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OZET

Alzheimer hastaligi bilissel fonksiyonlarda ve davranislarda ilerleyici bozukluk
ile karakterize edilen yaygin bir demans tiridur.Alzheimer hastaliginda beyin
dokusunda artarak biriken ve polimerize olarak fibriller seklinde kiimelenen amiloid
beta (AB) peptidinin patofizyolojik siireglerde rol aldigi bilinmektedir. Calismamizda
antioksidan o&zellikleri olan rosmarinik asidin AB 42 peptidinin indikledigi
komplikasyonlara etkisi elektrofizyolojik parametreler, histolojik ve biyokimyasal
analizler yardimiyla incelenmistir.

Calismamizda 100 adet 2 aylik Wistar erkek sigan, her grupta 25 hayvan
olacak sekilde rastgele boliinerek sham(S), sham+rosmarinik asit (SR), AB42peptidi
(AH) ve AP42peptidi+rosmarinik asit (AHR) gruplari olusturulmustur. Alzheimer
modeli olusturulacak sicanlara (AH ve AHR) AB 42 peptidi (2,2 nmol/10ul)
intraserebroventrikiiler olarak uygulanmistir. iki haftalik deney siiresi boyunca SR ve
AHR gruplarina gavaj yoluyla 50 mg/kg/gin rosmarinik asit verilmistir. Deney
slresinin sonunda isitsel olaya iliskin potansiyeller kaydedildikten sonra sicanlarin
beyin dokularinda biyokimyasal ve histolojik analizler gerceklestirilmistir.

Alzheimer grubunda TBARS ve 4-HNE degerlerinin S ve SR gruplarina gore
anlaml dizeyde arttigi ve AHR grubunda rosmarinik asitin lipid peroksidasyonu
azaltarak kontrol seviyesine getirdigi gortlmustir. Ayrica, antioksidan enzim
aktivitelerinin (SOD, CAT,GSH-Px) AH grubunda anlamh sekilde azaldigl, tedavi
uygulanan AHR grubunda ise bu azalisin 6nlendigi izlenmistir. Alzheimer grubunda S
ve SR grubuna goére azalan GSH dizeyinin AHR grubunda arttigi ancak kontrol
diizeyine donmedigi saptanmistir. Amiloid B42’nin AH grubunda ACh miktarini ve
AChE aktivitesini dustrerek kolinerjik sistemi zayiflattigi, rosmarinik asitin ise AHR
grubunda bu etkiyi tersine ¢evirdigi belirlenmistir. Ultrayapisal incelemeler sonucu
AH grubunda hiicrelerde yapisal bozukluklar gozlenirken, immiinboyamalar ile AB
birikimleri ve astroglial aktivasyon saptanmistir. Tedavi uygulanan AHR grubunda
ise hicre yapilarinin normale dondigi ve AP birikimleri ile astrosit aktivasyonunun
azaldigi tespit edilmigstir. Elektrofizyolojik incelemeler AH grubunda isitsel ayrim ve
ekoik hafizayla iliskili slireclerin etkilendigine isaret ederken, rosmarinik asit
uygulamasinin bu fonksiyonlar Gzerinde iyilestirici etkisi oldugunu gostermistir.

Sonuc olarak calismamizda, AB42 peptidinin oksidan-antioksidan dengeyi,
kolinerjik belirtegleri ve isitsel siireglerle iliskili néral ag dinamiklerini etkiledigi
saptanmis, rosmarinik asitin bu parametrelerde diizelme sagladigi ortaya
konmustur.

Anahtar Kelimeler: Amiloid beta,Rosmarinik asit, Lipid peroksidasyon,
Antioksidan sistem, Kolinerjik sistem, Isitsel olaya iliskin
potansiyel.



ABSTRACT

Alzheimer’s Disease (AD) is a common type of dementia characterized as a
progressive defectiveness in cognition and behaviour. It is known that amyloid beta
peptide (AB) polymerization and accumulation of amyloid fibrils play a role in the
pathophysiology of Alzheimer’s Disease. In the present study, we examined the
effects of antioxidant properties of rosmarinic acid to the complications of AD by
electrophysiological, histological and biochemical analysis.

In our work, 100 wistar rats are divided randomly into four groups; Sham(S),
Sham+ rosmarinic acid (SR), AB42 peptide (AH) and AB42 peptide+ rosmarinic acid
(AHR) groups. Alzheimer model rats (AH and AHR) were administered with AB42
peptide (2,2 nmol/10ul) intracerebroventricularly. SR and AHR groups were
received 50mg/kg/day rosmarinic acid via gavage for two weeks. At the end of the
experimental period, auditory event related potentials were recorded and then
histological and biochemical analysis were performed in the brain tissues.

Increased TBARS and 4-HNE values were detected in Alzheimer group
compared to the S and SR groups and rosmarinic acid decreased lipid peroxidation
to the control levels in the AHR group. Furthermore, antioxidant enzyme activities
(SOD, CAT, GSH-Px) were attenuated in the AH group, rosmarinic acid treatment
was prevented this attenuation in the AHR group. Similarly, decreased GSH level in
the AH group versus the S and SR groups was increased but not reached to the
control level in the rosmarinic acid treated AHR group. Also, AB impaired the
cholinergic system by reducing the amount of ACh and AChE activity, and rosmarinic
acid reversed these effects in the AHR group. Beside, ultrastructural and
immunohistochemical analysis showed histopathological alterations, significant AR
deposition and astrocyte activation in the AH group. Attenuated AP deposition,
astrocyte activation and preserved cell structure were observed in the AHR group.
Electrophysiological results indicate that AB42 peptide can affect the auditory
discrimination and ecoic memory processes, and the treatment of rosmarinic acid
can improve the AB42 related alterations in these functions.

In conclusion, our study clearly showed that AB42 peptide affect antioxidant-
oxidant balance, cholinergic markers and neurol network dynamics of auditory
processes and rosmarinic acid has curative effect on the alterations detected in
these parameters.

Key words:Amyloid beta, Rosmarinic acid, Lipid peroxidation, antioxidant system,
cholinergic system, auditory event related potential.
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Doktora egitimibenim igin bilimsel sorulara nasil yaklasilacagimi, bilimsel
arastirma yontemlerini 6greten, sorgulayici ve yaratici dislinme ve sistematik
calisma becerisi edindigim, bilimle ugrasmanin bir meslek olmaktan ziyade insanin
kimligine nlfuz eden, dinyaya bakigini degistiren bir sey oldugunu anlamami
saglayan vekisisel gelisimim adina bir¢ok sey kazandigim essiz bir dénemdi. Bu siire
zarfinda benim her zaman yanimda olan, kendisinden ¢ok sey 6grendigim ve ayrica
bu arastirmanin gerceklesmesinde yol gosteren ve arastirmanin her asamasinda
destek olan degerli hocam Prof. Dr. Piraye YARGICOGLU’na cok tesekkiir ederim.

Avyrica, bu arastirmanin gerceklesmesine katki saglayan Dog. Dr. Glizide Ayse
GOKHAN OCAK’a, bana her asamada yardimci olan ¢alisma arkadaslarim Aras. Gor.
Enis HiDISOGLU’na, Uzm. Hakan ER’e, Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidirl Prof. Dr.
Narin DERIN hocam ve personeline tesekkiirlerimi sunarim.

Son olarak da, beni hayatlari boyunca kosulsuz seven aileme ve
¢alismalarimda bana vyardimcr olanve doktora sirecimde beni anlayisla
destekleyenhayat arkadasim Vedat GOK’e tesekkiir ederim.

Vii



iCINDEKILER

OZET v
ABSTRACT vi
TESEKKUR vii
ICINDEKILER viii
SIMGELER VE KISALTMALAR DiziNi Xi
SEKILLER DiziNi Xiii
TABLOLAR DiZziNi Xiv
GIRIS 1
GENEL BiLGILER 7
2.1. Alzheimer Hastaligi 7
2.2, Alzheimer Hastalig Etiolojisi: Genetik, Epigenetik ve Epidemiyoloji 7
2.3. Alzheimer Hastaliginin Patofizyolojisi 8
2.3.1. Amiloid kaskad hipotezi, Amiloid Beta ve diger APP Metabolitleri 9
2.3.2. Noronal Sitoiskelet Hipotezi 11
2.3.3.  Alzheimer Hastaligi Kolinerjik Hasar Hipotezi 12
2.2.4. Alzheimer Hastalig1 Oksidatif Stres Hipotezi 14
2.4. Alzheimer Hastaliginda Apolipoprotein E4 Allelinin Roli 21
2.5. Alzheimer Hastaliginda Kognitif Bozuklugun Temeli 22
2.6. Alzheimer Hastaliginda Terap6tik Yaklasimlar 24
2.6.1. Kolinesteraz inhibitorleri 24
2.6.2. Amiloid B Hedefli Tedavi Stratejileri 24
2.6.3. Tau Hedefli Tedavi Stratejileri 26
2.6.4. Apolipoprotein E Hedefli Tedavi Stratejileri 27
2.6.5. Metal Selatorleri 27
2.6.6. N-metil-D-aspartik asit Reseptor Antagonist 28
2.6.7.  Antioksidanlar 28

viii



2.6.8. Rosmarinik Asit
2.7. Alzheimer Hastaligi ve Beyin Sinyalleri
2.8. Uyumsuzluk Negativitesi
2.8.1. Uyumsuzluk Negativitesinin Néronal Mekanizmasi
2.8.2.  Uyumsuzluk Negativitesi ve Osilasyonlar
2.8.3. Uyumsuzluk Negativitesi ve Dikkat iliskisi
2.8.4. Uyumsuzluk Negativitesi ve Klinik Uygulamalar
2.8.5. Uyumsuzluk Negativitesi ve Alzheimer Hastalig
2.8.6. MMN ve Hayvan Deneyleri
GEREC VE YONTEM
3.1. Gruplandirma
3.2. Deney Protokoli
3.3. isitsel Uyarilma Potansiyellerinin Kaydedilmesi
3.4. Olaya iliskin Potansiyellerin Analizi
3.4.1. Olaya iliskin Potansiyellerin Matematiksel Analizleri
3.5. Biyokimyasal Yontemler
3.5.1.  Doku Tiobarbiitirik Asit Reaktif Uriinlerinin Olgtimleri
3.5.2.  Protein Tayini
3.5.3.  4-Hidroksi 2- Nonenal Seviyesinin Tayini
3.5.5. Superoksit Dismutaz Enzim Aktivite Tayini
3.5.6.  Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivite Tayini
3.5.7.  Glutatyon Tayini
3.5.8. Katalaz Enzim Aktivite Tayini
3.5.9. Asetilkolin/Asetilkolinesteraz Tayini
3.6. imminohistokimyasal Analizler
3.7. Elektron mikroskobu incelemesi
3.8. Sonuglarin Degerlendirilmesi
BULGULAR
4.1. Genel Gérunum
4.2, Agirhk Degisimi
4.3. Doku Tiobarbitiirik Asit Reaktif Uriinleri Sonuglari

29
31
33
33
37
37
37
38
39
41
41
41
42
43
43
45
45
46
46
47
48
49
50
51
52
53
53
54
54
54

54



4.4. 4-Hidroksi 2- Nonenal Aktivitesi Sonuglari 55

4.5. Superoksit Dismutaz Enzim Aktiviteleri Sonuglari 56
4.6. Katalaz Enzim Aktivitesi Sonuglari 56
4.7. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi Sonuglari 57
4.8. Glutatyon Sonuclari 58
4.9. Asetilkolin Sonuglari 58
4.10. Asetilkolinesteraz Aktivitesi Sonuclari 59
4.11. immuhistokimyasal Boyama Sonuglari 60
4.12. Elektron mikroskop Analizi Sonuglari 64

4.13. Olaya iliskin Potansiyel (OiP) ve Uyumsuzluk Negativitesi (MMN)

Sonuglari 67
TARTISMA 79
SONUCLAR 86
KAYNAKLAR 87
OzZGECMIS 112



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZziNi

AH : Alzheimer Hastalig

NFT : Norofibril yumaklar

AB : Amiloid beta

APP : Amiloid prekiirsor protein
a-APPs : Alfa sekretuar amiloid prekirsor protein
BAPP : Beta amiloid prekiirsor protein
APPICD : intraseliiler domain amiloid prekiirsér protein
fAp : Fibriller amiloid beta

BACE : Beta sekretaz enzimi

PS : Presenilin

ADAM : Disintegrin ve metalloproteinaz
GFAP : Glial fibriller asidik protein

ROS : Reaktif oksijen tirleri

NFkB : Nukleer faktor kappa Beta

SOD : Slperoksit dismutaz

CAT : Katalaz

GSH : Glutatyon

GSH-Px : Glutatyon peroksidaz

MDA : Malondialdehit

4-HNE : 4-hidroksi-2-nonenal

TBA : Tiyobarbitirik asit

TBARS : Tiyobarbitlirik asit reaktif tirleri
ChAT : Kolin asetiltransferaz

ACh : Asetilkolin

AChE : Asetilkolin esteraz

mAChR : Muskarinik asetilkolin reseptori
nAChR : Nikotinik asetilkolin reseptori
AChEls : Asetilkolin esteraz inhibitorleri
EEG : Elektroensefalografi

oip : Olaya iliskin potansiyel

up : Uyarilmis potansiyel

LTP : Uzun sureli gliclenme

MMN : Uyumsuzluk negativitesi

RA : Rosmarinik asit

Xi



APOE : Apolipoprotein E

AGE : ileri glikasyon son Griinleri
RAGE : ileri glikasyon son Uriinleri reseptoérii
ca* : Kalsiyum

Fe*? : Ferréz demir

Fe* : Ferrik demir

Cu*? : Bakir iyonu

Cu : Bakir elementi

0" Stiperoksit anyonu

OH’ : Hidroksil radikali

NO : Nitrikoksit

H,0,; : Hidrojen peroksit

PKC : Protein kinaz C

iNOS : indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
GSK : Glikojen sentaz kinaz

JNK : c-Jun N-terminal kinaz

NMDA : N-metil D-aspartat

PIB : Pittsburg molekli

FDA : Amerikan gida ve ilag cemiyeti
NEP : Neprilisin

IDE : insulin degrade edici enzim

ECE : endotelin gevirici enzim

ACE : angiotensin donustlriic enzim
ERK : Ekstraseltler sinyal regiile kinaz
MAPK : Mitogen aktive protein kinaz

Xii



SEKILLER DiziNi

Sekil Sayfa
2. 1. Alzheimer Hastaligi Etiyolojik Mekanizmalar 8
2. 2. Amiloid prekirsor proteininin kesilme basamaklari 9
2.3. Amiloid kaskad hipotezi ile iliskili diger mekanizmalar 11

2.4. Merkezi Sinir Sisteminde Hiyerarsik Yapilarin ve Baglantilarin Sematik
Gosterimi 36

3.1. x(t) sinyalinin T zamandaki 6rnek goriinimi. Rxx: Otokorelasyon
fonksiyonunun  matematiksel ifadesi, Sxx: Gli¢ spektral yogunluk

fonksiyonunun matematiksel ifadesi. 44
4.1. Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin TBARS degerleri 55
4.2. Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin 4-HNE degerleri 55
4.3. Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin SOD aktivitesi degerleri 56
4.4. Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin CAT aktiviteleri 57
4.5. Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin GSH-Px aktiviteleri 57
4.6. Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin GSH aktiviteleri 58
4.7. Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin ACh degerleri 59
4.8. Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin AChE aktiviteleri 59
4.9. Sham ve deney gruplarinda immuinohistokimyasal AR boyama

sonuglari 61

4.10. Sham ve deney gruplarinda imminohistokimyasal GFAP boyama
sonuclari 62
4.11. Sham ve deney gruplarinda immiinohistokimyasal sinaptofizin boyama
sonuglari. 63
4.12. Sham ve deney gruplarinda bazal 6nbeyinde elektron mikroskopu
incelemeleri 64
4.13. Sham ve deney gruplarinda isitsel korteksde elektron mikroskopu
incelemeleri 65
4. 14. Sham ve deney grubu hayvanlarindan kaydedilen OiP’ler ve bilesenleri

(I1SI:375 ms) 67
4. 15. Sham ve deney grubu hayvanlarindan kaydedilen OiP’ler ve bilesenleri
(1S1:600 ms) 68

xiii



Tablo

4.

1.

4.2,

4.

> p 2 »

3.

. 10.

TABLOLAR DiziNi

Sayfa
Sham ve deney grubu hayvanlarinin agirhk degisimleri. 54
Sham ve deney grubu hayvanlarin biyokimyasal sonuglari 66

Sham ve deney grubu hayvanlarindan 375 ms ISI degerinde standart ve
nadir uyariya yanit olarak ortaya ¢ikan OIP bilesenlerinin latensleri (ms)
Sham ve deney grubu hayvanlarindan 600 ms ISI degerinde standart ve
nadir uyariya yanit olarak ortaya ¢ikan OIP bilesenlerinin latensleri (ms)
Sham ve deney grubu hayvanlarindan 375 ms ISI degerinde standart ve
nadir uyariya yanit olarak ortaya ¢ikan tepeden tepeye OIP genlikleri (uV)
Sham ve deney grubu hayvanlarindan 600 ms ISI degerinde standart ve
nadir uyariya yanit olarak ortaya ¢ikan tepeden tepeye OIP genlikleri (uV)
Sham ve deney gruplarina ait MMN yanitlari (uV)

Sham ve deney gruplari giic degerleri (1V?)

Sham ve deney gruplari delta bandi koherans degerleri (z-degeri)

Sham ve deney gruplari teta bandi koherans degerleri (z-degeri)

Xiv

69

70



GIRiS

Yirminci ylzyilda tiptaki gelismelere paralel olarak yasli popilasyonun hizla
artmasi ve toplumda o6nemli konumlarda aktif gorev alan bireylerin vyas
ortalamasinin ylikselmesi demansi énemli bir saglik problemi haline getirmistir. Bu
nedenle hafiza kaybina yol acan bilissel hastaliklarin ayirtedici tanisinin
konulabilmesi ve hastaliklarin ilerleyisinin dnlenmesi 6ncelikli bir arastirma konusu
olarak on plana c¢ikmistir. Yapilan incelemeler Alzheimer hastaliginin (AH) yasli
populasyonu olusturan 65 yas Uzeri kisilerde gorilen tim demans vakalarinin %80
'ini olusturdugunu gostermektedir[1]

Alzheimer hastaligi hafiza kaybini takiben ilerleyen bilissel bozukluga paralel
olarak davraniglarda ve yasamsal fonksiyonlarda ¢ok yonli problemlere yol agan ve
Oliimle sonucglanan norodejeneratif bir hastaliktir.

Dr. Alois Alzheimer’in 1907’de gerceklestirdigi onci ¢alismalardan bu yana
noropatologlar otopsi incelemelerinde hastalarin beyninde amiloid plaklari ve
norofibril yumaklari (NFT) belirlemis ve hastaliga bu patolojilerin neden oldugunu
ifade etmislerdir[2]. Amiloid plaklarin beyin parankimasinda ve serebral kan
damarlarinda bulunan ekstraselller amiloid beta (AB) birikimleri oldugu
bulunmustur. Hicre icinde gobzlenen NFT’lerin ise mikrotibillerle iliskili tau
proteininin hiperfosforile olarak helikal filamentler halinde kimelenmesinden
olustugu belirlenmistir[1]. Amiloid plaklar ve NFT’lere ilave patolojik veriler hiicre
icinde granilovakuoler dejenerasyon, sinaps sayisinda azalma, Meynert'in bazal
niikleusunda olusan kolinerjik hicre kayiplari ve astroglial aktivasyon seklinde
siralanabilir[3].

Gunlmiuze kadar yapilan ¢alismalardan elde edilen kanitlar bu iki temel
patoloji bulgusu yani sira hastaliginin multifaktériyel, heterojen bir hastalik
olduguna isaret etmektedir[4]. Hastaligin patogenezisini agiklamaya yonelik birden
¢ok hipotez ortaya atilmistir[5]. Literatlirde en yaygin kabul géren hipotez amiloid
kaskad hipotezidir. Bu hipotezde amiloid prekiirsér proteininin (APP) ardi ardina
ve gamma sekretazlarla kesilmesiyle olusan AB 40 ve 42 peptidlerinin miktarindaki
artisin  patolojik basamaklari tetikledigi ©ne surilmektedir[6]. Bu peptid
oligomerlerinin fibril yapilari olusturup uzadigi ve B-sheet yapisinda birikimler
olusturarak amiloid plaklari meydana getirdigi bilinmektedir. Amiloid B artisini
takiben hicre ici sinyal vyolaklarinin aktivasyon neticesinde tau proteininin
fosforilasyonunun gerceklestigi ve NFT’lerin gelistigi ifade edilmistir. Yapilan bircok
calismada AB peptidlerinin cok yonli toksik etkileri gosterilmistir[6]. Bu peptidlerin
dogrudan ya da cesitli patolojik mekanizmalar araciligiyla reseptorler, tasiyicilar,
enzimler gibi 6nemli fonksiyonel biyomolekillerin islevleri bozarak sinyal iletimini



bozdugu ve sitotoksisiteye neden oldugu bulunmustur[7, 8]. Ayrica, AB 'nin fibriller
olusturup lokal mikroglia ve astrositleri aktive ettigi, bu hiicrelerden salinan
molekdillerin néronlarda nérotoksik etkiler yaratarak dejenerasyona katki sagladigi
bilinmektedir[9]. Sonuc¢ olarak ndéron soma ve dendritlerinde gelisen yapisal ve
fonksiyonel degisiklikler, néron kaybina, birgok nérotransmiterin eksikligine ve
biyokimyasal degisikliklere neden olmaktadir. Neticede sinaptik fonksiyonlarin
bozulmasiyla baslayan tim bu basamaklar, noéron kaybi ve diffiz atrofi ile
sonlanmaktadir.

Alzheimer  hastaliginda  ndrodejenerasyona yol acan  molekiler
mekanizmalara yonelik arastirmalar sonucunda hastalikta rol olan birgok patojenik
faktor ortaya konmustur.Egzitotoksisite, kalsiyum (Ca*®) dengesindeki bozulma,
mitokondriyel disfonksiyon, néroinflamasyon ve oksidatif stres bu faktorler arasinda
yer almaktadir[10, 11]. Yapilan ¢alismalar sonucunda bu mekanizmalarin ayni anda
tetiklendigi ve bircok seviyede birbirine etki ettigi fikrine ulasilmistir. Bu yonden
bircok patofizyolojik olaya ikincil olarak ortaya c¢ikan oksidatif stresin AH
patogenezisinde ve ilerlemesinde belirleyici bir etken olmasi en dogal beklentidir.
Nitekim, literatirde redoks dengesindeki bozulmanin hastaligin erken evrelerinde
etkili oldugunu ve bir¢ok sinyal yolunun aktivasyonunda rol alarak hastaligin
ilerleyisinde yer aldigini gosteren pek ¢ok calisma bulunmaktadir[12, 13]. Ayrica,
Alzheimer hastalarinda biyomolekillerin oksidasyonunu gosteren belirteglerin
seviyesindeki artis pek ¢ok calismada gosterilmistir[8, 14].Tum bu bulgular AH’de
oksidatif stresin hastaligin olusumu ve ilerlemesinde temel bir faktér oldugunu ifade
eden oksidatif stres hipotezini desteklemektedir.

Alzheimer hastaliginda artan oksidatif stresin en dnemli nedeni AB peptidinin
yol actigi reaktif oksijen tirleri (ROS) Uretimidir. Amiloid B peptidinin okside olarak
serbest radikal olusumunda rol aldigi, direk olarak membran bilesenleri ile etkilesip
lipit peroksidasyonu indikledigi gosterilmistir[15, 16]. Amiloid B’nin indikledigi lipit
peroksidasyona paralel olarak 4-hidroksinonenal (4-HNE) artisinin da 6nemli
membran  proteinlerinin  fonksiyonlarini  etkileyip  iyon transferini ve
Ca*’homeostazisini bozarak da ROS artisina yol actigi tespit edilmistir[8, 17]. Ayrica,
AR peptidinin redox aktif metallere karsi yiksek afiniteye sahip oldugu ve onlari
indirgeyerek hidrojen peroksit (H,0,) ve okside AB olusumuna neden oldugu
saptanmistir[18]. Bunun yanisira AB fibrillerinin niikleer faktor kappa beta (NFkp)
aktivasyonu, mitokondriyel fonksiyon bozuklugu, proteinlerin glikasyonu ve tau
nitro-oksidasyonu gibi indirek mekanizmalarla da oksidatif stresi arttirdigi
bilinmektedir[13, 19]. Bu bulgular, AH'nin patogenezinde AR peptidinin indikledigi
serbest radikallerin roliini desteklemektedir.

Alzheimer hastaliginda artan oksidatif stresin yani sira antioksidan enzim
dizeylerininde belirli beyin bolgelerinde degistigi bulunmustur. Beyindeki 6nemli
antioksidan savunma sistemlerinin sliperoksit dismutaz (SOD)-katalaz (CAT) ve
glutatyonla (GSH) iliskili glutatyon peroksidaz (GSH-Px)-glutatyon rediiktaz sistemleri
oldugu bilinmektedir. Alzheimer hastalarinda gerceklestirilen otopsi ¢calismalarinda
serebral korteksde SOD aktivitesinin azaldigini, arttigini ya da degismedigi gbsteren



celiskili sonuglar elde edilmistir[20, 21]. Yakin tarihli bir ¢alismada Alzheimer
hastalarinda ve hafif bilissel bozukluk gozlenen yash bireylerde serum SOD enzim
aktivitesinin azaldig ve buna paralel sekilde malondialdehit (MDA) seviyesinin arttig
belirlenmistir[22]. Benzer sekilde AH’de CAT aktivitesini belirlemeye yonelik
calismalarda da geligkili sonuglar elde edilmistir. Zira, hastalarda frontal, temporal
korteksde artan CAT aktivitesini gosteren calismalarin  yani sira[23],
parietotemporal, basal ganglia ve amigdala bolgelerindeki azalan CAT aktivitesini
gosteren calismalarda mevcuttur[20, 24]. Bunlara ilaveten AH’de farkli beyin
bolgelerinde GSH-Px aktivitesinin azaldigina, arttigina ya da degismedigine isaret
eden calismalarda mevcuttur[23-25]. Ayrica, GSH-Px aktivitesine bagli antioksidan
etkide rol alan GSH molekiliniin de seviyesinin Alzheimer hastalarinda azaldigi ve
GSH seviyesinin bilissel skorlarla olduk¢a korele oldugu belirlenmistir [26].
Hayvanlarda gergeklestirilen ¢alismalarda AR peptidinin SOD ve CAT enzimlerinin
aktivitelerinde degisime yol actigibelirlenmistir [27]. Bunlara ilaveten AB 42’'nin
ventrikiler enjeksiyonunun hipokamplisde GSH miktarini arttirdigini, temporal ve
parietal kortekslerde ise degistirmedigini gosteren bulgularin yanisira hipokampds,
parietal korteks ve piriform korteks alanlarinda GSH miktarini ve GSH-Px
ekspresyonunu azalttigibildiren bulgular da bulunmaktadir[28]. Calismamizda AR 42
peptidinin antioksidan enzimlere ve GSH dizeyine etkisiyle iliskilili bu celiskili
sonuglarin aydinlatiimasi amaglanmistir.

Alzheimer hastaliginin en énemli etkilerinden biri de 6grenme ve hafizanin
azalmasidir. Hastalardaki otopsi ¢alismalarinda bazal énbeyinde tespit edilen ciddi
diizeydeki kolinerjik néron kaybi, kolinerjik ileti bozuklugunun hastalikta gézlenen
ogrenme ve hafiza kaybinin temel patofizyolojik mekanizmasi oldugunun
disinidlmesine yol acmistir[29, 30]. Gunlmuze kadar vyapilan c¢alismalar
incelendiginde hastaligin erken dénemlerinde kolinerjik deplesyonun varligiyla ve
hastaligin etiyolojisindeki rollyle iliskili birbiriyle celisen pek ¢ok yayin dikkati
cekmektedir[31, 32]. Ginlumizde kolinerjik zayiflamanin hastaligin yegane nedeni
olmamakla birlikte hastaligin patofizyolojisinde etkili oldugu gorisii yaygin olarak
kabul edilmigstir. Hastaligin gelisimi sirasinda kolinerjik aktivitede azalma oldugunu
gosteren kanitlar dikkate alinarak kolinerjik sistemin nérokoruyucu etkisinin ortadan
kalkmasinin beynin diger toksik etkenleri kompanse etme yetenegini zayiflatarak
hastaligin gelisimini kolaylastirdigi distnidlmektedir[33]. Zira, AH’de neokortekse
pek ¢ok kolinerjik projeksiyonu olan bazal énbeyindeki kolinerjik hiicre kaybina
dayali olarak serebral korteks alanlarindakolinasetil transferaz (ChAT) ve asetilkolin
esteraz (AChE) enziminin aktivitesinin azaldigi bulunmustur[29, 30, 32].Bununla
birlikte, peptidin asetilkolin (ACh) metabolizmasi (zerindeki etkisini anlamaya
yonelik néronal hiicre kiltlirii ¢alismalarinda ise birbirinden farkh sonuglar elde
edilmistir.Bazi hiicre kiltliri cahsmalarinda AP peptidinin ACh seviyesini ChAT
aktivitesinin inhibisyonuna bagh olarak azalttigi bildirilirken[34, 35], diger
¢alismalarda ACh seviyesindeki azalmaya karsin ChAT aktivitesinde bir degisiklik
olmadigl belirlenmistir[36]. Bu celiskili sonuclar, kullanilan AB peptidinin doz ve
molekiler yapisindaki degisikliklerin farkh hiicresel etkilere yol agmasindan
kaynaklanabilir. invivo arastirmalarda ise AR 25-35 peptidinin medial septumda ACh
salinimini azalttigi, AB 42 peptidinin bazal dnbeyin ve kortekste ChAT reaktivitiesini



azalttig gosterilmistir[37]. Amiloid B peptidinin toksik etkilerine karsi kolinerjik
noronlarin daha duyarli oldugu bilinmekle birlikte bunun nedeni tam olarak
anlasilamamistir. Amiloid B’nin neden oldugu kolinerjik néron hasarinda c¢esitli
membran reseptorleri araciligiyla artan ROS, inflamatuar aracilarin Gretimi ve
degisen hiicreici Ca™ seviyesi gibi mekanizmalarin  etkili olabilecegi
disunidlmektedir[38, 39]. Sonug olarak AR’nin kolinerjik nérokimyasal fonksiyonlari
noron dejenerasyonundan bagimsiz bir sekilde etkiledigi distnilmekle birlikte bu
etkinin mekanizmasi ve oksidan stres ile iliskisi tam olarak aydinlatilamamistir.
Literatlirde bu  konu ile ilgili geligkili bilgilerin olmasi nedeniyle planlanan
calismamizda, AB42 peptidinin kolinerjik sistem tzerine etkilerinin degerlendirilmesi
ve oksidatif stresin bu basamaklardaki roliiniin belirlenmesi amaglanmaktadir.

Son vyillarda vyapilan arastirmalarda elektroansefalografi'nin (EEG) tani
yontemi olarak kullanilmasinin yani sira, biligsel stirecler hakkinda yiiksek zamansal
¢cozunirlukte bilgi icerdigi icin AH ve diger kognitif hastaliklarin patogenezini ortaya
koymaya yonelik c¢alismalarda kullanilabilecek glicli  bir teknik oldugu
belirtilmistir[40]. Diger yandan, spontan EEG’nin belirli periyotlarini inceleyerek elde
edilen bilgilerin sinirli olmasi nedeniyle yakin zamanda AH ile iliskili ¢alismalarda
beyin fonksiyonlarinin gdstergesi olarak daha ¢ok olaya iliskin potansiyeller (OiP)
incelenmistir. Alzheimer gibi gesitli nérolojik hastaliklarin patogenezini aydinlatmaya
calisan calismalarda OIP sinyallerinin, AH ile ilgili erken isaretlerin belirlenip uygun
terapétik yaklasimlarin  gelistiriilmesinde ve hastaligin prognozunun takibinde
glvenilir bir biyogosterge olabilecegi belirtilmistir [41-44]. Bu bilgilerin 15181 altinda
calismamda AP indikli AH modeli olusturulan sicanlardan kaydedilecek isitsel
OiP’lerde olusacak degisikliklerin arastiriimasi hedeflenmistir. Beyin dalgalarini
incelemek amaciyla gli¢ spektrumu ve koherans analizleri kullanilan en 6nemli
matematiksel yontemlerdir. Gii¢ spektrumu analizi yardimiyla zaman boyutundaki
sinyali olusturan farkh frekans bilesenlerinin genligi bulunabilmektedir. Yayinlanan
birkac OiP calismasinda AH hastalarinda sol frontal ve santral alanlarin en fazla
etkilenen bolgeler oldugu ve santral bolgede en cok etkilenen frekans bantlarinin
delta ve teta bantlari oldugu ifade edilmistir [45, 46].

Alzheimer hastalarindan kaydedilen gorsel OiP’lerin giic spektrumlari
incelendiginde delta bandindaki pik genliginin sentral bolgelerde [46], isitsel
OiP’lerin analizi ile de delta bandinin genliginin frontal bélgelerde azaldig
saptanmistir [47]. Ayrica, farkh bolgelerden elde edilen salinimlar arasindaki
koherans incelendiginde bilissel gorevler sirasinda azalan alfa, delta ve teta
koherans degerlerinin kortiko-kortikal baglantilarin hastaliga bagh olarak
zayiflamasiyla iliskili olabilecegi vurgulanarak, AH’de bilissel stimilasyon sonrasi
disuk frekans bantlarindaki koherans fonksiyonunun tim diger elektrofizyolojik
parametrelerden daha cok etkilendigi 6ne suridlmdistir [42]. Literatlirde AH hayvan
modelleriyle ilgili yayinlarda daha ¢ok spontan EEG ¢ekimlerinin yer aldigi, OiP’nin
kaydedilmesine yonelik ¢calismalarin ise olduk¢a sinirli oldugu dikkati ¢ekmektedir.
Bu calismalardan birinde Alzheimer transjenik fare tiirlerinde spontan EEG kortikal
teta aktivitesinin azaldigl, beta ve gamma aktivitelerinin yukseldigi [48], diger bir
arastirmada da kolinerjik néronlarin hasarlanmasi ile gerceklestirilen AH modelinde
hipokampus ve neokortekste azalan kolinerjik aktivite ve bilissel bozukluklar ile



birlikte spontan EEG paterninde yavas dalgalarin glicliniin arttig, hizli dalgalarin
glcunin ise azaldigl gézlenmistir[49].

Bu bulgular bazal 6nbeyinde bulunan néronal agin, spontan EEG aktivitesinin
korunmasindaki 6nemli  rolinin oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica bazi
transgenik hayvanlarda ve AP indikli modellerde hipokampal teta aktivitesinin
azaldigi[48, 50], bazal 6nbeyinde ise AB’'nin teta ritmini bozdugu belirlenmistir[51].
Daha 6nceki calismalara bakildiginda AB peptidinin kortikal OIP parametreleri
Uzerindeki etkilerine yonelik herhangi bir yayinin olmamasi bu potansiyel kayitlarini
iceren projemizin orijinal oldugunu isaret etmektedir. Dolayisiyla ¢alismamiz AB42
peptidinin toksik etkilerinin ve bu etkileri azaltmaya yonelik tedavi yaklagimlarinin
arastirlmasinda biyokimyasal ve histolojik degisimlere paralel olarak beyin
dinamiklerindeki degisikliklerin incelenmesi amaciyla planlanmistir.

Alzheimer hastaliginin multifaktoriyel etiyolojiye sahip olup, hastalikta rol
alan molekiiler mekanizmalarin birbiriyle icice gecmis kompleks etkilesimler
gosterdigi bilinmektedir[52]. Hastaligin sinirh tedavi secenekleri dislinildiginde,
coklu biyolojik aktiviteye sahip bilesiklerin terapotik etkinliklerinin anlasiimasi
oldukca 6nemlidir. Bu sebepten hastaligl yavaslatan yada durduran yeni ilaglarin
gelistirilmesi icin faydali etkileri olan toksisitesi dusuk bitkilere odaklaniimistir.
Ozellikle, medikal bitkilerle ilgili eski avrupa referans kitaplarinda adi gecen salvia
officinalis’in kolinerjik aktiviteyi artirdigi ve hafiza gelistiren 6zellikleri oldugu
belirlenmistir [53]. Yuzyillardir bitkisel ila¢ olarak kullanilan salvia officinalis’in ticari
ekstraklari farkli miktarlarda (yaklasik % 10) dogal fenolik bir bilesik olan rosmarinik
asit (RA) icermektedir. Rosmarinik asitin antioksidan, anti-inflamatuar o6zellikleri
cesitli deney sistemlerinde in vivo ve in-vitro olarak ortaya konulmustur[54, 55].
Rosmarinik asidin AH hastaligindaki terapotik potansiyelini incelemeye yoénelik
calismalar bu molekilin kisa bir karbon zinciriyle bagli iki fenol halkasinin serbest
AB’ya baglanarak, AB’nin fibriller AB (fAB)’ya polimerizasyonunu inhibe ettigini, ya
da bu vyapinin fAB’ya baglanarak fAB’daki AB molekillerinin B-sheet
konformasyonunu destabilize ettigini ©6ne sirmekte ve anti-amiloidojenik
aktivitesine vurgu yapmaktadir [56]. Zira, yakin zamanda gerceklestirilen bir
calismada AH transjenik farede RA uygulamasinin AB oligomerlerinin miktarini ve AB
birikimlerini azaltdigi goézlenmis, polifenollerin AH’deki koruyucu etkilerinin AR
kiimelenmesinin 6nlenmesi ile aciklanabilecegi ifade edilmistir [57]. Ancak, bu
bilesigin cesitli calismalarda gozlenen terapétik ozelliklerinin anti-amiloidojenik
etkilerine alternatif mekanizmalarla iliskili olabilecegi distinlilmektedir. Rosmarinik
asitin PC12 hiicrelerinde AB 42 indiiklii ROS olusumunu ve lipid peroksidasyonu doz
bagimh olarak azaltip antioksidan ozelligi ile hiicre 6limini 6nlemesi bu fikri
desteklemenin yani sira, bu dogal bilesigin AB kaynakli oksidatif hasara karsi temel
noroprotektif ajan olarak tedavi amaciyla kullanilabilecegini ortaya koymustur[58].
Ayrica, kolinerjik aktiviteye etkilerinin incelendigi calismalarda in vitro bir deneyde
RA’nin AchEaktivitesini inhibe ettigi gosterilirken, PC12 hiicrelerinde RA iceren
R.officinalis ekstraktinin Ach miktarini ve AchE aktivitesini arttirdigi bulunmustur[59,
60]. Bunlara ilaveten, M.officinalis ve S. officinalis gibi RA iceren bitki ekstraktlarinin
merkezi sinir sisteminde Ach reseptériine baglanarak kolinerjik aktivite gosterdigi



bilinmektedir[61]. Bu bulgular dogrultusunda, RA’nin kolinerjik sistemi ve sinaptik
fonksiyonlari etkileyerek yeni bir tedavi potansiyeli saglayacag disintlerek AH
hastaligindaki olumlu etkilerinin ortaya konmasi hedeflenmistir. Diger yandan
RA’nin antioksidan &zellikleri ve kolinerjik sisteme etkileri géz éniine alinirsa OIP
parametrelerinde cesitli degisikliklere yol acabilecegi distndllebilir. Literatlirde
AB42’ye bagl OIP degisikliklerinde RA’nin nasil bir etkisi oldugunu inceleyen
herhangi bir ¢alismanin olmamasi nedeniyle ¢alismam bu yoniyle de orijinal olup
literatlire yeni ve kapsamli bilgiler katmistir.

Sonuc¢ olarak arastirmamizda AB42 peptidinin oksidatif stres dizeyine,
antioksidan sisteme ve kolinerjik belirteglere etkilerinin incelenmesinin yani sira
isitsel beyin potansiyellerinde indikledigi degisikliklerin belirlenmesiyle hastaligin
mekanizmasina iliskin yeni bilgiler ortaya konmasi hedeflenmistir. Ayrica, deneysel
protokoliimiiz AB42’nin tetikledigi kolinerjik sistem, oksidatif stres ve OIP
degisikliklerinde RA'nin terapétik roliine elektrofizyolojik, biyokimyasal ve patolojik
parametreler yardimiyla 1sik tutacaktir. Ancak, projemizde RA'nin AB indukla
patolojik degisikliklerin sadece belirli bir kismina etkisi mercek altina alinacagindan
arastirmamiz bir on c¢alisma niteligindedir. Zira antioksidan 6zelligi yaninda anti-
inflamatuar etkisi ve beta sekretaz ile iliskisi dikkate alindiginda, RA’nin AH’deki
rolinin tam olarak aydinlatilabilmesi icin ¢alismamizin sonuglari dogrultusunda
planlanacak daha ayrintili ¢alismalara gereksinim oldugu aciktir. Diger yandan AB42
indiikli AH modelinde OIP degisikliklerinde etkisi olabilecek farkli nérotransmitter
sistemlerinin de incelenmesi gerekmektedir. Bununla birlikte, projemiz bu konu ile
ilgili ilk calisma oldugu igin yeni ufuklar acacaktir.

Ozetle, calismamiz

i) AmiloidB 42 indikli Alzheimer modelinde beyin dokusunda olusan lipid
oksidasyon, antioksidan enzim dizeyi, kolinerjik sistem, bilissel bozukluk
degisikliklerinin saptanmasi ve isitsel beyin potansiyelleri ile iliskisinin aydinlatiimasi
AB42 peptidinin beyin dinamigi ile iliskisini ortaya koymus, AH etyopatolojisine
yonelik bilimsel arastirmalara 1sik tutmustur.

ii) AmiloidB 42 indiikli Alzheimer modelinde OiP’nin konvansiyonel parametreleri
(latens ve genlik) ve spektral bilesenlerindeki degisikliklerin saptanmasi ve bu
degisiklikler Gzerine RA’nin etkilerinin ortaya konulmasiyla literatiire yeni ve
kapsamli bilgiler katilmistir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Alzheimer Hastalig

Alzheimer hastaligl hafiza ve diger kognitif fonksiyonlarda ilerleyen bozulma
ile karakterize edilen norodejeneratif bir hastaliktir. Genellikle ortalama on sene
gibi bir sure icinde hafif kognitif bozukluk evresinden ileri AH evresine gecilir ve
hasta bu siirenin sonunda tamamen c¢aresiz bir durumda kaybedilir. Hastaligin bu
uzun suresi ve kim oldugumuzu belirleyen hayati yapilari etkilemesi nedeniyle hasta
yakinlari ve toplum Uzerinde muazzam bir duygusal ve finansal yiik olusturmaktadir.
Alzheimer hastaliginin sadece 2010 yili icinde diinya ¢capinda 604 milyon dolara mal
oldugu belirlenmistir[62]. Diinya ¢apindaki AH vakasi sayisi su an 36 milyondur ve
ontmuzdeki yillarda bu rakamin artis hiziyla ilgili tahminler gézoniine alinirsa 2050
yilinda Ug katina gikabilecegi 6ngorilmektedir [62].

2.2. Alzheimer Hastaligi Etiolojisi: Genetik, Epigenetik ve Epidemiyoloji

Alzheimer hastaliginin nedenini aydinlatabilmek icin yapilan cok yonli
incelemeler hastaligin genetik, epigenetik ve cevresel pek ¢ok faktériin kompleks
etkilesimleri sonucu ortaya ciktigina isaret etmektedir. Hastaligin patogenezinde
onemli rol oynayan amiloid B peptidi, amiloid prekiirsor proteininin (APP)
sekretazlarla kopartilmasi sonucu olusmaktadir. Amiloid prekiirsér protein hemen
her hilcrede eksprese olan tek transmembran bdlgesi olan bir proteindir. Bu
proteinin a-sekretaz yoluyla kesilmesi soltibl APP, ardi ardina  ve gamma sekretaz
yoluyla kesilmesi ise AP peptidlerinin olusmasina yol acar. Amiloid prekiirsor protein
ve gamma sekretaz enzim kompleksinin parcalari olan presenilin-1 (PS1) ve
presenilin-2 (PS2) proteinlerinin genlerindeki mutasyonlar hastahgin  %1’ini
olusturan erken baslangi¢li otozomal dominant AH’ye neden olmaktadir [63]. Bu
mutasyonlar APP’nin sekretazlarla ilgili bélgeden kesilmesi gibi molekiler siiregleri
etkileyerek Uretilen amiloid peptidlerinin tiriinde ve oraninda degisime neden
olurlar [63]. Amiloid prekiirsor protein geninin bulundugu kromozom-21’in fazladan
bir kopyasini tasiyan down sendromlu hastalarda da erken baslangi¢li bunama ve
AH patolojik belirteglerinin gézlenmesi [64], ayrica APP geninin duplikasyonunun da
erken baslangich AH’ye neden olmasi [65], APP asiri ekspresyonunun hastaliktaki
rolliniine iliskin hipotezleri desteklemektedir. Ayrica farkh popilasyonlarda
gercgeklestirilen genis kapsamli genetik incelemeler [63]apolipoprotein E (ApoE) 4
alelitasiyicthginin  gec baslangigchi AH vakalariyla iliskili oldugunu ve hastaliga
yakalanma yasini distrdigini géstermektedir [66].

Alzheimer hastaliginin patogenezisinde epigenetik mekanizmalar da rol
oynamaktadir[67]. insanlarda postmortem beyin dokularinda, periferal |6kositlerde
ve transjenik hayvanlarda yapilan incelemeler AH’de anormal DNA metilasyonu ve



histon modifikasyonu gibi epigenetik degisimlerin varhgini belirlemislerdir [68].
Ancak bu gozlenen epigenetik degisimlerin hastaliga yol agan bir neden mi yoksa
gelisen patolojik siireclerin bir sonucu mu oldugu kesinlik kazanmamistir. ikizlerde
gerceklestirilen incelemeler epigenetik mekanizmalarin hastalik riskini modiile
ettigine isaret etmektedir [68].Bir 6grenme testinin hemen ardinda hipokampdisteki
DNA metilasyonunun inhibisyonu saglikli farelerde hafiza konsolidasyonunu
bozarken[67], histon asetilasyonunun kuvvetlendiriimesi Alzheimer transgenik
farelerde 6grenmeyi desteklemistir[69]. Bu bulgular epigenetik modifikasyonlarin
normal 6grenme ve hafiza siuireglerindeki ve ayni zamanda hastaliktaki rolline isaret
etmektedir.

Geg baslangigl AH’de yaslanma en 6nemli epidemiyolojik risk faktoridur.
Diger potansiyel risk faktorleri kafa travmasi, disiik egitim seviyesi, hiperlipidemi,
hipertansiyon, diabetus mellitus, homosisteinemi,ve obezite olarak belirlenmis
olmakla birlikte [70, 71], bunlarin bazilari hakkinda celiskili sonuglar oldugunu
belirtmek gerekir [72].

2.3. Alzheimer Hastaliginin Patofizyolojisi

Alzheimer hastaligi ozellikle serebral korteks, hipokampis, entorhinal
korteks ve ventral striatum gibi kognitif fonksiyonlari olan bolgelerde gozlenen ciddi
sinaptik kayiplar ve noéron o6limu ile karakterize edilen olduk¢a kompleks bir
hastaliktir[73]. Hastalarda beyin parankimasinda goézlenen temel histopatolojik
bulgulari ekstraselller vyerlesimli amiloid plaklar, hiicre icinde tau protein
kiimelerinden olusan norofibril yapilar, glial aktivasyon ve inflamasyon izleri
olusturmaktadir [74, 75]. Bu belirteclerden yola cikarak hastaligin patogenezi
hakkinda pekcok mekanizma onerilmistir(Sekil 2.1). Bunlarin baslcalari amiloid
kaskad hipotezi, kolinerjik hasar hipotezi, ndronal sitoiskelet hipotezi [76]ve
oksidatif stres hipotezi [77]seklinde siralanabilir.
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2.3.1. Amiloid kaskad hipotezi, Amiloid Beta ve diger APP metabolitleri

Hardy ve Higgins’in 1992 yilinda yayinladigi makaleleri AH'nin néropatolojik
mekanizmasina iliskin amiloid kaskad hipotezini ortaya attiklari 6ncul bir
calismadir[79]. Makalede AH’nin temel néropatolojik mekanizmasinin amiloid
plaklarin temel bileseni olan ABpeptidinin birikimi oldugu ve bunun sonucunda
norofibriler yumaklar, néron 6limi ve vaskiler hasarin amiloid birikimine ikincil
olarak gelistigi 6ne strilmustir.

Amiloid plaklarin ana bileseni olan ABpeptidleri ve diger metabolitler APP’nin
proteolitik yikimi ile olusmaktadir[80]. Amiloid prekirsor protein ilk basamakta a-
veya B-sekretaz enzimlerinden biri ile koparilir. Alfa-sekretaz APP'nin AR bdlgesini
etkileyerek 83 amino asit dizilimli C83 ile alfa sekretuvar amiloid prekirsor
proteinini (a-APPs) olusturur. Saglkl bir kiside beyinde a-sekretaz aktivitesi hakim
olup a-APPs salinimi daha fazladir.Beta-sekretaz enzimi ise APP'nin amino
terminalini etkileyerek 99 amino asit dizilimli C99 ile beta amiloid prekiirsor
proteinini (B APPs) olusturur. Daha sonra devreye giren gamma sekretaz birgok alt
Uniteden olusan bir proteaz kompleksi olup tam olarak karakterize edilememistir
fakat temel olarak dort 6nemli proteinden olustugu bilinmektedir [81]. Bunlar PS1,
PS2, nikastrin ve APH-1 (anterior pharynx-defective 1) proteinleridir. Bu enzim hem
C83'li hem de C99'u etkileyerek, C83'ten P3 isimli peptidi ile interseliler domain
APP (APPICD)’yi ve C99'dan AR'yi olusturur. AB peptidleri 38, 40 ve 42 amino asit
dizilimli olabilir ve "B sheet" konformasyonu ile birikirler[82](Sekil 2.2). Amiloid
birikimleri "B sheet" yapisinda oldugundan kolayca polimerize olarak hizla kiimeler
olustururlar. Bu birikimlerin ¢6zulebilirlikleri olduk¢a az olup mikroskopla
incelendiginde filamentler seklinde gorilirler ve proteoglikan ve apolipoproteinler
gibi diger proteinlerle birleserek sitotoksik 6zellik gosterirler.
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Sekil 2. 2.Amiloid prekiirsor proteininin kesilme basamaklari

Farkli calismalardan elde edilen kanitlar APP ve AB'nin AH patogenezisinde
nedensel role sahip oldugu gorisinii desteklemektedir. APP ve AB prosesini kontrol
eden sekretazlarin yapisindaki presenilin proteinlerinde gerceklesen genetik



mutasyonlarin AB 42 seviyesini arttirdigi saptanmigtir [83]. Erken baslangich AH’de
de APP, PS1 yada PS2’deki otozomal dominant mutasyonlarin APP metabolizmasini
etkileyerek AR birikimine ve kiimelenmesine yol agtigI bulunmustur [63]. Transgenik
sicanlarda mutant insan APP’sinin tek basina yada mutant PS1 ile birlikte
ekspresyonu AH benzeri molekiler ve kognitif degisimlerin tetiklenmesini
saglamistir[84][85, 86]. Amiloid B peptidinin ndronal ve sinaptik aktivitenin
dizenlenmesinde rol oynadigi ve bu nedenle birikiminin asiri néronal aktivite ile
sinaptik depresyona yol actigi dusiiniilmektedir [10]. inhibitér interndronlardaki
fonksiyonel bozulmalarin ve ekzitotoksisiteye neden olan asiri glutamaterjik iletinin
patojenik kaskad Uzerinde rol oynayan 6nemli mekanizmalar oldugu bilinmektedir
[10][87][88]. Bu asiri noronal aktivite devaminda daha fazla AP peptidlerinin
Uretimine yol acarak norodejeneratif bir dongliyl tetikleyebilmektedir [89].
Ornegin, PS-1’e baglanarak gamma sekretaz trafigini diizenleyen Arc (activity-
regulated cytoskeleton-associated protein) geninin aktivasyonunun ndéronal
aktiviteye bagl olarak gerceklesen AR Uretiminde rol aldigl saptanmistir[90]. Ayrica,
AB’nin fibriller olusturup lokal mikroglia ve astrositleri aktive ettigi, bu hiicrelerden
salinan molekdllerin néronlarda norotoksik etkiler yarattigi bilinmektedir.

Deneysel modellerde elde edilen kanitlar i1siginda dimer, trimer ve daha
blylk oligomerler olusturangozilebilir, fibril yapida olmayan AB’nin monomerik-AB
ve amiloid plaklardaki AP fibrillerinden daha az patojenik oldugu ileri strilmektedir.
Ancak hangi amiloid birikiminin daha patojenik oldugu ve birikimlerinin sinaptik ve
noronal disfonksiyonu nasil tetikledigi yapilan yogun c¢alismalar ve bilimsel
tartismalarin halen tam olarak cevaplayamadig sorulardir[91][92][10]. Bu yapilarin
hem hicre icinde hem de hiicre disinda etkili olarak proteinlerle ve lipidlerle bag
kurabildigi belirlenmistir. Reseptor tirozin kinazlar ve ileri glikasyon son urinleri
(advanced glycation end products, AGE) reseptorleri gibi pek cok hicre ylizeyi
molekilleri AB oligomer indlkli toksisitede rol oynamaktadir[93][94]. Bu
etkilesimlerin  devaminda  tetiklenen potansiyel mekanizmalar icinde
norotransmitter reseptorlerinin  ve ilgili sinyal molekdllerinin dagihmi ve
aktivitelerinin degisimi [95][10, 92, 96, 97], Ca**homeostazisinin [11], aksonal
transportun ve mitokondriyel fonksiyonlarin bozulmasi [98-100]yer almaktadir (Sekil
2.3).
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Sekil 2. 3.Amiloid kaskad hipotezi ile iliskili diger mekanizmalar

GuUnumizdeAlzheimer arastirmalarinda bu konudaki en temel sinirlayici
faktor néronal membranlardaki ¢ozilebilir AB  birikimlerinin  miktarinin
belirlenmesindeki teknik yetersizliktir. Bu problemin ¢6zimi ile stratejik
bolgelerdeki AB birikimlerinin seviyesinin belirlenerek bu birikimlerin kognitif
bozuklukla korelasyon gosterip gostermedigi aydinlatilabilecektir. Ayrica gelistirilen
AB ile iligkili ilaglarin bu fonksiyonel bolgelerdeki peptid birikimlerine etkisi agikliga
kavusturulabilecektir. Ayrica AB disinda APP’nin ve diger APP metabolitlerininde
patogenesisdeki ve normal fizyolojideki roliinin anlasilmasi AB azaltici ilaglarin
gelistirilmesiyle ilgili calismalar agisindan biiyliik 6nem tagimaktadir.

2.3.2. Noronal Sitoiskelet Hipotezi

Alzheimer bir¢ok proteinin patojenik konformasyon gosterdigi bir hastalktir.
Alzheimer hastaliginda anormal amiloid plak birikiminin yani sira hiicre iginde
norofibriler yapida kiimelenmeler (nérofilament yumaklari, NFT) gdzlenmektedir. Bu
kiimelerin temel bileseninin artan fosforilasyon ve asetilasyon gibi anormal post-
translasyonel modifikasyonlar gosteren tau proteini oldugu bulunmustur [101].
Hastalikla iliskili noronal sitoiskelet hipotezinde tau proteini ile iliskili bu
degisikliklerin ve devaminda olusan NFT’lerin AH patolojisinin indliklenmesinde
nedensel role sahip oldugu 6ne siriilmektedir. Tau proteini néronlarda daha ¢ok
mikrotibillerde bulunan bir protein olup, mikrotlbillerin polimerizasyonu,
depolimerizasyonu ve stabilizasyonu islemlerinin diizenlenmesinde goérev
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almaktadir. Amiloid B peptidlerinin glikojen sentaz kinaz (GSK) gibi hiicreigi kinazlar
aktive ederek mikrotibillerde bulunan tau proteinlerinin hiperfosforilasyonuna yol
acarak NFT birikimlerini tetikledigi ve bu slirecin néron soma ve dendritlerinde
yapisal ve fonksiyonel degisikliklere neden oldugu gosterilmistir. Son yillarda yapilan
calismalar tau proteinlerinin  temel fonksiyonu olan  mikrotibdllerin
stabilizasyonudisinda c¢esitli hlicresel mekanizmalarda rolleri olduguna isaret
etmekte ve tau kiimelenmesinin bu mekanizmalari da bozarak hastalgin
patogenezisine katki saglayabilecegi 6ne sirilmektedir [102]. Hiicre kiltiri ve
farelerde yapilan incelemeler sonucunda tau proteininin sinaptik aktivitede etkili
olan sinyal molekillerinin dagihmini dizenleyerek ekzitatoriletiyi fasilite ettigi
bulunmustur [102]. Ancak anormal konformasyon gosteren tau’nun dendritik
spinlerde birikerek normal sinir iletimini bozabilecegi distinlilmektedir[103].Amiloid
B oligomerlerinin  MARK enzim ailesiyle etkileserek tau’nun postsinaptik
membrandaki birikimini arttirdig1 gosterilmis [104], buna paralel olarak hiicrede ya
da transgenik hayvanlarda tau seviyesinin azaltilmasinin da AB’nin yol actig1 néronal
disfonksiyonu azalttigl saptanmistir [102]. Ayrica APP ve PS’de indiklenen genetik
mutasyonlarin amiloid plak olusumunun ardindan NFT birikimine yol acgtig
gosterilmistir. Bu bulgular AB’nin patolojik basamaklarda Ust sirada olduguna isaret
ederken, néronal etkilerinde tau proteininin rol aldigini ortaya koymaktadir.

2.3.3. Alzheimer Hastaligi Kolinerjik Hasar Hipotezi

Kolinerjik hipotezde kolinerjik néron kaybinin ve buna bagli gelisen kolinerjik
ileti bozuklugunun Alzheimer hastaligina yol agan patofizyolojik bir mekanizma
oldugu 6ne sirilmektedir [29]. Merkezi sinir sisteminde dnemli bir ndrotransmitter
olan ACh daha ¢ok interndronlarda bulunmakla birlikte bazal 6n beyinden
(meynert’in basal niikleusu) serebral kortekse ve limbik yapilara projeksiyon yapan
noronlarda kolinerjik sistemin 6nemli bir pargasini olusturmaktadir. Kolinerjik
noronlarda asetilkolin sentezi akson terminalinde serbest kolinin kolin ChAT aracilig
ile asetile edilmesiyle gerceklesmektedir. Kolin asetilttransferaz enzimi kolinerjik
hiicre govdesinden aksonal uca tasinmakta, hem ChAT hem de ACh
konsantrasyonlari aksonal terminalde en yiiksek miktara ulagsmaktadir. Kolin
asetiltransferaz enzimi yalnizca kolinerjik néronlarda bulundugundan bu ndéronlari
gosteren bir belirte¢ olarak calismalarda kullaniimaktadir. Salinan AChdaha sonra
sinaptik boslukta AChE tarafindan kolin ve asetat'a cevrilerek parcalanmaktadir.
Asetilkolin merkezi sinir sisteminde ekzitator katyon kanali olan nikotinik (nAChR) ve
G-protein  bagimli olan muskarinik reseptérleri (mAChR)aracihg ile etki
gostermektedir. Muskarinik reseptorler fosfolipaz C'yi aktive eden Gg (M1, M3, M5)
ya da adenilat siklazi inhibe eden Gi/o (M2, M4) proteinlerine bagli olarak fonksiyon
gormektedirler. Reseptorlerin farkl etkilerine ek olarak belirli bélgelerde pre ya da
postsinaptik dagilim gostermesi asetilkolinin merkezi sinir sisteminde farkh etkiler
gosterebilmesini saglamaktadir. Bu norotransmitter periferde primer olarak
ekzitator olmakla birlikte merkezi sinir sisteminde kolinerjik ileti daha ¢ok ndéronal
uyarilabilirligi, presinaptik noérotransmitter salinimini ve ndéron ateslenmesini
koordine eden bir néromodilatérdiir [105, 106]. Bu heterojen etkilere 6rnek
verilirse, ACh’nin presinaptik M2/M4 mAChRkolinerjik terminallerde inhibitor
otoreseptor roli oynarken [107], kortikostriatal sinapslarda glutamat salinimini
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azaltmakta[108], M1/M5 mAChR striatal sinaptozomlarda dopamin salinimini
uyarirken [109]postsinaptik M1/M5 reseptorleri piramidal néronlarda uyarilabilirligi
arttirmaktadir [107]. Alzheimer hastalarinda yapilan otopsi incelemelerine gore
bazal 6n beyinde ndéron kaybi oraninin %75’i gectigi tespit edilmistir. Bu kayip
serebral korteks alanlarinda ve hipokamplisde ChAT enziminde belirlenen azalma ile
de teyit edilmistir[29, 30]. Merkezi sinir sisteminde azalan kolinerjik aktivite ile
Olctlen kognitif bozuklugun korele oldugu saptanmistir[110]. Ayrica hayvan
modellerinde kolinerjik sistem hasarinin AH’de goézlenene benzer bir hafiza
bozulmasina yol acmasi kolinerjik sistemin hastaliktaki roliinii desteklemektedir
[111]. Bir diger ilging bulgu da hastalarin beyninde dejenere olan kolinerjik
noronlara paralel olarak serebral korteksde de AChE ve ChAT enzimlerinin
aktivitelerinin azalmasidir [112]. Frontal ve parietal korteksde azalan AChE enzim
miktari ile kognitif bozuklugun baslangi¢ tarihi, amiloid plak birikimi, nérofilament
kiimeleri ve erken hasta kaybi arasinda korelasyon tespit edilmistir [113].Bu
sonugclar dikkate alinarak erken klinik calismalarda hafiza bozuklugunun 6nlenmesi
amaciyla AChE inhibitorleri (AChEls)gibi cesitli kolinerjik agonistler terapatik ajan
olarak uygulanmis ve glinimiizde halen belirli kolinerjik ajanlar azalan kolinerjik
iletinin arttirilmasi icin yaygin olarak hastalarda kullaniimaktadir [114]. Ancak bu
ajanlarin kognitif fonksiyonlara olumlu etkisinin olduk¢a sinirli oldugu ve bu etkinin
kalici olmadigi bulunmustur. Belirli bir slire sonunda bu ilagla tedavi edilen
hastalarda hastaligin ilerleme dizeyinin ve bilissel/fonksiyonel gerilemenin
kullanmayanlarla kiyaslandiginda anlamli derecede degismedigi belirlenmistir[115].
Sonug olarak bu ilaglarin semptomatik fayda saglamakla birlikte uzun sireli tedavi
edici etkilerinin olmadigi ortaya konmustur. Glinimiizde bazi arastirmacilar
kolinerjik sistemin hastaligin etiyolojisinde rol oynamadigini 6ne siirmektedir.
Literatlirde hastaligin erken dénemlerinde kolinerjik deplesyonun varligiyla ilgili
birbiriyle celisen pek cok calisma yer almaktadir. Hastaligin erken dénemlerinde
medial temporal lobda kolinerjik azalma oldugunu gosteren calismalarin [31] aksine
Davis ve ark. (1999) [32]kolinerjik belirtegleri inceleyerek kolinerjik ileti azalmasinin
erken evrede degil hastaligin geg¢ evrelerinde ortaya ¢iktigini 6ne sitrmuslerdir.
Ancak daha sonra yapilan arastirmalarda erken dénemde kolinerjik inervasyon
kaybinin hayatta kalan kolinerjik sinaplarda artan ChAT seviyesiyle kompanse
edilebilecegi gosterilmis, ayrica kolinerjik néronlarda kayip olmasa da
fonksiyonlarinda ve hiicresel bitinliklerinde bozulma olabilecegi gosterilmistir.

Gunlmuzde kolinerjik zayiflamanin hastaligin yegane nedeni olmadigi gorisi
yaygin olarak kabul edilmistir. Bu géris AChEI'nin klinik uygulamalarinda hedeflenen
terapétik etkinin saglanamamasi [116]ve kolinerjik hasarin sicanlarda ciddi hafiza
bozukluguna yol agmamasi ile desteklenmistir[117]. Kolinerjik hasarin AH’de tek
basina nedensel bir role sahip olmadigl ancak hastaligin patofizyolojisinde etkili
oldugu dusunilmektedir. Kolinerjik sistemde gozlenen degisikliklerin roliine dair
farkli gorisler ortaya atilmistir. Hastaligin multifaktoriyel bir etiyolojiye sahip
oldugunu 6neren calismalar (Sekil2.1) ve hastaligin gelisimi sirasinda kolinerjik
aktivitede bozulma oldugunu gosteren kanitlar [118, 119]dikkate alinarak kolinerjik
tikenmenin  beynin  diger  toksik  etkenlerikompanse etmeyetenegini
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zayiflatarakhastaligin gelisiminde etkili oldugu disiiniilmektedir. Bu konudaki bir
diger yaklasimda kolinerjik aktivitenin azalmasinin amiloid birikimleri neticesinde
gercgeklestigi ve kognitif bozuklukla neticelenen istenmeyen bir déngliyl baslattig
seklindedir[112].Kolinerjik sistemin norokoruyucu etkisinin nAChR agonistleri
(nikotin) yada indirek olarak AChE inhibitorleri ile ACh seviyesinin arttirilmasiyla
nAChR stimilasyonu yoluyla gergeklestigi bulunmustur. In vitro ¢alismalarda
nikotinin kortikal ve hipokampal ndronlari N-metil D- aspartat (NMDA) ve AB aracili
toksisiteye karsi korudugu gosterilmistir [120, 121]. Alzheimer hastaliginda
noropatoloji ve bilissel zayiflamanin 6nlenmesinde muskarinik agonistlerde umut
vaad edici olmakla birlikte henlz bu konuda fazla ¢alisma bulunmamaktadir[122,
123]. Nikotinin inme, Parkinson, huntington ve travmatik beyin hasari gibi
norodejenerasyonun gorildigu kosullarda da koruyucu etki géstermesi nikotinin
nAChR aracili koruyucu roliini destekler niteliktedir. Alzheimer hastalarinda
hipokampis ve korteksde hem nAChRs hemde mAChRs protein seviyesinin azalmasi
diger patolojik degisimleri arttiran ve diger risk faktorlerinin etkilerinin
baskilanmasini  dnleyici bir olgu olarak gorilmektedir[124].insan ve hayvan
¢alismalarindan elde edilen sonuglara dayanarak hastalikta gozlenen kolinerjik
anormallikler kolin transportunun bozulmasi, asetilkolin saliniminin degisimi,
reseptor ekspresyonunun azalmasi, kolinerjik hiicrede nérotropin seviyesinin
dismesive aksonal tasimanin zarar goérmesi seklinde siralanabilir. Kolinerjik
anormalliklerin davranis ve bilissel fonksiyonlarin yani sira amiloid birikimde de rol
oynayabilecegi disinlilmektedir. Bu nedenle kolinerjik terapi yaklasimlari halen
gecerliligini korumaktadir.

2.3.4. Alzheimer Hastaligi Oksidatif Stres Hipotezi

Yaslanmanin fizyolojik nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte serbest
radikal teorisi yaslanmanin ve yashlikla iliskili hastaliklarin artan oksidatif stresin
hiicresel dejenerasyona yol acarak bu silirecte temel bir rol oynadigini ifade
etmektedir[125]. Yasla iliski norodejeneratif hastaliklarda serbest radikal miktarinda
gozlenen artis ile ndronlarin bu hasara karsi daha duyarli olmasi 6nemli
karakteristikler olarak belirlenmistir. Bu nedenle AH gelisimi ve ilerleyisinde serbest
radikal Uretiminin  6nemli bir role sahip oldugu distnidlmektedir [126,
127].N6ronlarin belirli nedenlerden dolayi serbest radikal hasarina daha duyarl
oldugu ifade edilmistir. Bunlar soyle siralanabilir: () Noronlar gerekli enerjiyi
saglamak icin mitokondride gerceklesen oksidatif fosforilasyon reaksiyonlarina
oldukga bagimhdir. (Il) Membranlarinda bulunan yiiksek orandaki ¢oklu doymamis
yag asitleri lipit peroksidasyon reaksiyonlarinda substrat olarak kullanilabilmektedir.
(1) Yuksek seviyede bulunan iyonik haldeki demir serbest radikal reaksiyonlarini
katalize etmektedir. (IV) Endojen bir antioksidan olan glutatyonun seviyesi diger
dokulara gore daha dustktir[128, 129]. Mitokondrial oksidatif fosforilasyona ek
olarak monoamin oksidaz ile katekolaminlerin (epinefrin, norepinefrin),
indolaminlerin (serotonin, melatonin) enzimatik dénlisiminin; katekolaminlerin
otooksidasyonunun ve lipooksijenaz, siklooksijenaz enzimlerinin aktivitelerinin de
serbest radikal Uretimine neden oldugu bilinmektedir[126]. Alzheimer hastaliginda
arttigl tespit edilen serbest radikaller stperoksit (O,¢’), hidrojen peroksit (H,0,),
hidroksil radikali (OHe) ve nitrik oksit (NO) seklinde siralanabilir.
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Noronlarda antioksidan savunma sistemi pek cok yolla (retilen ROS'dan
kaynaklanabilecek hasarin 6nlenmesinde olduk¢a 6nemlidir.Bu sistem fizyolojik ROS
Uretimini  detoksifikasyon ile dengeleyen enzimatik ve non-enzimatik
antioksidanlardan olugsmaktadir. Antioksidan sistem (¢ temel baslik altinda
incelenebilir (Halliwell and Gutteridge 2007):

1. Enzimatik antioksidan sistem: Siuperoksit dismutaz enziminin mitokondride
(manganez bagimh form), sitozolde (ginko-bakir bagimh form) ve hiicre disinda
(demir bagimli form) olmak Uzere Ug¢ farkl forma sahip oldugu bilinmektedir.
Slperoksit dismutaz enzimi O,e-‘yi H,0,’ye donistirerek fonksiyon gérmektedir.
Selenyum bagimli GSH-Px ve CAT enzimleri enzimatik antioksidan sisteminin diger
Uyeleridir. Bu enzimler H,0,yi suya donistlirerek detoksifikasyon saglamaktadirlar.

2. Kiigiik molekul antioksidan sistem: Vitamin E ve vitamin C gibi molekiiller serbest
radikallerle reaksiyona girerek aktivitelerini distirmektedir.

3. Selator protein antioksidan sistem: Glutatyon gibi distuk molekiler agirhktaki tiol
gruplari iceren proteinlerdir. Bu proteinler metallerle bag yaparak serbest radikal
Uretimini katalize eden reaksiyonlari dnlerler.

invitro calismalarda amiloid plaklarda bulunan AB peptidinin toksik etkilerini
oksidan hasar aracigiyla gergeklestirdiginin saptanmasi AH’de oksidan hasarin
onemine iliskin hipotezi desteklemistir[126]. Behl ve ark. (1994) [125]AB
toksisitesinde rol oynayan faktorlerden birinin H,0, oldugunu ve bu nedenle
hicrelerde katalaz enzim aktivitesinin koruyucu fonksiyonunun 6nemli oldugunu
vurgulamislardir. Daha sonra yapilan bir ¢calismada AP toksisitesine direncli olan
PC12 hicreleri belirlenmis, bu hicrelerde yapilan incelemede direngli hicrelerin
yliksek miktarda katalaz ve GSH-Px icerdikleri tespit edilmistir [130]. Vitamin E gibi
antioksidan maddelerin AB’nin toksik etkilerini baskiladiginin saptanmasi oksidan
hasar ile AB toksisitesi arasindaki iliskiye dair hipotezleri kuvvetlendirmistir[131].
Amiloid B'nin endotel hiicrelerinde O,¢" radikali Gretimini tetikledigi ve bu siirecin
oksidatif ve peroksidatif reaksiyonlari indiikleyerek hiicre oOlimine yol actig
bulunmus, bu bulgular i1siginda oksidan hasarin dejeneratif hastaliklarda dnemli bir
faktor oldugu ifade edilmistir[132]. Amiloid B’nin yiksek konsantrasyonda
bulundugu plaklarda cinko ve bakir gibi metal iyonlarinin bir araya gelerek fazla
miktarda oksidatif reaksiyonun katalizlenmesine yol acip néronal toksisiteyiarttirdigi
belirtilmistir[18]. Ayrica, AH'de metal ve AB birikimi ile norojenerasyon miktari
arasinda bir korelasyon oldugu saptanmistir. Atwood ve ark. (1998)[133] bakirin
amiloid kiimelenmesini fasilite ettigini, bakir(Cu*?)-Ap kompleksinin H,0, tiretimine
yol acarak norotoksik etki gosterdigini belirlemislerdir. Bu bulgulara ek olarak,
Alzheimer hastalarinda yapilan nekropsi calismalarinda amiloid plaklarda bakir,
cinko ve demir metalleri yilksek konsantrasyonda bulunmustur[134]. Metal
iyonlarina ek olarak mikroglialardan salinan inflamatuar aracilarin AB birikimleri ile
etkileserek oksidatif yiiki arttirdigi belirlenmistir[135]. Tim bu calismalar oksidatif
stresin hastaligin gelisiminde 6nemli bir rol oynadigi goriisiini destekler niteliktedir.
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Alzheimer  hastalarinin  beyninde  gerceklestirilen  incelemelerinde
histopatolojik degisimlerin yanisira ROS kaynakli hasarin izleri de belirlenmistir
[136]. Yapilan galismalardan elde edilen sonuglar 6zetlenirse AB birikimlerinin O,
radikalinin ortaya ¢iktig1 enzimatik reaksiyonlari indiikleme yoluyla H,0; olusumunu
arttirarak oksidan hasar ve buna bagh hiicre o6limine yol actig
dislinilmektedir[38]. Hiicre 6liminiin sebeplerinden birinin AB’'nin neden oldugu
cesitli mekanizmalarla lipid membran vyapilarinin  peroksidasyonu oldugu
Onerilmistir[137]. Lipid peroksidasyon doymamis yag asitlerinin ROS ile etkileserek
hidroksil radikali tGretimi ile baglayan bir dizi reaksiyondur ve sonugta lipid zincirinin
yapisi yeniden diizenlenirken yeni serbest radikaller olusmaktadir. Béylece hasar
diger membran lipidlerine de yayilarak plazma membraninda yapisal ve fonksiyonel
hasar meydana gelmektedir [138]. Saglikh kisilerle karsilastirildiginda Alzheimer
hastalarinin beyin dokusunda lipid peroksidasyon seviyesinin ciddi diizeyde arttigi
tespit edilmistir[22, 137].Zira, noronlarin plazma membraninin arasidonik ve
dokosahekzaenoik asit gibi doymamis yas asitlerince olduk¢a zengin oldugu
bilindiginden lipid peroksidasyon hasarina yatkin olmasi beklenen bir sonuctur[136].
Bu yag asitlerinin oksidasyonu neticesinde dokuda MDA, 4-HNE ve akrolein gibi
cesitli aldehitlerin seviyesi artmaktadir. Bircok arastirmaci frontal, oksipital ve
hipokampis gibi farkli beyin bolgelerinde bu aldehitlerin seviyesinin yikseldigini
gostermis, hastalikta artan oksidan stres kosullarinda ROS kaynakli nérotoksik
reaksiyonlarin lipid peroksidasyona yol acarak nérodejenerasyonda dnemli bir etken
oldugunu vurgulamislardir[22, 136, 137, 139].

Reaktif oksijen turlerinin lipitlerin yani sira proteinleri de hedef alarak
protein zincirlerinde oksidasyona yol actigl bilinmektedir. Alzheimer hastalarinda
parietal bolgede ve hipokamplisde artan protein oksidasyonuna iliskin bulgular
tespit edilmistir[140].Ayrica, DNA’da oksidan hasar neticesinde Uretilen 8-hidroksi-
2-deoksiguanosin  molekiliniin - hastalarda niliklear ve mitokondrial DNA
orneklerinde arttigi bulunmus, bu bulgunun hastalarda DNA tamir mekanizmasinin
bozulduguna isaret ettigi 6ne strllmustir[141].

Alzheimer hastalarinda antioksidan savunma sistemi enzimlerinin
ekspresyonu ve aktivitesindeki degisim ile ilgili pek ¢ok calisma yer almaktadir.
Literatlrde yer alan incelemelerde Alzheimer hastalarinda SOD ekspresyonunun ve
aktivitesinin degisimiyle ilgili celiskili sonuclar elde edildigi dikkati cekmektedir [20,
24, 142].Serebral korteksde ve hipokamptisde SOD aktivitesinde belirgin bir azalma
oldugunu gosteren bulgularin [21, 143]yani sira kontrollerle kiyaslandiginda SOD
aktivitesinde fark olmadigini gosteren galismalarda bulunmaktadir [20, 24]. Post-
mortem incelemelerde dokudaki enzim aktivitesi hizla azaldigindanarastirmalarda
biyokimyasal oOl¢limler oncesindeharcanan zamandaki farkhliklarin bu celiskili
sonuclara yol acabilecegi distinilmektedir.Padurariu ve ark. (2010)[22] Alzheimer
hastalarinda ve hafif bilissel bozukluk gézlenen yash bireylerde serum SOD enzim
aktivitesinin azaldigini ve buna paralel sekilde MDA seviyesinin arttigini
belirlemislerdir. Benzer bicimde hastalarda temporal korteksde azalan SOD
ekspresyonunun artan oksidan hasara karsilik yetersiz kalan antioksidan savunma
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mekanizmasinin gostergesi oldugu ifade edilmistir[144]. Bununla birlikte daha
onceki yayinlarda histopatolojik degisimlerin ve lipid peroksidasyonun en g¢ok
gozlendigi medial temporal lobda SOD aktivitesinde artis belirlenmis, bu artisin
serbest radikal olusumunu kompanse etmeye yonelik bir savunma mekanizmasi
olabilecegi 6ne surilmdistir [23]. Bu konuda goz onlinde bulundurulmasi gereken
onemli bir nokta da hiicresel olaylarin dinamik bir sire¢ oldugu ve hastaligin
ilerleyisine bagl olarak gozlenen degisimlerin farkli olabilecegidir. Hayvan
calismalarinda, SOD geninin inaktif edilmesinin farelerde AB oligomerizasyonunu
hizlandirmasi [145]ayrica AB peptidinin de SOD aktivitesini azaltmasi bu enzimin
hastaligin patogenezisindeki rolline isaret etmektedir[146]. Bu nedenle, SOD
aktivitesinin arttirilmasina yonelik ajanlarin oksidan hasari azaltarak koruyucu etki
gosterecegi ifade edilmistir[146, 147].

Alzheimer hastalarinda katalaz aktivitesini belirlemeye yonelik incelemelerde
serebellum, frontal korteks ve temporal korteksde katalaz enzim aktivitesinindiger
beyin bolgelerine gore arttigl, total beyin katalaz aktivitesinin ise kontrol grubu ile
kiyaslandiginda degismedigi belirlenmistir [21]. Ayni hastalarda yapilan bir baska
¢alismadaise parietotemporal, basal ganglia ve amigdala bdlgelerindeki katalaz
aktivitesinin azaldig saptanmistir [20]. Alzheimer hastalarinda katalaz aktivitesiyle
ilgili postmortem dokuda gergeklestirilen incelemeler SOD enzimiyle iliskili bulgulara
benzer sekilde hem 6lgim zamani hem de 6l¢lim yerindeki farkhliklardan dolayi tam
bir kesinlik kazanamamistir. Gergeklestirilen hiicre kiltlri c¢alismasinda AB’nin
katalaz enzimine baglanarak aktivitesini inhibe ettigi ve bodylece H,0,
parcalanmasinin buylk oranda 6nlendigi belirlenmistir [27, 148]. Ayrica yapilan
bircok calismada hiicre ortamina katalaz enziminin eklenmesinin AB’nin ROS aracili
toksik etkilerine karsi koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir[149, 150]. Bu calismalar
dikkate alinarak katalaz aktivitesini arttiran ya da mimik eden ajanlarin koruyucu
etkileri transgenik hayvan modellerinde incelenmis, bu ajanlarin bazilarinin AB ve
tau ile iliskili sireclere etki ederek koruyucu oldugu saptanmistir [151]. Belirlenen
bu olumlu etkiler 1s18inda Alzheimer hastaliginda ROS kaynakli hasarin
onlenmesinde katalaz aktivitesinin arttirilmasinin faydali bir terapoétik yaklasim
olabilecegi ifade edilmistir

Antioksidan savunma sisteminde yer alan bir diger onemli enzim glutatyon
peroksidaz enzimidir. Alzheimer hastalarinda hipokampus, amigdala ve piriform
korteksde glutatyon rediiktaz ve GSH-Px aktivitelerinin ylikseldigi bulunurken [24],
ayni kisilerin frontal, temporal ve serebellar korteks bolgelerinde yapilan 6lciimlerde
GSH-Px aktivitesinin degismedigi izlenmistir[25]. Rinaldi ve ark. (2003) [152]ise
hastalarin serum o&rneklerinde gerceklestirdikleri incelemede GSH-Px ve SOD
aktivitelerinin azaldigini saptamislardir. Yakin zamanda gergeklestirilen bir diger
¢alismada benzer sekilde hastalarin serum GSH-Px seviyesinin azaldigini gostererek
bu bulguyu desteklemistir[22]. Ayrica, GSH-Px aktivitesine bagl antioksidan etkide
onemli rol oynayan GSH seviyesinin de Alzheimer hastalarinda azaldigi ve GSH
seviyesinin bilissel skorlarla oldukga korele oldugu belirlenmistir [26]. Ayrica hayvan
¢alismalarinda gergeklestirilen immuinohistokimyasal analizler AB 42'nin ventrikiiler
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enjeksiyonununhipokampds, parietal korteks ve piriform korteks alanlarinda GSH ve
GSH-Px miktarlarini azalttigina isaret etmektedir [28]. Nitekim, Pocernich ve
Butterfield 2012 yilinda yayinladiklari makalede [153]en 6nemli endojen antioksidan
bilesiklerden biri olan GSHIn miktarinin arttirilmasinin  AH’'nin ilerleyisinin
durdurulmasinda potansiyel bir terapotik yaklasim oldugunu belirtmislerdir.

Amiloid B’ninoksidan hasara etkisi

Bugiline kadar yapilan yayinlardaAH’de gozlenen oksidan sireclerde AB’'nin
pekgok farkh molekiiler mekanizma araciligiylaetki gosterdigi belirlenmistir. Amiloid
B peptidine maruz birakilan insan ve sican dokularinda oksidatif stresin arttigi bircok
calismada gosterilmistir  [154].Nitekim, in vitro c¢alismalarhiicrelere AR
uygulamasinin H,0, ve lipid peroksitleri arttirdigini gdstermistir{15, 16, 125]. Bu
bulguyla uyumlu olarak AH transgenik farelerde H,0, ve NO Uretimi artmis, protein
ve lipidlerde oksidatif modifikasyonlar gozlenmistir[155]. Hipokampal kiiltirde AP
aracitli ROS retiminde NMDA kanal aktivasyonu ve hizh Ca artisinin etkili
oldugu[156], oksidan hasarin sinaptik bozulma ve ndéron kaybinda rol aldig
saptanmistir[157]. Ayrica AB’nin hastalikta oksidatif stresle iliskilendirilenglikalize
protein iretimindeki artista 6nemli rol oynadig1 saptanmis, AR bagimli nitrooksidatif
stresle iliskili enzimatik reaksiyonlarin glikasyon vetau fibrilasyonunu tetikledigi
bulunmustur[154, 158]. Daha o6nceki bir calismada AB’nin reaktif nitrojen
turlerinintretimini NF-kB araciligiyla arttirdigi saptanmistir[159]. Bu etkilesimlerin
yani sira AB’nin metallerle reaksiyona girerek néronal hasar ve oksidasyonu
giclendirdigi de bilinmektedir[18].

Oksidan hasar AP indukli sitotoksisitede rol alirken buna ek olarak
ABuretimini de fasilite etmektedir. Antioksidan savunma sistemindeki kusurlarin
oksidatif stresi arttirarak amiloid birikimini arttirdigi transgenik hayvan
calismalarinda  gosterilmistir[160]. APP  transgenik  hayvanlarda MnSOD
ekspresyonunun arttirilmasi protein oksidasyonunu azaltip antioksidan savunma
kapasitesini arttirarak amiloid plak birikimini ve bilissel azalmayi dizeltmistir [161].
Oksidatif stresin alfa sekretaz aktivitesini azaltip, c-Jun N-terminal kinaz (JNK)
yolagini aktive ederek beta ve gamma sekretaz aktivitesini arttirarak amiloid beta
olusumunu fasilite ettigi saptanmistir[162]. Alzheimer hastalarinin beyin dokusunda
yapilan incelemelerde de JNK sinyalinin aktive oldugu ve beta sekretaz (BACE), PS1
ekspresyonunun artisinin bulunmasi, artan oksidatif stresin JNK gibi redoks
dengesine hassas yolaklari tetikleyerek amiloid (retimini arttirabilecegi ortaya
konmustur[163]. Dislik seviyedeki AP peptidinin normal hiicre fonksiyonlarinda
gorev aldigi ve hiicrenin redoks durumunu dengeleyici etki gosterebilecegi ancak
anormal birikimin ve belirli formlarin artisinin oksidan hasari arttirarak néronal
fonksiyonlari bozarak AH patogenezisinde rol aldigi distinilmektedir.

Tau proteinininoksidan hasardaki rolii

Senil plaklarin ve NFTlerin olusumda etkili olan oksidatif stresin
tetiklenmesinde tau proteininin de roli oldugu 6ne sirilmuis, fosforile tau
proteininin serin rezidileri ile etkileserek oksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir
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[164]. ik defa 1994 yilinda hastalarin beyin dokularinda gerceklestirilen analizler
neticesinde tau proteininin oksidan 6zelliklerinin olabilecegi ortaya konmustur. Bu
calismada fibril birikimlerindeki tau’nun glikasyon gibi non-enzimatik reaksiyonlar
icin hedef oldugu ve noronal disfonksiyonun gozlendigi bolgelerde glikalize tau ile
birlikte yliksek miktarda MDA tespit edilmistir[159]. Glikasyon mekanizmasinin AB
ile uyarnldigi ve glikasyon neticesinde ortamda artan ROS ve NO’nun tau
konformasyonunda degisime neden olarak helikal filamentler seklinde
¢okmesineyol agtigl saptanmistir [158]. Ayrica, anormal proteolitik islemlerle iligkili
olarak ortaya ¢iktig1 dislintlen ‘“Trunscated’ tau proteininin de oksidatif hasarda rol
aldig belirlenmistir. Trunscated’ tau’nun glial hiicrelerde nitrik oksit Gretimini 6 kat
arttirdigi ve oksidatif stres indikleme kapasitesi oldugu gosterilmistir[165].

Niikleer faktor kappa B'nin oksidan hasara etkisi

Nikleer faktor kappa Benfeksiyon, stres, inflamasyon ve apoptosis’e cevap
olarak aktive olan bircok geni dizenleyen bir transkripsiyon faktoriidir. Bu
transkripsiyon faktérinin amiloid plaklarin gevresindeki astrositlerde ilgili sinyal
kaskadini tetikleyerek reaktif nitrojen tirlerinin Uretimini saglayan enzimlerin
ekspresyonunda rol aldigi gosterilmistir.  Amiloid B uygulanan farelerde
induklenebilir nitrit oksit sentaz enziminin (iNOS) indlksiyonununve NOiretiminin
NF-kB aracihgiyla gerceklestigi belirlenmistir[13]. Combs ve ark.
(2001)[166]gerceklestirdikleri hiicre kiltirl calismasinda NF-kB aktivasyonunun AH
patofizyolojisinde rol aldigini gdstermislerdir. Bu ¢alismada fibriller AB ile muamele
edilen hiicrelerde NF-kPB araciligiyla inflamatuar sitokin timoér nekroz faktor alfa
ekspresyonunun tetiklendigi ve bu slrecin iNOS stimiilasyonu devaminda NO ve
peroksinitrit olusumu ve apoptosis ile sonuglandigini saptamislardir. Ayrica NF-
kB'nin BACE ekspresyonunu etkileyerek AB olusumunda artisa neden oldugu
bulunmustur[167]. Bu c¢alismalar AB toksisitesinde NF-kB ile iliskili sinyalleme
kaskadlarinin tetikledigi oksidan mekanizmalarin rollini ispatlar niteliktedir.

ileri glikasyon son iiriinlerininoksidan hasar ile iliskisi

ileri glikasyon son Uriinleri (advancedglycation end products, AGE) seklinde
siniflanan bilesikler indirgenmis seker ile okside lipit, protein ve nikleik asitlerin
non-enzimatik etkilesmeleri neticesinde olusmaktadirlar[168]. Artan AGE’lerin
proteinler arasi ¢capraz baglar kurarak yada reseptorlerle etkileserek bircok hiicresel
yapinin kimyasal ve fonksiyonel 6zelliklerini modifiye edip oksidatif stres, morfolojik
ve inflamatuar degisiklikler gibi dejeneratif hastaliklarin patogenezisinde yer alan
mekanizmalar tetikledigi bilinmektedir[169]. Arastirmalarda AGE molekillerinin
yaslanma, oksidatif stres ve hiperglisemi kosullarinda dramatik derecede arttigi
saptanmistir [170]. Degisen olusum ve degradasyon islemleriyle birlikte genetik
faktorlerinde kisilerde AGE metabolizmasini etkileyerek AH benzeri patolojilerin
gelisimine zemin hazirlayabilecegi distinilmektedir[19].90’li yillarda gerceklestirilen
calismalarda Alzheimer hastalarinda senil plaklarda ve NFT’lerde biriken AGE
molekillerin  saptanmasi bu gorisii desteklemektedir [171]. Olusan AGE
molekillerinin O ve H,0, olusumunu indikleyip hiicre icindeki yapilari modifiye
ederek gen transkripsiyonu gibi pek cok islemle etki gosterebildigi bilinmektedir
[172]. Ayrica AGE molekiillerinin 6zellikle néronlar ve mikroglialarda eksprese edilen
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RAGE ile etkileserek noroinflamasyonu tetikleyip noronal stresi
arttirdigisaptanmistir [173]. Alzheimer hastalarinda belirlenen AGE ve RAGE artisinin
CA3 bolgesinden tiim hipokamplis ve serebral kortekse yayillmasi AGE kaynakli
oksidan stresindebu yol Gizerinden ilerledigi seklinde yorumlanmigtir[174]. Ayrica AB
peptidinin RAGE ile etkilesebildigi ve kan damarlarinda bulunan RAGE’lerin AB
peptidlerinin dolasimdan beyin dokusuna gegisini saglayarak beyindeki birikimi
fasilite ettigi izlenmistir. Tim bu bulgular dikkate alinarak AGE ve RAGE
birikimlerinin hastaligin patogenezinde dnemli bir rol oynadigi ifade edilmistir[94].

Gegis metallerininoksidan hasardaki rolii

Demir, cinko, bakir (Cu) ve aliminyum (Al) gibi gecis metalleri AR peptidleri
ile direk etkileserek oksidatif reaksiyonlari katalize edip H,0, ve OHe. {iretimi ile
norotoksisiteyi arttirabilmektedirler[18]. H,0, ile reaksiyona giren Cu+2 iyonunun
redoks tepkimelerini katalize ederek AB oksidasyonuna ve aldehitlerin Giretimine yol
actigl gosterilmistir [175]. Demir iyonununda amiloid plaklarin ¢evresinde oldukca
ylksek konsantrasyonda bulundugu bilinmektedir. Bu ylksek konsantrasyona bagl
olarak ferroz demiri (Fe+2) ferrik demire (Fe+3) yikseltgeyerek OHe. radikalini
olusturan Fenton reaksiyonlari neticesinde néronal hasarlanmanin arttig
bulunmustur [176].

Aliminyum elementinin bu hastaliktaki roli tartismalidir. Hastalarin
beyninde biriken Al'in APP proteolizisini bozarak amiloid Gretimini hizlandirdig ve
metal selatorlerin amiloid plak ylikinl azaltabilecegi 6nerilmistir [177]. Fazla Al
birikimi OHe. Radikali Uretimi yoluyla protein, DNA ve membran lipidlerine zarar
vermektedir [177]. Ayrica, Al SOD aktivasyonuna yol acarken katalazi inhibe ederek
H,0, Uretimini arttirir. Buna karsilik Al'iln ayni zamanda Fe+3 iyonunu stabilize
ederek oksidasyon oranini azaltmasi AH’deantioksidan bir rolii olabilecegine isaret
etmektedir. Sonug¢ olarak kompleks bir patofizyolojiye sahip olan AH’de 6zellikle
bircok 6nemli enzimin kofaktorii olan metal elementlerinin etkilerinin birbiriyle
iliskili ve konsantrasyona bagli olarak degerlendiriimesinin gerektigi goz onlinde
bulundurulmalidir.

Mitokondriyel mekanizmalar ve oksidan hasar iligkisi

Mitokondri ATP sentezi, Ca**homeostazisi, hiicre 8limii gibi 6nemli hicresel
fonksiyonlarda temel role sahip bir organeldir. Mitokondride yer alan elektron
transport zinciri hiicrede ROS lretiminin temel kaynagidir ve mitokondri oksidatif
strese oOzellikle savunmasizdir. Mitokondri disfonksiyonu AH patogenezisinde yer
alan onemli bir faktordir. Alzheimer hastalarinda yapilan biyopsi calismalarinda
mitokondrinin kii¢lldigli ve mitokondriel protein ve DNA’nin sitoplazmada ve
vakuollerde oldugu belirlenmistir. Mitokondrial anormalliklere eslik eden oksidan
hasar artan 8-hidroksiguanosin ve nitrotirozin seviyeleri yardimiyla belirlenmis, bu
bulguyla uyumlu olarak elektron zincirinde 6neme sahip mitakondrial sitokrom
oksidaz aktivitesinde azalma saptanmistir. Elektron transport zincirindeki eksikligin
ROS liretiminde artisa ve enerji depolarinda azalmaya neden olarak nérodejeneratif
strece katki sagladigi diisiintilmektedir. Kanitlar AB’nin mitokondri lizerine direk etki
yaparak fonksiyonlarini bozdugu ve ndéronal 6lime yol actigina isaret etmektedir.
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Mitokondrideki AB varliginin mitokondri metabolizmasini bozdugu ve ROS artisina
yol actig1 gosterilmistir [178]. Amiloid B’nin mitokondri membraninda oksidan
hasara, protein mobilitesinin degismesine, enzim inhibisyonu ve permeabilite
artisini saglayarak membran potansiyelinin bozulmasina yol agtig gosterilmistir.
Mitokondride artan oksidan strese cevap olarak membran potansiyelini azaltarak
enerji Uretimini sinirlayankoruyucu mekanizmayi tetikleyen anyon tasiyic
proteinlerin ekspresyonunun da AH’de azaldigi belirlenmistir.

2.4. Alzheimer Hastaliginda Apolipoprotein E4 Allelinin Rolii

Apolipoprotein E 4 alleli baskinhginin AH gelisimi igin genetik bir risk farktori
oldugunun belirlenmesinin ardindan ApoE proteininin yapisal 6zelliklerini,
norobiyolojik fonksiyonlarini ve hastaliktaki patofizyolojik etkilerini incelemeye
yonelik pek ¢ok arastirma yapilmistir. ApoE, apoE2, apoE3 ve apoE4 olmak lzere
insanda en yaygin (g izoformu bulunan polimorfik bir proteindir. Apo E, lipoprotein
partiklllerinin  formasyonunubaslatmak ve spesifikhlicresel reseptorlerle iliski
kurarak lipit metabolizmasini yonlendirmek, néronal hiicrelerin reinnervasyonu ve
yeniden yapilandirmasinda fonksiyon gérmekgibi pek cok énemli role sahiptir [179,
180]. Bu rollerin izoforma 6zgl farklihk gosterdigi ayrica ApoE proteinlerinin
eksprese edildikleri hiicre tipine gore de farkl roller tasidiklari belirlenmistir.

Alzheimer hastaliginin patolojisinde ApoE proteinlerinin patolojik etkileri A
bagimli ve bagimsiz olmak iki grupta incelenebilir. ApoE3 daha hizli ve kararli olmak
Uzere hem ApoE3 hem deApoE4 izoformlari APpeptidleri ile kararli baglar
olusturabilmektedir [179, 180]. AstroglialApoE3’nin,ApoE4 izoformuna gore
ABpeptidlerine 20 kat daha fazla baglanabildigi saptanmistir(Huang, 2006; Kim et
al., 2009). Bu nedenle mutant insan APP geni tasiyan farelerde apoE3 lipit iceriginin
arttirilmasi, peptidin temizlenmesini arttirarak amiloid seviyesini azaltmistir [180].
ApoE2 ve apoE3’lUn apoE4 izoformuna goére daha fazla miktarda AP peptidini
temizleyebilmesi [181], birikimlerin astroglial degradasyonunda izoform tipinin
Onemine isaret etmektedir. Mikroglial AR temizlenmesi olciildiigiinde apoE4’ln bu
temizlenme miktarini %40 oraninda duslrdigli bulunmustur[182]. Ancak bu
bulgulara ragmen bu islemlerin AH’de ki bilissel bozukluga katkisi netlik
kazanmamigtir. Bunun en temel nedenihastalarda amiloid plak birikimlerinin miktari
ile bilissel semptomlar arasinda bir korelasyonun bulunmamasidir.

Apolipoprotein E3 izoformunun apoE4’den farkl olarak yasa bagli ya da
ekzitotoksisiteye bagl nérodejenerasyonda koruyucu oldugu bulunmus, néronlarda
ApoE4’lUn tek basina eksprese edildigi transgenik farelerde 6grenme ve hafiza
bozuklugu oldugu saptanmistir [183].Bilissel fonksiyonlarda goézlenen azalmanin
nedenleri incelendiginde ApoE4’Un sinaptogenezi bozarak dendritik spin
yogunlugunu azalttigi invivo ve invitro calismalarda tespit edilmistir[184]. Ayrica
noronal kok hiicrelerin nérogenezisinin ApoE4 ekspresyonu indiklenenfarelerde
azaldig1 gozlenmis ve bu azalisin bilissel bozukluga neden olabilecegi ifade edilmistir
[185]. izoformlarin nérit biiylimesine etkileri incelendiginde arka kék ganglion
hiicrelerinde ve noronal kiiltiirlerde apoE3’lin spin dallanma ve biylimesini uyardigi,
apoE4’ln ise inhibe ettigi gdzlemistir. Buna ek olarak, ApoE4’(in aksine astroglial
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apoE3’ln hipokampal néronlarda spin uzamasini sagladigi belirlenmistir. Bu
modellerde AB birikimi gozlenmedigi icin belirlenen degisikliklerin apoE4’iin AB’dan
bagimsiz etkileri oldugu soylenebilir. Ayrica, beyin hasari ve stres durumlarinda
noronal apoE ekspresyonununindiklendigi ve artan apoE4’(in proteolitik olarak
parcalanarak toksik fragmanlara ayrildigi belirlenmistir [179]. N6ronlarda Uretilen
ApoE4, ApoE3 izoformundan farkh olarak daha kolay proteolizize ugrar ve toksik
fragmanlara pargalanir (Huang, 2010). Hastalarda bu fragmanlarin seviyesinin arttigi
gozlenmistir [186]. Bu fragmanlari eksprese eden farelerde hipokamplisde gézlenen
dejenerasyonunyani sirauzaysal 6grenme ve hafiza bozuklugu da izlenmistir[187].
Bunun yani sira, ApoE4 fragmanlarinin tau fosforilasyonunu ve fibriller sekilde
kiimelenmesini tetikledigi belirlenmistir [179]. Noronal mitokondride de apoE4’e
bagh disfonksiyon gozlenirken [188]hastalarda bu alelin tasiyicilarinda E3
tastyicilarina gore daha fazla disfonksiyon saptanmistir [189]. Sonug olarak ApoE4
izoformunun AB bagimli ve bagimsiz olmak Uzere pek ¢ok farkli mekanizma
aracihgiyla néronal fonksiyonlari etkiledigi belirlenmis ve bu farkli etkilerin hastaligin
gelisimine ve ilerlemesine katkisinin anlasiimasi igin ilave ¢alismalara gereksinim
oldugu belirtilmistir.

2.5. Alzheimer Hastaliginda Kognitif Bozuklugun Temeli

Alzheimer hastaligi beyin agirliginda ve hacminde ciddi kayba neden olmakta
ve belirli beyin bolgelerini digerlerine oranla daha fazla etkilemektedir. Hastalikda
belirli beyin bolgelerine 6zgli néron kaybi gézlenmekle birlikte (6rnegin entorhinal
korteksde lamina Il piramidal hicreleri, hipokampis CA1l hiicreleri gibi), beyin
hacmindeki azalmanin bulyuk bir kismi bizilme ve ndéronal islemlerin kaybina
baghdir. Radyolojik goérintlileme tekniklerindeki gelismeler sayesinde hastalarda
yapilan morfometrik olgcimler bu konuda vyeni bulgular elde edilmesini
saglamistir[190]. Ornegin, magnetik rezonans gériintiileme ile kortikal kalinhigin
bircok beyin bolgesinde azaldigi tespit edilmistir. Bu azalisin hastalarda kognitif
bozukluk ile korele oldugu ve bu bulguyla hafif kognitif evreden ileri evreye
donisimiin dncelenebildigi saptanmistir [191].

Alzheimer hastalarinda ve hastalik riski olanlarda fonksiyonel manyetik
rezonans gorintlileme ile yapilan incelemeler anatomik degisimlerin Otesinde
noronal aglarin aktivitesinde de belirgin degisimler gergeklestigini belirlemistir.
Ornegin medial prefrontal korteks, posterior singulat korteks-ventral kuneus,
posterior inferior parietal lob ve hipokampal formasyon gibi daginik beyin
bolgelerini iceren“Default mod network (DMN)” adi verilenve beynin dinlenim
durumunda aktivite gosteren agda anormal aktivite ve baglanti degisimleri
gozlenmistir. Ayrica, hafiza gorevlerinin gergeklestirilmesi sirasinda hipokamptisde
hiperaktivite belirlenmis, bu aktivite artisinin hipokampis hacmindeki azalma ve
AH'de etkilenen bolgelerdeki anormal kortikal incelme ile korele oldugu
bulunmustur[191]. Transjenik hayvan modellerinde elde edilen elektrofizyolojik ve
biyokimsayal bulgularla da [10, 88]desteklenen bu gézlemler, hastalikta néronlarin
ve noronal aglarin aktivitelerini yitirmesinden ziyade asiri néronal aktivitenin
0grenme, hafiza ve diger kognitif fonksiyonlarla iliskili hassas néronal sliregleri
karistirdigina isaret etmektedir. Ayrica belirli néronal popllasyonlarin fazla

22



uyarilmasinin ekzitotoksisiteye ve bunun sonucunda da ndérodejenerasyona yol
actigl distindlmektedir. Bu baglamda AH’de 6zellikle erken baslangich hastalarda
gozlenen epileptik ndbet insidansindaki artis ilging bir bulgudur [10]. Transjenik
hayvanlarda yapilan calismalar bu komplikasyonlarin ndronal aglardaki aktivite
degisimlerinin yalnizca kiiglik bir kismini yansittigini ve bu olgunun tiim yoénleri ile
aydinlatilabilmesi igin genis kapsamh arastirmalarin  yapilmasi gerektigini
vurgulamaktadir [10, 88].

Elde edilen kanitlar AH’de néronlarin sinyal alp yolladigi sinaps ve
dendritlerin dejenerasyona karsi daha savunmasiz oldugunu gostermektedir. Néron
kaybi ile kiyaslandiginda sinaplarin ve dendritik spinlerin kaybinin kognitif
islevlerdeki azalmayla daha fazla korelasyon gosterdigi saptanmistir [192].
Sinaptodendritik seyrelme AH’de rol oynadigi diistiniilen cesitli faktoérlerle muamele
edilen néronal kiltlrlerde ve transjenik farelerde goézlenmistir. Bu modellerde
dejenerasyonu takiben gerceklesen sinaptik fonksiyonlarda azalma ve néronal
aglardabelirlenen asiri aktivite [10], bu tip degisimlerin hastaligin erken evrelerinde
etkili olduklarina ve ilerlemesinde rol oynadiklarina isaret etmektedir. Son yillarda
radyolojik gorintileme teknigindeki gelismeler hayattaki hastalarda patolojik
belirteglerin dedekte edilmesine imkan saglayarak tani dogrulugunu arttirmistir. Kan
dolasimina enjekte edilen ‘Pittsburg’ (PIB) bilesigi kan beyin bariyerini gecerek,
hastaligin tanisinda onemli bir patolojik belirte¢ olan fibril ABpeptid kiimelerine
(amiloid plak) baglanmaktadir. Baglanan bu bilesik pozitron emisyon tomografisi ile
tespit edilmektedir. Diger bir 6nemli patolojik belirte¢ olan nérofibriller kiimeleride
benzer sekilde belirleyebilmek icinde yeni radyofarmasotik ajanlar gelistirilmistir
[193]. Bu patolojik degisimlerin belirlenmesi hastaligin tanisi icin olduk¢a 6nemli
olmakla birlikte bu etkenlerin kognitif azalmadaki rolli halen kesinlik kazanmamustir.
Histopatolojik yada radyolojikmetotlarla belirlenen amiloid plaklarin miktarinin
fonksiyonel bozukluklarla korelasyon gostermedigi hatta oldukga fazla plak birikimi
belirlenmesine karsin normal kognitif fonksiyonlara sahip insanlar oldugu tespit
edilmistir [194]. Buna karsin artan PIB baglanmasi ile bes yil icinde AH gelismesi
arasinda nedensel olabilecegi ileri sirtlen bir iliski belirlenmistir [195]. Ancak,
otozomal dominant AH vakalarinda sporadik AH vakalariyla kiyaslandiginda 6zellikle
basal ganglia’da daha ylksek PIB baglanmasi olmakla birlikte, bu bdlgeye 6zgii
ekstrapiramidal motor bozukluk gozlenmemektedir[196]. Dahasi, ¢Ozilebilir
olmayan amiloid fibrillerinin olusumunun 6nlenmesi ve ¢06zinlr oligomerlerin
olusumunun desteklenmesi klinik olarak AH’ye benzer bir sendroma neden olsa da
serebral PIB baglanmasininda belirgin bir artisi neden olmamistir [197]. Ek olarak,
AH hastalarinda PIB kimelenmesinin paterni sporadik vakalarla APP lokus
duplikasyonu olan vakalar arasinda farklilik géstermektedir[198]. Bu gozlemler ve
hayvan modellerinde elde edilen bulgular hastaligin ve goézlenen kognitif
bozulmanin arkasinda yatan temel mekanizmanin amiloid plaklar ve plaklarla iliskili
noritik distrofi oldugu gorisiini desteklememektedir [10, 192]. Benzer sekilde
hastalagin diger 6nemli histolojik belirteci olarak kabul edilen nérofibril kiimelerinin
de her kosulda néronal fonksiyonlari bozmadigl ve bu kiimelerin temel bileseni tau
proteininin bu yapidan bagimsiz olarak néronal disfonksiyona yol acabilecegi hayvan
modellerinde yapilan deneylerde gosterilmistir[102]. TUm bu ¢alismalar 6zetlenirse,
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AH’deki kognisyon azalmasinin temel bilesenleri olarak asiri néronal ag aktivitesi,
disfonksiyon, sinaps kaybi ve belirli néronal popllasyonlarin dejenerasyonu
sayilabilir. Tum bu anormalliklerin farkh faktoérler ve yolaklar arasindaki patolojik
etkilesimler sonucu olusmasi daha muhtemel gériinmektedir.

2.6. Alzheimer Hastaliginda Terapotik Yaklasimlar

2.6.1. Kolinesteraz inhibitorleri

Alzheimer hastaligindamerkezi sinir sisteminde selektif olarak goézlenen
azalan asetilkolin miktari vekolinerjik ileti bozulmasi ile karakterize edilen kolinerjik
yetmezlik hastaliginpatogenezisindeénemli bir role sahip oldugundan asetilkolin
miktarinin  arttinlmasinin  bilissel  fonksiyonlarda iyilesme saglayabilecegi
diistiniilmektedir. Amerikan Gida ve ilag Cemiyeti (FDA) 1993 yilindan itibaren
takrin, donepezil, rivastigmin ve galantamin olmak Uzere dort tane kolinesteraz
inhibitorinin Alzheimer hastalarinda kullaniimasini onaylamistir. Bircok merkezde
gerceklestirilen ¢alismalar donepezil, galantamin ve rivastigmin uygulamasi
neticesinde hastalarda kognitif ve ginlik hayatla iliskili genel fonksiyonlarda
iyilesme gozlendigi bildirilmistir. Gelistirilen ilaglarin hastalarda yaygin olarak
kullaniminda guvenlik, tolere edilebilirlik profili ve risk/yarar orani kritik bir 6neme
sahiptir. Donepezil ve galantamin kullanimina bagh yan etkilerin tolere edilebilir
sinirlarda oldugu, rivastigminin terapatik dozda kullaniminda ise bulanti ve kusma
gibi yan etkilerin insidansinin yiksek oldugu belirlenmistir. Ancak bu ilaglarin
hastaligin ilerlemesine etkilerinin az ve gecici oldugu ifade edilmekte [199], bu
nedenle kombinasyon ila¢g uygulamalarinin terapdtik etkinligi arttirabilecegi
disinilmektedir. Yan etkileri daha az olan ve kolinerjik sistemin yani sira hastalikda
gozlenen diger patolojik degisimlere de etki edebilecek multimodal ilaglarin
gelistirilmesine yonelik arastirmalar halen devam etmektedir.

2.6.2. Amiloid B Hedefli Tedavi Stratejileri

Alzheimer hastaliginin patofizyolojisine iliskin son yirmi yilda elde edilen
kanitlar 1siginda AP seviyesinin azaltilmasina yonelik ajanlar gelistirilmeye
cahisiimigtir. Amiloid B Uretiminin azaltilmasi igin amiloid prosesinde goérev alan beta
ve gamma sekretaz enzimlerini inhibe eden ilaglarin gelistirilmesi hedeflenmistir
[80]. Bu enzimlerin yapisi uzun siredir bilinmesine ragmen bu alandaki en 6nemli
problem kan beyin bariyerini gegebilen ve diger proteinlerin (Notch ve voltaj kapili
sodyum kanallari gibi) kesilmesi siirecini etkilemeden APP kesimini spesifik olarak
inhibe eden ilaglarin gelistirilmesindeki zorluktur [80].

Hayvan deneylerinde beta sekretaz inhibit6rlerinin ventrikiler enjeksiyonu
AB 40/42 seviyelerini distrmustur. Ancak genellikle kiicik peptid yapisindaki bu
inhibitorlerin kan beyin bariyeri penetrasyonlari az oldugundan klinik uygulamaya
uygunluklari yoktur. Kan beyin bariyerini gecebilecek kiiciik molekiler yapidaki beta
sekretaz inhibitorlerini gelistirmeye yonelik calismalar yapilmaktadir. Ayrica, APP’nin
dimerizasyonu neticesinde azalan AR Uretiminin beta sekretazin proteinle
etkilesiminin bozulmasiyla iliskili oldugu 6ne siirlilmis boylece APP’de bazi yapisal
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degisiklikler olusturulmasinin belirli enzimlerin aktivitesini engelleyerek terapotik bir
fayda saglayabilecegi belirtilmistir.

Hayvanlarda yapilan galismalarda gamma sekretaz inhibitorlerinin plazma ve
serebrospinal sivida AB seviyesini azalttigi belirlenmis, gamma sekretaz ingibitori
olan tarenflurbil’in insanlarda da AP seviyesini benzer sekilde azalttigi ve iyi
derecede tolere ettigi saptanmistir. Ancak, faz Ill klinik galismasinda kognitif ve
fonksiyonel olgiimlerde herhangi bir fayda gdzlenmemesi Uzerine bu inhibitorle
iliskili calismalar sonlandiriimistir [200]. Alfa ve beta sekretaz APP’nin ayni kesim
noktasiyla etkilesmesi sebebiyle alfa sekretaz aktivitesinin arttiriilmasinin AP
seviyesini azaltabilecegi distnilmustir. Bu nedenle alfa sekretaz enzim yapisini
ortaya cikarmaya yonelik pek cok calismanin neticesinde adamalisin protein
ailesinden disintegrin ve metalloproteinaz domain tasiyan protein (ADAM) 10,17ve9
proteinlerinin alfa sekretaz aktivitesinde etkin oldugu bulunmustur. ADAM10
ekspresyonunun indiiklendigi mutant insan APP transgenik farelerde azalan amiloid
birikimlerinin yani sira uzun sureli gliclenmede (LTP)artis ve kognitif fonksiyonlarda
diizelme gozlenmistir [201]. Alfa sekretaz aktivitesini arttirmayi hedefleyen birgok
ajan halen incelenmektedir. Ornegin,protein kinaz C(PKC) aktivatérii ‘TPPB’
bilesiginin alfa sekretaz aktivitesini arttirdigi ve AB salinimini azalttig1 belirlenmistir
[202]. Ayrica, PKC ve alfa sekretazin membrana translokasyonunu etkileyen yada
PKC aktivasyonu araciligiyla alfa sekretaz stimiilasyonunu uyaran bilesikler gibi farkli
yolaklardan etki eden ajanlarin da hastalikta terapdétik potansiyeli olabilecegi
gosterilmistir.Gamma sekretaz inhibitéri olarak gelistirilen bir baska ilag ise faz Il
denemelerinde kognitif problemleri koétilestirdigi icin  durdurulmustur[203].
Blylime ve gelisimde roli olan Notch proteini de gamma sekretaz icin subtrat
oldugundan bu enzimin inhibisyonuna vyo6nelik c¢alismalar yon degistirmis,
modilasyonunun daha etkili olabilecegi ifade edilmistir. Enzimin modilasyonu
yoluyla kesim noktasinin kaydirilarak daha kigik fragmanlarin olusumunun faydal
etki gosterebilecegi belirtiimekle birlikte kicliik amiloid beta fragmalarinin
norotoksik etkilerini gosteren calismalar dikkate alindiginda bu modilatorlerin
etkinligi ve glvenilirliginin sinirlanabilecegi dusliniimektedir.

Amiloid Btemizlenmesini fasiliteederek biriken AR’nin miktarinin azaltiimasi
icin AB’ya 6zgu asllar gelistirilmis, bu immuinizasyonun transgenik hayvanlarda plak
birikiminiazalttigr gézlenmistir[204]. Ancak bu aktif imminizasyon metoduyla ilgili
arastirmalarda insanlarda ciddi yan etkilerin tetiklendigi belirlenmistir [205]. Tekrar
eden inflzyonlarla disik dozda anti-AB antikorlarinin verildigi pasif immunizasyon
calismalari ise halen devam etmektedir [206].

Amiloid B uretimi, degradasyonu ve kan beyin bariyerinden transportu
arasinda kinetik bir denge vardir. Amiloid B’nin temizlendigi bilinen ‘vaskiler yolak’
olarak isimlendirilen vaskiler sisteme ek olarak AB degrade eden enzimler olarak
siniflandirilan proteazlarinda bu temizlenme sirecinde etkin oldugu bulunmustur.
Neprilisin (NEP), insulin degrade edici enzim (IDE), endotelin gevirici enzim (ECE),
angiotensin donustlrici enzim (ACE) gibi proteazlarin APR’y1 degrade edebildigi
saptanmistir.  Arastirmalarda NEP aktivitesinin yasla azaldigi belirlenmis,
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hayvanlarda NEP ekspresyonunun arttirilmasinin AR miktarini azaltirken uzaysal
hafizayi diizelttigi tespit edilmistir. Gen transfer ¢alismalarindan elde edilen olumlu
bulgular dikkate alinarak, NEP aktivitesini arttirabilecek kiglik molekillerin
bulunmasi amaclanmaktadir. Ornegin, epilepsi tedavisinde kullanilan valproic asidin
sicanlarda hipokamplisde NEP ekspresyonunu ve aktivitesini arttirdigi, hipoksiye
ugramis sicanlarda da hafiza bozuklugunu dizelttigi bulunmustur[207]. Ayrica,
hicre kilturd galismalarinda APPICDbileseninin de NEP transkripsiyonunu arttirdigy,
APPICD miktarina etki eden hiicreigi sinyal yolaklarinin da NEP protein seviyesini
arttirdigi  bulunmustur [208]. Dolayisiyla AB degradasyonunda etkili olan
proteazlarin direk yada ilgili sinyal yollari ile indirek olarak modilasyonunu saglayan
ajanlarin AB birikiminlerinin azaltilmasinda fayda saglayabilecegi kanisina varilmistir.

Bunlara ilaveten, AR peptidlerinin kiimelenmelerini énlemeye yonelik anti
fibrilizasyon saglayan ajanlarin etkileri halen incelenmektedir [209]. Bu yaklasimlara
alternatif olarak noronlari AR toksisitesine karsi daha direngli hale getirerek
hastalikta gézlenen patolojik degisimleri dnlenebilecegi dislinilmektedir.

2.6.3. TauHedefli Tedavi Stratejileri

Son vyillarda tau proteiniyle iliskili hiicresel mekanizmalar ve AH’de tau ile
baglantii molekiiler degisimler hakkinda daha fazla bilgi elde edinilmistir.Bu
nedenle tau ile iliskili terapotik yaklasimlara ilgi artmistir[102]. Metilen mavisinin
tau-tau etkilesimini ve tau miktarini azalttig1 tespit edilmistir [210]. Dolayisiyla,
Alzheimer hastalarinda fenotiyazin metilen mavisi uygulanan faz Il klinik
deneylerinde hastaligin ilerleyisinin yavaslatabilecegine dair olumlu sonuglar
alinmasi[211], baska bir metilen mavisi ajaniyla iliskili faz 11l deneyleri planlanmasina
neden olmustur. Ayrica, hastaligin patogenezisinde rol alan anormal tau
fosforilasyonunda etkili olan enzimlerde ilag gelistiriimesi icin hedef olmakla birlikte,
bu enzimlerin ¢ok vyonli fizyolojik etkileri bu konudaki arastirmalari
sinirlamaktadir[102, 104].

Alternatif bir yaklasimda merkezi sinir sistemindeki tim tau seviyesinin
azaltilmasidir. Farelerde endojen tau seviyesinin %50 oraninda azaltilmasininAB ve
apoE4 fragmanlarini azaltip néronal ve kognitif bozuklukda diizelme sagladigi
gosterilmistir[102]. Bu nedenle tau seviyesinin azaltilmasi icin direk olarak taunun
ya da ekspresyonunu ve temizlenmesini diizenleyen molekiilleri modile edebilecek
ajanlarin gelistirilmesi hedeflenmektedir. Ornegin, tau’nun ubiquitin yoluyla
temizlenmesinde araci bir protein oldugu belirlenen CHIP’in seviyesinin
azaltilmasinin tau birikimlerini arttirdigi ve hastalarin beyninde CHIP seviyesinin
dislik oldugu belirlenmistir [212]. Tau’nun mikrotibidl baglanma o6zelliklerini
degistirerek kiimelenmesine yol acip ubiquitin yoluyla temizlenmesini 6nleyen
asetilasyon mekanizmasinin engellenmesinin ve proteozom fonksiyonlarinin
arttirlmasinin  patojenik tau birikimini 6nleyebilecegi onerilmistir [101]. Tau
temizlenmesinin aktif immuinizasyon yoluylada hizlandirilabilecegi distnilmis, tau
transgenik farelerde tau birikimlerinin ve no6ronal disfonksiyonun azaldigi
saptanmistir [213].
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Alzheimer hastaligiyla ilgili tau transgenik hayvan modellerinde ve AP
oligomerlerine maruz kalan hicrelerde mikrotiibillerde vyapisal bozukluklar
gozlendiginden [102, 214], mikrotlbdl yapilarini destekleyen ajanlarin terapotik
potansiyeli olabilecegi dustnilmdistir. Yapilan preklinik deneylerde stabilize edici
ajanlarin tau transgenik hayvanlarda aksonal transportunu dizeltirken, motor
problemlerin 6nlendigi, mikrotiibll yogunlugunu korumada ve kognisyonda fayda
sagladigi tespit edilmistir [214]. Mikrotlbill vyapisindaki bozulmayr ve tau
hiperfosforilasyonunu azalttigi bilinen NAP (Activity-dependent neuroprotective
protein-derived peptide, (NAP))peptidinin hastalara burun yoluyla uygulandigi faz Il
klinik galismasinda olumlu sonuglar elde edildigi bildirilmistir[215].

2.6.4. Apolipoprotein EHedefli Tedavi Stratejileri

Apolipoprotein E’ye yonelik terapotik yaklasimda Apo E seviyesinininyada
ApoE’nin AR afinitesininin arttirilarak AB temizlenmesinin fasilite edilippeptidin
birikiminin azaltilabilecegi dlstnilmektedir[180]. Ancak, Alzheimer transgenik
farelerde ApoE3 ve E4 ekspresyonlarinin arttiriimasinin beyinde amiloid birikimini
arttirdigi belirlenmistir[216]. Amiloid B ApoE etkilesiminin bloke edilmesi de
alternatif bir yaklasim olarak ortaya konmakla birlikte, ApoE’nin hem plak olusumu
hem de AP temizlenmesinde rol almasi bu konuda soru isaretlerine vyol
acmistir.Bununla birlikte, ApoE lipid igeriginin arttirilmasinin mikroglia ve astrositleri
aktive ettigi ve AR degradasyonunu tetikledigi gosterilmistir. Nikleer reseptor
stimilasyonunun beyinde AP birikimini azalttigi saptanmis, bu yolaginApoE
lipidasyonunu da arttirdigigéz oniinde bulundurularakgoézlenen AB azalisinin ApoE
bagimh mekanizmalarla iliskili olabilecegi onerilmistir[217]. Farkli nikleer reseptor
modadlatorleri ve ApoE aktivatorlerine yonelik calismalar da literatiirde yer
almaktadir[218].

Apolipoprotein E4 allelinin kendi domainleri arasindaki etkilesimin bu
izoformun hicreler arasindaki trafigini bozarak toksik etkilerinde rol aldig
bilindiginden, 6zel modelleme teknikleri kullanilarak bu etkilesimi bloke eden bir
molekil gelistirilmistir. Bu ajanin ApoE4 hiicreler arasi trafigini dizelterek bu
izoformun norit blylmesi, mitokondri fonksiyonlari ve AP Uretimi Uzerindeki
olumsuz etkilerini Onledigi saptanmistir [188]. Ayrica norotoksik apoE
fragmanlarinin temizlenmesi igin bu fragmanlari hedefleyen monoklonal antikorlarin
kullanilmasi da farkh bir terapotik yaklasimdir. Bunlara ilaveten, ApoE4
ekspresyonunun azaltilmasinin da toksik fragmanlarin olusumunu 6nleyebilecegi
ifade edilmistir[179]. Son olarak sentetik apoE mimetik peptidin de akut beyin
hasari gerceklesen farelerde ve hAPP eksprese eden Drosophila’da koruyucu oldugu
bulunmustur[219].

2.6.5. Metal Selatorleri

Amiloid prekiirsor proteinininkesilmesiyle iliskili molekiler islemlerde ve tau
hiperfosforilasyonunda metallerin (Cu, Zn ve Fe) rol aldigI bilinmektedir. Cinko ve
bakir selatorlerinin AB birikimini inhibe ettigi gosterilmis,bu iyonlarin AR ile
baglanmasini inhibe eden clioquinol molekilinin uygulandigi faz 1l klinik
deneylerinde bilissel fonksiyonlarin dizeldigi, plazma AB42 seviyesinin ve ginko
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konsantrasyonunun azaldigi bulunmustur. XH1, DP-109, PBT2 gibi diger metal
selatorlerinin de kognitif fonksiyonlari arttirdigi ve serebrospinal sivida Ap42
miktarinin azaldigl saptanmistir[220].

2.6.6. N-metil-D-aspartik Asit ReseptérAntagonist

Glutamat merkezi sinir sistemindeana eksitator noérotransmitterdir ve
o0grenme ve hafiza ile iligskili noéronal yolaklarda rol almaktadir. Alzheimer
hastaliginda anormal glutamat seviyesinin néronal disfonksiyon, hiicre 6limi ve
kognitif bozulmada rol oynadigi bilinmektedir. 2003 vyilinda FDA Alzheimer
hastaliginda NMDA reseptor antagonisti olan memantinin kullanimini onaylamistir.
Memantinin NMDA reseptor aktivitesini modile ederek hasarlanan hicreleri
onardigl ve anormal ekzitator sinyalleri azalttigi belirlenmistir[221]. Donepezil ile
memantinin birlikte uygulandigl hastalarda kognitif, fonksiyonel ve genel
semptomlarda anlamli bir iyilesme gozlenmistir[222].

2.6.7. Antioksidanlar

Son yillardaAH’de ana tedaviye yardimci olarak vitamin E [223], vitamin C
[224, 225], lipoik asit [226], ve kurkumin[227] gibi antioksidanlarin tedavi siirecine
katilmasinin fayda saglayabilecegi 6nerilmektedir. Bu ajanlarin serbest radikal
Uretimini azaltarak oksidan strese karsi koruma saglayip, noéronal hasari
azaltabilecegi ileri stirGlmustir. Sano ve ark. (1997) [224]klinik denemelerde vitamin
E aktivitesi en fazla olan alfa-tokoferoliin hastaligin ilerleyisini yavaslattigini ve
serbest radikal seviyesi azalttigini saptamislardir. invitro ve transgenik hayvanlarda
gerceklestirilen calismalarda vitamin E’'nin AP seviyesini ve kiimelenmesini azalttig
ve lipid peroksidasyonu onledigi belirlenmistir [228].Ancak belirli bir antioksidanin
uzun sireli ya da yiksek dozda kullanimi molekilin okside olarak pro-oksidan bir
madde haline gelmesine yol agmaktadir. Bu nedenle hastalarda bircok antioksidanin
uygun dozlarda kullaniminin toksik etkiyi azaltarak daha fazla fayda saglayabilecegi
disiinilmektedir[229]. Ornegin, alfa-tokoferoliin askorbik asit (vitamin C) ile birlikte
kullaniminin etkinligini arttirdigi saptanmistir [225]. Ancak, bir baska ¢alismada
hastalarda bir yil boyunca Vitamin E ve C'nin birlikte kullaniminin serebrospinal
sivida antioksidanlari arttirmakla birlikte klinik bulgularda bir fark yaratmadigi
gozlenmistir [230].Alzheimer hastalarinda B12 vitamininin serum seviyesiniazalttigi
belirlenmis, hastalara B12 vitamin takviyesinin azalan kognitif fonksiyonlar
gelistirdigi ifade edilmistir [231]. Ancak daha sonra gerceklestirilen arastirmalarda
B12 vitamininin hastalarda serum homosistein seviyesini dizeltirken, kognitif
bozuklugunun ilerleyisinde herhangi bir yavaslama saglamadigi belirtilmistir [232].

Alfa-lipoik asit kullanan hastalarda demans ilerlemesinin yavasladigi 6ne
strllmustir[233]. Bu konuyla ilgili calismalarda lipoik asitin vitamin C, E ve
glutatyon gibi diger antioksidanlarin geri dontsimini sagladigl, ACh Uretimini
arttirdigi.  ve  metal selatér gibi davranarak lipid peroksidasyonu
azalttigigosterilmistir. Bu bulgular dogrultusunda Alzheimer transgenik hayvanlara
etkisi test edilmis, lipoik asitin oksidatif degisiklikleri 6nlemekle birlikte AR
birikimine ve kognitif fonksiyonlara etkisinin sinirl oldugu ifade edilmistir [226].
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Benzer bir ¢alismada lipoik asitin uzun sureli kullaniminin hem kontrol hem de AH
transgenik hayvanlarda lipid peroksidasyonu azalttigi fakat AP seviyesini
etkilemedigi gozlenmistir [234]. Farkh antioksidanlarin birlikte kullaniminin
koruyucu etkilerini arttirabilecegi ongoriilerek Alzheimer hastalarindan elde edilen
fibroblast hiicrelerine lipoik asit ve N-asetil-sisteinbirlikte uygulanmis, oksidan hasar
ve apoptosisde kombine kullanima bagh olarak daha etkin bir azalma belirlenmistir
[235]. Benzer sekilde lipoik asit, L-karnitin ve dokosaheksaenoik asit iceren diet
uygulanan farelerde ROS Uretiminin demirce zengin diet uygulanan farelere goére
%57 oraninda azaldigi ve bilissel performansin arttigi saptanmistir [236]. Olasi
terapotik potansiyeli incelenen bir diger antioksidan da bir polifenol olan
kurkumindir. Lim ve ark. (2001) [227]gerceklestirdikleri ¢alismada kurkuminin
oksidatif stresi, amiloid plak olusumunu ve artisini azalttigl bulunmustur. Bir baska
calismada 3 hafta siureyle kurkumin kullaniminin sicanlarda oksidan hasara bagli
kognitif zayiflamayr azalttigi saptanmis, AH’de adjuvan bir ajan olarak
kullanilabilecegi 6nerilmistir[237]. Ancak, 6 ay sireyle kurkumintedavisi uygulanan
Alzheimer hastalarinda klinik bulgularda herhangi bir dizelme goézlenmemistir
[238].Benzer sekilde Ringman ve ark. (2012)[239] da6 ay streli kurkumin
uygulamasinin iyi tolere edilmekle birlikte kognitif ve biyokimyasal bulgularda
iyilesmeye yol agmadigini raporlamislardir. Ginkgo biloba [240]ve Ostrojen [241]gibi
diger antioksidanlarin denendigi klinik calismalarda da benzer sonuglar elde edilmis,
hastaligin ilerleyisi ve klinik semptomlarda bir degisiklik gdzlenmemistir. Kirmizi
sarapda oldukc¢a fazla miktarda bulunan bir polifenol olan resveratroliin birgok
organ sisteminde yaslanmayla ilgili stireclerde etkili oldugu saptanmis, Alzheimer
hastaliginin ilerleyisinin yavaslatilmasinda etkili olabilecegi distnilmdistir. Yapilan
hayvan deneylerinde bu polifenoliin antioksidan ve anti-inflamatuar etkiler ile AR
birikimini inhibe ederek nérokoruyucu etki gosterdigi belirlenmistir [242]. Gozlenen
bu etkilerin sitruin proteinlerininsalinimina yol agan yolaklarin aktivasyonuyla
olabilecegi vurgulanmistir. Alzheimer tedavisinde resveratrol metabolitlerinin
kullanilmasi insanda sirtuin bagimli ve bagimsiz sinyal yolaklarininve terapétik
potansiyeli planlanacak ¢alismalarin sonuglarina baghdir.

Alzheimer hastaligindadiet biciminde yada adjuvan olarak
antioksidanlarinkullanimi  duslik riskli, toksik etkisi az ve daha kolaytolere
edilebilirligi bir terapotik yaklagsim olarak kabul gérmektedir[243]. Ancak gliniimize
kadar klinik ¢alismalardadenenen ajanlarin bilissel fonksiyonlara ve amiloid
birikimine herhangibir etkisi gézlenmemistir. Sonuc olarak AH patogenezisi genetik
ve cevresel faktorlerin dahil oldugu kompleks bir slre¢ oldugundan hastaligin
ilerleyisini etkileyebilecek multimodal ilaglarin gelistirilmesi olduk¢a zor bir istir.
Maalesef gliniimizdeki tedavi yaklasimlari kognitif gerileme hizini gegici olarak
azaltip, hastalarda sinirli derecede iyilesme saglayabilmektedir. Ancak molekiler
hedeflerle ilgili artan bilgi birikimi potansiyel terapotik bilesiklerin hizlica
belirlenmesinive hastaligi 6nlemeye yonelik yeni ajanlarin gelistiriimesini mimkin
kilmaktadir.

2.6.8. Rosmarinik Asit
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Rosmarinik asit Artemisia capillaris, Calendulla officinalis, Melissa officinalis,
Salvia officinalis gibi bir¢ok bitkide bulunan dogal polifenolik bir bilesiktir. Bugline
kadar cesitli dokularda yapilan incelemeler neticesinde RA’nin antioksidan, antiviral
ve anti-inflamatuar etkileri bulundugu tespit edilmistir. Bu ozellikleri géz 6niinde
bulundurularak noérodejeneratif sireglerdeki molekiller degisimlere etki ederek
koruyucu olabilecegi 6ne siiriimistir.Nitekim, RA’nin sivrisinek kaynakli viral bir
hastallk  olan  Japon ensefalitinde  anti-inflamatuar  etki  goOsterdigi
bulunmustur[244].Alzheimer hastaliginda artan ROS’un kognitif zayiflama ve
noronal kayipta etkili oldugunu gosteren bulgular dikkate alinarak, RA’nin bu
patolojik degisiklikler Uzerine etkisi ¢esitli invitro ¢alismalarda arastiriimistir.
Rosmarinik asitin PC12 hiicrelerinde AB 42 indlkli ROS olusumunu ve lipid
peroksidasyonu doz bagimli olarak azalttigi, hiicre 6limuni 6nledigi bulunmus[58],
bu dogal bilesigin AR kaynakh oksidatif hasara karsi noroprotektif bir ajan olarak
tedavi amaciyla kullanilabilecegini ortaya koymustur. Reaktif oksijen tirlerinin
indikledigi hicre o6limine karsi benzer koruyucu etkileri astrositlerde ve
makrofajlarda da gozlemlenmistir[245]. Ayrica sicanlarda AR 25-35 uygulamasina
bagh reaktif nitrojen tlrlerini azaltmasinin yani sira hafiza bozuklugunun da
diizelmesinde etkili oldugu belirlenmistir [246].Diger yandan, RA’nin p38 MAP kinaz
yolagini inhibe ederek tau hiperfosforilasyonunu, kaspaz 3 aktivasyonunu ve DNA
fragmantasyonunu inhibe ettigi tespit edilmistir[58].

Amiloid B kimelenmesinindnlenmesini hedefleyen terapoétik strateji
kapsaminda RA’nin doz bagimh olarak AB40 ve AP42’den fibriller AB (fAPB)
olusumunu, uzamasini Onledigi ve ayrica olusan fibriller yapida Ap’larin
stabilizasyonunun bozuldugu in vitro ve in vivo olarak gosterilmistir[57]. Rosmarinik
asit uygulanan gruplarda AB birikimlerinin  azalirken  ¢ozllebilir AR
monomerlerininde arttigi saptanmistir. Bu etkinin biyokimyasal mekanizmasina
yonelik incelemelerdeRA’nin kisa bir karbonhidrat zinciriyle bagh iki fenol halkasinin
serbest AB’ ya baglanarak, AB’'nin fApR’ya polimerizasyonunu inhibe ettigini, ya da bu
yapinin fAB’ya baglanarak fAB’daki AR molekillerinin B-sheet konformasyonunu
destabilize ettigini 6ne strldlmistir [58].

Alzheimer hastaliginin patofizyolojisinde kolinerjik sistemin Oonemi goz
oninde tutulursa, RA’'nin beyin ACh norotansmitter sistemine olasi etkilerinin
ortaya ¢ikarilmasi bu polifenoliin terapétik potansiyelinin anlagilmasi bakimindan
onem tasimaktadir. Bir invitro ¢alismada RA’nin ACh seviyesini ve AChE aktivitesini
arttirdigi bulunmustur [59]. PC12 hiicrelerinde RA’nin mitogen aktive protein kinaz
(MAPK), ektraseliler sinyal regiile kinaz (ERK) sinyal yollarini etkileyerek nérotrofik
mekanizmalarin tetikledigi ve bu etkinin yanisira kolinerjik fonksiyonlari da
iyilestirdigi saptanmistir[59, 60]. Ayrica, daha 6nceki calismalarda RA’nin belirlenen
anksiyolitik etkisinin tirozin hidroksilaz, piruvat karboksilaz, MAPK gibi genlerin
ekspresyonunun ve onlarla ilintili dopamin, seratonin ve asetilkolin gibi cesitli
norotransmitterlerin seviyesinin moddilasyonu ile iliskili olabilecegi 6ne siirilmustur.
Tim bu sonuglar RA’'nin AH hayvan modellerinde belirlenen antioksidan ve anti
amiloidojenik etkilerinin yani sira hastalikta bozulan kolinerjik ileti Gizerine de etki
gostererek cok yonli terapotik bir ajan olabilecegine isaret etmektedir.
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2.7. Alzheimer Hastaligi ve Beyin Sinyalleri

Hans Berger ilk EEG g¢alismasini gergeklestirip, alfa osilasyonlarini
tanimladiktan sonra bu konuda bir¢ok klinik ve temel arastirma gergeklestirilmis,
uyku ve dinlenme gibi farkl kosullarda birgok osilatér patern tanimlanmistir. Ancak
daha sonra gergeklestirilen c¢alismalarda uyaniklik halinde ve bilissel sirecler
sirasinda kaydedilen spontan EEG kayitlarinin dugsiik genlikli, desenkronize bir
patern gostermesi, bu osilasyonlarin anestesi ve epileptik ndbetler gibi biling disi
durumlarla iligkili oldugunun distintilmesine yol agmistir. Bunun sonucunda bilissel
beyin siregleriyle osilasyonlari iliskilendirmeye yonelik ¢alismalara ilgi azalmistir.
Son yillarda artan teknolojik imkanlara paralel olarak gelisen deneysel metotlar
beynimizin nasil ¢alistiginin anlagilmasi, gesitli bilissel streglerle iliskili fonksiyonel
mekanizmalarin ¢éziimlenmesinde bilim adamlarina yol gosterecek yeni bulgular
saglamis, bu bulgular 1siginda ndronal osilasyonlarin bu sireglerdeki rollni
incelemeye yonelik ¢alismalar artmistir.

Sinirbilim alaninda osilator dinamiklerin analiziyle ilgili calismalarda, EEG’nin
tani yontemi olarak kullanilmasinin yani sira, yiksek temporal ¢éziinirlikle biligsel
islemlerdeki anormalliklerin belirlenmesine ve Alzheimer hastaliginin teshisine
olanak saglayabilecek gigli bir teknik oldugu belirtilmistir [41, 44].
Elektroensefalografi sinir hiicre gruplarinin dogal frekanslari olarak kabul edilen
farkl frekans bandlarindaki dalgalarin stper-pozisyonu ile (dalgalarin st Uste
binmesi ile) meydana gelen beynin elektriksel aktivitesidir.Yapilan EEG ¢alismalari
neticesinde, cesitli frekans bandlarindaki osilator aktivitenin bilgi islenmesinin
degisik asamalarini yansittigl, en basit bilissel fonksiyonlarin dahi olduk¢a genis
noral aglari aktive ettigi ortaya konmustur[247, 248]. Diger yandan, spontan
EEG’nin belirli periyodlarini inceleyerek elde edilen bilgilerin sinirlh olmasi nedeniyle
yakin zamanda AH ile iliskili calismalarda beyin fonksiyonlarinin gostergesi olarak
daha g¢ok uyarilmis ve olaya iliskin potansiyeller incelenmistir. Ses, 151k gibi uyaranlar
sonucunda degisiklige ugrayan EEG sinyalinin toplanip ortalamasi alinarak elde
edilen potansiyel degisiklikleri uyarilmis potansiyeller (UP), bir bilissel uyaran
sonrasinda EEG’de aciga cikan potansiyeller ise OIP seklinde tanimlanmaktadir.
Olaya iliskin potansiyeller duyusal bilginin islendigi noral aglarin yani sira, bilissel
sureglerle iligkili noral aglarin aktivitesini de yansittigl icin daha faydali bilgiler
saglayacagl dislintlerek tercih edilmektedir. Dolayisiyla ifade edilen o6zellikleri
nedeniyle Bipolar bozukluk, Sizofreni, Alzheimer gibi ¢esitli nérolojik hastaliklarin
patogenezini aydinlatmaya calisan calismalarda OIP sinyallerinin hafif bilissel
bozukluk ve AH ile ilgili erken isaretlerin belirlenip uygun terapdétik yaklagimlarin
gelistiriimesinde ve hastaligin prognozunun takibinde glvenilir bir biyogdsterge
olabilecegi belirtilmistir [248].

Alzheimer hastalarinda gerceklestirilmis UP ve OIP calismalarinda isitsel ya da gorsel
erken sensori  bilesenlerin  latenslerinin  ve  genliklerinin  degismedigi
gozlemlenmistir[249]. Goodin ve Aminoff 1987 [249]yilinda gerceklestirdikleri
¢alismada hastalardan kaydedilen olaya iliskin isitsel N1 ve P2 cevaplarinin
degismedigini saptamislardir. Ayrica, bu erken sensori bilesenlerin normal yaslanma
sirecinden fazla etkilenmemekle birlikte, subkortikal yapilarla ilintili Huntington ve
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Parkinson hastaliginda degistikleri bulunmustur [250]. Bazi ¢alismalarda hastalarda
patern ve flash uyari cevaplarinda P2 bileseninin latensinde uzama belirlenmis
[251], bu degisimin AH’yi diger demanslardan ayirmak igin kullanilabilecegi 6ne
strlilmustlir[252]. Ancak, daha sonra gerceklestirilen bazi calismalarda bu bulgular
teyit edilememis, hastalarda goérsel UP ve OIP cevaplarini normal degerlerde oldugu
ifade edilmistir [253]. Alzheimer hastalarinda rastgele nokta hareketlerinin goérsel
takibinde bozulma ile birlikte gorsel hareketle iliskili OIP’nin N2 bileseninin
genliginde ciddi bir azalma oldugu saptanmis, daha sonra bu N2 bileseninin
incelendigi pekcok calismada bu bulgu desteklenmistir [254].

Alzheimer hastalarindan kaydedilen spontan EEG’lerin gilic spektrumlari
incelendiginde oOzellikle temporoparietal bolgelerde delta ve teta bandlarindaki
aktivitenin arttigl, alfa bandindaki aktivitenin ise azaldigl tespit edilmistir [40, 41].
Alzheimer hayvan modellerinde ve AP uygulanan invitro deneylerde de benzer
sekilde spontan EEG aktivitesinde yavaslama saptanmistir [50]. Ayrica saglhkli
kisilerle karsilastinldiginda AH’de uzak yapilar arasindaki koherans degerlerinin alfa
ve beta bandlarinda azalmasi spontan EEG’de gdzlenen en yaygin bulgudur [42].
Alzheimer hastalarinda fotik uyari ile olusan UP’lerde alfa bandindaki (9.5-10.5 Hz)
koherans degerlerinin hemisferler arasinda ve ayni hemisfer iginde kontrollere gore
azaldigl saptanmistir[43]. Yakin tarihte yapilan baska bir ¢alismada ise Yener ve ark.
[45]hastalarda basit 151k uyaranindan sonra bi-parietal ve sag oksipital elektrot
alanlarinda yuksek teta osilator cevaplari gézlemlemislerdir. Osipova ve ark. [255]da
benzer sekilde AH hastalarinda temporal bolgede isitsel uyariyla tetiklenen
osilasyonlarin genliginin ylkseldigini saptamislardir. Bu bulgulara dayanarak duyusal
uyarilmis kortikal cevaplarda gozlenen artisin prefrontal bolgenin inhibitor
etkinliginin hastaliga bagli olarak azalmasi ile iliskili olabilecegi 6ne surilmustir.
Yayinlanan birka¢ OiP calismasinda da AH hastalarinda sol frontal ve sentral
alanlarin en fazla etkilenen bélgeler oldugu ve sentral bolgede en ¢ok etkilenen
frekans bantlarinin delta ve teta bandlari oldugu ifade edilmistir [45, 46]. Alzheimer
hastalarindan kaydedilen gorsel OiP’lerin giic spektrumlari incelendiginde delta
bandindaki pik genliginin sentral bélgelerde[46], isitsel OiP’lerin analizi ile de delta
bandinin genliginin frontal bolgelerde azaldigi saptanmistir[47]. Dolayisiyla, uyari
modalitesinden bagimsiz olarak goézlenen sentral ve frontal delta cevaplarindaki
azalmanin hastalardaki azalan frontal fonksiyonlarin ve karar verme bozuklugunun
bir gostergesi olabilecegi belirtilmistir. Bu bulgulara ek olarak, hastalarda gorsel
OiP’ler incelendiginde sentral bolgelerde delta bandinda [46] ve sol frontal alanlarda
teta bandinda faz kilitlenmesi degerlerinin distiugl izlenmistir [45].

Hastalara hafizayla iliskili farkh bir paradigma uygulanarak yapilan bir
calismada ise sentral ve temporal elektrotlar arasindaki koherans degerlerinin
azaldig1 [256], gorsel oddball paradigmasi kullanarak yapilan baska bir incelemede
de fronto-parietal kayit alanlarinda alfa, teta ve delta frekans bandlarinda koherans
degerlerinin azaldigi belirlenmistir [257]. Bilissel gorevler sirasinda azalan alfa, delta
ve teta cevaplarinin kortiko-kortikal baglantilarin hastaliga bagli olarak
zayiflamasiyla iliskili olabilecegi vurgulanarak, AH’de bilissel stimulasyon sonrasi
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disuk frekans bandlarindaki koherans fonksiyonunun tiim diger elektrofizyolojik
parametrelerden daha ¢ok etkilendigi 6ne strilmistir[41][256].

2.8. Uyumsuzluk Negativitesi

Uyumsuzluk negativitesi (MMN) bir dizi uyaridaki ani bir degisim neticesinde
ortaya cikan ve uyarinin baslangicindan 100-250 ms sonra oOzellikle temporal
alanlarda pik degerine ulasan bir OiPbilesenidir [258]. Otomatik dogasi nedeniyle
isitme sureglerinde dikkat dncesi bilissel islemlerle iligkili oldugu distiniilmektedir ve
bu nedenle isitsel korteksde primitif zekay! yansittigi One
strilmistiir[259].Uyumsuzluk  negativitesi ontolojik olarak OIiP dalgasinda
gozlenebilecek en erken biligsel bilesendir [260].

Uyumsuzluk negativitesinde kullanilan deneysel paradigma, ardi ardina
uygulanan bir uyari serisinde standart uyaranlar icerisine rastgele serpistirilmis nadir
uygulanan hedef uyaranlar igerir. Dolayisiyla, rasgele bir bicimde %5-20 olasilikla
verilen nadir (seyrek) uyaranin standart uyarana gore frekans, siddet veya sire
bakimindan farkl oldugu durumlarda MMN’nin olustugu gosterilmistir. En iyi isitsel
modalitede kaydedilen MMN’nin gorsel modalitede de ortaya ¢iktigl gosterilmistir.
isitsel MMN bileseninin  temporal ve parietal alanlarda en yiiksek
genliktekaydedildigi belirlenmis [258]. fronta-temporal ag tarafindan olusturuldugu
one surldlmastir [261, 262]. Uyumsuzluk negativitesinin 6zel gérev gereksinimleri
olmaksizin kisinin motivasyonundan bagimsiz ve dikkat olmaksizin elde edilebilmesi
farkl  klinik populasyonlarin test edilmesinde uygun bir metot olmasini
saglamaktadir[263]. Ayni zamanda MMN’nin isitsel sensori kesinlik icin tek objektif
belirleyici oldugu dusinilmektedir [264].

2.8.1. Uyumsuzluk Negativitesinin Néronal Mekanizmasi

Literatlirde MMN kayitlarini iceren veya MMN mekanizmasina yonelik pek
¢ok yayin olmasina ragmen bu bilesenin olusumunun altinda yatan nodronal
mekanizmalar halen tartisma konusudur. Yapilan yayinlarda bu mekanizmalara
yonelik iki temel hipotezin 6ne ¢iktigl izlenmektedir. Bu hipotezler sensori hafiza
teorisi ve adaptasyon hipotezi basliklari altinda incelenmektedir. Yakin zamanda
yapilan yayinlarda ise bu iki hipotezin birlestirildigi empirik Bayes teorisini temel
alan tahmine dayali kodlama ‘predictive coding’ yaklasimi bitinlestirici bir model
olarak 6nerilmektedir.

Sensori hafiza teorisi

Uyumsuzluk negativitesi bileseninin  dikkat ©Oncesi sensori hafiza
mekanizmalariyla iliskili otomatik bir degisim belirleme indeksi olarak gorilebilecegi
ifade edilmis[265],calismalarda MMN’nin nasil olustuguna dair pek cok goéris 6ne
surlilmustlr. Naatanen ve ark. 1992 yilinda yayinladiklari calismalarinda MMN’nin
gelen isitsel uyari ile bir 6nceki sesin hafiza izinin karsilastiriimasi neticesindeortaya
ciktigini 6nermislerdir [262]. Ayni paralelliktekidiger yayinlardada hafizadaki algi
modeline dayali tahminlegelen uyarinin c¢elismesi durumunda varolan algi
modelininyeniden diizenlenmesi gerektigi belirtiimistir.N6ronal agda bu yeniden
diizenlenme islemlerini tetikleyen hata sinyalininMMN bilesenini olusturdugu ifade
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edilmis ve bu goriis model yeniden ayarlanmasi hipotezi olarak adlandiriimistir[266].
Bu baglamda MMN gelen ve 6nceki uyarilarin karsilagtiriimasi yoluyla 6grenilmis
dizenlilikten sapmayl dedekte etme vyeteneginin bir gostergesi olarak
degerlendirilmistir [266]. Sonuc olarak bugline kadar bircok calismada desteklenmis
olan en yaygin goris 6grenilmis olan dizenli uyari bigiminde ortaya c¢ikan bir
degisimin uyumsuzluk belirleme islemiyle iligkili ndéronal mekanizmalarin
aktivasyonuna yol acarak MMN'yi olusturdugudur.

Uyumsuzluk negativitesinin olusumunda temporal bélgeyle iliskili sensori
hafiza mekanizmasina ek olarak digeri frontal bolgeyle iliskili otomatik dikkat
kaymasi mekanizmasininda rol aldigi ifade edilmistir[261]. Prefrontal bdlgedeki
noronal agin roli oldugu gorisi bu bolgede lezyon olan hastalarda MMN genliginin
kayboldugunu gosteren incelemeyle kuvvetlenmis [267], bu bdlgelerin MMN
bilesenine katkisinin zamansal dinamiklerinin de temporal boélgeye gore farkh

oldugu saptanmistir [268]. Bu hipotez temporal korteksde
bulunanuyumsuzlukbelirleme sisteminin prefrontal korteks tarafindan yukaridan
asagl olacak sekildemodiile edildiginin gosterilmesi ile de

desteklenmistir[269].Sinyal kaynaginin matematiksel modellerle hesaplandigi
calismalarda da MMN’nin kaynaklari bilateral olarak temporal korteks [260, 261] ve
sag prefrontal korteksolarak belirlenmistir [270]. Sensori hafiza mekanizmasi
temporal boélgeyle iliskilendirilirken, karsilastirmaya yonelik islemler prefrontal
bolgeye baglanmistir [261]. fMRI ve EEG’nin birlikte kullanildigi detayh ¢alismalarda
frontal bolgede iki pik oldugu gosterilmis, dipol modelleme teknigi ile iki zaman
penceresinde OIP bileseninin yersel dagilimi belirlenmistir [271]. Erken bilesenin
slperior temporal girusda bilateral dipollerle modellenebilecegi, ge¢ bilesenin ise
sol ve sag inferior frontal giruslarda bulunan dipollerle modellenebilecegi
gosterilmistir.

Ozetle, MMN 6nceki hafiza izine dayanan tahmine gére gelen uyarida bir
sapma tespit edilmesi durumunda elde edilmektedir. Bu hata sinyalindeki artis bir
degisim gerceklestigini ve beynin internal modelinin tekrar ayarlanmasi gerektigini
belirtmektedir. Eger hafiza izi halen aktif iken yeni bir uyari gergeklesirse otomatik
degisim saptamasi aktive olur ve MMN cevabi olusur [264]. Bu periyodun siiresine
ekoik hafiza denir ve normal bireylerde en az 10 s sireyi buldugu belirlenmistir
[272]. Bu perspektiften MMN’nin dikkat odaklanmasinda bir farklilasmayi tetikleyen
otomatik isitsel degisim saptama islemini yansittigi varsayilmistir [269].

Adaptasyon hipotezi

Jaaskeldinen ve ark., (2004)[273] MMN’nin fronta-temporal dinamikleri
yerine daha basit bir mekanizma olan lokal néronal adaptasyon mekanizmalarindan
kaynaklanan N1 cevabindaki gecikme ve azalma neticesinde olustugunu ifade
etmislerdir. N1(N100) cevabi uyarinin fiziksel 6zellikleri ile iliskilendirilmis erken
isitsel islemlerle iliskili negatif bir bilesendir. Calismada pespese gelen standart
uyarilarla ile iliskili N1 bileseninin genliginin isitsel korteksteki ilgili ndronlarin
adaptasyonuna bagh olarak azaldigl ve uzadigi bunun neticesinde N1 dalgasinin
farkli bir bilesenmis gibi yanlis bir sekilde yorumlandigi iddia edilmistir. Bu bilesenin
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genliginin tekrar eden uyarilarda baskilandigi gézlenmis, nadir ses 6ncesinde tek bir
standart uyaraninda MMN olusturdugu belirtilmistir.

Bu goruse karsit olarak Naatanen ve ark. (2005)[274] adaptasyon hipoteziyle
uyusmayan ¢esitli bulgular oldugunu ifade etmislerdir. Bu yayinda adaptasyon
hipotezinin gecerli oldugu durumda olugan MMN’nin siiresinin ve latensinin N1
bileseni ile uyusmasi gerektigi belirtiimis ve O6nceki calismalarda bu kosulun
saglanmadiginin saptandigi belirtilmistir[275]. Ayrica adaptasyon hipotezinin N1
bileseninin olmadig uyku durumunda yada bir uyari dizisinde bir uyarinin ortadan
kaldirilmasi durumunda goézlenen MMN cevabini aciklayamadigi vurgulanmistir
[276].

Adaptasyon hipotezine karsi ortaya konulan bir diger kanitta belirli bir
frekansa 6zgl adaptasyonun mimkin olmadigi paradigmalarda tonlardaki diizensiz
azalmalar yada azalan tonlar arasindaki artan wuyarilarin da MMN cevabi
olusturmasidir[277]. Ayrica N1 ile MMN’nin kafatasindaki yerlesimleri birbirine
uymamaktadir [261]. N1 genliginin kontralateral hemisferde daha biylk oldugu
izlenirken, MMN cevaplarinin sag hemisferde daha baskin oldugu saptanmistir
[278]. Horvath ve ark. (2008) [279]kullandiklari 6zel oddball paradigmasinda
N1letkisini azaltarak frekans degisimlerinin N1 bilesenini etkilerken MMN (zerine
etkili olmadigini géstermislerdir. Dipol modelleme teknikleriyle MMN kaynaginin
aktivasyonunun N1 kaynagininkinden once gergeklestiginin saptanmasi adaptasyon
mekanizmasliyla agiklanamayan bir baska bulgudur [280]. Bunun yanisira N1'den
farkh olarak MMN’nin frontal kaynaklarininda oldugu intrakranial kayitlardan elde
edilen kanitlarla belirlenmistir [281]. Sonuc¢ olarak bu bulgular adaptasyon
mekanizmasinin MMN olusumunda yer aldigini dogrulamakla birlikte, bu cevabin
olusumunu tek basina agiklayamadigina isaret etmektedir.

Tahmine dayali kodlama

Tahmine dayali kodlama  ‘predictive  coding’ teorisine  gobre
algi,beyindekiuyariya neden olan faktorle iliskilimodele dayali tahmin ile sensori
bilginin entegre edilmesi sonucunda ortaya cikmaktadir. Bu goris alginin her
seviyede asagidan gelen bilgi ile yukaridan gelen tahminlerin kiyasladigi, hiyerarsik
olarak organize olan noronal sistemlerde olustugunu 6n gormektedir(Sekil2.4).Bu
goris kapsaminda ylksek kortikal alanlarinsenséri bolgelerden gelen bilgiye
dayanarak dis dinyayla iliskili soyutlamalarini sirekli olarak yeniden yapilandirdigi
ifade edilmistir [282]. Bu amacgla gelen bilgide herhangi bir degisim ortaya ¢iktiginda
sensori asosiyasyon alanlari gelen bilgi ile tahminleri uzlastirmak amaciyla yukari
bolgelere uyarinin 6zelliklerinin tahmin edilemedigine dair bir hata sinyali Uretildigi
One slrilmistir[283].Bu sinyal ardindan hiyerarsik katmanlar arasinda iki yonli
baglantilarla iletisim kurularakoptimizasyon saglanmakta ve boylece hata sinyali
baskilanmaktadir[284]. Bu baglamda MMN 06grenilen dizenlilikten sapildigini
gosteren bir hata belirleme sinyali olarak tanimlanmaktadir. Boylece asagidan yukari
gelen sensori uyari yukardan asagi etki eden hafiza izi ile kiyaslanmakta, saptanan
farklilk hata sinyalini olusturarak kisa sureli plastisite mekanizmalari ile hafiza izinin
yenilenmesini saglamaktadir [266]. Bu sirecin sonunda asagidan yukari iletilen
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tahmin hatasi sinyalinin etkisinin de optimize edilmesi gerekmektedir. Bu islem
tahmin hatasi ile iliskili néronal grubun postsinaptik hassasiyetinin optimize
edilmesini icermektedir[284]. Ornegin, standart uyari yukaridaki néron gruplarinda
tahmin edilebildiginde asagidan yukariya olan etkinin baskilanmasi ve sensori
uyariya post-sinaptik cevaplarin azalmasi gerekmektedir. Bu mekanizma adaptasyon
hipotezinin gegerli oldugu siireci yansitmaktadir. Ozetle hiyerarsik ¢cikarim ve tahmin
hatasi modeli hem hafiza izinin hem de adaptasyon mekanizmasinin yer aldigi
birlestirici bir yaklagim saglamaktadir.

Sekil 2. 4.Merkezi Sinir Sisteminde Hiyerarsik Yapilarin ve Baglantilarin Sematik Gosterimi[285]

Elektrofizyolojik  datanin  altinda yatan ndéronal mekanizmalarin
anlasilmasinda kullanilan dinamik nedensel modelleme yaklasimi kullanilarak MMN
olusumuyla ilgili adaptasyon hipotezi, sensori hafiza hipotezi (model yeniden
ayarlanma) ve bunlarin kombinasyonu modellenerek data ile en uyumlu sonug
veren model test edilmistir[286]. Sonuglar MMN olusumunda hiyerarsik seviyeler
arasindaki baglantilardaki plastisite kadar isitsel korteksdeki lokal adaptasyonunda
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etkili oldugunu ortaya konmustur. Uyumsuzluk negativitesisadece postsinaptik
hassasiyetteki degisim yani intrinsik baglantilarla agiklanamadigi gibi yanhzca
ekstrinsik baglantilardaki degisimlede agiklanamamaktadir. Boylece tahmine dayall
kodlama ‘predictive coding’ modeli ile iki hipotezin birlestirildigi daha bitlnlestirici
ve genel bir model olusturulmustur.

2.8.2. Uyumsuzluk Negativitesi ve Osilasyonlar

Bilissel islemlerin temelini néronal osilasyonlarin olusturdugunu ve OiP’lerin
noronal osilasyonlardan olustugunu gosteren bircok bulguya
ragmenliteratirdeMMN olusumunun altinda yatan osilator aktiviteyi inceleyen az
sayida calisma vardir. Yakin tarihte yapilan calismalarda teta osilator aktivitesinin
normal bireylerde MMN olusumunda etkili oldugu saptanmistir[287]. Bu bulgularla
uyumlu olarak nadir uyaranin meydana getirdigi MMN dalga formunun spektral
genliginin 3-5 Hz araliginda pik yaptigi daha 6nceki bir ¢calismada da gosterilmistir
[288].Ko ve ark. (2012) [289]gerceklestirdikleri ¢alismada nadir tonlarin 250 ms
civarinda teta frekansinda indikledigi gosterilmis bdylece isitsel ayrim sireglerinde
teta aktivitesinin rol aldig| ortaya konmustur.

2.8.3. Uyumsuzluk Negativitesi ve Dikkat iligkisi

MMN ontolojik olarak OiP dalgasinda gdzlenebilecek en erken bilissel
bilesendir [260]. Uyumsuzluk negativitesi ile ilgili dnemli 6zelliklerden biri kisinin
dikkatinden bagimsiz olarak ortaya ¢ikmasi veuyku, koma gibi durumlarda da
gozlenebilmesidir[290]. Bu olgu beynin devamli seslerin karsilastirmasini otomatik
olarak yapabilme kapasitesi olduguna isaret etmektedir [259]. Uyumsuzluk
negativitesi dikkatten nadir olarak etkilense de bazi g¢alismalarda kisinin dikkati
isitsel uyari disinda bir seye odaklandiginda MMN amplitudunun azaldigini
gosterilmistir[291][292]. Diger yandan gorsel MMN genliginin herhangi bir gorsel
uyariya dikkat odaklanmasindan etkilenmedigi bulunmustur [293]. Uyumsuzluk
negativitesinin ortaya cikisinda 6zellikle frontal lobda bulunan kaynagin irade disi bir
dikkat degisimi islemi ile iligkili oldugu, akustik bir degisime otomatik yonlenme
cevabiyla iliskili oldugu belirlenmistir [269]. Buna ek olarak MMN’nin frontal
kaynaklarinin isitsel degisim belirleme sisteminin dizenlendigi irade disi
yikseltgeme vyada kontrast arttirma mekanizmalarniyla iliskili  oldugu
onerilmistir[271]. Uyumsuzluk negativitesi isitsel alginin olusumunu, sensoéri hafiza
temsillerinin yapisini ve bu sirecglerde dikkatin rolini anlamak icin 6nemli bir
pencere olusturmaktadir [294]. isitsel gruplandirma ayrimi icin dikkatin gerekli
olmadigi gosterilmis olmakla birlikte [295], dikkat odaklanmasindaki degisim
gruplandirmanin yeniden yapilandirilmasi igin énemli oldugu vurgulanmistir[296].
Woldorff ve ark. (1993)[297] odaklanmis isitsel dikkatin 20 ms kadar erken isitsel
islemleri dahi modiile edebildigini gostermislerdir. Bu bulgular dikkate alinarak
yapilan incelemelerde MMN irade disi dikkat degisiminin mekanizmasini karakterize
etmek icin kullaniimistir[269].

2.8.4. Uyumsuzluk Negativitesi ve Klinik Uygulamalar
Uyumsuzluk negativitesininbelirli bir gérev becerisi ve dikkat odaklanmasi
gerekmeksizin kisinin motivasyonundan bagimsiz olarak elde edilebilmesi farkli
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klinik populasyonlarin test edilmesinde kullanimina olanak saglamaktadir [263].
Uyumsuzluk negativitesinin en yaygin klinik uygulamasi sizofreni arastirmalaridir.
Otuzdan fazla incelemede sizofreni hastalarinda MMN genliginin hem frekans hem
de sire bakimindanfarkli olan nadir uyarilar igin azaldigi belirlenmistir [298]. Ayrica
MMN genligi ile bilissel bozukluk ve fonksiyonel kapasite arasinda korelasyon
oldugu tespit edilmistir [299].

Sizofreni arastirmalarinda MMN bileseninin énemli bir gosterge olmasinin
nedeni MMN’nin NMDA reseptor sinyal yoluna bagh olmasi [300]ve sizofreninin
patofizyolojisinde glutamaterjik sinapslarin plastisitesinin roli olmasidir [301].
Ayrica sizofreni hastalarinda dikkat ve performansdan etkilenmeyen basit bir
paradigma uygulanmasi oldukc¢a pratik bir yaklasim sunmaktadir. Uyumsuzluk
negativitesinin bir diger 6nemli uygulama alanida disleksidir. Disleksi hastalarinda
frekans ozelligi farkl olan nadir uyarilarda MMN genliginin azaldigi bulunmustur
[302]. Ogrenme giicliigii olan ¢ocuklarda MMNgenliginin isitsel yolda biling &ncesi
alg! siiregleriyle iliskili olarak azalabilecegione slirtilmistir[303]. Bazi g¢alismalar
MMN’yi sensori 6grenme mekanizmasinin isleyisini anlamak icin kullanmislardir.
Tekrarh okuma alistirmalari sonucu degisenndronal aktivite MMN bileseni araciligi
ile belirlenerek bu degisimin miktarinin kisilerin benzer heceleri ayirma becerisi ile
iliskilioldugu gosterilmistir [304]. Ayrica, davranis Olcimleri ile birlikte yapilan
deneylerde bir ses dizisindeki kisa diizenliliklerin nondeklaratif (implisit), sezgisel ve
deklaratif (eksplisit) bilgisinin MMN ve P3 cevaplari ile karakterize edilebilecegi
gosterilmistir [305].

2.8.5. Uyumsuzluk Negativitesi ve Alzheimer Hastaligi

Uyumsuzluk negativitesinin kaydedildigi kisa sireli isitsel bellekle ilgili
calismalarda, uyarilar arasindaki sirenin (interstimulus interval, ISI) yeterince uzun
secilmesi durumunda her bir uyariya ait hafiza izi bir sonraki uyari gelene kadar
silindiginden MMN’nin ortadan kayboldugu tespit edilmistir[263]. Dolayisiyla,
MMN’nin ekoik hafiza siresinin belirlenmesinde glivenilir bir belirte¢ olarak
kullanilabilecegi ifade edilmistir. Bu konudaki oncilil calismalarda genc¢ deneklerle
kiyaslandiginda yaslanmanin MMN genligini azaltip, latensini uzattig saptanmistir
[306]. Pekkonen ve ark.,[307]yasli deneklerde gerceklestirdikleri calismalarda
frekans tlriinde nadir uyarilar igcin MMN genligindeki azalmanin uzun ISI
degerlerinde gozlendigini belirlemis, boylece yaslanmanin algi siireglerinden ziyade
sensori hafizayi etkiledigini saptamislardir. Benzer sekilde Alzheimer hastalarinda
kisa ISI degerlerinde MMN etkilenmezken, uzun ISl degerlerinde (3 s) genligin
azaldigi bulunmus, hastalarda artan is1 ile MMN azalma oraninin daha hizli seyrettigi
izlenmigstir [308]. Bu bulgular AH’nin algi slreglerini degil sensoéri hafizanin siresini
etkiledigine isaret etmektedir. Diger yandan, siire Ozelligi bakimindan farkli nadir
uyariya cevap olarak ortaya ¢ikan MMN bileseninin genliginin kiictik ISI degerleri icin
yasa bagh olarak azaldigi gozlenirken, Alzheimer hastalarinda MMN genliginin ayni
yastaki kontrollerle karsilastirildiginda degismedigi belirlenmistir. Bu durum siire
ayrimina iliskin noronal sireclerin yasa bagh olarak bozulmasina karsin hastaliga
bagl olarak daha fazla hasar gérmedigine isaret etmektedir. Sonuc¢ olarak yash
kontroller ile Alzheimer hastalari arasindaki MMN genligindeki fark oldukga azdir.
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Bu bulgular hastalikta ortaya ¢ikan patolojik degisimlerin kisa ISI degerlerinde MMN
ile iliskili néronal devreleri fazla etkilemezken, uzun ISI degerlerindehafiza izinin
kalicilik stresini etkileyerek MMN genligini azalttigina isaret etmektedir.

Alzheimer hastaliginin patogenezisinde rol alan kolinerjik sistemin isitsel
OiP’ler ve MMN lizerine etkisi tam olarak anlasilmamistir. Muskarinik asetilkolin
reseptorlerini baskilayan kolinerjik sistem antagonisti skopolaminin saglikli geng
bireylerde frekans degisimine cevap olarak ortaya ¢itkan MMN genligini azalttigi, P50
genligini arttirdigi ve N100 latensini uzattig bulunmustur. Bir diger ¢alismada, yasli
saghkli deneklerde isitsel OiP’ler incelendiginde skopolaminin P50, N100 latenslerini
uzattigl, MMN ve P200 latensini degistirmedigi bulunmustur. Bu bulgular kolinerjik
sistemin isitsel islemleri modile ettigini ve kolinerjik modiilasyonun isitsel OIiP
Uzerine etkilerinin yasa bagl olarak degistigini gostermektedir.Asetilkolin esteraz
inhibitorlerinin ve nikotinik agonistlerin  birlikte kullaniimasinin  Alzheimer
hastalarinda kolinerjik fonksiyonlari arttirdigi bilinmektedir[309]. Bu ajanlarin MMN
bilesenine etkilerinin incelendigi calismalarda nikotinin saglikh genglerde MMN
genliklerini etkilemedigi[310], Alzheimer hastalarinda AChE inhibitori takrinin akut
uygulamasinin MMN genliklerini azalttigisaptanmistir [311]. Akut nikotinin takrin
tedavisi goren ve gérmeyen Alzheimer hastalar (zerine etkisi MMN bileseni
kullanilarak incelenmis, takrin tedavisi gérmeyen hastalarda nikotin uygulamasinin
MMN genligini arttirdigi, takrin kullanan hastalarda ise degistirmedigi
belirlenmistir[312]. Nikotin uygulanan hastalarin hepsinde MMN latensinin kisaldigi
izlenmis, nikotin uygulamasinin sensori fonksiyonlari arttirdigi ifade edilmistir.
Ayrica, bu sonuglarkolinerjik sisteme etki eden ajanlarin senséri hafiza glicline ve
akustik  senséri  ayrim islemine etkilerinin  MMN bileseni  kullanilarak
degerlendirilebilecegine isaret etmektedir.Boylece insanlarda kaydedilen MMN’nin
hastaligin erken evresindegerceklesen sensori degisikliklerin belirlenmesindeuygun
bir arac olabilecegi ileri strilmustir.

2.8.6. MMN ve Hayvan Deneyleri

Literatirde MMN kayitlarinin  daha ¢ok insanlarda gergeklestirildigi,
sicanlarda yapilan ¢alismalarin ¢ok az sayida oldugu dikkati ¢ekmektedir. Bu
calismalardan birinde sicanlarin sol hemisferdeki isitsel korteks tGizerinde 5x5 mm’lik
bir alan agilarak (Bregmanin 3 mm arkasinda ve orta hattan 5 mm lateralinde) vida
elektrotlar yerlestirilmis ve oddball paradigmasi (standart uyari ; 2000 Hz, nadir
uyari; 2500 Hz tonlar) uygulanarak 63-253 ms arasinda MMN benzeri bir aktivite
kaydedilmistir[313]. Bu calismadaki elektrod yerlesimini esas alarak Astikainen ve
ark. [314]" da farkh oddball paradigmalari uygulayarak 53-109 ms arasinda MMN
aktivitesi kaydetmislerdir. Tikhonravov ve ark. [315]’'nin siganlari lizerinde yaptig
baska bir calismada da, kafatasinda sag isitsel korteks lzerine (Bregmanin 4.5 mm
arkasi ve orta hattin 3.5 mm laterali) vida elektrotlar yerlestirilmis ve oddball
paradigmasi (standart uyari ; 2000 Hz, nadir uyari; 2500 Hz tonlar) uygulanarak
MMN kayitlart alinmistir. Ayrica bu calismada sicanlara farkli dozlarda NMDA
reseptor antagonisti MK-801 verilerek MMN cevaplari elde edilmis ve MK-801'in
doza bagimh olarak MMN benzeri bilesenin olusumunu bloke ettigi gosterilmistir.
Eriksson ve Villa [316]'nin arastirmalarinda ise yapay sesli harfleri iceren uyarilar
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serbest halde dolasan Long-Evans sicanlara oddball paradigmasi icinde verilerek
beyin potansiyelleri kaydedilmistir. Bu ¢alismada, uyarinin baslangicindan sonra
100-200 ms arasinda standart ve nadir uyarilmis potansiyeller arasinda anlamli bir
fark olarak MMN cevabi bulunmustur. Yakin tarihte gergeklestirilen birgok
calismada farkli paradigmalar kullanilarak uyanik halde serbestce gezen siganlarda
MMN cevaplari kaydedilmis, sicanlarda insanda elde edilene benzer MMN yanitlari
oldugu dogrulanmistir [317].
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GEREC VE YONTEM

Akdeniz Universitesi Tip Fakdiltesi Biyofizik, Tibbi Patoloji Anabilim Dallarinda
ve Deney Hayvanlari Unitesinde gerceklestirilen calismamizda 100 adet 2 aylik erkek
Wistar sigan kullaniimistir.

3.1. Gruplandirma
Her grupta 25 hayvan olacak sekilde 4 grup olusturulmustur.

Grup 1: Saline uygulanan Sham grubu (S)

Grup 2: Saline ve Rosmarinik asit uygulanan Rosmarinik asit grubu (SR)
Grup 3: AB uygulanan Alzheimer hastaligi modeli grubu (AH)

Grup 4: AB ve Rosmarinik asit uygulanan tedavi grubu (AHR)

3.2. Deney Protokolii

18 ginlik deney siliresi boyunca, hayvanlar her kafeste 4 sican olacak
sekilde, 12 saatlik aydinhk/karanlk siklusunda tutulmuslardir. Bu sire iginde
hayvanlar, ticari sican yemi ve musluk suyu ile doyana kadar beslenmistir.

Deneylerde;

J Amiloid B-42 peptidi (Sigma,Missouri, United States): Sicanlarda
Alzheimer modeli olusturmak icin icin nérotoksik ajan olarak kullaniimistir. Amiloid
B peptidi 72 saat slireyle 37 C'de inklibasyona birakilarak fibriller yapilarin olusmasi
icin bekletilmistir.

J Rosmarinik asit (Carbosynth, San Diego, United States): Noronlari
koruyucu etki gosteren antioksidan ve kolinerjik ajan olarak kullaniimistir.

Cerrahi islemler

Tum sicanlara serum fizyolojik icinde ¢ozilerek hazirlanan Ketamine (100
mg/kg) ve Xylazine (5 mg/kg) intraperitonal vyolla uygulanarak anestezi
olusturulmustur. Alzheimer modeli olusturulan sicanlara (AH ve AHR) AB 42 peptidi
(2,2 nmol/10ul) intraserebroventrikiler (i.c.v.) olarak uygulanmistir. Anestezik
madde verildikten sonra stereotaksik cihaza yerlestirilen sicanlarin kafasi cihazin
kulak cubuklariyla sabitlenmistir. Sicanlarin kafa derisi orta hattan bistiri ile
kesilerek acildiktan sonra referans nokta olan bregma tespit edilmistir. AR 42 peptidi
bilateral olarak lateral ventrikile (AP: -0.8mm, ML: -1.4mm, ve DV: -4.0 mm)
Hamilton mikrosiringasi (26 G) kullanilarak 1pl/dak hizinda enjekte edilmis, enjektor
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5 dakika boyunca belirlenen bolgede birakilmistir. Sham ve SR gruplarinda bulunan
sicanlara ayni miktarda fizyolojik salin i.c.v. olarak enjekte edilmistir. Ameliyattan
sonra 3 gin slreyle sicanlara 100000 U/gun penisilin ve analjezi icin oral olarak 200
mg/kg parasetamol uygulanmistir.

Ameliyattan itibaren 2 hafta boyunca SR ve AHR gruplarindaki si¢canlara
serum fizyolojik icinde ¢ozulerek hazirlanmis rosmarinik asit 50 mg/kg dozunda, SR
ve AH gruplarina ise serum fizyolojik gavaj yoluyla uygulanmustir. iki hafta boyunca
kontrol ve deney grubunda bulunan hayvanlar her kafeste 1 hayvan olacak sekilde,
12 saatlik karanhk/aydinlik siklusunda tutulmustur. Bu siire boyunca hayvanlar,
ticari sican yemi ve musluk suyuyla beslenerek viicut agirliklarindaki haftalk
degisiklikler kaydedilmistir. Bu strenin sonunda sicanlara 1.2 g/kg dozunda Uretan
(serum fizyolojik icinde ¢ozilerek (24 g/100 ml) intraperitonal yolla uygulanarak
anestezi olusturulmustur. Stereotaksik cihaza yerlestirilen sicanlarin kafatasina disgi
turu ile delik agilarak vida elektrotlar duranin ylizeyine tutturulmustur. Kayit
elektrotlari bilateral olarak isitsel korteks (AP:-4,5, MLsag: -3.5, MLsol:+3.5) ve
frontal korteks (AP:+5, MLsag: -2, MLsol:+2) bolgelerine, referans elektrot oksipital
kemige vyerlestirilmistir. Elektrotlar yerlestirildikten sonra sican stereotaksik
cihazdan gikarilmis ve elektrofizyolojik kayitlari alinmistir.

Ozetle;

i) S grubuna lateral ventrikillere bilateral olarak toplam 10ul salin
uygulanmistir.

ii) SR grubuna lateral ventrikillere bilateral toplam 10ul salin uygulanmistir.
Ameliyat sonrasi bir haftalik iyilesme déneminden sonra 2 hafta boyunca gavaj
yoluyla hergiin 50 mg/kg rosmarinik asit verilmistir. Rosmarinik asitin 0,05 g’1 1 ml
serum fizyolojik icinde ¢ozlilmustar.

iii) AH grubuna lateral ventrikillere bilateral olarak toplam 2,2 nmol/10ul
AB42 uygulanmistir.

iv) AHR grubuna lateral ventrikullere bilateral olarak toplam 2,2 nmol/10pl
AB42 uygulanmistir. Ameliyat sonrasi bir haftalik iyilesme doneminden sonra 2 hafta
boyunca gavaj yoluyla hergiin 50 mg/kg rosmarinik asit verilmistir. Rosmarinik asitin
0,05 g’1 1 ml serum fizyolojik iginde ¢ozlilmustir.

3.3. lsitsel Uyarilma Potansiyellerinin Kaydedilmesi

isitsel Oddball Paradigmasi icin standart ve nadir olmak tizere iki tip isitsel
uyari kullanilmistir. Paradigma ardi ardina verilen standart ses uyaranlari icerisine
rasgele serpistirilen nadir uyaranlari icerecek sekilde diizenlenmistir. Uyarilar 50 ms
sureli, 85 dB siddetinde ve frekans degerleri 2000 Hz ve 2500 Hz olacak sekilde
ayarlanmistir. Uyari paradigmasi standart ton 2000 Hz, nadir ton 2500 Hz olacak
sekilde uygulanmistir. Uyarilar arasi stiresi (ISI) 375 ve 600 ms olacak sekilde iki farkh
ses dizisi olusturulmus, her bir dizideki 1000 isitsel uyari 900 standart uyari, 100
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aykiri uyari (%10 oraninda) olacak sekilde ayarlanmistir. Uyarilar sicanin kafasina 20
cm mesafedeki hoparlorler araciligiyla verilmistir.

Sicanlardan EEG sinyali sag frontal (Fsag), sol frontal (Fsol), sag temporal
(Tsag) ve sol temporal (Tsol) bolgelerden siirekli olarak kaydedilmistir (Brainamp
EEG/EP Amplifier, Brain Products, Munich, Germany). EEG kayitlar sirasinda 0.1-
1000 Hz band geciren filtre ve 50 Hz Notch filtre uygulanmis ve potansiyeller 1000
Hz ornekleme hizinda sayisallastiriimigtir (Brainvision Recorder, Brain Products,
Munich, Germany).

3.4. Olaya iliskin Potansiyellerin Analizi

Olaya iliskin potansiyeller bilgisayara kaydedildikten sonra potansiyel
kayitlari uyari 6ncesi 100 ms ve uyari sonrasi 375 ve 600ms’lik stpurimlere
bolinmis ve c¢evrim-disi teknigi ile artefaktli slplrimler (epoch) kayittan
temizlenmistir. Artefakt temizleme islemini takiben, her sigan igin standart ve nadir
uyarilarindan sonra zamana bagh olarak ortaya ¢ikan ortalama OIP cevaplar elde
edilmistir. 100 ms’lik prestimulus zaman aralig kullanilarak baseline dlzeltmesi
yapiimistir. Elde edilen OiP’ler P1: 20-50ms, N1: 40-80 ms, P2: 70-145 ms, N2: 155-
250 ms olacak sekilde zaman pencerelerinde incelenmistir. Belirlenen zaman
araliklarinda dort temel bilesen olan P1, N1, P2 ve N2 cevaplarinin tepeden-tepeye
genlikleri ve latens degerleri belirlenmistir.

Uyumsuzluk negativitesi bileseni OIP egrileri ile aykiri tonlara cevap olarak
ortaya cikan ortalama OIP egrisinden standart tonlara cevap olarak ortaya ¢ikan
ortalama OIP egrisi c¢ikarilarak elde edilen fark dalgalari kullanilarak
degerlendirilmistir. Uyumsuzluk negativitesi bileseninin analizi icin nadir ve standart
uyari cevaplarinin tepe degerlerinin gorsel olarak incelenmesi neticesinde 50-120
ms ve 120-180 ms olmak Ulizere iki zaman penceresi belirlenmistir. Uyumsuzluk
negativitesi cevabi OIP egrilerinde nadir tona bagl olarak ortaya cikan cevaplarin
standart tona bagh olarak ortaya cikan cevaplardan istatistiksel olarak farkh oldugu
bélgeler olarak tanimlanmistir. istatistiksel analizler neticesinde OIP cevaplarinda
anlamli fark tespit edilen zaman pencerelerinde fark egrilerindeki maksimum sapma
kullanilarak MMN cevabi Ol¢lilmustdir.

3.4.1. Olaya iliskin Potansiyellerin Matematiksel Analizleri

Gli¢c Spektrumu analizi:

Gahsmamizda elde edilen zaman serilerini incelemek amaciyla frekans analizinde
kullanilan glic spektral yogunluk fonksiyonu (gli¢ spektrumu) yontemi uygulanmistir.
Guc¢ spekral yogunluk fonksiyonu otokorelasyon fonksiyonu kullanilarak elde edilir.
Otokorelasyon fonksiyonu, bir verinin, érnegin x(t), t ve t+t zamanindaki (t=gecikme
zamani) degerlerinin birbirleri ile carpiminin tim T zamanina boélinerek ortalama
alinmasi ile hesaplanmaktadir.
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Sekil 3. 1.x(t) sinyalinin T zamandaki 6rnek gériiniima. Rxx: Otokorelasyon fonksiyonunun
matematiksel ifadesi, Sxx: Gig spektral yogunluk fonksiyonunun matematiksel ifadesi.

Gug spektral yogunluk fonksiyonu ise otokorelasyon fonksiyonunun Fourier
Donlsumi (FD) ile elde edilir. Denklemde gorilen t, zamani; f, frekansi;. Rxx, zaman
bolgesindeki sinyali, Sxx ise frekans bolgesindeki sinyali gostermektedir. Beyin
analiz programi (Brainvision Analyzer 2.0 EEG, Brain Products, Munich, Germany)
yardimiyla artefakt temizleme isleminden sonra geriye kalan slplrimlerin
ortalamasi alinmis ve bu ortalama Hizli Fourier Donlisimine (HFD) ugratilmistir.
Elde edilen gli¢ spektrumundan alfa,delta ve teta frekans bandlarinin gli¢ degerleri
belirlenmistir.

Koherans analizi:

Koherans fonksiyonu, x(t) ve y(t) gibi iki sinyalin arasindaki iliskiyi 6lcen bir
fonksiyondur ve matematiksel olarak asagidaki gibi ifade edilir.
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Sxy(f), x(t) ve y(t) arasindaki ¢apraz spektral yogunluk fonksiyonunu, Sxx(f) ve Syy(f)
ise sirasi ile x(t) ve y(t)'nin gi¢ spektral yogunluk fonksiyonlarini ifade etmektedir.
Capraz korelasyon veya ¢apraz gli¢ spektrumu olarak da adlandirilan ¢apraz spektral
yogunluk fonksiyonu, x(t)'nin t zamanindaki ve y(t)'nin t+t zamanindaki degerlerinin
birbirleri ile garpiminin tim T zamanina boliinerek ortalama alinmasi ile elde edilir.
Koherans degeri her zaman 0 ile 1 arasinda bir deger alir ve bu deger x(t) ve y(t)
sinyalleri iliskili sinyaller ise 1’e yakin veya 1, degil ise 0’a yakin veya O olur.
Calismamizda farkl elektrot boélgeleri arasindaki koherans degerleri beyin analiz
programi (Brainvision Analyzer 2.0 EEG, Brain Products, Munich, Germany)
yardimiyla hesaplanmistir.

3.5. Biyokimyasal Yontemler

isitsel potansiyel kayrtlarinin alinmasindan hemen sonra lrethan anestezisi
(i.p. %20’lik, 5ml/kg) altinda kardiyak kantl yerlestirilmistir. Kantl aracihigiyla verilen
heparinli izotonik ile beyin dokulari perfiize edilerek kandan arindirilmistir. Beyin
dokulari sivi nitrojen igerisinde dondurulmus ve ardindan 1 mM EDTA iceren 50 mM
soguk K,HPO,4 (pH = 7) tamponunda, buz Gzerinde homojenize edilerek (PRO 200
Homogenizater, PRO Scientific Inc., Connecticut, USA ), biyokimyasal parametrelerin
olgiimleri icin  -80 °C’ de saklanmistir. Histolojik analizler icin Somogy-Tachaci
fiksatifiyle (0.1 M fosfat tamponunda 4% paraformaldehyde, 0.1% glutaraldehyde,
pH 7.3) perfiizyon yapildiktan sonra beyin dokulari gikartiimistir.

3.5.1. Doku Tiobarbiitirik Asit Reaktif Uriinlerinin Ol¢iimleri

Beyin dokularinda TBARS odlg¢limleri, Wasowicz ve arkadaslarinin yéntemine
gore yapilmistir [318]. Bu metodun temel prensibi, lipid peroksidasyonun son Grini
olan MDA’'nin, TBA ile reaksiyona girmesi ve olusan bilesigin bitanol fazina
ekstrakte edilerek 525 nm eksitasyon ve 547 nm emisyon dalga boyunda
spektroflorometrik olarak okunmasi esasina dayanir.

Kullanilan Malzemeler:

1. 29 mM TBA (TBA, Sigma-T5500): 0.418 g, 50 ml distile su ve 50 ml glasial asetik
asit( Acetic acid glasial extra pure, Merck-56 ) icinde ¢ozulmustar.

2. 5 M Hydrocholoric acid (HCI, Merck-314 )

3. n-bitanol ( n-Butanol, Merck-329)

4. Standart solUsyonu: Tetraetoksipropan (1,1,3,3-tetraethoxy-propane, Sigma-
T9889 ) stok soliisyonundan distile su ile sulandirilarak hazirlanmistir.

Perfiize edilerek cikarilan ve -80 °C’ de saklanan beyin dokularinin bir
hemisferi randomize olarak TBARS olclimleri icin ayrilmis ve ayrilan beyin dokulari 1
mM EDTA iceren 50 mM soguk K,HPO,; (pH= 7) tamponunda buz (zerinde

45



(Biofugel5R, Heroeus, Germany) homojenize edilmistir. Slpernatantlar
homojenatlarin 4 °C’de, 10000 x g'de, 15 dakika, santrifiij edilmesiyle elde
edilmistir.

Bir ml distile su iceren tlipe 50 ml doku slipernatanti konulduktan sonra, 1 ml
TBA (29 mmol/L) eklenmistir. Tup iyice karistirildiktan sonra, 1 saat sureyle 95- 100
derece arasinda kaynatiimistir. Numuneler sogutulduktan sonra 25 ml HCI (5 mol/L)
ve 3.5 ml n-bltanol eklenerek vortekslenmis ve bu islemi takiben 3000xg’de 10
dakika santrifuj edilerek, bitanol fazi ayrilmistir. Bitanol ekstraktinin floresansi,
eksitasyon dalga boyu 525 nm, emisyon dalga boyu 547 nm olarak
spektroflorometrede okunmustur.

TBARS miktarinin hesaplanmasi:1,1,3,3,-tetra-etoksi-propan standardi
numune gibi ¢calisilarak standart grafigi olusturulmustur. Dokularin TBARS miktari bu
grafik yardimiyla hesaplandiktan sonra umol/g protein olarak saptanmistir.

3.5.2. Protein Tayini
Beyin dokularinda protein tayini modifiye Bradford yontemine dayanan bir
kit ile yapilmistir [319].

Reaktifler:
1. Standart sollisyon: 2ug/ul bovin serum albimin (Alblimin Bovine, Sigma, A- 8022)
2. Coomassie Plus Protein Assay Reagent (CPPA, Pierce-1856210) Reaktifi

islemler: 1ul doku siipernatanti 999ul distile su ile sulandirildiktan (1:1000) sonra
Uzerine 1 ml CPPA reaktifi eklenerek absorbans 595 nm’de spektrofotometrik olarak
okunmustur. Standart calismasi ise numune yerine artan konsantrasyonlarda 1:1000
sulandirmaya sahip BSA kullanilarak yapilmistir.

Protein Miktarinin Hesaplanmasi: Dokulardaki protein miktarlari standart grafigi
kullanilarak hesaplanmistir.

3.5.3. 4-Hidroksi 2- Nonenal Seviyesinin Tayini
Beyin dokularinda 4-HNE eklentilerinin tayini dokuya uyumlu ticari bir kit
(Cat. #STA-838. OxiSelect™ HNE Adduct ELISA Kit) kullanilarak yapiimistir.

Prensip: Proteinorneklerindeki 4-HNE eklentilerinin miktari kit yardimiyla 6lgilen
absorbans degerlerinin bilinen 4-HNE-BSA standart egrisi ile karsilastirilmasi
prensibine dayanarak belirlenmistir. Bu amacla BSA standart ya da protein 6rnekleri
(10 pg/mL) kuyucuklara uygulanarak 2 saat siireyle 37 °C’de bekletilmistir. Daha
sonra 4-HNE protein eklentilerinin tespiti icin kuyucuklar sirasiyla anti-HNE antikoru
ve HRP konjuge sekonder antikoru ile muamele edilmistir. EIA kiti ile yapilan 6lcim
sonrasinda 6rneklerdeki 4-HNE miktari standart egri kullanilarak pug/ml doku olarak
hesaplanmistir.
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Reaktifler:

NV AEWNR

96 kuyucuklu protein baglayici plate
Anti-HNE antikor (1000x)

Sekonder Antikor, HRP konjuge (1000x)
Assay diluent

10x yikama tamponu

Substrat sollisyonu

Stop sollisyonu

Rediikte BSA sollisyonu

Reaktiflerin hazirlanmasi:

1X yikama tamponu: 10X konsantre yikama tamponu, 1X deionize su ile dilte
edilerek hazirlanmistir.

Anti-HNE ve Sekonder antikor: Kullanmadan hemen o6nce assay dilient
kullanilarak antikorlar 1:1000 oraninda diliie edilmistir.

islemler:Onceliklebilinmeyen protein érnekleri 10 pg/mL olacak sekilde 1X PBS’
de dilie edilip ardindan 10 pg/mL protein o6rnekleri ve HNE-BSA
standartlarindan 100 ul kuyucuklara eklenip gece boyunca +4 2C’de inkiibasyona
birakilmigtir. Her bir kuyucuk 250 pl 1 X PBS ile iki kez yikanmistir. Son yikmanin
ardindan kuyucuklar bosaltilip, fazla kalan yikama soliisyonu mikrowell strip
yardimiyla uzaklastiriimistir. Her bir kuyucuga 200 pl Assay dillient eklenip oda
sicakhiginda orbital karistirici (izerinde 1-2 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyonun
ardindan kuyucuklar 250 pl 1X yikama tamponu ile (¢ kez yikanmistir. Son
yitkamanin ardindan kuyucuklar bosaltiip fazla kalan yikama tamponu
uzaklastiriimistir. Plate Gzerinde kullaniimis olan bitiin kuyucuklara 100 pl dilGe
anti-HNE antikoru eklenip oda sicakhginda orbital karistirict Uzerinde
inklibasyona birakilmistir. Bir Onceki yikama islemine gore tekrar ¢ defa
yikanmistir. Kullanilan tim kuyucuklara diliie sekonder antikordan (HRP-
konjuge) 100 pl eklenip, orbital karistirici Gizerinde oda sicakliginda 1 saat inkiibe
edilmistir. inkiibasyonun ardindan kuyucuklar 250 pl 1X yikama tamponu ile bes
kez yikanmistir. Substrat sollisyonu oda sicakligina gelinceye kadar isitilip bos
kuyucuklar dahil her bir kuyucuga bu solisyondan 100 ul eklenip oda
sicakliginda orbital karistirici Gzerinde 2 ile 30 dakika arasinda inkiibe edilmistir.
Son olarak enzim reaksiyonunu durdurmak igin her bir kuyucuga stop
solisyonundan 100 ul eklenerek, her bir kuyucugun 450 nm’deki absorbansi
zaman kaybi olmadan okunmustur (Zamanla renk solmasi olacagindan islemin
cok hizli bir sekilde yapilmasi gerekmektedir).

3.5.5. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivite Tayini

Beyin dokularinda SOD enzim aktivite tayini, ticari bir kit (Superoxide

Dismutase Enzyme Assay Kit, Cayman-706002) ile yapiimistir.

Prensip: Tayin kompetatif inhibisyon yontemine dayanmaktadir. Bu yéntemde
reaksiyon ortaminda siirekli olarak O, olusturan XO-hipoksantin sistemi mevcuttur.
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Bu sistemin aciga cikardigi O, reaksiyon ortamina ilave edilen kromojeni indirger ve
450nm’de olclilebilen renk olusumuna neden olur. Dokularda ne kadar SOD enzimi
varsa, renk olusumu o kadar az olacaktir.

Ksantin Kromojen ——» 450 nm renk
olusumu
+ — Os™ —
Ksantin T SOD —_— H-O->
Oksidaz

Reaktifler:

1. 10X Ol¢iim Tampon
2. 10X Ornek Tamponu
3. Radikal Dedektor

4. SOD Standardi

5. Ksantin Oksidaz

islemler: 3 ml 6l¢iim tamponu 27 ml distile su ile sulandirilarak 1X él¢iim tamponu,
2 ml 6rnek tamponu ise 18 ml distile su ile sulandirilarak 1X 6rnek tamponu
hazirlanmistir. Folyo kagidi ile kaplanmis bir tiip icerisinde 50ul radikal detektor,
19,95 ml dilte 6lgim tamponu ile sulandiriimistir. Stok solliisyonu igin 1,98 ml 6rnek
tamponuna 20 ul SOD standardi eklenmis ve yedi adet temiz tip A’'dan G’ ye
isaretlenerek farkli konsantrasyonlarda SOD standardi olusturulmustur. 50 ul
ksantin oksidaz solisyonu, 1,95 ml diliie 6rnek tamponu ile sulandiriimistir. Her
standart ve her numune cift calisilmistir. 96’h plate kuyucuklarina éncelikle 200 ul
dilte radikal detektor konulduktan sonra her bir standart igcin SOD standartlarindan
10 ul, her bir 6rnek igin ise 10 pl stipernatant ilave edilmistir. Hazirlanmis olan dille
ksantin oksidaz sollisyonundan her bir kuyucuga 20’ser ul eklenerek reaksiyon
baslatiimistir. Plate birkag saniye yavasc¢a c¢alkalandiktan sonra kapagi kapatilarak bir
karistirici Gizerinde oda isisinda 20 dakikalik inklibasyona birakilmistir. Absorbanslar
450 nm’de bir plate okuyucu ile okunmustur.

SOD enzim aktivitesinin hesaplanmasi:  Dokulardaki SOD enzim aktivitesi
olusturulan SOD standart egrisiyle hesaplanmistir. Maksimum renk olusumunu %50
inhibe eden SOD miktari bir tinite SOD aktivitesi olarak kabul edilmistir.

3.5.6. Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivite Tayini
Beyin dokularinda GSH-Px enzim aktivite tayini, ticari bir kit (Glutathione
Peroxidase Assay Kit, Cayman-703102) ile yapilmistir.

Prensip: GSH-Px, hidrojen peroksit veya organik hidroperoksitlerin suya veya
alkollere indirgenmesini saglayan reaksiyonlari katalizleyen bir enzim ailesinin genel
adidir. Elektron donori olarak indirgenmis glutatyonu kullanir.
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R-0-O-H + 2GSH L R-O-H + GS5G + H,0

GSSG + NADPH + HY (1411' 2GSH + NADP+

NADPH’In NADP" ‘ye oksidasyonu, 340 nm dalga boyunda meydana gelen
absorbansda azalma ile sonuglanir. GSH-Px aktivitesinin sinirli oldugu kosullarda,
340 nm dalga boyundaki absorbansda meydana gelen azalma o6rnekteki GSH-Px
aktivitesi ile dogru orantilidir. Bu nedenle NADP™nin enzim aktivitesiyle ortamdan
uzaklastiriimasi sonucu 340 nm’de absorbansin azalmasi 6lglilmustir.

Reaktifler:

1. GSH-Px Ol¢iim Tamponu (10x)
2. GSH-Px Ornek Tamponu (10x)
3. GSH-Px (Kontrol)

4. GSH-Px Co-Substrat Karisimi
5. GSH-Px Kiimen Hidroperoksit

islemler: 3 ml 6l¢iim tamponu 27 ml distile su ile sulandirilarak 1X élgiim tamponu,
2 ml 6rnek tamponu ise 18 ml distile su ile sulandirilarak 1X 6rnek tamponu
hazirlanmistir. 10 ul enzim, 490 pl dilie 6rnek tamponu ile sulandirilarak buz
Ustinde tutulmustur (dilie enzim buz lzerinde 4 saat stabil kalabilir). Reaktifler
hazirlandiktan sonra arka plan veya non-enzimatik aktiviteyi dlgmek icin plate
Uzerinde (¢ kuyucuga 120 pl Olcim tamponu, 50 pl co-substrat karisim, pozitif
kontrol icin ise tg¢ kuyucuga 100 ul 6lciim tamponu, 50 ul co-substrat karisimi ve 20
ul diliie GSH-Px eklenmistir. Ornek kuyucuklarina ise total miktar ayni olmak lizere
100 pl 6lgim tamponu, 50 ul co-substrat karisimi ve 20 ul 6rnek eklenmistir.
Tekrarlanabilir sonuglar alabilmek igin kuyucuklara eklenen GSH-Px miktari,
dakikadaki absorbans azalmasi 0,02 ve 0,135 arasinda olacak sekilde ayarlanmistir.
Daha sonra kuyucuklarin tamamina Kiimen Hidroperksit hizli bir sekilde eklenerek
reaksiyon baslatiimistir. Her bir dakikada 340 nm’deki absorbanslar plate reader
yardimiyla okunmustur.

GSH-Pxenzim aktivitesinin hesaplanmasi: GSH-Px enzim aktivitesi asagida verilen
formiile gore hesaplanmistir.

0,19 ml
0,02 ml

AA340
GSH Px aktivitesi = < dk )X ( ) X 6rnek diltisyonu= nmol/dk/ml

0,00373 pM—1

3.6.7. Glutatyon Tayini
GSH olclmleri ticari bir kit (Cat. #703002. Cayman Chemical Ann Arbor, Ml)
ile yapilmistir.
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Prensip:GSH’nin  slfidril grubu, 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) ile
reaksiyona girer ve Urin olarak sari renkli 5-thio-2-nitrobenzoik asit (TNB) meydana
cikar. Olusan TNB miktari GSH olusum miktari ile orantilidir. Bu nedenle 405 nm’de
TNB miktarini tayin etmek GSH miktarinin tam olarak 6lgtlmesini saglar.

Glurathione Reducrase

GSS5G - 2 GGSH

TI™NB GSH \ s DTINB
i

GlutathiDnC|chc| uctase \
\\-GSTNB-// TNE

Reaktifler:

Metafosforik asit tamponu (MES, 2X)
GSSG standardi

Kofaktor karigsimi

Enzim karisimi

DTNB

Trietanolamin reaktifi (TEAM, 4 M)
2-Vinil-pridin (1 M)

NowunkwnNRe

islemler:150 pl doku siipernatanti icerisine 150 pl metafosforik asit (MPA) reaktifi
ilave edilerek oda isisinda 5 dakika inkiibe edilmistir. Bu islemi takiben 5000g’de 5
dakika santrifiij yapilarak her bir dokudan elde edilen stipernatantlar GSH olclimleri
icin iki ayri ependorf tlipe 100 er pl olacak sekilde aktarilmistir. GSH 6l¢lim icin 100
pl stpernatant Uzerine 5 ul trietanolamine (TEAM) reaktifi ilave edilerek
karistinlmistir. Karisimdan alinan 50 pl numune Uzerine, MES (2-N-morfolin
etansilfonik asit), kofaktor karisimi (NADP ve glukoz-6-fosfatin liyofilize formunu
icerir), enzim karisimi (glutatyon rediktaz ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz igerir),
DTNB (5,5’- ditiobis-2- nitrobenzoik asit) ve distile su iceren 150 ul olgiim kokteyli
ilave edilerek karanlikta inkibe edilmistir. 25 dakikalik inkiibasyonu takiben 405
nm’de absorbans degerleri okunmustur.

GSH Miktarlarinin Hesaplanmasi:GSSG standardi aynen numune gibi calisilarak
standart grafigi olusturulmustur. Dokulardaki GSH bu grafik yardimiyla
hesaplandiktan sonra umol/mg protein olarak ifade edilmistir.

3.5.8. Katalaz Enzim Aktivite Tayini
Beyin dokularinda katalaz (CAT) enzim aktivite tayini ticari florometrik kit
(Amplex®Red A22180) aracihigi ile yapilmustir.

Prensip: Katalaz H,0, ile reaksiyonu sonucu O,'e ve su Uretilir. Daha sonra ortamda

kalan H,O,Amplex Red bilesigi ile reaksiyona girerek horseradish peroksidaz (HRP)
enzimi varhiginda resorufin bilesini olusturmaktadir. Olusan bu resorufin bilesiginin
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530-560 nm egzitasyon 590 nm emisyon dalga boylarinda floresansi oOl¢lilerek CAT
aktivitesi tayin edilmistir.

CAT
2H,0, ——————> 0O, + 2H,0 (Katalitik Aktivite)

Reaktifler:

1. Amplex Red reaktifi

2. Dimetil stlfoksit (DMSO)

3. Horseradish peroksidaz enzimi (HRP)

4. Hidrojen peroksit

5. 5X reaksiyon tamponu (250 mM Tris-HCl)
6. Katalaz enzimi

islemler: 1g doku/3 mL olacak sekilde fosfat tamponu igine konulan beyin dokusu
buz icinde homojenize edilmistir (Pro 200, Pro Scientific Inc.Oxford CT, USA.).
Homojenatlar 10.000 g'de 30 dk santrifiij edilmistir. Katalazin bilinen aktivitesine ait
590 nm'deki floresans degerleri kullanilarak standart grafikleri elde edilmistir.
Ornekler ile diliisyon calismasi yapilarak, numunelerin standartlara ait floresans
grafiginin sinirlari icinde oldugu dogrulanmistir. Katalaz tayini icin ornekler plate’e
alinarak 40 puM H,0, reaksiyon sollisyonu ile oda isisinda 30 dk inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra 0.4 U/ml HRP iceren 100 uM’lik Amplex Red reaksiyon
soltisyonu ile 37 °C’lik etlivde karanlikta 30 dk siireyle inkiibasyona birakilmistir. Bu
strenin sonunda 6rnekler 590 nm emisyon dalga boyunda spektroflorometrik olarak
okunmustur.

CAT Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi: Dokulardaki CAT enzim aktivitesi
olusturulan standart egri ile hesaplanmistir.

3.5.9. Asetilkolin/Asetilkolinesteraz Tayini
Toplam ACh miktari ve AChE aktivitesi ticari florometrik kit (Amplex®Red
A12217) araciligi ile 6l¢lilmustar.

Prensip:Asetilkolinin parcalanmasiyla olusan kolinin oksidasyonu ile olusan betain
ve H,0, Amplex Red bilesigi ile reaksiyona girerek horseradish peroksidaz (HRP)
enzimi varliginda resorufin bilesini olusturmaktadir. Olusan bu resorufin bilesiginin
530-560 nm egzitasyon 590 nm emisyon dalga boylarinda floresansi olcilerek ACh
miktari tayin edilmistir.

Reaktifler ve kimyasallar:

1. Amplex Red reaktifi

2. Dimetil suilfoksit (DMSO)

3. Horseradish peroksidaz enzimi
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4. Hidrojen peroksit

5. 5X reaksiyon tamponu (250 mM Tris-HCl)

6. Alcaligenes sp.kokenli kolin oksidaz enzimi
7. Asetilkolin klorid

8. Electric eel kaynakli Asetilkolinesteraz enzimi

Yéntem:1g doku/3 mL olacak sekilde 20 mM sodyum fosfat tamponu icine konulan
beyin dokusu buz icinde homojenize edilmistir (Pro 200, Pro Scientific Inc.Oxford CT,
USA.). Homojenatlar 12.000 g'de 30 dk santrifiij edilmistir. ACh ve AChE’ nin bilinen
konsantrasyon ve aktivitesine ait 590 nm'deki floresans degerleri kullanilarak
standart grafikleri elde edilmistir. Ornekler ile dilisyon calismasi vyapilarak,
numunelerin standartlara ait floresans grafiginin sinirlari  icinde oldugu
dogrulanmistir. Asetilkolin tayini icin 6rnekler plate’e alinarak 2 U/ml HRP, 0.2 U/ml
kolin oksidaz ve 1 U/ml AChE iceren 400 uM’lik Amplex Red reaksiyon sollisyonu ile
oda isisinda karanlikta 30 dk inklibasyona birakilmistir. Bu siirenin sonunda érnekler
590 nm’de spektroflorometrik olarak okunmustur. Asetilkolinesteraz tayini igin
ornekler plate’e alinarak 2 U/ml HRP, 0.2 U/ml kolin oksidaz ve 100 uM ACh iceren
400 pM’lik Amplex Red reaksiyon solisyonu ile oda isisinda karanlkta 30 dk
inklibasyona birakilmistir. Numunelerin ACh igerigi ve AChEaktivitesi standart
grafigine gore hesaplanmistir. Sonuglar protein degerleri ile normalize edilerek ACh
miktari umol/mg protein AChE aktivitesi mU/mg protein olarak ifade edilmistir.

3.6. immiinohistokimyasal Analizler

Beyin dokusundan alinan 4 mikron kalinhgindaki parafin kesitler, Poly-L-Lizin
kapli lamlar Uzerine alinarak 56 derecelik etiivde bekletilmistir. immiinokimyasal
boyamalar Ventana ‘BenchMark ULTRA fully automated staining’ cihazi yardimiyla
otomatik imminohistakimyasal boyama protokoliine gore yapilmistir. 75 derecede
4 dakika inkiibe edilen kesitler deparafinasyon icin (¢ kere EZPrep soliisyonundan
gecirilmis ve yikama tamponu ile yikanmistir. Daha sonra tekrar 4 dakika streyle 75
derecede inkiibe edilen kesitler yikanarak deparafinize edilmistir. Kesitler antijenik
maskenin giderilmesi icin Cell Conditioner No. 2 ve Coverslip sollsyonlari ile beser
kere 95 derecede 4 dakika inkiibasyona birakilmistir. Bunu takiben 8 dakika stireyle
sogumaya birakilan kesitler reaksiyon tamponu ile yikanmistir. UV INHIBITOR
uygulanan kesit 37 derecede 4 dakika bekletilmis ve tekrar reaksiyon tamponu ile
yikanmistir. Kesitler AB, GFAP, sinaptofizin ya da AChE primer antikorlariyla 32
dakika 37 derecede inkiibe edilmislerdir. Kontrol kesitlerine primer antikor yerine
normal fare immiinoglobulinleri uygulanmistir. inkiilbasyon sonunda reaksiyon
tamponu ile yikanan kesitler 37 derecede 4 dakikaa bekletilmis ve tekrar
yikanmistir. Kesitler AMPLIFIER A ve coverslip uygulanarak sekiz dakika inkibe
edilmislerdir. Tekrar reaksiyon tamponu ile yikama yapildiktan sonra AMPLIFIER B
uygulanip sekiz dakika bekletildikten sonra tekrar yikama yapilmistir.Kesitlersinyali
gelistirmek icin UV HRP UNIV MULT ile sekiz dakika slreyle muamele edilmis ve (¢
kere reaksiyon tamponu ile yikanmislardir. Sinyali gelistirmek icin kesitler UV
diamino benzidin (DAB), UV DAB H202 ve LCS uygulanarak sekiz dakika
bekletilmistir. Bu islemin ardindan yikanan kesitler sekiz dakika boyunda UV COPPER
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ile muamele edilmistir. Yikanan kesitler hematoksilen ile dort dakika zit boyama
yapildiktan sonra BLUING REAGENT ile muamele edilmistir. Tekrar seri yikama
protokolii uygulanan kesitler ardindan kapatma soliisyonu ile kapatilmislardir.
Bltln gruplar ayni muamelelerden gegirilerek boyanmislardir.

immiinohistokimya icin ayrilan beyinlerden buz {izerinde izole edilen sigan
beyin dokulari derhal % 10’luk formaline (Formalin, ADR-Advaced Diagnostic
Research 12010742500) alindi ve formalin iginde bir gece fikse edilmistir. Daha
sonra akan suda 3 saat boyunca yikandi ve %70, %80, %90 ve %100’liik artan alkol
serilerinden gecirerek dehidratasyon saglanmistir. Ksilol (Xylol, Merck-K33776585
441) ile seffaflastirma islemi uygulandiktan sonra dokular parafine gémulmustir.
Parafin bloklardan kesit aleti (Leica RM2125RT) ile alinan 5 mikron kalinhginda
kesitler Poly-L-Lizin kaph lamlara (Polysine; Menzel GmbH&Co KG, Brounschweig,
Germany) alindiktan sonra, hematoksilen-eozin ve imminohistokimyasal boyama
teknikleri uygulanmistir.

3.7. Elektron mikroskobu incelemesi

Herhangi bir sican rasgele secilerek hipokampus dokusundan alinan pargalar
glutaraldehid ile fikse edilmistir. Daha sonra dokular osmium tetra oksit igerisinde
iki saat bekletilmistir. Artan alkol serilerinden gecirilen dokular araldit igerisine
gomulmaistir. Temporal korteks ve medial septum bdlgesinde ultra yapisal analizler
yapiimistir. Nukleus ve mitokondrideki morfolojik degisimler, lipofiisin birikimi ve
sinaptik dejenerasyon incelenmistir. Bolgeler 6000 x bulylltme glcu ile analiz
edilmistir.

3.8. Sonuglarin Degerlendirilmesi

istatistiksel degerlendirme SPSS paket programi kullanilarak yapilmistir.
Sonuclar ortalama + standart hata olarak verilmistir. Biyokimyasal veriler Tek Yonli
Varyans Analizi (ANOVA) ve onu takiben Tukey Post Hoc Testi ile incelenmistir.
Olaya iliskin potansiyel verileri deney gruplar (S, SR, AH, AHR) olgular arasi faktor
(between subjects), ISI degeri (375, 600) ve uyari tiirl (standart, nadir) de ayni olgu
grubu ici (within subjects) faktorler olmak Gzere olarak Karisik Faktorlii ANOVA
(Mixed-Design ANOVA) ve yinelenen olcimler (repeated measures) ANOVA
testleriyle degerlendirilmistir. immunohistokimyasal sonuclar Kruskal Wallis Analizi
ve onu takiben Mann-Whitney U Testi ile analiz edilmistir. P<0,05’i saglayan
degerler istatistiksel olarak anlaml kabul edilmistir.
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BULGULAR

4.1. Genel Goriiniim
Deney slresince hayvanlarin genel gériinim ve davranislarinda herhangi bir
degisiklik gozlenmemistir.

4.2. Agirlik Degigimi

Deney siresi boyunca hayvanlarin agirlik takipleri ve yem tiiketimleri haftalik
olarak yapilmistir. Tum deney gruplarinda agirlik artislari gézlenmistir, ancak agirlik
degisimlerinin ve yem tiketimlerinin gruplar arasinda anlamli bir fark gostermedigi
saptanmigstir (Tablo 4.1).

Tablo 4. 1.Sham ve deney grubu hayvanlarinin agirlik degisimleri.

1.hafta 2. hafta yem
Gruplar tiiketimi
(8) (8) )
(g/glin/100 gr )
S 288.3+8.3 295.0+£9.3 12.5+2.0
SR 290.2+9.2 294.5+85 11.0+2.3
AH 286.0+ 8.9 291.5+10.2 11.0+2.1
AHR 288.2 +13.2 293.+£11.3 13.2+1.4

4.3. Doku Tiobarbitiirik Asit Reaktif Uriinleri Sonuglari

Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin TBARS sonuglari Sekil 4.1 ve Tablo
4.2' de verilmistir. Tim gruplarin TBARS degerleri tek yonli ANOVA testi ile
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu belirlenmistir (F(3,35)=
12.45, p < 0.001). S ve SR gruplari ile karsilastirildiginda beyin TBARS degerlerinin AH
grubunda anlamli bir sekilde arttigi izlenmistir. AH ile AHR grubu karsilastirildiginda
ise beyin TBARS sonuclarinin AHR grubunda fark edilir diizeyde azaldigi gbzlenirken,
AHR ve S, SR gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadigi
gorilmustir.

54



Beyin TBARS
(pmol/g protein)

) &

X <&
®

Sekil 4. 1. Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin TBARS degerleri (n=10, sonuglar ortalama *
standart hata olarak verilmistir. * p < 0.01 S grubundan fark, gp < 0.01 AH grubundan fark)

4.4. 4-Hidroksi 2- Nonenal Aktivitesi Sonuglari
Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin 4-HNE sonuglari Sekil 4.2 ve Tablo

4.2’de verilmistir. 4-HNE degerlerinin tek yonli ANOVA testi ile analizinde gruplar
arasinda anlamli bir fark oldugu belirlenmistir (F(3,35)= 17.77, p < 0.001). S ve SR
gruplari ile karsilastirildiginda beyin 4-HNE degerlerinin AH grubunda anlamli bir
sekilde arttig1 tespit edilmistir. AH ile AHR grubu kiyaslandiginda beyin 4-HNE
degerinin AHR grubunda anlamh dizeyde azaldigi goéridlmistir. AHR ve S, SR
gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadigi belirlenmistir.

2.5+

5 :
w ©°
Z 8
I o
< £

k)

S

Sekil 4. 2. Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin 4-HNE degerleri (n=10, sonuglar ortalama *
standart hata olarak verilmistir. * p < 0.01 S grubundan fark, gp < 0.01 AH grubundan fark)
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4.5. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktiviteleri Sonuglari
Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin SOD aktiviteleri Sekil 4.3 ve Tablo

4.2' de verilmistir. Tim gruplarin SOD aktivite degerleri tek yonli ANOVA testi ile
incelendiginde gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu belirlenmistir (F(3,35)=
18.13, p < 0.001). Yapilan post-hoc testi sonucunda beyin SOD aktivitesinin, AH
grubunda S ve SR gruplarina gére anlamli diizeyde azaldigi izlenirken, AHR grubunda
AH grubuna goére anlamli derecede arttigi saptanmistir. S ve SR gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir.

0.4+

SOD (U / ug protein)

Sekil 4. 3. Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin SOD aktivitesi degerleri (n=10, sonuglar
ortalama  standart hata olarak verilmistir. * p < 0.01 S grubundan fark, £p <0.01 AH
grubundan fark)

4.6. Katalaz Enzim Aktivitesi Sonuglar
Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin CAT aktiviteleri Sekil 4.4 ve Tablo

4.2'de verilmistir. Tim gruplarin CAT aktivite degerleri tek yonli ANOVA testi ile
incelendiginde gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu belirlenmistir (F(3,35)=
44.97, p < 0.001). Beyin CAT aktivitesinin AH grubunda, S ve SR gruplarina gore
istatistiksel yonden anlamli derecede azaldig tespit edilmistir. Diger yandan AHR
grubunun CAT aktivite degerlerinin S ve AH gruplarina gore anlamli derecede arttigi
bulunmustur.
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CAT Aktivitesi (U/pn gprotein)

Sekil 4. 4. Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin CAT aktiviteleri (n=10, sonuglar ortalama +
standart hata olarak verilmistir. * p < 0.001 S grubundan fark, ¢ p < 0.001 AH grubundan

fark)

4.7. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi Sonuglar
Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin GSH-Px aktiviteleri Sekil 4.5 ve

Tablo 4.2’de verilmistir. Tim gruplarin GSH-Px aktivite degerleri tek yonli ANOVA
testi ile karsilastirldiginda gruplar arasinda anlamlh bir fark oldugu belirlenmistir
(F(3,34)= 32.47, p < 0.001). Yapilan post-hoc testi sonucunda beyin GSH-Px
aktivitesinin AH grubunda S ve SR gruplarina gore istatistiksel olarak anlaml bir
sekilde azaldigi belirlenmistir. AHR grubunun GSH-Px aktivitesinin ise S ve AH
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi bulunmustur.

1.5- B,

GSH- Px Aktivitesi(U/mg protein)

) < > &
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Sekil 4. 5. Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin GSH-Px aktiviteleri (n=10, sonuglar ortalama +
standart hata olarak verilmistir. * p < 0.05 S grubundan fark, § p < 0.001 AH grubundan
fark)
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4.8. Glutatyon Sonuglari
Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin GSH degerleri Sekil 4.6 ve Tablo

4.2'de verilmistir. Tim gruplarin GSH degerleri tek yonli ANOVA testi ile
incelendiginde gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu belirlenmistir (F(3,35)=
101.67, p < 0.001). Yapilan post-hoc testi sonucunda beyin GSH degerlerinin AH
grubunda, S ve SR gruplarina gore 6nemli derecede azaldigi bulunmustur. Diger
yandan AHR grubunun GSH degerinin AH gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli
derecede arttigi izlenirken, S ve SR gruplarinin GSH degerinden anlamli derecede
dislik oldugu saptanmistir.

GSH(mmol/mg protein)

Sekil 4. 6. Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin GSH aktiviteleri (n=10, sonuglar ortalama %

standart hata olarak verilmistir. * p < 0.001 S grubundan fark, § p < 0.01 AH grubundan
fark)

4.9. Asetilkolin Sonuglari
Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin ACh degerleri Sekil 4.7 ve Tablo

4.2'de verilmistir. Tim gruplarin ACh degerleri tek yonli ANOVA testi ile
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu belirlenmistir (F(3,32)=
58.40, p < 0.001). Gergeklestirilen post-hoc analizleri neticesinde beyin ACh
degerinin AH grubunda, S ve SR gruplarina gore istatistiksel yénden anlaml
derecede azaldigl saptanmistir. Diger yandan AHR grubunun ACh degerinin S, SR ve
AH gruplarina gore anlamli derecede arttigi bulunmustur.
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ACh (mmol/g protein)

Sekil 4. 7. Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin ACh degerleri (n=10, sonuglar ortalama %
standart hata olarak verilmistir. * p < 0.01 S grubundan fark, ¢ p < 0.001 AH grubundan
fark)

4.10. Asetilkolinesteraz Aktivitesi Sonugclari
Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin AChE aktiviteleri Sekil 4.8 ve Tablo

4.2’de verilmistir. Tim gruplarin AChE aktivite degerleri tek yonli ANOVA testi ile
kiyaslandiginda gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu belirlenmistir (F(3,34)=
20.47, p < 0.001). Yapilan post-hoc testi sonucunda beyin AChE aktivitesinin AH
grubunda S ve SR gruplarina gore anlamli derecede azaldigl gozlenmistir. Diger
yandan, AHR grubunun AChE aktivitesinin ise S, SR ve AH gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde arttigi tespit edilmistir.

AChE Aktivitesi(U/mg protein)
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Sekil 4. 8. Sham ve deney grubu hayvanlarinin beyin AChE aktiviteleri (n=10, sonuglar ortalama *
standart hata olarak verilmistir. * p < 0.05 S grubundan fark, § p < 0.001 AH grubundan
fark)
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4.11. immiihistokimyasal Boyama Sonuglari

Sham ve deney gruplarinda hipokampus ve isitsel korteksdeki AR, GFAP ve
sinaptofizin imminboyamalari ve kantitatif analizleri Sekil 4.9’da gosterilmistir.
Amiloid B 42 enjekte edilen hayvanlarda beyin parankimasinda belirgin AR
immunreaksiyonlari izlenmektedir. AHR grubunda AP boyanmalarinin AH grubuna
gore anlamli derecede azaldigi dikkati cekmektedir. Diger yandan, AH grubunda
GFAP imminreaktivitesinin diger gruplara gore belirgin bir sekilde arttig
gorllmustir. Bu artisin AHR grubunda 6nemli derecede azaldigl belirlenmistir.
Sinaptofizin immin boyamalari incelendiginde gruplar arasinda sinaptofizin
ekspresyonunda herhangi bir farkliigin olmadigi saptanmistir.
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Sekil 4.9. Sham ve deney gruplarinda imminohistokimyasal AP boyama sonuglar.. A
HipokampiisAB boyanmasi (20x biiylitme) ve kantitatif analiz sonuglari, B: isitsel korteksAp
boyanmasi (20x blyiltme) ve kantitatif analiz sonuglari. (n = 4, sonuglar ortalama *
standart hata olarak verilmistir, * p < 0.05 S grubundan fark, § p < 0.001 AH grubundan
fark)
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Sekil 4. 10. Sham ve deney gruplarinda imminohistokimyasal GFAP boyama sonuglari. A :
HipokampiisGFAP boyanmasi (20x biiyiitme) ve kantitatif analiz sonuglari, B: isitsel
korteks GFAP boyanmasi (20x biliylitme) ve kantitatif analiz sonuglari. (n = 4, sonuglar

ortalama * standart hata olarak verilmistir, * p < 0.05 S grubundan fark, ¢ p < 0.001 AH
grubundan fark)
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isitsel Korteks Sinaptofizin

Sekil 4. 11. Sham ve deney gruplarinda immiinohistokimyasal sinaptofizin boyama sonuglari. A :
Hipokampiissinaptofizin boyanmasi (40x biiyiitme) ve kantitatif analiz sonuglari, B: Isitsel
korteks sinaptofizin boyanmasi (40x blyltme) ve kantitatif analiz sonuglari. (n

sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir)
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4.12. Elektron Mikroskop Analizi Sonuglari

Bazal onbeyin ve temporal korteks incelendiginde, S ve SR gruplarinda
nikleus ve perikaryon yapisinin normal oldugu goérilmektedir (Sekil 4.10A,B;
Sekil4.11A,B). Normal sitoplazma ve organel yapilar izlenmektedir. Bazal 0On
beyinde AH grubunda mitokondriyonlardadeformasyon (ok basi) vesitoplazmada
iceriksiz 6deme bagh bosluklar dikkati ¢ekmektedir (Sekil 4.10 C). Temporal
korteksde ise AH grubunda mitokondriyonlarda deformasyon (ok basi),
sitoplazmada vakuoller (yildiz), 6demo6z endoplazmik retukulum (oklar) ve nikleer
kondensasyon (cift oklar) izlenmektedir (Sekil 4.11 C). Tedavi grubunda ise
sitoplazmada az miktarda vakuol, mitokondriyel deformasyon (ok basi) izlenirken
organellerin normal yapida oldugu ve membran butinlGginin korundugu
saptanmistir.

Sekil 4. 12. Sham ve deney gruplarinda bazal 6nbeyinde elektron mikroskopu incelemeleri,A :
Sgrubu, B: SR grubu, C: AH grubu, D: AHR grubu. Mitokondriyonlar (ok baslari), vakuoller
(yildiz) ile gosterilmektedir.
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Sekil 4. 13. Sham ve deney gruplarinda isitsel korteksde elektron mikroskopu incelemeleri,A : S
grubu, B: SR grubu, C: AH grubu, D: AHR grubu. Mitokondriyonlar (ok baslari), vakuoller
(yildiz), sismis endoplasmik retukulum (oklar), niikleer kondensasyon (cift oklar) ile
gosterilmektedir.
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4.13. Olaya iliskin Potansiyel (OiP) ve Uyumsuzluk Negativitesi (MMN) Sonuglari

Tum gruplarda her bir sican icin standart ve nadir tonlara verilen yanitlarin
ortalamasi alinarak elde edilen OiP’lerin pik genlikleri ve latensleri belirlenmistir.
Nadir tonlara cevap olarak ortaya cikan ortalama OIP egrisinden, standart tonlara
cevap olarak ortaya cikan ortalama OIP egrisi cikarilarak her bir sicana ait fark
egrileri elde edilmistir. Tim deney gruplarindan elde edilen standart ve nadir
cevaplarinin ortalamasi Sekil 4.14’ de sunulmustur. Olaya iliskin Potansiyellerin pik
latenslerinin ve tepeden tepeye genliklerinin ortalama degerleri ve standart hatalari
Tablo 4.3, Tablo 4.4, Tablo 4.5 ve Tablo 4.6 ’da verilmistir. Olaya iliskin
Potansiyellerin tim latens ve genlik degerlerine 2 (uyari tlri: standart, nadir) x 2
(uyarilar arasi sire (ISl): 375 ms, 600 ms) x 4 (deney gruplari: S, SR, AH, AHR) Karisik
Faktorli ANOVA (Mixed-Design ANOVA) uygulanmistir.

Genbik (uV)

senlik (uV)
Gendik (4V)

C

ISI:375 ISI:375

Sekil 4. 14. Sham ve deney grubu hayvanlarindan kaydedilen OiP’ler ve bilesenleri (1S1:375 ms)
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Genlik (uV)

Genlik (uV)

-50 [ 50 100 150 200 250 50 0 50
IS1:600 Latens (ms)

AHR

Genlik (uv)
Genlik (uV)

50 0 50 100

50 0 50 100 150 200 250

1S1:600 Latens (ms) 1S1:600 Latens (ms)

Sekil 4. 15. Sham ve deney grubu hayvanlarindan kaydedilen OiP’ler ve bilesenleri (1SI:600 ms)
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Deney gruplari arasinda yapilan karsilastirmada uyari tiri ve uyarilar
arasindaki siireden bagimsiz olarak OiP’lerin tiim bilesenleri icin latens degerlerinde
anlamli bir degisiklik gorilmemistir (p > 0.05) (Tablo 4.3, Tablo 4.4). Benzer sekilde,
hem uyari tiriiniin ve hem de uyarilar arasi sirenin OIP latens degerlerini
istatistiksel olarak anlamli sekilde etkilemedigi saptanmistir(p > 0.05).

Tablo4.3. Sham ve deney grubu hayvanlarindan 375 ms ISl degerinde standart ve nadir uyariya
yanit olarak ortaya ¢ikan OIP bilesenlerinin latensleri (ms)

P1 N1 P2 N2
Gruplar
Standart Nadir Standart Nadir Standart Nadir Standart Nadir
S 30,22+ 33,33+ 67,67+ 67,56+ 94,11+ 96,44+ 159,78+ 157,56+
2,07 1,33 2,11 2,10 2,02 3,78 2,39 3,83
SR 28,00 22,30+ 58,30+ 59,80+ 84,20+ 81,00+ 147,20+ 151,40+
1,66 ,98 2,82 1,72 4,47 2,67 5,42 5,15
Fsag AH 28,30+ 29,30+ 55,30+ 57,30+ 85,30+ 85,60+ 148,20+ 147,00+
1,33 0,90 2,51 2,49 1,11 3,29 4,80 4,53
AHR 27,40+ 25,20+ 56,60+ 52,00+ 87,60+ 85,80+ 142,60+ 151,70+
2,13 1,64 3,57 1,98 3,56 1,99 4,99 4,26
S 27,56+ 27,78+ 57,11+ 52,89+ 85,89+ 77,00+ 161,89+ 156,89+
1,16 ,70 1,95 1,01 4,17 3,82 2,30 3,77
SR 28,40+ 24,60+ 56,00+ 52,60+ 92,50+ 85,90+ 151,60+ 152,90+
1,80 1,15 2,17 1,93 7,37 2,90 5,95 2,56
Fsol AH 30,40+ 26,00+ 56,40+ 53,20+ 89,20+ 87,20+ | 15420+ | 150,00+
1,73 1,71 2,34 1,72 2,09 2,17 5,39 4,36
AHR 27,20+ 24,60+ 56,00+ 51,20+ 84,80+ 88,00+ 157,10+ 155,30+
1,16 1,23 2,37 1,91 3,17 2,91 4,31 2,60
S 27,334 26,89+ 57,56+ 58,22+ 95,89+ 93,33+ 152,44+ 153,56+
1,97 1,49 3,05 2,66 5,74 5,13 6,01 3,01
SR 26,80+ 27,70+ 52,10+ 56,40+ 78,30+ 78,80+ 154,70+ 153,10+
2,33 2,52 2,37 2,11 2,85 1,87 4,14 5,60
Tsag AH 29,20+ 29,80+ 58,40+ 60,20+ 92,20+ 89,80+ | 152,80+ | 159,80+
1,64 1,85 2,06 3,16 1,05 3,87 3,44 5,93
AHR 24,60+ 26,70+ 56,60+ 57,00+ 88,00+ 86,90+ 159,70 159,50
1,69 1,81 3,68 3,09 2,11 4,02 3,98 4,89
S 27,78+ 27,33+ 56,67+ 57,78+ 90,22+ 88,89+ 157,67+ 156,44+
1,75 1,89 1,91 1,87 2,25 2,63 2,93 2,78
SR 30,00+ 29,20+ 58,10+ 57,40+ 85,70+ 80,50+ 152,90+ 152,20+
2,21 2,44 2,29 2,24 3,55 2,37 5,43 2,61
Tsol AH 30,40+ 27,00+ 62,00+ 61,20+ 91,80+ 89,90+ 152,30+ 149,60+
1,51 1,67 0,89 2,07 1,25 4,11 4,48 5,09
AHR 27,60 27,40+ 53,20+ 56,20+ 86,00+ 86,60+ 146,00+ 148,30+
2,06 2,57 2,90 3,25 1,19 2,65 5,97 5,59
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Tablo 4. 4. Sham ve deney grubu hayvanlarindan 600 ms ISI degerinde standart ve nadir uyariya

yanit olarak ortaya ¢ikan OIP bilesenlerinin latensleri (ms)

P1 N1 P2 N2
Gruplar
Standart Nadir Standart Nadir Standart Nadir Standart Nadir
S 30,00+ 28,44+ 56,67+ 56,44+ 87,22+ 86,56+ 155,67+ | 159,56+
1,60 1,94 2,36 2,05 2,69 2,74 5,18 6,22
SR 28,80+ 25,00+ 58,00+ 53,00+ 91,00+ 82,30+ 158,40+ | 155,40+
1,84 2,52 2,46 3,21 2,78 2,47 5,15 4,40
Fsag
& AH 29,10+ 28,90+ 59,60+ 53,30+ 87,50+ 89,70+ 160,10+ 158,30+
1,69 1,91 2,00 1,87 1,68 5,03 3,43 4,29
AHR 26,80+ 27,40+ 57,80+ 54,10+ 91,70+ 75,80+ 160,20+ 152,60+
1,08 1,68 2,85 2,12 1,98 1,74 2,15 2,79
S 25,78+ 24,67+ 53,78+ 54,56+ 85,89+ 83,00+ 163,11+ 149,22+
1,22 1,82 1,55 2,08 2,20 2,47 3,87 2,07
SR 23,60+ 25,50+ 51,40+ 51,90+ 78,80+ 90,78+ 159,30+ 162,40+
1,36 1,13 3,28 2,33 2,78 2,27 3,00 4,18
Fsol
AH 25,90+ 28,50+ 53,60+ 54,80+ 82,10+ 83,10+ 161,10+ 160,80+
1,39 1,11 1,67 ,89 2,32 2,96 2,42 2,03
AHR 26,30+ 25,40+ 56,90+ 59,80+ 85,30+ 82,40+ 162,60+ 152,80+
,70 1,07 1,32 2,66 2,20 1,56 2,79 2,02
S 24,67+ 26,33+ 54,56+ 54,44+ 87,67+ 86,78+ 157,33+ 161,22+
1,49 1,86 3,07 2,33 3,21 2,26 4,34 3,81
SR 26,50+ 25,10+ 54,20+ 52,70+ 82,30+ 86,20+ 159,70+ 159,10+
2,03 ,67 2,56 1,85 2,54 1,82 3,95 3,58
AH 27,70+ 28,80+ 55,20+ 56,70+ 85,50+ 83,80+ 163,30+ 158,30+
. 2,00 2,09 3,31 2,59 2,66 2,98 4,20 4,49
Tsag
AHR 24,40+ 26,80+ 53,90+ 57,70+ 79,40+ 83,20+ 159,50+ 153,30+
1,18 1,43 1,44 ,90 4,11 2,28 2,64 3,52
S 26,56+ 28,00+ 57,22+ 54,00+ 89,56+ 86,00+ 158,89+ 163,00+
2,14 4,49 2,55 2,08 2,78 2,81 3,90 2,19
SR 27,60+ 26,90+ 57,00+ 55,00+ 89,50+ 79,50+ 159,40+ 156,80+
1,90 1,78 2,22 1,82 3,10 2,84 3,65 4,60
Tsol
AH 27,10+ 28,00+ 51,40+ 55,10+ 83,20+ 84,70+ 156,20+ 159,40+
1,51 2,09 2,67 1,84 3,28 3,13 3,01 2,73
AHR 27,00+ 27,50+ 58,70+ 50,80+ 81,90+ 83,10+ 157,40+ 157,90+
1,71 1,26 1,18 1,07 2,93 1,49 3,10 2,16

Tepeden tepeye genlik degerlerinin Karisik Faktorli ANOVA ile analizi
sonucunda sol frontal bolgede tiim genlik degerleri icin gruplar arasinda anlamli bir
fark olmadig! tespit edilmistir (p > 0.05). Sag frontal ve temporal bélgelerde ise
N1P2 ve N2P2 genlik degerlerinde gruplar arasinda anlamh bir fark oldugu
belirlenmistir (p < 0.05). Sag frontal ve temporal bolgelerde uyari tlriinin ve ISI
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degerinin N1P2 ve N2P2 genlik degerlerini anlamh diizeyde etkiledigi saptanmistir (p
<0.05). Ayni zamanda N1P2 ve N2P2 genlik degerleri igin [uyar tlrli x deney
gruplan] ve [ISI x deney gruplari] etkilesimlerinin anlamli oldugu belirlenmistir (p
<0.05). Bu anlamli etkilesim degerleri uyari tirinin ve ISI degerinin N1P2 ve N2P2
genlik degerlerine etkisinin gruplara gore degistigine isaret etmektedir. Ayrica, N1P2
ve N2P2 genlikleri icin uyar tirl ve ISl arasinda istatistiksel olarak anlamlh bir
etkilesim oldugu saptanmistir. Bu sonug uyari tiriinin N1P2 ve N2P2 genliklerine
etkisinin belirli bir ISl degeri icin daha glicli oldugunu gostermektedir. Bu
etkilesimlerin ve gruplar arasinda belirlenen farkhliklarin daha detayl analizi icin
N1P2 ve N2P2 genlikleri 375 ms ve 600 ms olmak tzere iki farkli ISI degerleri igin
yinelenen 6l¢imler ANOVA (Repeated Measure ANOVA) ile analiz edilmistir.

Uyarilar arasi siirenin 375 ms oldugu OiP’lerde uyari tiiriiniin N1P2 ve N2P2
genliklerine anlamli derecede etki ettigi (p < 0.05) ancak deney gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi bulunmustur (p > 0.05). iki es arasinda
fark testi (Paired T Testi) ile tepeden tepeye genlik degerlerinin grup igi
karsilastirmalarinda, tim gruplarda standart uyari cevaplariyla karsilastirildiginda
nadir uyari cevaplarinda N1P2 genlik degerlerinin anlamli derecede azalirken, P2N2
genlik degerlerinin ise dnemli derecede arttigi tespit edilmistir.

Uyarilar arasi siirenin 600 ms oldugu OiP’lerde uyari tiiriiniin N1P2 ve N2P2
genliklerine anlamli derecede etki ettigi (p < 0.05) ve genlik degerlerinde gruplar
arasinda anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir (p < 0.05). Standart ve nadir uyari
cevaplari ayri ayri tek yonli ANOVA testi ile degerlendirildiginde, sag frontal ve
temporal boélgelerde nadir uyari cevaplarinin N1P2 ve N2P2 genlik degerlerinde
gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu bulunmustur (p < 0.01). Bunu takiben
yapilan posthoc Tukey testi sonucunda AH grubunda diger gruplara gére N1P2
genlik degerinin arttigi, N2P2 genlik degerlerinin ise anlaml derecede azaldigi
belirlenmistir (Tablo 4.4). Tedavi grubu AHR ‘de N1P2 ve N2P2 genlik degerlerinin
AH grubuna gore anlamli derecede degistigi ve SR grubunun genlik degerlerine yakin
oldugu saptanmistir. iki es arasinda fark testi (Paired T Testi) AH grubu disindaki tim
gruplarda nadir uyari cevaplarindastandart uyari cevaplarina gére N1P2 genliginin
azaldigini, P2N2 genliginin ise 6nemli derecede arttigini gostermistir.
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Tablo 4. 5. Sham ve deney grubu hayvanlarindan 375 ms ISl degerinde standart ve nadir uyariya
yanit olarak ortaya ¢ikan tepeden tepeye OIP genlikleri (uV) ({ : p<0.05 standart yanita

gore fark)
P1N1 N1P2 P2N2
Bolgeler | Gruplar
Standart Nadir Standart Nadir Standart Nadir
6,70 £ 0,76 5,36 +0,39 7,14+0,45 7,0740, 62 5,81+0,94 6,6940,44
S
4,30+0,48 4,9610,50 6,99+0,58 4,63%0,55 4,22+0,48 5,6610,35
SR
Fsag
4,83 £ 0,46 4,0740,20 7,8310,76 4,6740,42 5,6610,34 5,4810,58
AH
4,80 +0,57 4,4610,62 7,40+0,39 4,39+0,46 5,51+0,60 5,78+0,39
AHR
5,7810,66 6,99+0,40 11,17+0,64 |6,58+0,59 ¢ | 6,37+0,41 12,33+0,55
S
o
4,970,522 5,42+0,32 10,07+0,47 | 4,90+0,53 Y 5,23+0,37 11,07+0,63
Fsol SR
o
4,97+0,14 5,04+0,30 9,21+0,62 5,55+0,25 ¢ 5,54+0,36 10,92+0,76
AH
U]
+
4,45+0,52 4,64+0,45 10,33+0,32 | 4,67+0,54 ¢ 5,46%0,59 10,3520,36
AHR U]
6,3810,58 6,4010,48 12,31+0,63 | 5,28+0,36 6,77+0,51 12,06+0,82
S
U]
. 6,3010,34 5,8310,53 10,72+0,68 | 6,36+0,55 ¢ 6,0510,25 11,89+0,53
Tsag SR
U]
5,4710,42 4,3240,39 8,8110,33 5,13+0,29 5,15+0,41 10,60+0,37
AH
U]
5,3410,44 5,78+0,52 9,3410,51 5,3810,25 Y 5,17+0,27 9,51+0,70 Y
AHR
5,2040,37 5,99+0,48 12,75+0,64 | 5,76+0,25 ¢ 6,3610,33 13,03+0,60
S
U]
5,90+0,41 5,8510,61 11,51+0,61 | 5,10+0,46 Y 5,93+0,34 10,63+0,26
Tsol SR
U]
6,40+0,59 6,3010,59 11,07+0,60 | 5,04+0,37 Y 5,6040,19 11,55+0,63
AH
g
4,78+0,34 4,80+0,30 10,68+0,71 | 5,13+0,58 6,04+0,31 11,23+0,53
AHR "
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Tablo 4. 6. Sham ve deney grubu hayvanlarindan 600 ms ISI degerinde standart ve nadir uyariya
yanit olarak ortaya ¢ikan tepeden tepeye OIP genlikleri (uV) ({ : p<0.05 standart yanita
gore fark , *: p<0.05 Sham grubuna gore fark, £, p<0.05 AH grubuna gore fark)

P1N1 N1P2 P2N2
Gruplar " " :
Standart Nadir Standart Nadir Standart Nadir
S 5,23+0,58 5,3610,29 7,28+0,60 5,8010,23 5,9140,25 5,21+0,19
SR 4,37+0,14 4,87+0,33 8,51+0,25 6,07+0,16 5,61+0,32 5,71+0,24
Fsaé AH 4,86+0,59 6,66+0,43 7,25+0,65 5,04+0,33 6,07+0,67 5,97+0,45
AHR
6,01+0,51 6,06+0,29 7,93+0,37 6,22+0,43 6,331£0,59 6,58+0,57
S 5,11+0,61 5,2310,66 10,85+0,44 | 6,6610,63 ¥ 6,8510,32 13,01+0,67
1)
SR 5,4610,42 5,37+0,69 12,05+1,17 | 6,44+0,60 Y 5,5610,21 10,70+0,41
Fsol
1)
AH 5,9110,62 6,93+0,55 10,1040,24 | 9,78+0,50 * 5,96+0,40 7,99+0,40 *
AHR
6,4310,37 6,41+0,47 11,1740,59 | 7,01+0,51 ¢ 6,48+0,52 12,51+0,81
£ U3
S 4,79+0,41 6,77+0,59 9,7840,45 4,69+0,49 Y 5,96%0,52 11,8310,26
1)
SR 5,5810,55 6,96+0,29 11,2740,63 | 5,49+0,19 ¢ 6,71+0,42 13,58+0,54
Tsag U
AH 6,7510,82 7,39+0,53 9,94+0,23 9,28+0,45 * 6,59+1,11 8,06+0,54 *
AHR
6,70+0,45 6,021+0,41 10,48+0,47 | 5,5610,28 Y 5,5040,42 11,10+0,94
§ £ U1
S 6,28+0,19 6,74+0,35 11,04+0,47 | 5,91+0,39 ¢ 6,10+£0,43 13,05+0,67
1)
SR 5,0810,24 5,35+0,32 11,1140,50 | 5,7310,28 Y 5,33+0,33 10,25+0,39
Tsol U]
AH 6,31+0,50 6,51+0,89 9,2610,20 9,06+0,24 * 6,3040,26 8,50+0,43 *
AHR
6,3310,21 6,12+0,39 10,504+0,68 | 6,01+0,64 ¥ 6,4810,20 11,36%0,35
£ UR3

Fark egrilerinden 50-120 ms ve 120-180 ms olarak belirlenen zaman
araliklarinda olcilen MMN genlikleri tek yonli ANOVA ile degerlendirilmistir. Sag
frontal ve temporal elektrot bolgelerinde 375 ms ISI degerinde elde edilen MMN
genliklerinde gruplar arasinda anlamh bir fark olmadigi tespit edilmistir. Ayni
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bolgelerde 600 ms ISl degerinde elde edilen MMN genliklerinin AH grubunda diger
gruplara gére 6nemli derecede azaldigi izlenmistir (Tablo 4.7). Tedavi grubunda ise
MMN genliklerinin S grubuyla ayni seviyede oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4. 7. Sham ve deney gruplarina ait MMN yanitlar (uV) (*: p<0.05 Sham grubuna gore fark, &
p<0.05 AH grubuna gore fark)

ISI 375 ISI 600
Gruplar
50-120 ms 120-180 ms 50-120 ms 120-180 ms
s 1,9240,52 2,67+0,24 1,18+0,44 2,84+0,52
SR 2,15+0,37 1,3540,11 2,35+0,48 1,74+0,27
Fsag AH 1,8240,28 2,5040,21 2,0440,40 2,16+0,58
AHR 1,36+0,26 2,72+0,34 2,8240,47 2,80+0,36
s 5,74+0,36 6,18+0,34 5,21+0,39 6,57+0,57
SR 5,4640,52 6,5140,51 4,95+0,39 5,07+0,19
AH 5,1140,35 6,2940,41 3,67+0,26* 3,02+0,10*
Fsol
AHR 4,47+0,64 6,43+0,77 5,26£0,23€ 5,5240,26€
s 5,3640,24 6,2340,55 5,1940,50 6,50+0,42
SR 6,1240,35 5,77+0,19 5,3040,35 5,4040,35
} AH 5,10+0,28 6,75+0,28 3,40+0,28* 3,11+0,19*
Tsag
AHR 5,0140,31 5,59+0,70 4,84+0,39€ 5,5440,49€
s 6,76+0,65 6,78+0,57 5,13+0,71 6,22+0,31
SR 5,51+0,56 5,80+0,46 5,29+0,27 5,96+0,52
Tsol
AH 5,68+0,34 6,1640,51 3,59+0,32* 3,45+0,25*
AHR 5,2140,35 5,95+0,28 4,84+0,18¢ 6,09+0,31€

Olaya iliskin potansiyel egrilerinin glc¢ spektrumlari incelendiginde tim
gruplarda alfa ve beta frekans bandlarindaki gli¢c degerlerinin oldukc¢a disiik oldugu
dikkati c¢ekmistir. Bu nedenler analizler delta ve teta frekans bandlarinda
gerceklestirilmistir. Delta ve teta frekans bandlarinin gl¢ degerleri 2 (uyari tiri:
standart, nadir) x 2 (uyarilar arasi siire (ISl): 375 ms, 600 ms) x 4 (deney gruplari: S,
SR, AH, AHR) Karisik Faktorli ANOVA (Mixed-Design ANOVA) ile degerlendirilmistir.
Deney gruplari arasinda yapilan karsilastirmada tiim elektrot bdlgeleri icin uyari tir(
ve uyarilar arasindaki stireden bagimsiz olarak delta bandi gli¢ degerlerinde anlaml
bir degisiklik olmadigi gorilmistir (p > 0.05) (Tablo 4.8). Benzer sekilde, hem uyari
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tiriinin ve hem de uyarilar arasi surenin delta bandi glicini etkilemedigi
belirlenmistir (p > 0.05).

Karisik Faktorlii ANOVA analizi sol frontal bolgede teta bandi glic degerlerinde
gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigini géstermistir (p > 0.05) (Tablo 4.8). Sag
frontal ve temporal bolgelerde ise teta gliclinde gruplar arasinda anlaml bir fark
oldugu belirlenmistir (p < 0.05). Sag frontal ve temporal bolgelerde uyari tlrlniin ve
ISI'nin teta gliclini anlamh dizeyde etkiledigi saptanmistir (p < 0.05). Ayrica teta gic
degerleri icin [uyari tlrld x deney gruplari] ve [ISI x deney gruplari] etkilesimlerinin
anlaml oldugu belirlenmistir (p <0.05). Bu anlamli etkilesim degerleri farkh uyari
tlrinin ve ISI degerinin teta giicline etkisinin deney grubuna bagli olarak degistigini
vurgulamaktadir. Ayrica, teta glicl icin uyari tlrl ve ISI arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir etkilesim oldugu saptanmistir. Bu bulgu uyari tlrinln teta glicline
etkisinin belirli bir ISI degerinde daha fazla olduguna isaret etmektedir. Bu
sonuglarin daha detayli analizi icin 375 ms ve 600 ms’lik ISI degerlerinde elde edilen
teta glic degerleri yinelenen o6l¢cimler ANOVA (Repeated Measure ANOVA) ile
degerlendirilmistir. Uyarilar arasi siirenin 375 ms oldugu OiP’lerde uyari tiirinin
teta glicine anlamli derecede etki ettigi (p < 0.05) ancak deney gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir farkin bulunmadigi belirlenmistir (p >0.05). Teta
glcinin iki es arasinda fark testiyle (Paired T Testi) grup ici karsilastirmasinda tiim
gruplarda nadir uyari cevaplarindaki teta glicliniin standart uyari cevaplarina goére
anlamli diizeyde arttigi izlenmistir.

Uyarilar arasi siirenin 600 ms oldugu OiP’lerde uyari tiiriinin teta giic
degerlerine anlamli derecede etki ettigi (p < 0.05) ve teta gli¢ degerlerinde gruplar
arasinda anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir (p < 0.05). Standart ve nadir uyari
cevaplari tek yonli ANOVA ile incelendiginde, sag frontal ve temporal bolgelerde
gruplar arasinda nadir uyariyla iligkili teta giiciinde anlamli bir fark oldugunu
bulunmustur. Bunu takiben yapilan posthoc Tukey testi sonucunda teta gic
degerlerinin AH grubunda diger gruplara gore anlamli derecede azaldig
saptanmistir. Tedavi grubunda teta glic degerinin AH grubuna gore anlamli
derecede arttigi ve SR grubundan farkli olmadigi izlenmistir. iki es arasinda fark testi
(Paired T Testi) AH grubu disindaki tim gruplarda nadir uyari cevaplarindaki teta
bandi gic degerlerinin standart uyari cevaplarindakine goére anlamh dizeyde
yukseldigini gbstermistir (Tablo 4.8).
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Tablo 4. 8. Sham ve deney gruplari gli¢ degerleri (uVZ) (*: p<0.05 Sham grubuna gore fark, ¢ p <0.05
AH grubundan fark)

IS1 375 I1S1 600
Gruplar DELTA (pV?) TETA (V) DELTA (puV?) TETA (pVv?)
Standart Nadir Standart Nadir Standart Nadir Standart Nadir
6,02+ 7,26+ 5,70+ 6,55+ 4,94+ 5,27+ 4,40+ 5,07+
S 0,98 2,76 1,09 2,45 0,48 0,75 0,41 0,47
7,20% 7,55+ 5,64+ 6,54+ 7,38+ 6,12+ 4,70 5,24+
3 SR 1,59 1,39 2,39 1,05 1,91 1,03 0,98 0,81
Fsag AH 7,06 6,54+ 6,00+ 5,02+ 5,38+ 6,54+ 3,90+ 5,28+
1,66 1,17 0,90 0,49 1,20 2,01 0,88 1,55
7,842 5,84+ 7,38+ 6,08+ 7,00% 7,72+ 6,68+ 7,32¢
AHR 2,37 0,87 1,92 0,35 1,15 2,64 0,67 1,77
8,93+ 7,83+ 6,69+ 12,83+ 7,97+ 6,12+ 4,57+ 9,27+
S 2,09 2,20 0,57 1,12 ¢ 0,70 0,48 0,50 0,32 ¢
9,04+ 8,08+ 6,74+ 11,42+ 7,06+ 8,34z 4,18+ 9,14+
SR 2,60 1,89 0,71 0,65 | 1,82 0,86 0,39 0,27
Fsol 9,53+ 9,14 6,14+ 9,89+ 8,40 7,16+ 5,84+ 5,40+
AH 2,73 1,48 0,57 0,28 | 1,23 1,68 0,46 1,33 *
9,78+ 8,48+ 6,96+ 9,62+ 6,92+ 7,82+ 5,461+ 12,10+
AHR 2,22 0,57 0,45 0,68 U 0,53 3,24 0,48 1,02 Y€
7,20% 10,49+ 7,89+ 10,952 9,87+ 9,91+ 4,90+ 9,55+
S 2,91 1,40 0,51 0,59 1,51 0,85 0,69 0,39
9,48 10,70z 7,30+ 12,70+ | 11,74+ | 10,02% 5,16+ 10,05+
3 SR 0,57 3,70 0,57 0,56 2,36 2,02 0,42 0,42
Tsag AH 9,53+ 10,42+ 6,54+ 9,22+ 8,30t 10,73+ 6,62 5,32t
1,69 1,84 0,90 0,96 1,94 2,33 0,93 0,66 *
9,80 7,92+ 7,76 12,52+ | 10,74+ 9,54+ 6,80+ 11,52+
AHR 1,36 2,27 0,32 0,86 | 1,63 1,71 0,46 0,69 Y€
11,51+ 8,07+ 7,14+ 12,09+ | 10,42+ 7,94+ 4,69+ 9,90+
S 1,51 1,57 0,61 0,68 2,69 1,28 0,46 0,47
R 12,36 | 13,94+ 8,84+ 13,78+ | 13,66+ | 13,54+ 6,48+ 10,40+
S 1,60 2,53 0,51 0,38 2,58 3,27 0,58 0,56
12,76+ | 10,92% 7,54+ 12,08+ 8,09+ 10,15+ 5,961+ 5,92+
Tsol | AH 2,36 3,19 0,49 0,73 1,61 1,86 1,03 0,35 *
10,72+ 9,60+ 8,28+ 12,70+ 8,30+ 7,15+ 5,74+ 11,24+
AHR 2,68 1,86 0,38 0,59 1,04 2,14 0,39 0,41 €

Koherens degerlerinin analizinde deney gruplari (S, SR, AH, AHR)olgular arasi
faktor (between subjects), ISI degeri (375 ms, 600 ms), elektrot eslesmesi (Fsag-Fsol,
Tsag-Tsol, Fsag-Tsag, Fsag-Tsol, Fsol-Tsag, Fsol-Tsol), uyar tlri (standart, nadir)de
ayni olgu grubu ici(within subjects) faktor olarak kullanildi. Delta koheransinin
ANOVA analizi elektrot eslesmesinin etkisinin anlamli oldugunu goéstermis, tim
yanitlarda delta bandinda Fsag-Fsol ve Tsag-Tsol koherens degerlerinin diger
elektrot eslesmelerine gore daha yiiksek oldugu izlenmistir. Ayrica ISI degerinin ve
uyari tatinin delta bandi koherans degerlerine herhangi bir etki gostermedigi
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bulunmustur. Delta bandindaki Fsag-Fsol ve Tsag-Tsol koherens
gruplar arasinda anlamli bir farkin olmadigi belirlenmistir (Tablo 4.9).

Tablo 4. 9. Sham ve deney gruplar delta bandi koherans degerleri (z-degeri)

degerlerinde

Gruplar | Fsag-Fsol | Tsag-Tsol | Fsag-Tsag | Fsag-Tsol | Fsol-Tsag | Fsol-Tsol

0,859+ 0,666+ 0,165+ 0,116+ 0,119+ 0,116+

S 0,013 0,023 0,030 0,015 0,008 0,015

ISI375 SR 0,825+ 0,655+ 0,145+ 0,148+ 0,146+ 0,156+
standar 0,013 0,050 0,019 0,028 0,016 0,027
. AH 0,761+ 0,626+ 0,168+ 0,100+ 0,155+ 0,16+
0,028 0,020 0,015 0,011 0,022 0,019

0,823+ 0,614+ 0,206+ 0,189+ 0,195+ 0,196+

AHR 0,036 0,062 0,028 0,021 0,022 0,036

s 0,860+ 0,670+ 0,206+ 0,175+ 0,216+ 0,181+

0,024 0,023 0,040 0,017 0,016 0,022

SR 0,823+ 0,599+ 0,145+ 0,214+ 0,201+ 0,225+

0,042 0,032 0,012 0,074 0,027 0,069

1S1375 AH 0,744+ 0,663+ 0,201+ 0,184+ 0,329+ 0,244+
nadir 0,033 0,036 0,026 0,015 0,042 0,061
AHR 0,808+ 0,50+ 0,173+ 0,123+ 0,206+ 0,140+

0,042 0,034 0,049 0,012 0,054 0,020

s 0,844+ 0,676+ 0,158+ 0,199+ 0,191+ 0,163+

0,019 0,028 0,025 0,038 0,047 0,028

1S1600 R 0,843+ 0,695+ 0,144+ 0,23+ 0,224+ 0,330+
standar 0,021 0,033 0,011 0,030 0,030 0,053
t AH 0,800+ 0,699+ 0,184+ 0,150+ 0,254+ 0,206+
0,022 0,032 0,031 0,046 0,080 0,065

AHR 0,849+ 0,676+ 0,455+ 0,300+ 0,419+ 0,353+

0,040 0,032 0,103 0,055 0,105 0,074

s 0,825+ 0,699+ 0,276+ 0,161+ 0,224+ 0,161+

0,029 0,042 0,091 0,027 0,022 0,048

SR 0,809+ 0,724+ 0,194+ 0,270+ 0,205+ 0,266+

0,036 0,030 0,018 0,065 0,018 0,071

ISI600 0,843+ 0,718+ 0,284+ 0,176+ 0,306+ 0,210+
nadir | AH 0,030 0,025 0,043 0,016 0,053 0,024
AHR 0,829+ 0,678+ 0,255+ 0,220+ 0,191+ 0,228+

0,030 0,019 0,074 0,054 0,020 0,060

Teta koheransinin ANOVA analizi elektrot eslesmesinin etkisinin anlamli

oldugubulunmus, tiim yanitlarda teta bandinda Fsag-Fsol ve Tsag-Tsol koherens
degerlerinin diger elektrot eslesmelerine gore daha yiliksek oldugu gozlenmistir.
llaveten, 1si degerinin delta bandi koherans degerlerine herhangi bir etkisinin
olmadigl saptanmistir. Teta bandindaki Tsag-Tsol koherens degerlerinde gruplar
arasinda anlaml bir farki oldugu ve grup x uyari tird etkilesiminin anlamli oldugu
tespit edilmistir. Posthoc analizlerde her iki ISI degerinde nadir uyariya cevap olarak
ortaya cikan Tsag-Tsol elektrotlari arasindaki teta bandi koherans degerlerinin AH
gruplarinda diger gruplara gore anlamli derecede azaldigi bulunmustur. AHR
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grubunda ise bu azalisin olmadigl ve koherens degerlerinin S grubu seviyesinde

oldugu dikkati cekmektedir (Tablo 4.10).

Tablo 4. 10. Sham ve deney gruplari teta bandi koherans degerleri (z-degeri) (*: p<0.05 Sham
grubuna gore fark, ¢ p < 0.05 AH grubundan fark)

Gruplar | Fsag-Fsol | Tsag-Tsol | Fsag-Tsag | Fsag-Tsol | Fsol-Tsag | Fsol-Tsol

S 0,766+ 0,618+ 0,111+ 0,085+ 0,090+ 0,084+

0,028 0,029 0,013 0,009 0,008 0,007

- 0,773t 0,616+ 0,299+ 0,125¢ 0,165+ 0,150+

0,023 0,021 0,098 0,017 0,026 0,035

s':::13d7:rt " 0,754% 0,624+ 0,174+ 0,118+ 0,229+ 0,166+
0,021 0,035 0,022 0,010 0,017 0,013

0,746+ 0,528+ 0,194+ 0,200% 0,240+ 0,171+

AHR 0,049 0,043 0,043 0,010 0,080 0,017

0,760+ 0,596+ 0,194+ 0,132+ 0,181+ 0,143+

S 0,015 0,017 0,029 0,009 0,023 0,012

= 0,808+ 0,616+ 0,169+ 0,180+ 0,154+ 0,166+

11375 0,033 0,021 0,020 0,012 0,015 0,016
nadic [ 0,776+ 0,318+ 0,115+ 0,170+ 0,114+ 0,171+
0,022 0,026 * | 0,026 0,033 0,010 0,049

| 0584 0gase | 0,164 0,148+ 0,230+ 0,205+

0,032 0,021 0,017 0,017 0,019 0,013

0,790+ 0,646+ 0,249+ 0,151% 0,239+ 0,190+

S 0,042 0,024 0,104 0,022 0,082 0,025

0,764+ 0,556+ 0,174+ 0,162+ 0,184+ 0,183+

e 0,018 0,027 0,028 0,011 0,023 0,014
standart [ 0,786+ 0,624+ 0,143t 0,103% 0,103+ 0,141+
0,030 0,028 0,042 0,014 0,021 0,031

anm | 0808 0,669+ 0,168+ 0,115+ 0,111+ 0,168+

0,025 0,029 0,033 0,015 0,013 0,028

S 0,815+ 0,701+ 0,278+ 0,130+ 0,251+ 0,218+

0,023 0,025 0,052 0,009 0,045 0,031

= 0,828+ 0,713+ 0,405+ 0,413t 0,358+ 0,304+

11600 0,021 0,037 0,096 0,073 0,066 0,084
nadic [ 0,809+ 0,292+ 0,248+ 0,190+ 0,206+ 0,207+
0,012 0,015 * | 0,034 0,029 0,027 0,026

| 0813 0630: | 0,131 0,080+ 0,080+ 0,085+

0,021 0,027 0,014 0,030 0,017 0,026
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TARTISMA

En yaygin norodejeneratif hastaliklardan biri olan Alzheimer hastaligi yash
bireylerde goérilen bunama vakalarinin %80’ini teskil etmektedir[320]. Alzheimer
hastaligl histopatolojik olarak hticre disinda biriken amiloid plaklar ve hiicre iginde
gozlenen norofibriler yumaklar (NFT) ile karakterize edilmektedir[2]. Amiloid plaklar
AB peptidlerinin polimerize olarak fibriller seklinde B-sheet formunda birikiminden
olusmaktadir. Daha o©nceki arastirmalarda AB peptidlerinin ya dogrudan hicre
ylzeyindeki fonksiyonel protein kompleksleriile etkileserek ya da dolayl olarak
astrosit ve mikroglia aktivasyonu ile normal fizyolojik siregleri bozarak
norodejeneratif degisikliklere yol actigi gosterilmistir[6]. Projemizde AB42 peptidinin
oksidatif stres diizeyine, antioksidan sisteme ve kolinerjik néronlara etkilerinin
incelenmesinin yani sira bu etkiler ile isitsel OIiP’ler arasinda bir iliski olup
olmadiginin belirlenmesiyle hastaligin mekanizmasina iliskin yeni bilgilerin ortaya
konmasi hedeflenmektedir. Ayrica, AB42’nin tetikledigi kolinerjik sistem, oksidatif
stres ve OIP degisikliklerinde RA’nin terapétik rolii elektrofizyolojik, biyokimyasal ve
histolojik parametreler yardimiyla aydinlatiimaya ¢alisiimistir.

Yapilan g¢alismalarda amiloid plaklar ve NFT patolojisinin yani sira beyinde
artan asiri miktardaki oksidatif stresin de hastaligin 6nemli karakteristigi oldugunu
gosteren bircok kanit elde edilmistir. Alzheimer hastaligindaki temel ROS
kaynaklarindan birinin lezyonlardaki AB peptidi oldugu bildirilmistir. Alzheimer
hastalarinda yapilan histopatolojik ¢alismalar sonucu 6zellikle temporal korteksde
AP peptidlerinin direkt olarak etkilestigi membranlarda artan lipid peroksidasyonun
izleri belirlenmistir[15][16]. Bunun yanisira, AR 40 ve AR 42 peptidlerinin cesitli
membran reseptorleri araciligiyla hicreici sinyal yolaklarini tetikleyerek lipid
peoksidasyona yol actigi gosterilmistir[321]. Amiloid B’nin indikledigi lipit
peroksidasyonun arttirdigi 4-HNE metabolitlerinin 6nemli membran proteinlerinin
fonksiyonlarini ve Ca*’homeostazisini bozarak ROS artisina ve noéronal hasara yol
actigl bulunmustur [17]. Ayrica, oksidatif stirecler kimelenme 6zelligi olmayan AB’yi
kiimelesen AB’ya gevirirken, AB’nin kendisi de serbest radikal iretimini arttirmakta
boylece patolojik bir dongli ortaya cikmaktadir[322]. Diger yandan daha 6nceki AB
peptidi ile ilgili gahsmalar, AB’nin U¢ formundan (AB40, AB42, AB25-35) ozellikle
AB42’nin daha toksik oldugunu ifade etmislerdir[323]. Bu bulgular gz o6nilinde
bulundurularak calismamizda AB 42 peptidinin lipid peroksidasyon diizeyine etkisi
incelenmistir. Nitekim, AB 42 peptinin introserebroventrikiiler olarak uygulandig
hayvanlarda lipid peroksidasyon gostergesi olan TBARS ve 4-HNE seviyelerinin sham
grubundaki hayvanlara goére anlaml sekilde arttig goriilmustiir. Bu sonucumuz ile
Alzheimer hastalarinin beyin lipid peroksidasyon diizeylerinin 6nemli 6lctide arttigini
gosteren calismalarin ayni paralellik icinde olmasi AH ile iliskili molekdiler siireclerde
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AR 42 kaynakli lipid peroksidasyonun énemli bir faktor oldugu goristini destekler
niteliktedir.

Son yillarda oksidan hasarin AH patogenezisindeki cok yonli etkilerine isaret
eden calismalar 1siginda vitamin E, C ve lipoik asit gibi antioksidanlarin yardimci
terapotik ajan olarak kullanilmasinin néronal hasari azaltabilecegi duslincesi
Uzerinde durulmaktadir. Bu baglamda gergeklestirilen ¢alismalarda kurkumin ve
ginko biloba gibi bitkisel bilesiklerin, Vitamin E ve lipoik asit gibi diger bazi
antioksidanlarin serbest radikal dizeyini etkileyerek oksidan hasari onleyip AB
toksisitesini ve noronal hasari azalttigl, bunun yani sira bazi antioksidanlarin AB
kiimelenmesini durdurarak koruma sagladigi saptanmistir[223, 226, 227].Ayrica,
klinik uygulamalarda Ginko biloba ve Vitamin E’nin serbest radikal diizeyini azaltip
hastaligin ilerleyisini yavaslattigl gosterilmistir [224, 324].Bu konuda literatiirde yer
alan olumlu sonuglara ragmen antioksidanlarin hastalardaki etkinligi ve kullanimi
halen tartismalidir. Belirli bir antioksidanin uzun sireli kullanimi neticesinde
molekilin  pro-oksidan  ozellik  gostererek  toksik  etkileri  olabilecegi
disiinilmektedir. Bu nedenle hastaligl yavaslatan yeni ilaglarin gelistiriimesi igin
faydali etkileri olan toksisitesi diisik multiaktif bilesiklere odaklaniimistir. Birgok
biyolojik aktiviteye sahip olan RA’nin antioksidan ozellikleri cesitli deney
sistemlerinde in vivo ve in-vitro olarak ortaya konulmustur [57, 58, 245]. Alzheimer
hastaligina etkisini 6lcmeye yonelik bir hicre kiltird ¢alismasinda RA’nin PC12
hicre kultliriinde AB peptidinin indikledigi reaktif oksijen tirlerinin olusmasini, lipid
peroksidasyonu, DNA fragmantasyonunu, kaspaz 3 aktivasyonunu ve tau proteininin
hiperfosforilizasyonunu azalttig1 gosterilmistir [58]. Ayrica RA'nin AB 25-35 enjekte
edilen sicanlarda artan MDA ve peroksinitrit miktarini duslrerek oksidatif strese
karsi koruma sagladigi tespit edilmistir[245]. Projemizde RA’nin AB 42 indukli lipid
peroksidasyon artigina etkisi MDA ve 4-HNE dlzeyleri Olgulerek degerlendirilmistir.
Elde edilen verilerimiz incelendiginde, RA uygulanan AHR grubunda lipid
peroksidasyonun sham grubu ile ayni seviyeye distligl belirlenmistir. Daha 6nceki
calismalarla uyum icinde olan bu sonucumuz RA’nin invivo kosullarda lipid
peroksidasyonu azaltarak membran yapisinin ve fonksiyonlarinin korunmasina
yardimci olabilecegini ve 4-HNE’ye bagh protein modifikasyonlarini 6nleyebilecegini
ortaya koymustur.

Oksidatif stresin, serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma arasindaki
dengenin serbest radikaller yoninde degismesi sonucu ortaya c¢iktigl goéz oniine
alindiginda, AH’de antioksidan savunma sisteminin etkilenmesi beklenen bir
olgudur. Viicudumuzda yer alan en énemli antioksidanlarin SOD, GSH-Px, CAT ve
GSH oldugu bilinmektedir. Projemizde AB 42 peptidinin antioksidan enzim
aktiviteleri Gzerindeki etkisini ortaya koyabilmek icin SOD, CAT GSH-Px gibi
antioksidan enzim aktiviteleri ve GSH seviyesi olctilmistir. Sonuclar incelendiginde
SOD, GSH-Px ve CAT aktivitelerinin ve GSH miktarinin sham gruba gore AH grubunda
azaldig gozlenmistir. Literatlrde Alzheimer hastalarinda yapilan
degerlendirmelerde antioksidan enzim aktiviteleri ile iliskili celiskili sonuglar elde
edildigi dikkati cekmektedir. Postmortem incelemelerde AH’de belirli beyin
bolgelerinde SOD ve CAT aktivitelerinin hem azaldigini hem de arttigini gosteren
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yayinlar bulunmaktadir[23, 24]. Diger yandan, Alzheimer hastalarinda GSH-Px
aktivitelerinin yikseldigi ya da degismedigini gosteren ¢alismalar mevcuttur[23, 25].
Bu celiskili sonuglarin 6lgiim tekniklerindeki farkhliklardan ve hastalikla iliskili
molekiler degisimlerin  dinamik dogasindan kaynaklanmasi muhtemeldir.
Hayvanlarda gerceklestirilen calismalarda AB peptidinin SOD ve katalaz enzimlerinin
aktivitelerini inhibe ettigi ve AB 42’nin ventrikiiler enjeksiyonununhipokampdis,
parietal korteks ve piriform korteks alanlarinda GSH miktarini ve GSH-Px
ekspresyonunu azalttigi belirlenmistir [27, 28]. AH grubunda SOD, CAT, GSH-Px
aktivitelerinde ve GSH miktarinda gozlenen azalma bu vyayinlarla uygunluk
icerisindedir. Bu bulgular dogrultusunda AB 42 peptidinin oksidan etkilerinin yani
sira antioksidan savunma sistemini zayiflatarak da oksidan hasari siddetlendirdigi
sonucuna varilmistir.

Daha 6nceki yayinlarda AH’de azalan antioksidan enzim aktivitelerini ve GSH
miktarinin arttirmaya yonelik ajanlarin hastaliktaoksidatif yone kayan redoks
dengesini diizenleyerek koruyucu etki gosterebilecegi ifade edilmistir [146][147].
Literatlirde RA iceren bitki ekstraklarinin SOD ve CAT aktivitelerini arttirarak H202
toksisitesineve GSH ve SOD ekspresyonunu arttirarak oksidan hasara karsi koruma
sagladigl invitro olarak gosterilmistir[325, 326]. Ayrica sigcanlarda gerceklestirilen
calismalarda RA’nin karaciger dokusunda sepsiseve yaslanmaya bagh olarak azalan
SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerini arttirdig belirlenmistir[327]. Diger yandan, RA’nin
AB’ninbeyin dokusundaki indikledigiantioksidan sistem degisimlerine etkisine dair
herhangi bir invivo calisma bulunmamaktadir. Bu dogrultuda projemizde RA’nin
antioksidan enzim diizeylerine ve GSH miktarina etkisi incelenmistir. Rosmarinik asit
ile tedavi uygulanan AHR grubunda antioksidan enzim aktivitelerinin ve GSH
seviyesinin AH grubuna gore anlamli sekilde arttigi gérilmistir. AHR grubundaki
CAT ve GSH-Px aktivitelerinin S ve SR gruplarina gore daha yiiksek oldugu, GSH
miktarinin ise sham seviyesine ulasmadigi dikkati cekmektedir. Bu bulgular 1siginda
RA’nin antioksidan sistemde meydana gelen AB indlkli degisikliklerin 6nline
gecebilecegi ve oksidan hasari azaltmasina ilaveten antioksidan kapasiteyi arttirarak
da koruyucu etki gosterebilecegi ortaya konmustur. Rosmarinik asitin bu etkisinde
NF-E2 transkripsiyon faktoriintin aktivasyonuna bagl olarak artan antioksidan enzim
mRNA duzeylerinin rol alabilecegi dusunilmektedir[328]. Ancak AR indikli
toksisitede RA’nin bu sinyal yolagina bagl nérokoruyucu etkisinin aydinlatiimasi icin
ileride planlanacak yeni ¢alismalara ihtiyag vardir.

Alzheimer hastaligina yol agan patofizyolojik mekanizmalardan birinin
kolinerjik néron kaybi ve buna bagl gelisen kolinerjik ileti bozuklugunu oldugu 6ne
surilmektedir [29]. Alzheimer hastalarinda yapilan otopsi incelemelerinde bazal 6n
beyindeki kolinerjik néron kaybinin %75’i gectigi tespit edilmistir. Bu ndéron kaybi
serebral korteks alanlarinda ve hipokampiisde ChAT enziminde belirlenen azalma ile
de teyit edilmistir [29, 30]. Bunun yanisira, AB peptidinin normal fizyolojik
konsantrasyonlarda norotoksik etki gostermeksizin ACh salinimini ve sentezini
azaltarak kolinerjik fonksiyonlari modile ettigi gosterilmistir[329]. Ancak, invivo ve
invitro calismalarda ylksek konsantrasyonlarda AB peptidinin ACh seviyesini ve
AChE/ChAT aktivitelerini azalttigi ve uzun vadede kolinerjik néronlara toksik etki
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gosterdigi belirlenmistir[34, 35]. Calismamizda, AP uygulanan grupta ACh
seviyesinin ve AChE aktivitesinin sham gruba goére anlamh dizeyde azaldig
saptanmigtir. Bu sonucumuz AH’de gozlenen kolinerjik hipofonksiyonda AR indukla
degisimlerin 6nemli bir faktor oldugunu gosteren yayinlarla ayni paralelliktedir.

Kolinerjik hasar AH’te tek basina nedensel bir role sahip olmamakla birlikte,
kolinerjik fonksiyonlardaki azalma diger patolojik degisimleri fasilite edip,
norokoruyucu mekanizmalari zayiflatarak hastaligin patofizyolojisinde ve gozlenen
kognitif bozuklukta rol almaktadir[118, 119]. Ayrica kolinerjik anomalilerin davranig
ve biligsel fonksiyonlarin yani sira AP birikiminde de rol oynayabilecegi
belirtilmistir[330]. Bu nedenle kolinerjik terapi yaklasimlari halen gegerliligini
korumaktadir. Literatliirde RA’nin kolinerjik sisteme etkisini gosteren gesitli
¢alismalar bulunmaktadir. Hicre kiltirinde ve diabetik sicanlarda gergeklestirilen
calismalarda RA’nin AChE aktivitesini inhibe ettigi gosterilmis, bu mekanizma
aracitligiyla ACh miktarini arttirarak azalan kolinerjik iletiyi dizeltebilecegi 6ne
surilmuistir[331]. Diger yandan, RA’'nin ACh seviyesini ve AChE aktivitesini arttirarak
kolinerjik fonksiyonlari iyilestirdigi ve ERK/MAPK sinyal yolaklarinin aktivasyonu
yoluyla AChE aktivasyonunu ve dopamin, seratonin, ACh seviyesini arttirdigini
gosteren calismalar da dikkati cekmektedir[59, 60]. Bu celiskili sonuglar dikkate
alinarak projemizde RA’'nin AB indikll kolinerjik degisimlere etkisinin aydinlatiimasi
ve AH hastaligindaki kolinerjik hasari 6nleyici potansiyelinin ortaya konmasi
amagclanmistir. Sonuclar incelendiginde RA ile iki hafta boyunca tedavi uygulanan
AHR grubunda ACh seviyesinin ve AChE aktivitesinin AH grubuna gore anlamli
sekilde artarak sham seviyesine ulastigi tespit edilmistir. Bu sonucumuz RA
uygulamasi neticesinde ACh seviyesinin ve AChE aktivitesinin arttigini bildiren
yayinlarla uygunluk icerisindedir. Bu bulgular isiginda RA’nin AH’da gobzlenen
kolinerjik hipofonksiyonun 6niline gegebilecegi ortaya konmustur. Boylece RA’nin
antioksidan 6zelligine ilaveten ACh salinimini arttirmak yoluyla da AH tedavisinde
fayda saglayabilecegi seklindeki hipotezimiz desteklenmistir. Rosmarinik asitin bu
etkisinin altinda yatan mekanizmanin nérotrofik etkileri olan ERK sinyal yolaginin
aktivasyonu ile ACh seviyesinin ve AChE enzim diizeyinin artarak kolinerjik sistemin
fasilitasyonu oldugu distinilebilir. Ancak RA’'nin AChE’ye etki mekanizmasinin ve
olasi doz-sire bagimlh etkilerin tam olarak aydinlatilabilmesi i¢in daha ayrintili
¢alismalara ihtiyag¢ oldugu kanisina variimistir.

Calismamizda hipokampis ve isitsel korteksdeki AB birikimi ve buna bagh
ortaya c¢ikan histolojik degisiklikler immuinohistokimyasal metotla incelenmistir.
Yapilan immunohistokimyasal inceleme sonucu S ve SR gruplarinda hipokampis ve
isitsel korteksde eser miktarda AB pozitif hiicreye rastlanirken AH grubunda
ekstraselliler bolgede ve ozellikle noéronal membran cevresinde yogun AP
immunolokalizasyonu dikkat ¢ekmistir. AHR grubunda ise AH grubuna kiyasla AR
immunreaksiyonun oldukc¢a azaldigi goriulmistir. Yakin zamanda gergeklestirilen
¢alismalarda RA’'nin fibriller AR fAR’ya baglanarak fAP’daki AB molekillerinin B-
sheet konformasyonunu destabilize ettigi, AD transjenik farelerde RA uygulamasinin
AB birikimlerini azalttigi gozlenmis, bu polifenoliin anti-amiloidojenik 6zelligine
vurgu yapilmistir[56, 57]. Bu bulgularla uyumlu olan sonucumuz RA’nin terapoétik
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etkisinin antioksidan ve kolinerjik 6zelliklerine ilaveten anti-amiloidojenik etkisine
de bagli olabilecegini gbstermektedir.

Alzheimer hastaliginda o6zellikle AB birikimlerinlerinin ¢evresindeki reaktif
astrositlerin varligi dikkati ¢ekmektedir. Amiloid B, pro-inflammatuar faktérler ve
oksidatif stres ile tetiklenen ve astrogliosis diye isimlendirilen bu asiri aktivasyonun
astrositlerdeki Ca homeostazisini bozarak ve astrositlerden gesitli norotoksik
molekiller salinmasina neden olarak dejeneratif degisiklikleri fasilite ettigi
bilinmektedir[9]. Reaktif astrogliosis astrositlere 6zgl ara filament proteinlerden
birisi olan glial fibriler asidik proteininin (GFAP) ekspresyonunda artisa vyol
actigindan GFAP ekspresyonu astrogliosis belirteci olarak kullaniimaktadir. Yapilan
immunohistokimyasal incelemede AH grubunda hipokampis ve isitsel korteksde
GFAP boyanmasinin belirgin olarak arttigi izlenmistir. Bu sonug AB peptidinin reaktif
astrogliosis’i tetikledigini ifade eden yayinlari teyit etmektedir. AHR grubunda ise
GFAP boyanmasinin AH grubuna goére azalmasi RA uygulamasinin olumlu yanit
verdigini ve AP indikli dejeneratif degisikliklerin azaldigini géstermektedir.

Calismamizda AR peptidinin sensori islemlere etkisini incelemek amaciyla iki
farkl ‘oddball’ paradigma uygulanarak sicanlarin frontal ve temporal korteks
alanlarindan isitsel OiP’ler kaydedilmistir. Yapilan analizlerde OiP’lerin pik latensleri
incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark olmadig
saptanmistir. Bu bulgular isitsel sensori islemlerdeki ileti hizinin AR peptidinin veya
RA uygulamasindanetkilenmedigini géstermektedir. Nitekim, literatlirde yer alan
cesitli yayinlarda Alzheimer hastalarinda gerceklestirilmis UP ve OIP calismalarinda
isitsel ya da gbrsel sensori bilesenlerin  latenslerinin  degismedigi
belirtiimektedir[249].Uyarilar arasindaki siirenin 375 ms oldugu paradigmada
kaydedilen OiP’lerde tepeden tepeye genlik degerleri incelendiginde P1N1, N1P2 ve
P2N2 yanitlarinda gruplar arasinda anlamli fark olmadigi belirlenmistir. Yapilan
arastirmalarda P1-N1 bilesenlerinin erken duyusal islevleri ve uyarinin fiziksel
ozelliklerini (siddet, frekans, spektral ve temporal 6zelliklerini) yansittigi, P2-N2
yanitlarinin ise daha st dizey sensori islevlerle iliskili oldugu ifade
edilmektedir[332]. Bu bilgiler 1siginda sonuglarimiz AB indlkli biyokimyasal ve
yapisal degisimlerin kisa ISI degerlerinde isitsel sensori fonksiyonlari etkilemedigini
gostermektedir. Ayrica grup ici karsilastirmalarinda tim gruplarda sag frontal ve
temporal bolgelerde N1P2 nadir uyari yanitlarinin standart uyari yanitlarina goére
daha disuk genlikte, P2N2 nadir uyari yanitlarinin ise standart uyari yanitlarina gore
daha yliksek genlikte oldugu dikkati ¢ekmistir. Bu sonucumuz nadir uyarinin geg
sensori bilesenlerinde dalga morfolojisini negatife kaydirdigini gostermektedir.
Bununla birlikte bu bolgelerden elde edilen fark egrilerinde olgilen MMN
yanitlarinda da gruplar arasinda anlaml bir degisim olmadigi bulunmustur. Bu
bulgularimiz Alzheimer hastalarinda kisa ISI degerlerinde isitsel ayrim ve kisa siireli
hafiza islemlerinin etkilenmedigini gosteren calismalari destekler niteliktedir[333,
334]. Sol frontal bélgeden elde edilen OiP’ lerde ise standart ve nadir uyari cevaplari
arasinda anlaml bir farkin olmadigl ve bu bélgede MMN yanitinin gozlenmedigi
belirlenmistir. Bu sonu¢ MMN olusumunda sag frontal hemisfer lateralizasyonu
oldugunu gosteren dinamik nedensel modelleme calismalarini[286] teyit
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etmektedir.Oddball paradigmasinda uyarilar arasindaki sirenin 600 ms degerinde
cikarildigi OIP yanitlarinin tepeden tepeye genlik degerleri incelendiginde standart
uyari yanitlarinda gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigi gérilmistir. Nadir uyari
yanitlari incelendiginde sag frontal ve temporal bdlgelerde sham grupda belirlenen
N1P2 degerindeki azalmanin ve P2N2 degerindeki artisin AH grubunda gozlenmedigi
saptanmigtir. Ayrica, grup ic¢i karsilastirmalarinda diger gruplarda goézlenen nadir
uyari yanitlarindaki degisimin AH grubunda gergeklesmedigi dikkati ¢ekmistir. Bu
bulgu ile uyumlu olacak sekilde bu bdlgelerden elde edilen MMN yanitlarinin AH
grubunda sham gruba gore onemli derecede azaldigi bulunmustur. Alzheimer
hastalarinda uzun ISI degerlerinde MMN vyanitlarinin ortadan kalktigini gosteren
bulgularla [308] uyum iginde olan bu sonucumuz AB peptidinin isitsel ayrim ve ekoik
hafizayla iliskili siregleri etkiledigine isaret etmektedir.

Bilissel islemlerin temelini néronal osilasyonlarin olusturdugu ve OiP’lerin
noronal osilasyonlarin butinlesik etkisini yansittigi bilinmektedir. Yakin tarihte
yapilan c¢alismalarda teta osilasyonlarinin MMN olusumunda etkili oldugu
saptanmis, nadir uyaranin meydana getirdigi MMN dalga formunun spektral
genliginin 3-5 Hz araliginda pik yaptig1 gosterilmistir [287]. Projemizde nadir uyari
cevaplarinin teta osilasyonlarinin spektral gii¢ yogunlugu incelendiginde sag frontal
ve temporal bdlgede nadir uyari icin elde edilen OiP’ lerin teta gii¢c degerlerinin
arttigi izlenmektedir. Bu bulgu nadir uyariyla iliskili islemlerde ve MMN aktivitesinde
teta osilasyonlarinin 6nemini gosteren c¢alismalari destekler niteliktedir. AH
grubunda 600 ms ISI degerindeki nadir uyari yanitlarinda sag frontal ve temporal
teta gilclnin diger gruplara gore anlamh derecede azaldigl saptanmistir. Bu
sonucumuz AH grubunda azalan MMN genligini gosteren bulgumuz ile uygunluk
icerisindedir. Dolayisiyla, AH grubundaki molekiler degisiklerin OiP’lerin altinda
yatan osilator dinamikleri etkiledigi bulunmustur. Bu sonuglar MMN’nin tahmine
dayali kodlama teorisi gergevesinde degerlendirildiginde AB indukli degisimlerin
uzun ISI degerinde hiyerarsik seviyeler arasindaki plastisiteyi ve isitsel korteksdeki
lokal adaptasyon mekanizmasini bozdugunu géstermektedir. Uzun ISl degerlerinde
Alzheimer hastalarinda MMN vyanitlarinin azaldigini godsteren yayinlarla ayni
paralellikte olan bu bulgumuz AP peptidinin ekoik hafiza siiresindeki azalmada rol
oynadigina isaret etmektedir. Alzheimer hastalarinda fonksiyonel kortiko-kortikal
baglantilardaki degisimi inceleyen calismalarda genel olarak spontan EEG
kayitlarinda inter ve intra hemisferik koherans degerlerinin delta, teta ve alfa
frekans bandlarinda azaldigi belirlenmistir[335, 336]. Uyarilmis koherans
degerlerinin incelendigi az sayidaki calismalarda ise gorsel UP kayitlarinda inter ve
intra hemisferik alfa ve teta koherans degerlerinin azaldigi[41], goérsel OIP
kayitlarinda da frontal bolgelerde (F7-F8) ve fronta-parietal (F3—P3) bolgelerdeki
teta bandi koherans degerlerinin  saglikh  kontrollere gore dustigi
bulunmustur[257]. Fizyolojik perspektiften bakildiginda azalan interhemisferik
koheransin bu bolgelerde gerceklesen paralel islemler arasindaki senkronizasyonun
bozulmasiyla, intrahemisferik koherans degerlerindeki azalmaninda ise bu noéral
agda yer alan hipokampis gibi baska bir yapinin senkronizasyonundaki azalmayla
iliskili olabilecegi diisiinlilmektedir. Projemizde AP peptidinin uyarilmis koherens
degerlerine etkisi incelenmistir. Olaya iliskin yanitlarda delta ve teta bandindaki
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koherans degerleri incelendiginde, tim gruplarda Fsag-Fsol ve Tsag-Tsol elektrot
eslesmelerinde vyiksek koherans degerleri dikkati ¢ekmektedir. Bu elektrot
eslesmelerinde delta bandin koherans degerleri icin gruplar arasinda anlamli bir fark
olmadigl bulunmustur. Teta bandinda ise AH grubunda temporal korteksdeki nadir
uyari cevaplarindaki interhemisferik koherans degerlerinde diger gruplara gore
anlamh bir distds oldugu saptanmistir. Alzheimer hastalarinda interhemisferik
uyarilmis koherans degerlerindeki azalma ile uyumlu olan bu sonug AB peptidi
birikiminin oddball paradigmasiyle iliskili paralel islemlerdeki senkronizasyonu
bozdugunu gostermektedir.

Rosmarinik asit uygulanan tedavi grubundaki OiP yanitlar incelendiginde,
AH grubunda 600 ms ISI degerinde azalan N1P2 ve P2N2 nadir uyari yanitlarinin
anlamli derecede artarak sham grup diizeyine ¢iktigi dikkati gekmistir. Buna paralel
olarak, AH grubunda 600 ms ISI degerinde kaybolan MMN yanitlarinin ve azalan
nadir uyaridaki teta giiciniin AHR grubunda dizeldigi ve sham grup diizeyine ¢iktigi
izlenmistir. Ayrica AHR grubunda nadir uyari yanitlarinda temporal korteksdeki teta
bandi koherans degerinin AH grubuna goére anlamh derecede artarak kontrol
seviyesine geldigi gortlmustir. Bu sonuglar RA'nin AH grubunda bozulan isitsel
ayrim ve hafiza fonksiyonunu dlzelttigini gostermektedir. Literatlirde kolinerjik
iletinin sensori kapilama, isitsel ayrim ve ekoik hafiza gibi isitsel sensori islemlerdeki
modulatoér roliine isaret eden pek c¢ok calisma bulunmaktadir[337, 338]. Bu
calismalar i1siginda AHR grubunun OIP parametrelerinde gézlenen bu degisikliklerde
RA uygulamasiyla artan kolinerjik fonksiyonlarin  rol oynayabilecegini
disinmekteyiz. Buna ilaveten RA’nin belirlenen antioksidan etkisinin de oksidatif
surecleri  Onleyerek  bozulan sensoéri iletiyi  dlzeltebilecegi gozoninde
bulundurulmalidir.

Boylece, projemizde AH patogenezisinde rol alan AB42 peptidinin oksidatif
stres dlizeyine, antioksidan savunma sistemine ve kolinerjik sisteme etkileri ortaya
konmustur. Ayrica AB42 peptidinin OiP bilesenlerinde ve osilasyonlarda indiikledigi
degisimler belirlenerek, bu peptidinin sensori fonksiyonlarla iliskili néronal aglardaki
dinamik silreglere etkisine isik tutulmustur. Alzheimer hastaliginin multifaktoriyel
dogasi ve sinirli tedavi secenekleri diustinildiginde, coklu biyolojik aktiviteye sahip
bilesiklerin terapotik etkinliklerinin anlasilmasi olduk¢a 6nemlidir. Bu bakimdan
RA’nin AB indiiklii bazi patolojik degisikliklere ve bu baglamda isitsel OiP’lere etkisi
belirlenmistir. Diger yandan projemizde AB indiikli patolojik degisikliklerin sadece
belirli  bir kisminin incelendigi ve goézlenen OIP degisikliklerinde farkli
norotransmitter sistemlerinin de etkisinin olabilecegi gozardi edilmemelidir.
Bununla birlikte, calismamiz bu konuda planlanacak ileriki calismalara basamak
olusturmasi yani sira, literatiire yeni ve 6nemli bilgiler katmistir.
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SONUGLAR

Projemizin sonuglari séylece 6zetlenebilir;

1. AB42 peptidinin beyin dokusunda lipit peroksidasyon dizeyini arttirdigini,
kolinerjik sistemi baskiladigl ve histopatolojik degisimlere yol actigini gosteren
calismalar desteklenirken AB42 toksisitesinin genel olarak antioksidan
kapasiteyi azalttig bulunmustur.

2. OiP’lerin degerlendirilmesi sonucunda genel olarak AB42’'nin isitsel alg
fonksiyonlarini etkilemezken sensori hafizayr etkiledigi saptanmistir. Dikkat
oncesi isitsel ayrim surecleriyle iliskili néronal agdaki teta osilasyon yanitlarinda
AB’ya bagh degisimler oldugu dikkati cekmistir.

3. Rosmarinik asit uygulanan tedavi grubunda lipid peroksidasyonun azaldigi,
antioksidan sistemin aktivasyonunun ve kolinerjik belirteglerin arttig
gozlemlenmistir. Ayrica otomatik isitsel ayrim fonksiyonuyla iliskili olarak
OiP’lerin genlik degerlerinde ve teta yanitlarinda gézlenen AR indikli
degisikliklerin dizeldigi izlenmistir. Bu sonucumuz RA’nin AB peptidiyle iliskili
fonksiyonel degisimleri antioksidan hasari 6nleyip kolinerjik aktiviteyi modiile
ederek dizeltebilecegini ve beynin kognitif hedeflere yanitini arttirmada etkili
olabilecegini gostermektedir.

4. AB’nin birgok molekiiler siireci ve nérotransmitteri etkiledigi dikkate alinarak OiP
genliklerindeki ve teta osilasyonlarindaki degisikliklerin sadece oksidatif stres ve
kolinerjik nedenlere bagh oldugunu 6ne slirmek zor gdézikmektedir. Ayrica,
RA’nin  koruyucu etkilerinde farkli mekanizmalarinda rol alabilecegini
gozoniinde bulundurmak gereklidir. Yine de AR indikli molekiler ve
elektrofizyolojik degisimlere RA’nin etkisinin incelenmesi, bu bilesigin AH’de
gozlenen molekiler ve kognitif degisiklikler lzerine terapétik potansiyelinin
anlasilmasinda farkli bir perspektif saglayabilir.
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