizeyde immunpozitifliklerin oldugu belirlendi. B-Amiloid pozitifliginin en az
oldugu grup STZ + AMP grubuydu. Bu grupta cornu ammonis’in CA1 kisminda siddetli,
CA2 ve CA3 kisminda orta diizeyde, korteks’te ise hafif diizeyde pozitifliklere rastland1
(Sekil 4.33).

Kontrol grubunda AChE immunpozitifligine korteks kismi1 hari¢ cornu
ammonis’in tim kisimlarinda hafif diizeyde rastlandi. Uygulama gruplarindan AChE
immunpozitifligi en fazla STZ grubunda belirlendi ve bu grupta korteks’te siddetli, CA1,
CA2 ile CA3’te ¢ok siddetli diizeydeydi. Diger uygulama gruplarindan STZ + MEM
grubunda cornu commonis’te orta diizeyde, korteks’te hafif diizeydeydi. STZ + AMP
grubunda ise korteks, CA2 ve CA3’te hafif diizeyde, CAl’de ise orta diizeyde

pozitifliklere rastland1 (Sekil 4.34).
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Sekil 4.32. Tau immunpozitifligi 6rnek goriintiileri (Kontrol grubu (A, B, C, D). Korteks,
CA1, CA2 ve CA3 kisimlarinda sirasiyla; yok, hafif, orta, siddetli, STZ grubu (E, F, G, H). Korteks,
CAl, CA2 ve CA3 kisimlarinda sirasiyla; ¢ok siddetli, siddetli, ¢ok siddetli, ¢ok siddetli, STZ + MEM
grubu (I, J, K, L). Korteks, CA1, CA2 ve CA3 kisimlarinda sirasiyla; siddetli, orta, siddetli, siddetli,
STZ + AMP grubu (M, N, O, P). Korteks, CA1, CA2 ve CA3 kisimlarinda sirasiyla; yok, hafif, siddetli,
orta diizeyde immunpozitiflikler (—), IHC.)
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Sekil 4.33. B-Amiloid immunpozitifligi 6rnek goriintiileri (Kontrol grubu (A, B, C, D).
Korteks, CA1, CA2 ve CA3 kisimlarinda sirasiyla; yok, orta, orta, orta, STZ grubu (E, F, G, H).
Korteks, CA1, CA2 ve CA3 kisimlarinda sirastyla; siddetli, ok siddetli, ¢ok siddetli, cok siddetli, STZ +
MEM grubu (I, J, K, L). Korteks, CA1, CA2 ve CA3 kisimlarinda sirasiyla; orta, siddetli, siddetli,
siddetli, STZ + AMP grubu (M, N, O, P). Korteks, CA1, CA2 ve CA3 kisimlarinda sirasiyla; hafif,
siddetli, orta, orta diizeyde immunpozitiflikler (—), [HC.)
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Sekil 4.34. AChE immunpozitifligi 6rnek goriintiileri (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 sirasiyla; siddetli, cok siddetli, cok siddetli, cok siddetli, STZ + MEM grubu
I, J, K, L). Korteks, CA1, CA2 ve CA3 kisimlarinda sirasiyla; hafif, orta, orta, orta, STZ + AMP grubu
(M, N, O, P). Korteks, CA1, CA2 ve CA3 kisimlarinda sirasiyla; yok, orta, hafif, hafif diizeyde
immunpozitiflikler (—), IHC.)

4.6. LC-MS/MS Bulgular

Beyin ekstreleri tizerinde yapilan LC-MS/MS c¢alismalar1 sonucunda glutamat,
dopamin ve asetilkolin seviyeleri incelenmistir. Incelenen norotransmitterlerin Mutliple
Reaction Monitoring (MRM) madunda kromotogramlarina ve MRM madunda
pargalanma iiriinlerinin kiitle spektrumlarina bakilmig ve kalibrasyon grafiklerine gore

ppm seviyesinde miktar hesaplamalar1 yapilmistir (Sekil 4.35-49).
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Sekil 4.35. Kontrol grubunda glutamik asidin Multible Reaction Monitoring madunda
147.8 Prekiirsor iyonunun 84.0 m/z oranina sahip fragmantdr iyonuna ait kromotogrami
ve Kontrol grubunda glutamik asidin MRM madunda parcalanma iirlinlerine ait kiitle
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Sekil 4.36. Kontrol grubunda asetilkolinin Mutliple Reaction Monitoring madunda
145.9 Prekiirsor iyonunun 86.9 m/z oranina sahip fragmantor iyonuna ait kromotogrami
ve Kontrol grubunda asetilkolinin MRM madunda par¢alanma {iriinlerine ait kiitle
spektrumu
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Sekil 4. 37. Kontrol grubunda dopaminin Mutliple Reaction Monitoring madunda 153.8
Prekiirsor iyonunun 136.8 m/z oranina sahip fragmantdr iyonuna ait kromotogrami ve
Kontrol grubunda dopaminin MRM madunda par¢alanma {iriinlerine ait kiitle

spektrumu
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Sekil 4.38. STZ grubunda glutamik asidin Mutliple Reaction Monitoring madunda
147.8 Prekiirsor iyonunun 84.0 m/z oranina sahip fragmantor iyonuna ait kromotogrami
ve STZ grubunda glutamik asidin MRM madunda parcalanma {iriinlerine ait kiitle
spektrumu
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Sekil 4.39. STZ grubunda asetilkolinin Mutliple Reaction Monitoring madunda 145.9
Prekiirsor iyonunun 86.9 m/z oranina sahip fragmantor iyonuna ait kromotogrami ve
STZ grubunda asetilkolinin MRM madunda pargalanma {iriinlerine ait kiitle spektrumu
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Sekil 4. 40. STZ grubunda dopaminin Mutliple Reaction Monitoring madunda 153,8
Prekiirsor iyonunun 136.8 m/z oranina sahip fragmant6r iyonuna ait kromotogrami ve
STZ grubunda dopaminin MRM madunda par¢alanma {iriinlerine ait kiitle spektrumu
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Sekil 4.41. STZ + MEM grubunda glutamik asidin Mutliple Reaction Monitoring
madunda 147.8 Prekiirsor iyonunun 84.0 m/z oranina sahip fragmantor iyonuna ait
kromotogrami ve STZ + MEM grubunda glutamik asidin MRM madunda pargalanma
iirlinlerine ait kiitle spektrumu

+ MRM (145.9 -> 86.9) MEM_C-S-1.d + MRM (2.018-2.390 min, 44 scans) (145....
2 x1038 | 2.127 min. £ x104 86.9
> >
o o 54
O (@]
4,
4,
3,
3,
2
2,
1,
1 60.1
0,
\ \ \ \ 0- \ \ \ \ \ ‘
1.5 2 25 3 60 80 100 120 140
Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.42. STZ + MEM grubunda asetilkolinin Mutliple Reaction Monitoring madunda
145.9 Prekiirsor iyonunun 86.9 m/z oranina sahip fragmantor iyonuna ait kromotogrami
ve STZ + MEM grubunda asetilkolinin MRM madunda parcalanma iiriinlerine ait kiitle

spektrumu
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Sekil 4. 43. STZ + MEM grubunda dopaminin Mutliple Reaction Monitoring madunda

153,8 Prekiirsor iyonunun 136,8 m/z oranina sahip fragmantor iyonuna ait
kromotogrami ve STZ + MEM grubunda dopaminin MRM madunda pargalanma
iirlinlerine ait kiitle spektrumu
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Sekil 4.44. STZ + AMP grubunda glutamik asidin Mutliple Reaction Monitoring
madunda 147,8 Prekiirsor iyonunun 84,0 m/z oranina sahip fragmantor iyonuna ait
kromotogrami STZ + AMP grubunda glutamik asidin MRM madunda par¢alanma

tirtinlerine ait kiitle spektrumu
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Sekil 4.45. STZ + AMP grubunda asetilkolinin Mutliple Reaction Monitoring madunda
145.9 Prekiirsor iyonunun 86.9 m/z oranina sahip fragmantdr iyonuna ait kromotogrami
ve STZ + AMP grubunda asetilkolinin MRM madunda par¢alanma {iriinlerine ait kiitle

spektrumu
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Sekil 4.46. STZ + AMP grubunda dopaminin Mutliple Reaction Monitoring madunda
153.8 Prekiirsor iyonunun 136.8 m/z oranina sahip fragmantdr iyonuna ait
kromotogrami ve STZ + AMP grubunda dopaminin MRM madunda parcalanma
tirtinlerine ait kiitle spektrumu
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Sekil 4.47. Glutamatin standart numunelerine kars1 okunan degerlerden olusan
kalibrasyon grafigi

Asetilkolin Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 4.48. Asetilkolinin standart numunelerine kars1 okunan degerlerden olusan
kalibrasyon grafigi
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Dopamin Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 4. 49. Dopaminin standart numunelerine kars1 okunan degerlerden olusan
kalibrasyon grafigi

Elde edilen verilere gore kontrol grubunda glutamat seviyesi 122.87 + 0.96 ppm
iken bu seviyeler STZ grubunda 129.34 &+ 2.54 ppm, STZ + MEM grubunda 79.89 + 0.90
ppm, STZ + AMP grubunda ise 126.54 + 2.36 ppm olarak hesaplanmistir. Asetilkolin
seviyeleri ise kontrol grubunda 4.80 + 0.53 ppm, STZ grubunda 2.32 + 0.46 ppm, STZ +
MEM grubunda 4.65 + 0.10 ppm, STZ + AMP grubunda ise 3.77 + 0.48 ppm olarak
hesaplanmistir. Dopamin seviyesi ise kontrol grubunda 7.98 + 0.91 ppm, STZ grubunda
6.58 +0.11 ppm, STZ + MEM grubunda 8.04 + 0.24 ppm, STZ + AMP grubunda ise 6.81

+ 0.21 ppm olarak bulunmustur.
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5. TARTISMA

Yiiz yildan fazla stiredir tanimlanmis olan AH i¢in onaylanmis az sayida tedavi
bulunmaktadir. Bu tedaviler hastaligin seyrini degistirmek yerine yalnizca semptomlari
kontrol altina almay1 saglamaktadir. Hastalik tizerindeki ¢aligmalar klinik olarak AH
tanist almig bireylerde yapilmistir. Fakat hastaligin patolojik bulgular1 hastalik
baslangicindan birkac¢ sene Oncesine dayanmaktadir. Bu durum erken teshisi ve erken
teshise bagli olarak hastaligin seyrini degistirici tedavilerin bulunmasini zorlagtirmakta
ve arastirmalar i¢cin 6nemli bir kisitlama olmaktadir. Yaptigimiz bu ¢alismada temel
hedefimiz, AH nin sinaptik aralikta glutamat geri alim siirelerinde yaptig1 degisiklikleri
ortaya koymak, tedavide kullanilan ilaglarin ve glutamat reuptake hizlandiric ilaglarin

faydali etkilerini test etmektir.

Icv STZ enjeksiyonuyla olusturulan AH modelinin Onciisii Profesor Sigfried
Hoyer’dir.>** Modelin temeli, AH’li kisilerin beyninde hem oksijen hem de glikozun
tiketiminde diisiis olmasina dayanmaktadir. Gozlemler 1s18inda hastaligin  temel
biyokimyasal parametrelerinin bozulmasinin serebral insiilin reseptorii sinyallesmesinin
degisimi araciliiyla glukoz metabolizmasiyla alakali oldugu hipotezi ortaya atilmistir.>*
Bu amagcla icv olarak STZ uygulamas1 yapilarak glukoz metabolizmasi iizerine etki
edilerek AH’nin patolojisi taklit edilmeye calisiimistir.>*! STZ’nin lateral ventrikiillere
uygulanmasi1 sonucu frontal ve parietal kortekste enerji yiik potansiyelinin azaldigi
gosterilmistir.>*? Yakin zamanli bir incelemede, icv STZ enjeksiyonunun tetikledigi
biligsel ve norokimyasal degisikliklerin, ic asamadan olusan zamana bagli bir model
izledigi belirtilmektedir.?** 1 ay i¢inde akut yanit gelisimi, 1-3 ayda normal degerlere
donme egilimi ve son olarak 6-9 ayda yavas ve ilerleyici bir siddetlenme ile
dekompansasyon fazi olusumu fark edilmistir** Bu durum transgenik hayvan

modellerinde olmayan, AH’nin ilerleyici asamasini taklit etmektedir. Tek doz bilateral
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icv STZ enjeksiyonundan (3 mg/kg) bes hafta sonra Coreia ve ark. beyin agirliginda
azalma, bilissel fonksiyonlarda bozulma, hipokampal AB’de 6nemli bir artis ve hem
hipokampal hem de kortikal hiperfosforile Tau diizeylerinde artis bulmuslardir.>* Sigan
icv STZ modelinin AH hastalarinin beyinlerindeki bulgulara benzeyen bir diger 6nemli
ozelligi, beyin dokusu oksidatif stres belirtileri>*® ve kaspaz aracili apoptotik hiicre

oliimiine neden olabilen beyin mitokondriyal anormallikleridir.?4”-243

Tiim bu patolojik o6zelliklere ek olarak AH’nin erken dénem bulgularini
yansitabildigi i¢in protektif yaklasimla hazirlanan bu tezde AH modeli i¢in 3 mg/kg icv

STZ enjeksiyonu uygun bulunmustur.

Son yillardaki homeostaz aginin ¢okmesi hipotezi, MSS’deki uyarim ve
inhibisyon arasindaki dengesizligin, néronal aglarin diizensizligine yol agmasinin, AH
etyopatolojisini alevlendiren ve hatta neden olan bir faktér olabilecegini
diisiindiirmektedir.?**°> N&ronlarin inhibisyonu ve uyarilmasi arasindaki dengedeki
degisikliklere paralel olarak, mikroglial fonksiyonda diizensizlik meydana gelebilecegi
diisiiniilmektedir.>**>>° Glial hiicreler, ndrotransmiterler igin birgok reseptdr eksprese
etmekte ve noronal aktiviteye aktif olarak cevap vermektedir. Son veriler, ndronlar ve
glialarin, sinyal yollarmin bazi bilesenlerini paylastigini ve aralarindaki capraz
sinyallesmenin, MSS’nin gelisimi ve islevinde Onemli bir rol oynadigini
gostermektedir.?>%2%” MSS’deki 6nemli nérotransmitterden biri olan glutamat, néronlarda
ve glial hiicrelerde glikoz ve a-ketoglutarat’tan sentezlenen ve beyinde kolayca dagilan
esansiyel olmayan bir amino asittir. MSS’deki glutamat seviyesi, KBB’ni ge¢gmedigi i¢in

periferik organlardaki glutamat varligindan etkilenmemektedir.>*

Glutamat, zit iglevlere sahip diger Onemli ndrotransmitter olan GABA’nin
onctisiidiir. Bu iki ndrotransmitter aracili sinyal yolu arasindaki denge, normal beyin

fonksiyonu i¢in gereklidir.?*® Glutamaterjik iletimin en dénemli rollerinden biri, nitrik
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oksit, arasidonik asit, eikosanoidler ve dokosanoidler gibi farklt metabolitlerinin
kalsiyuma bagli olarak serbest birakilmasiyla uzun vadeli potensiyalizasyon (LTP) veya
uzun vadeli depresyon (LTD) aktivasyonu yoluyla bilis, 6grenme ve hafizanin

diizenlenmesidir.?*°

Bununla birlikte, noroinflamasyon ve AH, anormal diizeyde norotransmitterlerin
sadece noronal sinapslardan degil, ayn1 zamanda mikroglia ve astrositlerden salinmasina
da yol agmaktadir. Fazla miktarda glutamat, glial hiicreler ve uyarici amino asit
tasiyicilart (EAATI1, EAAT2) tarafindan hizla uzaklastirilir. Astrositlerde glutamat,
noronal presinaptik kisim tarafindan salinan ve alinan glutamine doniistiiriilir ve
glutamata metabolize edilir, daha sonra vezikiller glutamat tasiyicilar
(VGLUT1/VGLUT?2) tarafindan sinaptik vezikiillerde birikir ve norotransmisyon
stirecinde salinir. En 6nemli glutamat tasiyicisi, 6n beyin glutamat alimmin yaklasik
%90’1ndan ve yetiskin beynindeki homeostazindan sorumlu olan GLT-1/EAAT2’dir.?%°
Mikroglia tarafindan asir1 salinimiyla birlikte glutamat klirensinin islevsizligi,

eksitotoksisiteye ve anormal ekstrasinaptik sinyallesmeye ve sinaptik islev bozukluguna

ve ardindan sinaptoz, noronal 6liim ve davramgsal degisikliklere yol agmaktadir.?®!

Birka¢ c¢alisma hem yaslanma hem de AH’da beyin dokusunda GLT-1
ekspresyonunun azaldigini bildirmistir. Ayrica, AP’nin astrosit glutamat alimim
dogrudan bozdugu ve GLT-1"in ylizey ifadesini azaltti§1 gosterilmistir. Caligmalar ayrica,
AH’nin APP/PS1 fare modelinde GLT-1 ekspresyonunun azaltilmasinin biligsel iglev
bozuklugunu siddetlendirdigini ve astrositik veya néronal GLT-1’in silinmesinin biligsel

bozukluklara yol agtigin1 gdstermistir.>>

Sinaptik aralik glutamat seviye yiiksekliginin AH’da 6énemli bir patoloji olmasi,
glutamati1 ortamdan uzaklastirabilen tasiyicilardan biri olan GLT-1 seviyelerinin upregiile

edilmesinin, AH nin tedavisi i¢in umut verici olabilecegi diistiniilmektedir.
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In-vivo voltametri ve mikrodiyaliz ndérotransmitter seviyelerini yasayan
sicanlarda Olgebilmek i¢in kullanilan 6nemli yontemlerden biridir. Mikrodiyaliz
calismalarinda kullanilan kaniil boyutu yaklasik 300 um ¢apindadir. Bu boyut beyinde
bulunan hiicresel yapilara ve kilcal kan damarlarina gore oldukca biiyiiktiir. Prob
biiylikliigiiniin beyin dokusunda olusturdugu hasarin dokuda yaralanma benzeri tablo
olusturdugu ve bu yaralanma sonucu norotransmitter seviyelerinde degisikliklere sebep
oldugu yapilan bir ¢alismada belirlenmistir.?6>2% Mikrodiyaliz yontemi pikomolar
diizeyindeki ol¢lim kabiliyetleriyle avantajli olmalariyla beraber nanomolar seviyesinde
bulunan norotransmitterlerin  dl¢limiinde herhangi bir avantaj saglamamaktadir.
Mikrodiyaliz problari deney baslangicindan daha once yerlestirilmeli ve belirli bir
bekleme siiresinin gegmesi deneye baslanmasi igin beklenmelidir. Ornek analiz siiresi

voltametri yontemine kiyasla ¢ok daha uzundur (1-20 dk).2%3-26

In-vivo voltametri ydnteminde ise mikroelektrot boyutlar1 oldukca kiiciik
olmastyla birlikte ¢evre dokuya verdigi hasar bu 6zelliklerinden dolay1 yok sayilabilecek
derecede azdir. Bu durum hasarin sebep oldugu norotransmitter salinimini minimize eder.
Mikroelektrotlar iizerlerine kaplanan bariyerler aracili 6l¢lim yapan akim iletici
aracilardir. Bu yontemin kisitlayan unsuru tek seferde tek bir analit 6l¢iimii yapilmasina
karsin mikrodiyaliz yonteminde elde edilemeyen ndrotransmitter geri alim siireleri gibi
verilerin elde edilmesini saglar ve 6l¢lim anlik olarak saglanmaktadir. Geri alim siiresi

hakkinda yapilan bu c¢alisma i¢in oldukc¢a dnemli bir yer tasimaktadir.

Caligmamizda GLT-1 ekspresyonunu arttirdigi baska bir ¢aligma tarafinca
kamtlanmis AMP kullanilmistir.?®® AMP ilac1 verilen grupta glutamat geri alim
stirelerinin  kontrol grubuna yaklasmasi hem bu veriyi kanitlayacak diizeyde bir
destekleyici veri olurken hem de ortamdan GLT nin uzaklastirilmasinin AH i¢in 6nemli

bir parametre oldugunu gostermektedir. Bu c¢alismamizda in-vivo voltametri ile elde
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ettigimiz glutamat geri alim degerleri, LC-MS/MS vasitasiyla da bu ¢alismada konfirme

edilmistir.

Yapilan davranis testleri incelendiginde, pasif sakinma testi i¢in bazal dl¢ltimler
degerlendirildiginde tiim siganlarda benzer gecis siireleri hem birinci hem de ikinci giinde
gozlemlenmistir (Sekil 4.7, Sekil 4.8). Bazal 6l¢iimler sonucunda tiim gruplarin pasif
sakinma durumunu 6grendigi diistiniilmektedir. Tedavi sonrast dl¢iimlerde STZ grubu
karanlik ortama gegis siireleri her iki giinde de benzer sekilde diger gruplara gore anlaml
derecede kisa oldugu gozlenmistir. Tedavi gruplar1 olan STZ + AMP ve STZ + MEM
gruplarinda  karanlik ortama gegis siiresinin  kontrol degerlerine yaklastigi
gbzlemlenmektedir. Daha 6nce yapilan bir literatiir ¢alismasinda da benzer sekilde STZ
ile indiiklenen AH modelinde benzer sekilde karanlik ortama gegis siiresinin STZ
grubunda diistiigii goriilmektedir.?*® Elde edilen bu veri 1s131nda STZ + AMP grubunun
AH f{izerinde etkinligi oldugu ve bu etkinin artan GLT-1 ekspresyonu artis1 sebebiyle

glutamatmn ortamdan uzaklagmasinin hizlanmasi araciligiyla oldugu diisiiniilebilir.'™*

Ayn1 zamanda Morris su labirenti testinde tedavi sonrasi yapilan testlerden elde
edilen sonuclar giin giin ele alindiginda ilk gilinden son giine yaklasildiginda STZ
grubunda anlamli bir degisim gozlenemezken STZ + AMP grubunda anlaml farkliligin
gbzlenmesi pasif sakinma testinden elde edilen sonucu kanitlar niteliktedir (Sekil 4.13-
4.16). Nitekim ayn1 testin kat edilen mesafe ve platformun bulundugu kadranda bulunma
stireleri dikkate aldiginda tiim verilerin birbiri igerisinde korelasyon gosterdigi fark
edilmektedir. Yang W. ve arkadaslarinin®®’ yaptigi STZ ile indiiklenen AH modeli
calismasinda da platformu bulma siirelerinin tedavi gruplarinda kontrol grubuna
yaklasarak azaldig1 STZ grubunda ise platformu bulma siiresinin diger gruplara gére uzun
oldugu goriilmektedir. Ayni ¢alismada Platformun bulundugu kadranda gecirilen siirenin

tedavi gruplarinda arttifi goriilmektedir. Yapilan bir baska calismada ise Morris su
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labirenti testinde kat edilen mesafeler incelendiginde STZ grubu kat edilen mesafesinin
diger gruplardan oldukga yiiksek oldugu ve tedavi gruplarinin kontrol grubuna yaklastigi
goriilmiistiir.2*® Bu sonuglar kiyaslandiginda STZ + AMP grubunun AH’de etkili oldugu

goriilmiistiir.

Davranig testlerinden lokomotor aktivite testi incelenmesinde STZ grubunda
hareketliligin azaldig1 goriilmektedir. Bu veri hem % stereotipik, % ambulatuvar ve %
dinlenme zamani verileriyle ve ayni zamanda kat edilen mesafe grafiklerinden
anlasilacag gibi Bitmap gorselleri vasitasiyla da fark edilebilir (Sekil 4.1, Sekil 4.2). Bu
durumun dopamin seviyelerinin diismesiyle baglantili oldugu diisiliniilebilir. Literatiirde
yer alan bilgilere gore AH’de de Parkinson hastalarinda oldugu gibi dopaminerjik islev
bozuklugu goriildiigi bildirilmistir. Bu bozuklugun sonucunda dopamin seviyeleri i¢in
her iki yonlii degiskenlikler gozlenmis olsa da genel olarak dopamin seviyelerinin
azaldig1 belirtilmistir.?® Nitekim deneysel Parkinson modeli olusturulmus siganlarda

literatiirde de benzer davranissal degisiklikler gdozlenmistir.

Model ve tedavi uygulamalarinin ndrotransmitter iizerine etkileri i¢in yapilan LC-
MS/MS c¢alismalarinda STZ grubunda glutamat seviyelerinin arttig1 ve asetilkolin ve
dopamin seviyelerinin diistiigii gézlemlenmistir. Goézlenen bu durum AH’nin dogal
patofizyolojisini yansitmaktadir.’’® Denenen tedavi grubu olan STZ + AMP grubunda
ise bu degerlerin normallesme egiliminde oldugu gozlenmektedir. GLT seviyelerinin
azalmasinin GLT-1 ekspresyonundaki artisla iliskili oldugu diisiiniilebilir.?®® STZ +
AMP’nin ACh iizerindeki artis yonlii etkisinin ise ampisilinin yar1 yarismali AChE

inhibisyonuna bagl oldugu diisiiniilebilir.?”!

El-Shiekh ve arkadaslarinin®’? yaptig1 bir AH ¢alismasinda yapilan histopatolojik
incelemelerde STZ grubunda hem kortekste hem de hipokampusta kontrol grubuna gore

piknotik ve dejeneratif hiicre sayilarinda artis gozlenmistir. Glutamat seviye yliksekligi
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sonucu olusan norodejenerasyon piknotik ve dejeneratif hiicre varliginin artmasina sebep
olmustur. Histopatolojik bulgular incelendiginde piknotik ve dejeneratif hiicre varliginin
STZ grubunda kontrole kiyasla arttig1, hedef tedavi grubunda ise klinik tedavi grubunda
da oldugu gibi azaldig1 gozlenmektedir (Sekil 4.31). AMP’nin hiicre dig1 matrisin, matris
metalloproteinaz  (MMP-9) tarafindan bozulmasini &nleyerek mitokondriyal zar
biitiinliglinli korudugu ve c¢esitli apoptozu indiikleyen faktorlerin sitozol ve ¢ekirdege
translokasyonunu engelledigi literatiirde bildirilmistir.2> Bu yolak iizerinden elde edilen
protektif etki ile AMP verilen gruplarda piknotik ve dejeneratif hiicre olusumunun

engellendigi diistiniilebilir.

Yapilan birka¢ calismada AP ekspresyonlar1 immunohistokimyasal olarak
incelenmis ve STZ ile indiikklenmis AH modelinde AP seviyelerinin arttig1
gbzlenmistir.’>?”3 Caligmamizda elde edilen STZ grubundaki AP immunpozitifligi bu
caligmayla benzerlik gostermis AMP ve MEM ile tedavi edilen gruplarda kontrol
degerine yaklastig1 gozlenmistir (Sekil 4.33). Bu durum AMP’nin Alzheimer patolojisi
olusumunu yavaslattigini diistindiirebilir. B-laktam antibiyotiklerden seftriaksonun -
sekrataz inhibisyonu aracili APP’nin AB42 ye doniisiimiiniin engellendigi literatiirde
bildirilmistir.”’* Benzer yolak iizerinden AMP’nin de bu etkiyi gostererek AP birikimini

engelledigi diisliniilmektedir.

Baska bir caligmada ise Tau seviyelerinin STZ ile indiiklenmis AH modelinde
arttig1 tespit edilmistir.>’>*” Bu durumun GLT-1 down-regiilasyonu aracili Tau
fosforilasyonunun artigina bagl oldugu Zumkehr ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada
belirlenmistir.?”® immunohistokimyasal bulgular incelendiginde Tau immunpozitifliginin
kontrole kiyasla STZ grubunda arttig1 gozlenmistir (Sekil 4.32). Hedef tedavi sonucunda
ekspresyon  seviyelerinin  kontrol = grubuna  yaklastigt = gdzlenmistir. AP
immunpozitifligindeki degisimlerde oldugu gibi Tau immunpozitifligi {lizerinde de
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patolojiyi yavaglattigi gortilmistiir. B-laktam antibiyotiklerin GLT-1 ekspresyonunu
yiikselterek ve kinaz (CDK-5 ve GSK-3fB) yollarinin aktivasyonunu inhibe ederek,
optimal Tau fosforilasyonunun korunmasina yardimei oldugu literatiirde belirtilmistir.!**
Ampisilinin de diger B-laktam antibiyotikler gibi bu yolak {izerinden etki ettigi

diisiiniilebilir.

AChE immunpozitifligi kontrole kiyasla STZ grubunda artmisken tedavi
gruplarinda bu durum kontrole yaklasarak normalize olmustur (Sekil 4.34). Fakat AChE
immunpozitifligindeki azalmanin AMP’nin yar1 yarismali AChE blokajiyla celistigi
goriilmektedir.?’”! AChE blokajina bagli olarak homeostazisin saglanabilmesi icin AChE
seviyelerinin artmasi gerekmektedir. Elde edilen veriler 1s1ginda artan ACh ve azalan
AChE seviyeleri diisiiniildiiglinde bunun AChE inhibisyonunun yani sira AChE

ekspresyonu lizerine etki eden bir siire¢ daha oldugu diisiiniilebilir.

Konvansiyonel mikroelektrot uglart AlO3 alttaglardan yapilmaktadir. Bu alttag
kullanilarak yapilan mikroelektrotlarin fiziksel dayanimi maddenin kirillganlhigindan
dolay1 olduk¢a fazladir. Bu tezde iilkemizde ilk kez kapton tabanli esnek mikroelektrot
fabrikasyonu yapilarak bu mikroelektrotlarin tibb1 uygulamalarda kullanilanim
durumunun incelenmesi de amaglanmistir. Bu amagla 4 kanalli esnek mikroelektrotlarin
fabrikasyonu litografi ile gergeklestirilmis ve mikroelektrotlar paketlenerek ve
mikroelektrotlarin fonksiyonelligi test edilmistir. Mikroleketrotlarin oncelikle kapton
alttas lizerine iletken yollar yapilmis ve mikroelektrot kayit bolgeleri L-edit programa ile
maskeleri tasarlanmistir. Elektrotlar tizerindeki akim tagima yollart PCB iizerindeki akim
tasima yollarina tel baglama cihazi ile altin tellerle birbirine baglanmistir. Daha sonra bu
tellerin titresim vb. mekanik ve kimyasal etkilerden muhafaza etmek igin epoksi ile
ylizeyleri kaplanmis ve Olglime hazir hale getirilmislerdir. ~ Mikroelektrotlarin

performanslarin1 ortaya koyabilmek i¢in Miihendislik fakiiltesi Elektrik-Elektronik

97



Miihendisliginde bulunan Sensor Teknolojileri Aragtirma Laboratuvarinda bulunan ve
homemade olarak gelistirilen test sistemi ve yazilimi kullanilmistir. Testler sonucunda
hazirlanan mikroelektrotlarin biiyiik bir cogunlugunun fonksiyonel oldugu goriilmiis
ancak bazi elektrotlarin ise cevap siiresi gibi hedeflenen performans degerlerini
yakalayamadig1 gézlenmistir. Bu elektronik aygit fabrikasyonunda karsilasilan bir durum
olup aygit iiretim veriminin %80’in lizerinde oldugu goriilmiistiir. Testler sonucunda elde
edilen analit konsantrasyonunun zamana karsi elektrot cevabini gosteren grafikden (Sekil
4.24) goriilecegi lizere iiretilen elektrotlarin her bir kanali H,O» degisimine aninda tepki
vermis ve H>O> konsantrasyonu ile cevap degerlerinde dogrusal degismeler olmustur

(Sekil 4.25). Ayrica iiretilen elektrotlarin dogrusallik degerleri (0.989) de 1°e yakindir.

Bu sonuglar tiretilen elektrotlarin tibbi uygulamalar ve arastirma caligmalari i¢in
kullanilabilecegini gostermektedir. Diger taraftan iiretilen elektrotlarin iyilestirilme
potansiyeli vardir. Yakin gelecekte gelisen mikroelektrot {iretim teknolojisiyle

hastaliklarin tan1 ve tedavilerinde implante elektrotlarin kullanilabilecegi diistiniilebilir.

98



6. SONUC VE ONERILER

AH insan dmriiniin artigina bagli olarak prevalansi giin gectikge artan bir hastalik
olmasi sebebiyle gelecekte onde gelen saglik sorunlarindandir. Hastaligin 6nemine
ragmen klinik tedavide kullanilan ¢esitlilik ve bu tedavilerin hedef yolak farkliliklar
olduk¢a azdir. Bu calismada ilk kez AH olusturulmus hayvanlarda denenen AMP
tedavisinin temel olarak GLT-1 upregiilasyonuyla eksitotoksisiteyi engelleyebilecegi ve
buna bagli olarak tedaviye yeni bir yon kazandirabilecegi diisiiniilmiistiir. Yapinan bu tez
calismasindan elde edilen sonuglara gére AMP; GLT-1 upregiilasyonu, olasi yari-
yarismali AChE inhibisyonu, B-sekretaz ve MMP-9 inhibisyonu araciligiyla AH’da
davranig testlerinden elde edilen verilerde, histoplatolojik ve imminohistokimyasal
incelemelerde, norotransmitter seviyelerinin anlik ve post-mortem Olglimlerinde
norodejenerasyonu engelleyebildigi gdsterilmistir. Bu veriler 1s18inda, AH’da GLT
tastyicilarinin 6nemi bir kez daha gosterilmis olup bu tasiyicilar tizerine ileri diizeyde

arastirmalarin gerekliligi anlagilmigtir.

STZ ile indiiklenen AH olusturulmus serbest hareket edebilen siganlarda ilk kez
in-vivo voltametri teknigi kullanilmigtir. Bu yontem sayesinde uzun déonemli voltametrik
kayitlarin aliabilecegi kanitlanmistir. Bu durum hastaligin normal hayat sartlarinda

degisiminin incelenmesi agisindan 6nemlidir.

Gelisen elektrot teknolojisi sayesinde hareketli organizmalarda in-vivo voltametri
yonteminin kolaylasacagi, hastalik seyirlerinin uzun siireli takipleriyle fizyolojik
degisikliklerin daha rahat anlagilabilecegi ve tedavi yaklasimlarina yenilikler

getirebilecegi diisiiniilmektedir.
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Yukarida bilgileri verilen tezin intihal tespit yazilimiyla (Turnitin) yapilan tarama sonucunda
elde edilen benzerlik oranlan agag:daki gibidir. Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu, aksi halde
dogacak hukuki sorumluluklan kabul ve beyan ederiz.

Bilimler Benzerlik Oram Maksimum Benzerlik Oranlan
L. Girig | %0 | % 15
IL Genel Bilgiler %3 % 35
TIL Materyal ve Metot [ %S % 35
IV. Bulgular [ we %15
V. Tartigma | %4 % 20

oranlarmn %65 ‘den bityiik olmamas: gerekir.
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