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KISALTMALAR

: Asetilkolin

: Asetilkolin esteraz

: Arjinin dekarboksilaz

: Adenozin difosfat

: Alzheimer Hastalig1

: Aposinin (4-hydroxy-3-methoxyacetophenone) (Apocynin)
: Adenozin trifosfat

: Beyin omirilik sivisi

: Kolinasetil transferaz

: Siklooksijenaz-2

: Diabetes Mellitus

: Dimethylsulfoksit

: Deoksiriboniikleik asit
:Ditiyobis-nitro benzoik asit

: Glukoz transporter 2

: Rediikte Glutatyon

: Hemotoksilen Eozin

: Hidrojen Peroksit

: Intraserebroventrikiiler

: Immiin Growth Faktor

: Interlokin 10

: Indiiklenebilir Nitrik oksit sentetaz

: Intraperitoneal

: Lipopolisakkarit

: Malondialdehit

: Merkezi Sinir Sistemi

: I-metil-4-fenil-1, 2, 3, 6- tetrahidropiridin
: Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
: Bazal magnoseliiler ¢ekirdek, 2- Meynert ¢ekirdegi
: Azot Oksit

: Oksijen



PET
RNA
RPM
SF
SPECT
STZ
TBA
TCA
TEM
TGF

: Pozitron emisyon tomografisi

: Riboniikleik asit

: Revolution per minute ( Dakikada devir sayis1 )
: Serum fizyolojik

: Bilgisayarli tek foton emisyon tomografisi

: Streptozotosin

: Tiyobarbitiirik Asit

: Triklor asetik asit

: Transmission Elektron Mikroskop

: Timor B biliytime faktori



ICINDEKILER

TESEKKUR ..ottt sanaesns i
KISALTMALAR ...ttt ettt sttt ettt et e ente s e beeneeeaeenee iii
TCINDEKILER ..ottt e s e e e e v
TABLOLAR GRAFIKLER DIZINI .....cooiiiiiiiiiiiiniierinenceceeesisesesee e, vii
RESIMLER DIZINT ....coooiiiiiiiiniirentececsesie st viii
L GIRIS ettt 1
B N N TS SRRUS 2
3. GENEL BILGILER .....ceootiiiieiiiiicieiesirecieie s 3
3. TATTNGE: .ot et e et e e e et e e e e e e e e e reeeearaeenns 3
3.2. Alzheimer Hastaligr Hakkinda: ............c.coooviiiiiiiiiiec e 3
3.3. Kolinerjik Sistem ve Ogrenme-BelleK............ccooviiviirueiieeieiieeeeesece e 5
3.4. Deneysel Alzheimer Hastaligt Modeli...........cccoeviieiiiiiiiiniiiiiieieeeee e 6
3.5. Deneyde Kullanilan Temel MoleKUller .........ccccoooiiriieiiieniiiiiiiieeeecieeeeeee e 7
3.5.1. APOSININ ( APO )ittt et e e e e e ennes 7
3.5.2. StreptoZOtOSIN ( STZ )ueeeeeieiie ettt 8
3.5.3. Glutatyon ( GSH ).ouviiiiiiiiieieeeeeee e 9
3.5.4. Malondialdehit ( MDA ) ..c.oooiiiiieiiee ettt ebe e ees 10
4. GEREC VE YONTEM ......coooiiiioioeeeeeeeeeeeeee et 12
4.1. Rota-rod, AKSElEre-rod TeStI: ..ccuuviiiiiiiiiiiiiiiiieiiee ettt ee e e e e 12
4.2. Water-Maze Su Havuzu TeStiz......ooeeviiriiniiiiiieniieieeeseeeeetee et 13
430 ADESTEZ .ttt ettt ettt et 15
4.4. Deneysel Alzheimer Hastaligi Modeli Olusturulmast.........ccceeevveeeciieencieecnieeeeen. 15
4.5. Aposinin tedavisi hazirlanmasi:...........ccooiiiiiiiiiiniiee e 18
4.6. DENEY GIUPIATT ..c.eviiiiiiiieeiieeieeee ettt ettt e s eeseeenbeebeesnseeseens 18
4.6.1. Kontrol grubu (SHAM): ...ccuiiiieiieie ettt ettt enae s 18
4.6.2. Deneysel AH gelistigi kabul edilen grup:.......cccceeeeieeeiieniiieceecee e 18
4.7. Histopatoloji ve Biyokimyasal Analizler i¢in Doku ve Kan Orneklerinin Alinmasi

........................................................................................................................................ 19
4.7.1. Malondialdehit (MDA Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Uriinleri, TBARS) Analizi. 19
4.7.2. Rediikte Glutatyon(GSH) ANAliZi.........cceeveiiiieiiiieeiiieeiie e 21



4.7.3. Histopatolojik inceleme yapilmasi........c.cccccveeeviieeciieeeiieeeiee e 22
5. ISTATISTIKSEL ANALIZ ..ot 24
0. BULGULAR ...ttt ettt ettt ettt e st e e e e 25
T TARTISMA ...ttt ettt st ettt et 40
B. SONUC ...ttt ettt ettt ettt b et s ae et e st e entesbeenbeeatesse e beensesseenbeenne e 45
O-OZET ..ottt 46
LO-SUMMARY ..ottt ettt ettt e et e e bt e e nteeseesaeeenne 48
KAYNAKLAR L.ttt sttt ettt sttt e sae s 50

Vi



TABLOLAR GRAFIiKLER DiZiNi
TABLOLAR

Tablo 3.1: Santral kolinerjik yollar..................ooooiiiiiiii i,

Tablo 4.1: Grup numaralari ve 10 giinliik tedavi sonras1 yasayan

TAE SAYIST. . e ettt ettt ettt et et ettt sa e bbbttt e et naes
Tablo 4.2:MDA diizeylerinin tayini..............cooeiiiiiiiiiiiiiiiannn...
Tablo 4.3:GSH diizeylerinin tayini.............cooveeiiiiiiiiiiiiniennannn...

Tablo 6.1: Intraperitoneal aposinin tedavisi almis ve almamis kontrol

grubu ve Deneysel AH grubu arasinda kanda calisilan rutin

biyokimya analizi...........ccooeviiiiiiiiiiiii i

GRAFIKLER

Grafik 4.1: MDA standart grafigi...........cooooiiiiiiiiiiiiiiiiiin
Grafik 4.2: GSH Standart grafigi..............cooiiiiiiiiiii

Grafik 6.1: Tedavi dncesi STZ ve kontrol (yapay BOS) grubu Rota-rod

Akselere-rod sonuglart ...

............ 18
....... 20

26

Grafik 6.2: Tedavi 6ncesi STZ ve kontrol (yapay BOS) grubu Water-Maze

SONUGIATT ..ttt

Grafik 6.3: Intraperitoneal Aposinin tedavisi almis ve almamis kontrol

grubu ve deneysel AH grubu arasinda MDA ve GSH analizi

Grafik 6.4: STZ ve Kontrol (Yapay BOS) Grubundaki Aposinin Tedavisi

Verilmemis ve Verilmis Gruplarin Rota-Rod ve Akselere-Rod

Sonuglart ..o

Grafik 6.5: Aposinin Tedavisi Sonras1 STZ ve Kontrol (Yapay BOS) Grubu

Water-Maze Sonuglart ............cooviiiiiiiiiiii

Vi



RESIMLER DiZiNi SAYFA

Resim 3.1:
Resim 3.2:
Resim 3.3:
Resim 3.4:
Resim 4.1:
Resim 4.2:
Resim 4.3:

Resim 6.1:
Resim 6.2:

Resim 6.3:

Resim 6.4:

Resim 6.5:

Resim 6.6:

Resim 6.7:

Resim 6.8:

Resim 6.9:

Aposinin (APO) sematik gOSterimi..........cvueveiiiiieiinineenenn... 7
Streptozotosinin (STZ) sematik gosterimi...........c.ooevvuiiiinnnn.. 8
Rediikte glutatyonun (GSH) sematik gosterimi..........cc.....oove.n.. 9
Malondialdehidin(MDA) sematik gosterimi............................ 10
Ratlara rota-rod cihazinda denge ve uyum testi goriintiisii........ 13
Bir denege Water-Maze 6grenme testi yapilirken..................... 15
Sterotaksi cthazinda serebroventrikiiler Streptozotosin

enjeksiyonu yapilmasi..........ooooiiiiiiiiiiii e 17
Water-Maze sicaklik-hareket ¢izelgesi..........coooevieiiiiiiii.i. 30
BOS+SF grubunda korteks, hippokampus ve koroid

Pleksus OTUNTUSTL. . . .vvveeireeriieeriie et e e 31
BOS+SF grubunda néron niikleusu ve noéronal yapilarin TEM
GOTUNTUSTL. ... e ettt et 32
BOS+APO grubunda korteks, hippokampus ve koroid

PleKSUS OTUNTHST. ..eevveeerieiieeieeiie et etee ettt e e et ere e e ee b e ene 33
BOS+APO grubunda néron niikleusu ve néronal yapilarin

TEM gOTUNTUSTL. ..o eeneteet et 34
STZ+SF grubunda korteks, hippokampus ve koroid

Pleksus OTUNTUSTL. .. .vveeeeieeeiiieeiieeeiie ettt 35
STZ+SF grubunda noéron niikleusu ve néronal yapilarin TEM
GOTUNTUSTL. « .+ttt e 37
STZ+APO grubunda korteks, hippokampus ve koroid pleksus
GOTUNTUSTL. ..ottt e e e ae e 38
STZ+APO grubunda noéron niikleusu ve néronal yapilarin

TEM gOTUNTUSTL. . ..eeeneteet et 30

viii



1. GIRIS

Yash niifusun arttig1 topluluklarda demans 6nemli bir saglik problemidir. 2004
yilinda ABDki verilere gore 35 milyon 65 yas iistii kisi bulunmaktadir. 2050 yilinda bu
yas grubunun 82 milyon kisiye ulasacagi ongoriilmiistiir. ABD‘de her yil yaklasik
360.000 yeni Alzheimer hastaligi (AH) olgusu bildirilmektedir ve bu, iilkede maliyeti
en yiiksek iiclincli hastalik olarak kabul edilmektedir (1,2,3). ABD niifusuna oranla
tilkemiz istatistiki verilerine gore giiniimiizde yaklasik olarak ii¢ yiiz bin AH oldugu
tahmin edilmektedir (4,5). En sik demans nedeni olan ve tiim vakalarinin %50-70'ini
olusturan AH, 65 yas iizeri kisilerde %3-11, 85 yas lizerinde ise %20-47 gibi yiiksek bir
prevalansa sahiptir (1). AH‘nda kesin tani, progresif demans bulgularinin yaninda
biyopsi ya da otopsi ile AHna 6zgii patolojik bulgularin saptanmasi ile konulur. Klinik

kriterler ve laboratuar teknikleri ile ancak olas1 AH tanisina varilabilmektedir (1,3,6).

Ratlara sterotaksik yontemle beyin vetrikiilii icine Streptozotosin (STZ)
verilerek beyin parankiminde olusturulan insiilin direngli diyabet modeli gelistirilmesi,
son donemlerde yasa bagli biling hasar1 ve sporadik AH ile iliskilendirilen ve en ¢ok
kabul goren deneysel AH modelidir (7,8). Yasl niifusun giderek arttig1 diinyada AH’na
yonelik tedavi yontemleri gelistirilmekle beraber; uzaysal 6grenme, denge ve bellek
fonksiyon kaybini tamamen durduran veya geri kazandiran farmakoterapotik (ilag)

bulunmamaktadir (1,6).

STZ’nin yol actig1 bu AH modelindeki nérodejenerasyondan, serbest radikaller
sorumlu tutulmaktadir (9,10). Aposinin (APO), Apocynum cannabinum bitkisinin
koklerinden dogal yoldan elde edilen NADPH-oksidaz inhibitorii olarak kullanilan bir
maddedir. Aposinin giiniimiizde azot oksit (NOX) ailesinin piyasada bulunan en seckin
inhibitorlerinden biridir. Yapilan deneysel calismalarda beyin ve sinir dokusunda
iskemiye bagli hasar1 azalttigi vurgulanmistir (9,10). Ancak deneysel AH etkisini

arastirmaya yoOnelik bir calisma, heniiz literatiirde bulunmamaktadir.



2. AMAC

Bu c¢alismada ratlara intraventrikiiler ~Streptozotosin (STZ) verilerek
olusturulmus deneysel AH modelinde intraperitoneal verilmis Aposinin (APO)
tedavisinin 6grenme, denge ve bellek fonksiyonlar1 lizerinde etkisini rota-rod, akselere-
rod ve water-maze 6grenme testleri, histopataloji ve biyokimyasal analizler yardimi ile

arastirilmas1 amaglanmastir.



3. GENEL BiLGIiLER

3.1. Tarihge:

1901°’de Alman norolog Dr. Alois Alzheimer 51 yasinda Frankfurtlu bir kadini
muayene etti. Auguste isimli bu kadinda dort yildir siiren deliizyonel kiskanglik ve
ilerleyici kognitif gerileme vardi. Hastaligin nedeni bilinmiyordu ve Dr. Alzheimer
hastay1 5 yil sonraki Oliimiine kadar takip etti. Bu siire igerisinde Dr. Alzheimer,
hastanin kognitif bozukluklara bagli olarak ilerleyici kotiilesmesini kaydetti. Bu siirecte
Auguste’de, konugma, beceri gerektiren hareketler (praksi) ve karar verme ile ilgili
zorluklar gelisti. 1906°da oliimiinden sonra Alzheimer ve laboratuvar ekibi, yeni
gelistirilmis boyama tekniklerini kullanarak Auguste’nin beyninde noropatolojik
inceleme yaptilar. Alzheimer sonuglart 1906 ve 1907°de, Almanca olarak ° serebral
korteksin tuhaf bir hastalig1 ¢ seklinde bildirmistir. iki y1l sonra, Krapelin, yazisinda bu
tuhaf hastaligi ilk kez Alzheimer hastalig1 olarak isimlendirmistir (1,6,11,12).

3.2. Alzheimer Hastahgr Hakkinda:

Beyin, temel sag kalma i¢giidiisiinden karmasik entellektiiel analiz ve yaratici
diisiinceye dek viicudun tiim fonksiyonlarini kontrol eder. Beyinde her yapiin farkli bir
sorumlulugu vardir ve yerine gerekli iglevleri yiiklenen, gorevleri farkli olan degisik
yapilardan olusmustur (13). Noronlar ve ndrotransmitterler araciligiyla birbiri ile miithis
bir uyum i¢inde olan beyinde yaslanma siireci ile yerine konulamayan hizli bir néron
kaybu siirecine girilir. Noron harabiyeti ile bu uyum bozulur ve bellek, denge ve hareket
etme yetisi zarar goriir. AH siirecinde bu yikim belirgindir ve beyin geri doniisii

olmayan ilerleyici bir hastalik evresine girmistir (1,6,14,15).

Bir¢ok noérodejeneratif hastaligin ortak bir 6zelligi beyinde bazi proteinlerin
anormal birikimidir. Bunlar yiyecekler ile aldigimiz proteinler degildir. Viicudun
kendisi tarafindan iiretilen, donem i¢inde aktif gorevi olan ve yikimi yapilamadigindan
birikerek toksik etki olusturan maddelerdir. AH‘da amiloid ve norofibriler protein
birikiminin fazla olmasi bu proteinin dogrudan veya dolayl etkisini diisiindiirmektedir

(1,11,13,16).

Cesitli aragtirmalar, AH olanlarin beyninde belirgin inflamasyon oldugunu

gostermistir. Mikroglialar apoptoza ugramis ndéronlarin yikim iiriinlerinin yok edilmesi



isini yaparken, amiloid plaklara karsi inflamatuar yanit1 tetikledigi ve oksidatif stress
gelistirdigi diistiniilmektedir (13,16). Protein interlokin-1, COX-2 enzimi ve kompleman
olarak bilinen sitokinlerin bu otoinflamasyondan sorumlu oldugu diistiniilmektedir.
Fakat bu iliskinin hastalik siireci ile iliskisi net belirlenememistir (13). inflamasyon
siirecinde hiicrenin enerji fabrikast olan mitokondrilerdeki hasarla serbest radikal
iiretiminin arttigi ve olusan bu oksidatif siirecin AH‘daki asil tahripten sorumlu
tutulmas: simdilik bir teori olarak kalmistir. Maalesef antioksidan olarak bilinen

molekiillerin bu stiregteki yeri ve etkisi net degildir (13,17-19).

AH patogenezi ile ilgili gelismelere hastaligin patoloji bulgular1 yol gosterici
olmustur. Histolojik olarak hiicre i¢inde artan serbest radikallerin olusturdugu hasara
bagl olarak biriken norofibriler yumaklar, ekstraselliiler yerlesimli nérotik (amiloid)
plaklar, graniilovakuolar dejenerasyon, sinaptik kayip ve bazal magnoseliiler ¢ekirdek
(NBM), hipokampus, asosiasyon korteksinde kolinerjik hiicre kaybi, histopatolojik
bulgular1 olusturur (20-24).

Radyolojik goriintiillemede ise voliimetrik c¢aligmalarla temporal loblarda,
hipokampal bolgede atrofinin goriilmesi AH tanmisini destekleyen bir bulgudur.
Fonksiyonel goriintiileme yontemlerinden SPECT ile serebral kan akiminin, PET ile
temporo-parietal bolgede glukoz metabolizmasinin azaldiginin gosterilmesi yine AH’ n1
destekleyen bulgulardandir (25-28). Bu yiizden deneysel AH calismalarinda beyin

glukoz intolerans1 olusturulmast uygun bir model olarak diisiiniilmektedir (7,8).

AH’nin ilerlemesini durduran veya geciktiren tedaviler bulunmakla birlikte,
hastaligi onleyen bir tedavi heniiz bulunmamistir (1,6,11). Halen kullanilan tedavi
hastaligin biligsel ve davranigsal belirtilerini kontrol altina almaya yoneliktir. AH’da
bilissel yikimin tedavisinde donepezil, rivastigmine, galantimine gibi kolinesteraz
inhibitorii olan ilaglar kullanilmaktadir. Davranigsal belirtileri diizenlemek igin
antipsikotik, antidepresan ve anksiyolitik ilaclarin etkilerinden faydalanilir. AH
patogenezinde olusum veya kotlilesme basamagina yonelik bir tedavi mevcut degildir.
AH’nda anti-inflamatuar, nonsteroidal anti-inflamatuar ilaglar, Ostrojen deneme
asamasinda kalmig baslica ilaglardir. Vitamin E, selegiline ve ginkgo gibi bazi
antioksidanlarin AH’nda olumlu etkileri belirtilmisse de bu tedaviler yayginlasmamistir

(1,14,21,29-31).



3.3. Kolinerjik Sistem ve Ogrenme-Bellek

MSS’de kolinerjik yollar ilk kez Schute ve Lewis tarafindan arastirilmis (32),
daha sonra devam eden ¢alismalarda bazal 6n beyindeki ndronlardan neokorteks,
hipokampus, amigdala ve olfaktor bulbusa kolinerjik yollar uzandig1 gosterilmistir (33-
36). Mesulam, santral kolinerjik yollar1 baslica alt1 gruba ayirarak siniflandirmistir (34)

(Tablo 1).

Tablo 3.1: Santral kolinerjik yollar (34)

Grup( Ch) Lokalizasyon Projeksiyon

Ch1 Medial septal ¢ekirdek Hipokampus

Ch2 Diagonal band( vertikal ) Hipokampus

Ch3 Diagonal band( horizontal ) Olfaktor bulbus

Ch4 NBM Neokorteks ve amigdala
Chs Pedinkiilopontin ¢ekirdek Talamus

Ch6 Laterodorsal tegmental ¢ekirdek Talamus

Ik kez 1872’de Meynert tarafindan mikroskopik tanimlamasi yapilan NBM,
bazal on beyinde, globus pallidusun altinda daginik sekilde bulunan biiyiik ve
hiperkromatik hiicreli noronlar toplulugudur. Yaklasik % 80-90 oraninda kolinerjik
ndronlardan olusan bu ¢ekirdekten frontal, parietal ve temporal kortekse ve amigdalaya
efferent lifler uzanir (33-36). Az sayidaki afferentlerini ise korteks, ventral pallidum,
hipotalamus ve medial septal cekirdeklerden alir (37,38). Baslica anterolateral,
anteromedial, intermedioventral, intermediodorsal ve posterior gruplara ayrilir. Her
grup, korteksin ayr1 bir bolgesine efferentler gonderir (33-35). AH’da NBM’de ciddi
néron kayb1 ve Asetilkolin(ACH) seviyesinde belirgin azalma oldugu gosterilmistir
(13,14,21,39). ACH’nin anilarin olusturulmast ve geri c¢agrilmasinda baglica
norotransmitter oldugu gosterildiginden, fonksiyonunu anlamak; AH patofizyolojisini

anlamak acisindan onemlidir.

Ogrenme ve bellek fonksiyonlarinin ndroanatomisi ve ndrofizyolojisi heniiz tam
olarak belirlenememistir. Anatomik baglardan ve kimyasal yollardan olusan kompleks

bir sistem tarafindan diizenlendigi disiiniilmektedir (33,40). Bazal 6n beyin ( septal




cekirdekler ve NBM ), amigdala, hipotalamus, hipokampus, talamus ve korteksin (
orbitofrontal, temporopolar, insula, singuler ve parahipokampal giruslar ) birbirleriyle
baglantilarindan olusan anatomik yollarin, hemisferin bir bdlgesinden digerine bilginin
taginmasini sagladig1 varsayilmaktadir. Kimyasal yollar1 ise kortekse uzanan kolinerjik (
NBM ), serotonerjik (beyin sap1 raphe c¢ekirdekleri ) ve noradrenerjik ( locus seruleus )
yollarin olusturdugu ve bunlarin bilginin alimis seklini diizenledigi diisiiniilmektedir.
Hem anatomik, hem de kimyasal baglantilarda yer alan NBM’in, korteks ile limbik
sistem arasinda kapi gorevi gorerek, 6grenme ve bellek fonksiyonlarinda énemli rol
oynadig1 gosterilmigtir (33,40,41). Deney hayvanlarinda ve insanlarda yapilan
farmakolojik caligmalarda, antikolinerjik ilaglarla (skopolamin vb.) agir 6grenme ve
bellek bozukluklar1 goézlenmistir (33,36,42,43). Yash Parkinson hastalarinda da
antikolinerjik ilaglarin demansa yol ag¢tig1 saptanmistir (16). AH’da ve demans ile
seyreden norodejeneratif hastaliklarda yapilan otopsi ¢alismalart NBM’deki néronlarda
atrofi ve azalma oldugunu ortaya koymustur (14,21,22,44,45). Bu hastalarda kortikal
ChAT, AchE aktivitelerinde ve ACH miktarinda azalma saptanmis, bunun NBM’deki
bir hasara bagl oldugu diistintilmiistiir (14,21,22,44,45).

Yiiksek serum insiilin seviyesi ve periferal insiilin aktivitesinin azalmasi ile
olusan insiiline diren¢ sendromu yas bagimli kognitif hasar ve sporadik AH ile
iliskilendirilen bir durumdur (7,8). Bu da bize beyindeki insiilin sinyal sistemindeki bir
hasarin, demansin muhtemel bir nedeni olabilecegini gostermistir (7,8,28). Bu yiizden
STZ verilmis hayvan modelleri demans ve sporadik AH arastirmaya yonelik uygun bir
modeldir. Oksidatif streste antioksidan sistemin serbest radikal olusumunu
engelleyemedigi siiregte AH patolojik silirecinin hizlandig1 bilinmektedir (21,46).
STZ’nin yol a¢tigt bu hasar modelinde serbest radikaller sorumlu tutulmaktadir

(7,21,46).

3.4. Deneysel Alzheimer Hastaligi Modeli

AH ile ilgili ratlarda yapilan ¢aligmalarda STZ’nin diabetojenik etkisinden
yararlanilarak olusturulmus serebral insiilin-IGF fonksiyonundaki bozulma, enerji
metabolizmasinda defisite ve dolayli olarak kognitif fonksiyonlarda gerilemeye neden

olmustur (7,8,47,48). Ayn1 zamanda hem ratlarda hem de goniillii saglikli insanlarda



intavenrikiiler insiilin verilmesinin, hafizay1 ve kognitif enerjiyi olumlu etkiledigi

yapilan aragtirmalarda gosterilmistir (49,50).

Sporadik AH ic¢in en uygun modellerden biri beyin ventrikiilii i¢ine STZ
enjeksiyonu yapilmasidir (7,8,48). STZ’in insiilin reseptdr fonksiyonunu etkileyerek;
direncli oksidatif stres gelismesine, mitokondri organelinde disfonksiyon olusumuna
neden oldugu ve bozulan bu enerji metabolizmasi ile proapoptotik sinyal yolunun
aktiflestigi distiniilmektedir (7). Aynm1 zamanda diabetes mellitus (DM) ve AH
birlikteliginin sik goriilmesi (1,6,47) STZ ile yapilan bu deneysel AH modelinin, AH

tipi neurodejenerasyona en uygun model oldugunu diigiindiirmektedir (7,8,48).
3.5. Deneyde Kullamilan Temel Molekiiller

3.5.1. Aposinin ( APO ):

HaC o)

OCH,
OH
Resim 3.1: Aposininin Sematik gésterimi(51)

Aposininin ilk olarak Oswald Schmiedeberg isimli bir alman farmakolog tarafindan
1883 yilinda apocynum cannabinum isimli bir bitkide bulundugu gosterilmistir (52,53).
Onceleri bu bitki édem ve kalp hastaliklar1 tedavisinde kullanilmaktaydi. 1990’1
yillarda Aposininin, anti-inflamatuar 6zelligini viicutta serbest radikal, oksijen iyonu ve
peroksidaz olusumunu engelleyerek olusturdugu gosterilmistir. Bunu O, siliperokside
(O2) indirgeyen NADPH oksidazi inhibe ederek yaptigi bulunmustur (9,51-53). Bu
molekiiliin kimyasal bag yapis1 4-hydroxy-3-methoxyacetophenone oldugu saptanmistir
(51-53) ve antioksidan etkisinden yararlanilarak artrit, barsak hastaliklari, astim,

ateroskleroz tedavisinde kullanilmistir (54-55). Seciciligi olmadigr halde aposininin



deneysel inflamatuar ve norodejeneratif birgok hastalikta da olumlu etkisi oldugu

gosterilmistir (9,51-55).

3.5.2. Streptozotosin ( STZ)
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Resim 3.2: Streptozotosin sematik gosterimi(56)

Glukozamin tiirevi bir nitrozoiire olan antineoplastik bir ilactir. Selektif olarak
Langerhans adaciklarinda B hiicrelerini parcalar ve makrofaj infiltrasyonu sonrast DM
tablosu olusturabilir (56-58). STZ ayni1 zamanda alkilleyici bir ajandir ve ADP
ribolizasyonunu etkinlestirerek DNA hasar1 olusturur. Bu tek basina DM gelisimine
neden olur. STZ’nin glukoza benzer bir yapist vardir ve glukozu hiicre icine tasiyan
glukoz transporter tip 2 ( GLUT 2)) reseptorleri tarafindan hiicre i¢ine taginir ve
burada toksik etkisini gosterir (56,57,59,60).



3.5.3. Glutatyon (GSH )
MH:
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Resim 3.3: Okside glutatyon sematik gosterimi(61)

Biitiin hiicreler oksidan maddelere karsi, enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlardan olusan bir diizenege sahiptir. Enzimatik olmayan maddelerden en
onemlisi GSH’tir. GSH i¢ ve dis kaynakli toksik kimyasallara kars1 hiicresel savunma
sisteminde onemli bir rol oynar. Karaciger GSH enziminin yapildig1 baslica organdir
(62,63). Bu madde, karaciger hiicrelerinin sitoplazmasinda olusturulduktan sonra

dolasim / tagima sistemi ile farkli organlar ve alt hiicre boliimlerine ulastirilir (64).

Tripeptit tiyol olan glutatyon; metobolizma, tasima, oksijen ve diger bilesiklerin
zararlh etkilerine karsi hiicrelerin korunmasinda 6nemli bir isleve sahiptir (62,63).
GSH, glutamilsistein sentetaz ve glutatyon sentetazin etkilesimleri ile hiicre iginde

olusturulur. Organizmadaki GSH sentezi asagidaki sekilde gergeklesir (61,64).

"I-glutamilsisteinsentetaz

L-glutamat+L-sisteintATP« — L-[]-glutamasil-L-
sisteint ADP+Pi

Glutatyon sentetaz

L-[]-glutamasil-L-sistein+Glisin+ ATP«— —GSH+ADP+Pi

GSH, iki farkli diizenekle hiicrenin antioksidan etkinliginde gorev alir. Birincisi

bu enzimin aracilig1 olmaksizin oksidanlara dogrudan hidrojen géndererek etki gosterir.



Ikincisi GSH-Px katalizine enzim koenzimi olarak katilir ve H,0,’in ve lipid
peroksitlerin detoksifikasyonunda ise karisir (61,64). GSH sentezi organizmada en

azindan ti¢ faktor ile diizenlenmektedir (64).

1) Hiicrede gamma-glutamilsistein sentetazin varligi,
2) Substratlarin 6zellikle L-sisteinin mevcudiyeti,

3) Gamma-glutamilsistein sentetaz iizerine GSH’1n ‘feedback’ baskilamasi

GSH’1in  hiicrei¢gi  seviyesinin  herhangi bir sekilde azalmasi, lipid
peroksidasyonuna veya diger hiicresel hasarlara yol agabilmektedir (17). Endojen GSH,
proteinlerdeki tiyol gruplarini oksidasyondan korur. Reaktif oksijen tiirleri ile dogrudan
tepkimeye girerek onlar1 detoksifiye eder. GSH, DNA ve protein sentezi, enzim
aktivitesinin diizenlenmesi gibi diger hiicresel islevlerde de koruyucu rol alir.
Arastirmacilar, azalan GSH {iretiminin, hiicresel savunma sisteminde oksidanlara kars1

bir zaafiyet olusturacagini bildirmislerdir (17,61,64).

3.5.4. Malondialdehit ( MDA )

OWO
Resim 3.4: Malondialdehit (MDA) sematik gdsterimi(65)

Malondialdehid, hiicre lipidlerinin okside edilerek yapilarinin bozulmasi sonucu
olusan ana metabolittir (65,66). Doymamis yag asidi oksidasyonunun yan iiriinii olan
MDA, proteinleri ve fosfolipidleri ¢capraz baglayarak membranda polimerizasyona, iyon
taginmasinin ve enzim islevlerinin olumsuz yonde etkilenmesine neden olur.

Hiicre membran stabilizasyonunun bozulmasiyla, membran potansiyeli olusturabilme
yetenegi zarar goriir. Kalsiyum hiicre i¢ine girer, hiicre iginde asir1 kalsiyum birikir ve

hiicre oliir (18,65,66).
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Serbest radikal etkinligi, hem plazmada hem de dokuda o6l¢iilebilir {irtinlerin
olusmasina neden olur (67,68). Peroksit {iriinlerin plazma seviyeleri reaktif oksijen
tiirlerinin etkinliginin gostergesi olarak kabul edilir. Reaktif oksijen tiirleri ile lipidlerin
peroksidasyonundan olusan MDA, poliansatiire yag asitlerinden bir ¢ift bagin yeniden
diizenlenmesi ile elde edilir (18,66). Oksidasyon yan {iriinii olan MDA’ nin olusumu
ayrintilar1 ile incelenmis ve oksidatif hasarin bir gostergesi olan tiyobarbitiirik asit

reaksiyonu yontemi ile 6lgmenin miimkiin oldugu ortaya konulmustur (18,65-68).
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4. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Inonii Universitesi Deneysel Arastirma Birimi ve Deney Hayvanlar
Etik Kurulu kararryla 25.11.2013 tarihinde 2013/A-86 protokol numarasiyla onaylanmis
olup, Ocak 2014-Mayis 2014 tarihleri arasinda yapilmistir. Calismada daha once
herhangi bir deneyde kullanilmamis agirliklar1 200-275 gram arasinda degisen 3-4 aylik
35 disi ve 35 erkek Wistar-Albino sigan kullanildi. Siganlar Inénii Universitesi Deney
Hayvanlar1 Labaratuarindan temin edildi. Calisma Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi
Farmakoloji Anabilim Dali Laboratuarinda cerrahi aletler, stereotaksi cihazi, akselere-
rod, rota-rod cihazi, Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

Laboratuarinda Water-Maze su havuzu kullanilarak gergeklestirilmistir.

Siganlar ¢alisma Oncesinde, ¢calisma sirasinda ve sonrasinda her kafeste en fazla
dort hayvan bulunacak sekilde polikarbon kafeslerde barindirildi. Sabit oda sicakliginda
ve nemde (22+3°C sicaklik ve 62+7% nem), her giin kafes temizligi ve beslenme
(standart hayvan yemi ve yeterince su) gereksinimi saglanmak sart1 ile barindirildi.
Deney siiresince, uygun sekilde 1sik almalar1 saglanan bir ortamda (12'ser saatlik 151k-
karanlik siklusu i¢inde) tutuldu. Hayvan yemleri 6zel ¢elik kafeslerde, su ise paslanmaz

celik bilyeli biberonlarda verildi.

Ratlara deneye dahil edilmeden 6nce dakikada 5 devir (5 rpm) toplam 300
saniye rota-rod denge ve 0grenme testi yapilmis. Bu testte basarili olmayan ratlar ayni

yas, cinsiyet ve ortalama agirliga sahip testi basariyla gegen ratlarla degistirilmistir.

4.1. Rota-rod, Akselere-rod Testi:

Bu test deney hayvanlarinda motor becerileri degerlendirmeye yonelik 6zel bir
cihazla yapilir. I¢ine yerlestirilmis deney hayvanlarmin (siklikla rat veya fare) dondiigii
cubuklardan olusur. Rat daha dnce ayarlanmis hizda sistem tizerinde yiirlimeye zorlanir.
Ratin donen sisteme uyum saglayamayip diistiigii siire cihaz tarafindan olgiiliir. Bu
verilen tedavinin etkisini, olusturulan beyin hasarini veya rattaki tilkenmislik hissini
degerlendiren bir testir (69). Bilgisayara kurulu olan cihaz, deneyin amacina gore
ayarlanarak, ¢ubuklar belli bir siire sabit bir hizda veya artip-azalan dakika devir
sayisinda (rpm) doner. Bu arastirmada Rotamex 4/8 sistemi (Columbus Instruments,

Columbus, Ohio) kullanilarak AH’da gelisen denge ve kordinasyon eksikligini
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maksimum 300 saniye 5, 10, 20, 30, 40 rpm de, 240 ve 600 saniyede 1’den 79’a

hizlanan rpm de saptanmas1 hedeflenmistir (69-73).

Resim 4.1: Ratlara rota-rod cihazinda denge ve uyum testi goriintiisii

4.2. Water-Maze Su Havuzu Testi:

Richard Morris tarafindan gelistirilen Morris su havuzu, uzaysal hafizayi test
etmek i¢in tasarlanmis bir davranis deneyidir. Deney birka¢ defa tekrar edildigi zaman,
platforma ulasmak i¢in harcanan siiredeki (gecikme siiresi) ve uzakliktaki (yol)
degisiklikler sigandaki 6grenme ve hafiza yeteneginin gostergesidir (7,74). Morris su
havuzu, igerisinde gizli bir platformu bulunduran, i¢i su dolu, genis, sirkiiler bir tanktir.
Gizli platform boyali suyun altinda goriilmeyecek sekilde bulunur ve deneyden deneye
bu platformun yeri sabit kalir. Su havuzu {izerinde tavana asili kamera sigan1 anlik takip
edip bilgisayara veri aktarir. Bilgisayar programi ile gecikme siiresi, uzakliktaki
degisiklikler gruplar ve deney giinleri karsilagtirmali olarak hesaplanir (7,74,75). Bazi
caligmalarda Morris su havuzundaki su, siit tozu ile beyazlatilir, bazilarinda ise havuzun

i¢i toksik olmayan siyah boya ile boyanir (76). Biz ¢calismamizda Wistar-Albino cinsi
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beyaz renkte sigan kullandigimiz i¢in siyah toksik olmayan boyayla (Mixol) boyali
siyah havuz kullandik. Havuzun ¢evresi perde ile kapatilir ve {izerine ve duvara her yon
icin degisik renklerde farkli ipuclar1 asilir (7,74-76). Havuzun c¢ap1 120 cm, yiiksekligi
59,5 cm , su yiiksekligi 40 cm dir. Morris su havuzu 26 +/-1 derece su ile doldurulur.
Platform su ylizeyinden 1 cm derine yerlestirilir ve platform capt 10 cm, havuz
kenarindan uzakh@ 22 cm.dir (7,78,79). Platformun iistii ise ratlarin tutunmasini
saglayacak ve kendisini glivende hissedecegi sekilde lifli bir kumasla kaplidir.
Deneyimizde ratlar dort glin ayni saatlerde ayni iki noktadan en az yarim saat gectikten
sonra su havuzuna konuldu (75,77,78). Ratlarin platformu bulmasi i¢in 90 saniye
beklendi ve platformu 90 saniye icinde bulan rata bulduktan sonra 15 saniye platform
yerini dgrenmesi icin slire verildi (7,79). Platformu bulamayan rat 90 saniye sonunda
platforma konuldu. Burada 15 saniye sabit kalmasi saglanarak yine platform yerini

O0grenmesi saglandi (7,79).

4. giin sonunda platform yerini 6grendikleri varsayildi ve besinci giin hepsi ayni
tek noktadan platformun ¢ikarildig1 su tankina birakilip platform bélgesine ilk gelis
zamani, platform boélgesinde harcadigt zaman ve 90 saniyede katettigi mesafe
hesaplandi (77-79). Bu islem ilag ve kontrol grubuna aposinin tedavisi oncesinde ve
sonrasinda ayni sekilde uygulandi ve boylece ratlarda deneysel AH gelistikten sonra

o0grenme becerileri hakkinda fikir sahibi olunmas1 amaglandi.

14



Resim 4.2: Bir denege Water-Maze su havuzunda 6grenme testi yapilirken

4.3. Anestezi

Cerrahi islem Oncesi tiim siganlara 10 mg/kg dozunda xylazin (Bayer Birlesik
Alman Ila¢ Fabrikalari, Istanbul) ve 75 mg/kg dozunda ketamin hidrokloriir (Parke
Davis, Istanbul) intraperitoneal yol ile uygulandi. Gereksinim duyulmas: halinde

baslangigta uygulanan dozlarin %20’sini agmayan dozlar aralikl olarak tekrarlandi.

4.4. Deneysel Alzheimer Hastaligi Modeli Olusturulmasi

Ratlar deneyin ilk giinii standart anestezi etkisine girdikten sonra kafasindaki
tilyler tras edildi ve serebroventrikiiler STZ uygulamasi i¢in rat sterotaksi ( ASI
instruments small animal stereotaxic frame, Istanbul) cihazi kullanildi. Ratlar insizor
bar interaural ¢izginin 5 milimetre iizerinde olacak sekilde stereotaksi cihazina
konumlandi. Cihazda ratin kafasinin sabitlendigi goriildiikten sonra ratin gozii suni goz
yast ( Viscotears, Alcon, Istanbul) ile kapatildi. Asepsi kurallarma uyularak kafada
sagital insizyon acildi (7). Bregma ve sagital siitiir ekspose edildikten sonra Paxino-

Watson rat atlasindan (7,80,81) serebroventrikiil girisine uygun olan yerden elmas
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dental tur ugla karsilikli iki mini burr-hole agildi. Sterotaksi cihazina monte edilmis 100
mm hamilton mikroenjektorii (No:24) ile 0.8 mm bregma posterioru, 1.5 mm sagital
siitlir lateralleri, 3.5 mm beyin derinligi olacak sekilde (7,80) birbirini takip eden
giinlerde giinde 10 rat olacak sekilde ayni seansta toplam 50 rata bilateral 3 mg/kg
serebroventrikiiler STZ enjeksiyonu yapildi (82-84). Gene ayni kordinatlardan 20 rata
kontrol grubu olarak bilateral 20 ul yapay BOS enjeksiyonu yapildi (7,82-84). Ilacin
emilimi olmasi i¢in enjeksiyon sirasinda siire tutulup 5 dakika icinde yavas enjeksiyon
yapildi (7). Acilan burr-hole alam1 kemik mum (Ethicon, Istanbul) ile kapatildi.
Ardindan cilt tek tabaka primer siitiire edildi. STZ ( Sigma, St Louis, MO) deneyden
once biyokimya labaratuarinda hazirlanmis olan yapay BOS (7,85) ( 3 mM KCI,
140mMNaCl, 1.2 mMCaCl2, 1 mM MgCl2, 0.3 mM NaH2PO4, 1 mM Na2 HPO4, 3
mM D-glucose ) un iginde deneyden hemen 6nce 25 mg/ml soliisyonlar seklinde
hazirlandi. STZ’nin sicakta etkisi azalacagindan olusan solusyonlar buz dolabinda
muhafaza edildi (7). Uygulamalar sonrasi tiim denekler gida ve sivi gereksinimi i¢in
serbest birakildi. Gelismesi beklenen ndrodejeneratif yikim i¢in son cerrahi giiniinden

itibaren 21 giin beklendi (7,82-84).
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Resim 4.3: Sterotaksi cihazinda serebroventrikiiler STZ enjeksiyonu yapilmasi

Ik 6nce serebroventrikiiler STZ enjeksiyonu yapilmis sicanlardan, islem sonrasi
yasayan 34 rata, kontrol grubundan yasayan 16 rata water maze su havuzu ve rota-rod
akselere-rod testleri yapildi. Islem sonrasi kontrol grubundan 2 rat hemiparezi gelistigi
i¢in ¢ikarildi, islemlere uyumlu olan ve yapilan test sonuglar1 deneysel AH ile uyumlu
olan 15 rat ilag grubunu olusturdu. Ardindan kontrol grubu yediserli iki gruba, deneysel
AH gelistigi distliniilen grup ise aposinin tedavisi verilecek olan grup 7 rattan, serum
fizyolojik verilecek olan grup ise 8 rat olacak sekilde toplam 4 gruba ayrildi. Serum

fizyolojik verilen deneysel AH gelisen grupta tedavi sirasinda 2 rat kaybedildi.
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4.5. Aposinin tedavisi hazirlanmasi:

Aposinin (Sigma, St. Louis, MO) tuzlu 0.001% Dimethylsulfoksit (DMSO) ile
¢oziildi (9,10,86-88). Bu soliisyon 10 mg/kg dan (yaklasik 2-2.5 ml) giinde 1 kez 10
glin intraperitoneal olarak enjekte edildi (9,86,87). Kontrol grubuna ise ayni hacimde SF

intraperitoneal olarak enjekte edilerek enjeksiyona bagli stres faktorii gelistirildi.

4.6. Deney Gruplari

4.6.1. Kontrol grubu (SHAM):

1) BOSHSF: Serebroventrikiiler yapay BOS + peritona SF tedavisi verilen grup
2) BOS+APO: Serebroventrikiiler yapay BOS + peritona Aposinin tedavisi verilen

grup

4.6.2. Deneysel AH gelistigi kabul edilen grup:

3) STZASF: Serebroventrikiiler STZ + peritona SF tedavisi verilen grup
4) STZ+APO: Serebroventrikiiler STZ + peritona Aposinin tedavisi verilen grup

Tablo 4.1: Grup numaralar1 ve 10 giinliik tedavi sonrasi yasayan rat sayisi

Gruplar Yasayan Sican Sayisi
Grup 1 (BOS+SF) 7
Grup 2 (BOS+APO) 7
Grup 3 (STZ+SF) 6
Grup 4 (STZ+APO) 7

Gruplarin tedavisi tamamlandiktan sonra water maze su havuzu ve rota-rod
akselere-rod testleri tekrar edilmis testler tamamlandiktan sonra ratlardan doku ve kan

ornekleri alinmasi amaciyla denekler sakrifiye edilmistir.
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4.7. Histopatoloji ve Biyokimyasal Analizler icin Doku ve Kan Orneklerinin

Alinmasi

Tiim gruplarda yer alan sigcanlarda, Onceden belirlenen siire¢ sonrasinda,

xylazine ve ketamin hidrokloriir kullanilarak derin anestezi olusturuldu. Derin
anesteziyi takiben sicanlara torakotomi uygulandi. Torakotomi sonrasinda kan Grnegi
intrakardiyak yoldan alindu.
Ratlardan kan o6rnegi alindiktan sonra hizli bir sekilde beyin dokusu hasarsiz sekilde
¢ikarildi. Beyin dokusunun histolojik ve biyokimyasal analizi i¢in beyin hemisferlere
ayrilip biri histolojik inceleme i¢in, biri daha dnceden hazirlanmis ve her bir denek i¢in
numaralanmis kaplara almarak biyokimyasal analiz yapilmak {iizere -70 C’de
bekletildiler.

Gruplardan aliman beyin numuneleri tartildi ve iizerlerine %10’luk (w/v)
homojenat olusturacak sekilde fosfat tamponu ( Ph:7.4, 50 mM) ilave edildi. Buz i¢inde
1-2 dakika stireyle 12000 devir/dakika homojenize (Ultra Turrax Type T25-B
homogenizer, IKA Labortechnic, Germany) edildi. Elde edilen homojenatlarin bir kismi1
MDA analizinde kullanildi. Geriye kalan homojenatlar 5000 rpm’de, 4 C’de, 30 dakika

santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant 6rnekler GSH analizinde kullanildu.

4.7.1. Malondialdehit (MDA; Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Uriinleri,
TBARS) Analizi

Iki molekiil tiyobarbitiirik asidin (TBA) bir molekiil MDA ile asit ortamda
reaksiyona girerek pembe renkli iiriin olusturmasi esasina dayanmaktadir. Olusan bu

bilesik 535 nm’de maksimun absorbans vermektedir(67).

Kullanilan Reaktifler
1. %! lik fosforik asit
2. 9%0.6’lik tiyobarbutirik asit(TBA)
3. N-Butanol(konsantre)
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4. Standartlar i¢in 1, 1°, 3, 3’ tetractoksipropan ( kalibrasyon grafigi ¢iziminde

kullanilmak tizere 2.5, 5, 10, 20, 40 mikromolarlik standartlar kullanild1).

Tablo 4.2:MDA diizeylerinin tayini(67,68)

Kor Standart Numune
Doku Homojenatt |  ———— | - 250 pL
Standart | - 250l | -
%1°1ik fosforik asit 1.5 mL 1.5mL 1.5 mL
%0.6’1ik TBA 500 pL 500 pL 500 puL
Etanol 250 uL | e | -
Vortekslenip 45 dakika kaynar su banyosunda (95 [1111]C’de inkubasyon ve
sogutma)
N-Butanol 2mL 2mL 2 mL

Hazirlanan ¢o6zeltiler yukarida c¢alisma tablosunda belirtildigi sekilde vida
kapakli cam tiiplere eklendi. Cozeltilerin karismasi i¢in 5 dakika boyunca her bir tiip
kuvvetlice ¢alkalandi. 5 dakikanin sonunda numuneler 3000 devir/dakikada 20 dakika
santrifiij edildi. Ustteki siipernatant (n-butanol fazi) direkt olarak kuartz kiivete alindh.
Olusan pembe renkli siipernatantlarin absorbanslari spektrofotometrede 535 nm’de
okundu ve 1, 1°, 3, 3° —tetraetoksipropan ile hazirlanan standart grafikten yararlanilarak

umol/L cinsinden MDA diizeyleri bulundu(Sekil 1)(67,68). Sonug¢lar nmol/g yas doku

olarak ifade edildi.
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Grafik 4.1: MDA standart grafigi (67)
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4.7.2. Rediikte Glutatyon(GSH) Analizi

Stipernatant numunelerine %10’luk TCA ¢ozeltisi ilave edildi, iyice karigtirildi
ve 3000 devir/dakikada 4 [J[11]C’de, 20 dakika santrifiij edilerek proteinlerin ¢dkmesi
saglandi. Elde edilen agik renkli proteinsiz siipernatant numuneleri, GSH analizinde
kullanildi.

GSH analizi, Elman’in tarif ettigi metoda gore yapildi(89). Metodun GSH 6l¢iim
prensibi, analiz tliplinde bulunan glutatyon 5,5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit ile
reaksiyona girerek sari-yesilimsi renk vermesi ve olusan bu rengin 1sik siddeti
spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda okunarak rediikte glutatyon miktarinin tayin

edilmesi seklindedir (63,64,89).

Kullanilan reaktifler

1)%10’luk triklor asetik asit(TCA)

2)0.3 M disodyum hidrojen fosfat

3)%0.4’liik 5,5’-Ditiyobis-2-nitrobenzoik asit(DTNB)

4)%1’lik trisodyum sitrat (DTNB’yi ¢6zmek i¢in)

5)Rediikte glutatyon standart ¢ozeltileri: Kalibrasyon grafigini olusturmak tizere

125, 250, 500, 1000 mikromolarlik GSH standart ¢6zeltileri kullanild.

21



Tablo 4.3:GSH Diizeylerinin Tayini (89)

Kor Standart Numune
Proteinsiz Siipernatant | -——— | - 250 uL
Standart ¢ozeltiler | = - 250 u - | -
0.3 M Na2HPO4 2mL 2mL 2mL
%0.4’likk DTNB 250 pL 250 uL 250 uL
Distile su 250l | e e

Yukaridaki tabloda belirtilen ¢alisma semasina gdre deney tiipleri hazirlandi,
¢ozeltilerin karismasi igin tiipler ¢alkalandi. Spektrofotometre kor ile 410 nm’de sifir
absorbansa ayarlandi. Oda 1sisinda 5 dakika bekletilen numunelerde olusan rengin
siddeti spektrofotometrede 410 nm’de okundu ve glutatyon standart grafiginden
yararlanilarak pmol/L cinsinden GSH diizeyleri bulundu($ekil 2). Sonuglar nmol/g yas
doku olarak ifade edildi.

0,01 RZ=0D,978
0,009 *
0,008
0,007
0,006
0,005
0,004 *
0,003
0,002
0,001 *

] 20 40 B0 ao 100

Grafik 4.2:GSH standart grafigi(89)

4.7.3. Histopatolojik inceleme yapilmasi

Histopatolojik inceleme icin alinan beyin dokusu 6rnekleri % 10’luk formaldehit
ile 48 saat tespit edildi. Tespit islemini sonrasinda beyin dokusu ornekleri rutin
histolojik doku takip siirecinden gegirildikten sonra parafin bloklara gémiildii. Parafin
bloklardan mikrotom yardimiyla 6 pm kalinliginda kesitler hazirlandi. Lamlar iizerine

alinan kesitler hematoksilen — eozin (H-E) ile boyandiktan sonra Leica DFC 280 151k
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mikroskobu ve Leica Q Win Goriintii Analiz Sistemi (Leica Microsystems Imaging
Solutions, Cambridge, UK) ile incelenerek fotograflar ¢ekildi.

Elektron mikroskobik inceleme i¢in beyin korteksinden alinan 2x2x2 mm
boyutlarindaki doku 6rnekleri % 2.5 gluteraldehit ve % 1 osmium tetroksit ile tespit
edildikten sonra aseton ile dehidrate edilerek araldit bloklar i¢ine gomiildii. Araldit
bloklardan ultramikrotom ile 80 nm kalinligindaki ince kesitler bakir gridler iizerine
alind1. Ince kesitler uranil asetat ve kursun sitrat ile kontrastlama islemini takiben Zeiss

Libra 120 Transmission elektron mikroskop (TEM) ile incelenerek fotograflar alindi.
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5. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Bu calismanin istatistiksel analizlerinde tanimlayici veriler ortanca (minimum-
maximum) olarak 6zetlendi. 4 grubun (BOS+SF, BOS+APO, STZ+SF, STZ+APO)
karsilastirilmasinda Kruskal Wallis testi kullanildi. Coklu karsilastirmalarda Bonferoni
diizeltmeli Mann Whitney U testi kullanildi. P<0.05 degerleri anlamli kabul edildi.
Analizlerde IBM SPSS Statics v.22.0 for Windows paket programi kullanildi. Grafikler

Mikrosoft Excel programinda olusturuldu.
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6. BULGULAR
Gafik 6.1: Tedavi 6ncesi STZ ve kontrol (yapay BOS) grubu Rota-rod Akselere-rod

sonuglari
350
300
H5rpm
250
H10rpm
200 W20rpm
150 H30rpm
WAGrpm

100

B 1-79 rpm akselere-rod 4 dk
50

M 1-79 rpm akselere-rod 10 dk

Kontrol Grubu (n=14) STZ (Deneysel AH) (n=15

Deneysel Alzheimer grubu ile kontrol grubu arasinda yapilan rota-rod ve
akselere-rod testinde 5 rpm, 10 rpm, 20 rpm, 30 rpm, 40 rpm, 1-79 rpm akselere-rod 4
dk arasinda belirgin fark bulunurken; 1-79 rpm akselere-rod 10 dk i¢in belirgin fark

bulunamamustir.

Grafik 6.2: Tedavi oncesi STZ ve kontrol (yapay BOS) grubu Water-Maze sonuglari

60
50 -
40 - M 90 saniyede katettigi mesafe (m)
30 1 H Platform bolgesine ilk gelis zamani
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20 -
m Hedef alanda harcanan zaman
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Deneysel Alzheimer grubu ile kontrol grubu arasinda tedavi 6ncesi yapilan water-
maze testinde platforma ilk gelis zamanlar1 arasinda belirgin fark bulunurken 90
saniyede katettigi mesafe ve hedef alanda harcanan zamanlar arasinda belirgin fark

bulunamamastir.

Grafik 6.3: Intraperitoneal Aposinin tedavisi almis ve almamus kontrol grubu ve

deneysel AH grubu arasinda MDA ve GSH analizi

2000
1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

B MDA (nmol/gr)

W GSH (nmol/gr)

BOS+SF (n:7) BOS+APO (n:7) STZ4SF (Tedavi STZ+APO (Tedavi
edilmemis AH) (n:6) verilen AH) (n:7)

Intraperitoneal Aposinin tedavisi almis ve almamis kontrol grubu ve deneysel
AH grubu arasinda beyin parankiminde bakilan MDA ve GSH analizi arasinda

istatistiksel olarak MDA i¢in anlamli bir fark saptanirken GSH i¢in bulunamamastir.

Tablo 6.1: Intraperitonal Aposinin Tedavisi Almis ve Almamis Kontrol Grubu

ve Deneysel AH Grubu Arasinda Kanda Calisilan Rutin Biyokimya Analizi

Glukoz BUN Kreatin AST ALT Na K Ca
mg/dL mg/dL mg/dL U/L U/L mmol/L mmol/L mg/dL
BOS+SF(n=7) | 205(150-311) 20(17-21)* | 0,49(0,41-0,56) | 183(113-261) | 75(55-143) | 138(120- 4.7(4.3-5) 9.8(5.1-
140)¢ 10.1)
STZ+APO(7) | 211(154-288) 15(12-19) 0,44(0,39-0.53) | 123(80-172) 83(62-114) | 136(125- 4.9(4-6) 9.4(8.8-
141) # 10.7)
STZA+SF(n=6) | 215(139-298) 17.5(14-21) | 0,44(0,33-0,51) | 153(94-277) 73(46-117) | 138(118- 4.13.6-5.1) | 9.2(7.9-10)
140) #
BOS+APO(7) | 223(130-292) 19(17-21)* | 0,5(0,44-0,64) 169(108-462) | 80(51-354) | 141(138- 4.5(4.1-6.2) | 9.8(9.5-
143) 11.5)
P 0.978 0.012 0.091 0.273 0.848 0.046 0.387 0.159

*: STZ+APO grubuna gore fakli (p<0,05),
#: BOS+APO grubuna gore fakli (p<0,05),
¢: STZ+SF grubuna gore fakli (p<0,05),
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Intraperitonal Aposinin tedavisi almis ve almamis kontrol grubu ve deneysel AH
grubu arasinda kanda calisilan rutin  biyokimya analizinde BUN igin
BOS+SF,BOS+APO gruplart ile STZ+APO grubu, Na i¢cin BOS+APO ile STZ+SF,
BOS+SF ile STZ+SF, BOS+APO ile STZ+APO arasinda anlamli fark bulunurken,
glukoz, kreatin, AST, ALT, K, Ca analizinde gruplar arasinda anlamli bir fark

bulunmamustir.

Grafik 6.4: STZ ve Kontrol (Yapay BOS) Grubundaki Aposinin Tedavisi Verilmemis
ve Verilmis Gruplarin Rota-Rod ve Akselere-Rod Sonuglari

120
100 -
80 A B5rpm
B 10rpm
60 - B 20rpm
M 30rpm
4 -
0 H40rpm
20 - M 1-79rpm akselere-rod 4 dk
M 1-79 rpm akselere-rod 10 dk
0 -
BOS+SF(n:7) BOS+APO (n:7) STZ+SF (Tedavi STZ+APO (Tedavi
edilmemis AH) verilen AH) (n:7)
(n:6)

Aposinin tedavisi verilmis ve verilmemis deneysel Alzheimer grubu ile kontrol
grubu arasinda yapilan rota-rod akselere-rod testinde 30 ve 40 rpm de STZ-SF grubu ile
BOS-SF, BOS-APO, STZ-APO grublar arasinda belirgin fark bulunurken, 5 rpm, 10
rpm, 20 rpm, 1-79 rpm akselere 4 dk, 1-79 rpm akselere 10 dk i¢inde belirgin fark

bulunamamastir.
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Grafik 6.5: Aposinin Tedavisi Sonras1 STZ ve Kontrol (Yapay BOS) Grubu Water-

Maze Sonuglari

1- 90 Saniyede kattettigi mesafe (cm) (A)

2500
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0 t . :
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2- Platform boélgesine ilk gelis zamani (sn) (B)
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W 2. Deneme
10 o W 3. Deneme
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0 T T T 1
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3- Hedef alanda harcanan zamam (sn) (C)

BOS+SF(n:7)

BOS+APO(n:7)

STZ+SF(n:6)

STZ+APO(n:7)

B 1.Deneme
B 2.Deneme

M 3.Deneme

Deneysel Alzheimer grubu ile kontrol grubu arasinda tedavi sonrasi yapilan

water-maze testinde platforma ilk gelis zamani, 90 saniyede katettigi mesafe ve hedef

alanda harcanan zaman arasinda istatistiksel olarak belirgin fark bulunamamustir.
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Resim 6.1: Water-Maze sicaklik hareket cizelgesi(Resim 8A-B de su tankinin
kuadranlara ayrilmis hali gosterilmistir. Resim 8Fde platform yeri ok ile gosterilmistir.

Rat resmi baglangi¢ yerini sembol etmektedir.)

Yapilan water-maze testinde hedef alanda harcanan zaman, 90 saniyede katettigi
mesafe ve platforma ilk gelis zaman1 arasinda istatistiksel olarak belirgin bir fark
bulunmamamakla  beraber sicaklik-hareket cizelgesinde anlamli  oldugunu
diisiindiigiimiiz bir durum ortaya c¢ikmistir. Kontrol ve tedavi gruplarindaki sonuglar
(Resim 8-A) hedef alanda harcanan zamanin bilingli oldugunu diisiindiirmekle beraber
tedavi edilmemis grupta burada gecen zamanin tesadiif olabilecegini diisiindiiren(Resim
8-B) cizelgeler cogunluktadir. Fazla yol kateden 6zellikle STZ-APO, BOS-SF, BOS-
APO grubundaki ratlarin platformu aradigini (Resim 8-C) gosteren ¢izelgeler
bulunmaktadir. STZ-SF grubundaki ratlarin amagsiz dairesel hareketler ¢izdigi (Resim
8-D) goriilmektedir. Son olarak o6zellikle STZ-APO grubundaki ratlarin daha 6nce
platformun bulundugu bélgede platformu kisa bir siire aradiktan sonra hareketsiz gecen
bir siire¢ goriiliirken (Resim 8-E), STZ-SF grubunda bazi ratlarda agir depresyon ve
tilkkenmislik hissi varligimi diisiindiiren (Resim 8-F) hareketsizlik ve ylizmeme durumu

saptanmistir. Ancak bu durumlar istatistiksel analizde sayisallastirilamamistir.
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6.1. Gruplarin Beyin Parankimi Arasindaki Histopatolojik Karsilastirma

A:Beyin korteksi. H-E, Skala=100 pm. C:Hippokampus. H-E, Skala=100 pm. E:Koroid pleksus. Ependim hiicreleri (oklar),
kapillerler (yildizlar) H-E, Skala=100 pm.

B:Beyin korteksi. Néron nukleuslan (oklar), glia D:Hippokampus. Néron nukleuslari (oklar), glia
hiicre nukleuslari (ok baslar1). H-E, Skala=100  hiicre nukleuslari (ok baslar). H-E, Skala=100

Resim 6.2: BOS+SF grubunda korteks, hippokampus ve koroid pleksus goriintiisii

BOS+SF grubundaki H-E ile boyanmis olan beyin dokusu kesitleri normal
histolojik yapida degerlendirildi. Korteksin histolojik tabakalanmasi segilebiliyordu.
Noron nukleuslar1 genel olarak 6kromatik ve diizgiin konturlu olarak izlendi. Noron/glia
hiicre oran1 olagan yapida degerlendirildi. Hippokampus alaninda graniiler ve piramidal
ndronlar normal histolojik goriiniimde izlendi. Koroid pleksuslarin kiibik-prizmatik
sekilli ependimal hiicreleri ve kapillerler normal histolojik yapida degerlendirildi

(Resim 9A-E).
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A:Noron nukleusu (N), dendritik néroflament demetleri C:Dendritik néroflament demetleri ve mitokondriyon (kaln
ve mitokondriyon (oklar). TEM, Skala=2 pm ok), miyelinli akson (ok basi), mitokondriyonlar (ince ok),

P

\ ; A §
[ . P

. = 2 ...-'l.r ¥ { '. > g s f ) ! L- ' Z
B:Noron nukleusu (N), dendritik néroflament demetleri D:NOron nukleusu (N), dendritik noroflament demetleri
(kalin ok), miyelinli akson (ok baslarr), ve mitokondriyon(kalin ok), miyelinli akson(ok baglari).

TEM, Skala=2 pm
Resim 6.3: BOS+SF grubunda noron niikleusu ve noronal yapilarin TEM goriintiisii

BOS+SF grubuna ait beyin dokularinin transmisyon elektron mikroskobik
incelenmesinde noronlar genel olarak Okromatik ve dilizgiin konturlu nukleuslar
icermekteydi. Mitokondriyonlar yuvarlak sekilli yogun kristali olarak izlendi. Yer yer
graniiler endoplazmik retikulum belirgin olarak normal ultrastriiktiirel yapida
degerlendirildi. Glia hiicreleri ve ndron somalar1 arasindaki alanlarda ¢ok sayida izlenen
dendrit ve akson kesitleri yogun ve diizgiin noérofilament ag1 ve yer yer

mitokondriyonlar igermekteydi (Resim 10A-D).
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A:BOS+APO grubunda beyin korteksi. H-E, ¢ ippokampus. H-E, Skala=100 um. E:Koroid pleksus. Ependim hiicreleri (oklar),
Skala=100 ym. kapllerler (yildizlar) H-E, Skala=100 pm.

B:Beyin korteksi. Noron nukleuslar (oklar),  D:Hippokampus. Noron nukleuslari (oklar),
glia hiicre nukleuslari (ok baglan). H-E, Skala=  glia hiicre nukleuslari (ok baslari). H-E, Skala=
100 pm. 100 um.

Resim 6.4: BOS+APO grubunda korteks, hippokampus ve koroid pleksus goriintiisii
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: . R, : Tk

A:Néron nukleusu (N), dendritik néroflament demetleri ve C:Dendritik néroflament demeti (kalin ok), miyelinli aksonlar (ok
mitokondriyon (kal‘m oklar)? miyelinli aksonlar (ok baslari),mitokondriyonlar(ince oklar), kapiller(yildiz). TEM,Skala=

0 My

3 Ay ) .t 7 A\ g & kY . e % g IO ; A 4:;;3_“
B:Noron nukleusu (N), dendritik ndroflamentler (kalin oklar), p:Graniiler néron nukleuslar: (N), miyelinli akson (ok bas).
miyelinli aksonlar (ok baslar), mitokondriyonlar (ince oklar). TEM. Skala=2 um
TEM. Skala=2 um *

Resim 6.5: BOS+APO grubunda néron niikleusu ve néronal yapilarin TEM goriintiisii

BOS+APO grubuna ait 151k mikroskobik ve ultrastriiktiirel bulgular BOS+SF grubu
ile benzemekte olup kesitler normal histolojik (Resim 11A-E) ve ultrastriiktiirel (Resim

12A-D) yapida degerlendirildi.
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A:Beyin korteksi boyunca, glia hiicre artigt, ndronlarda D: H]ppokampus Nomn]mda helemkrumallk p]knnhh G:Beyin Korteksinde nﬁmnlarda seffaf sitoplazmali ndronlar
eterokromatik, piknotik, diizensiz nukleuslar (¢ift yonld ok). - diizensiz nukleus yapist ve dejenerasyon (vildizlar),  (oklar), koyu eozinofilk sitoplazmah, heterokromaiik-piknotik
Noronal dejencrasyon alam (yldz). H-E, Skala=100jm.  dijzensiz nirofibriler yogunlagma {uklar] H-E, Skalo= lﬂﬂ nukletslu ?-P°Pl°"k Eﬂﬂm"mlu hicre (ok ba). H-E, Skala=10

! o E:eyinkoreksinde sl pak £, IME, Skbe= e Liposuskin igment ve g e art 0
helewkromaﬂk plhmtlk,dilzenslzmdtlwslartuklar}HE ]m:ﬂg’ ehsinde e ey o) HEI"S‘LS;LDPJ?DW e ltieaty {’" z)

Skae=100m.

C:Hippokampus. Néronlarda heterokromatik, piknotik,
diizensiz nukleus yapisi ve dejenerasyon (yildizlar) H-E, Skala=
100 ym.

F:Beyin kunaksl nﬁronlarda duzensu: nuruﬁbnler ] Koroid pleksus. Dejenere ependim hicreleri
yogunlasma (ndrofibriler tangle) (ok) H-E, Skala=10 ym. (oklar). H-E, Skala=100 pm.

Resim 6.6: STZ+SF grubunda korteks, hippokampus ve koroid pleksus goriintiisii
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STZ+SF grubuna ait 151k mikroskobik olarak incelenen kesitlerde yer yer tim
korteks tabakalarinda ¢ok sayida heterokromatik ve diizensiz konturlu néron nukleuslari
saptand1. Genel olarak korteks tabakasinda belirgin ndron/glia hiicre oraninda glia hiicre
sayist yoniinde belirgin artig dikkati ¢ekti. Korteks igerisinde degisik ¢aplarda dairesel
sekilli, smirlart belirgin nekrotik goriiniimlii alanlarda noéron kayiplari saptandi.
Hippokamsus bdlgesinde, 06zellikle piramidal noronlarda belirgin heterokromazi,
piknozis ve yer yer dejenerasyon tespit edildi. Korteks ve hippokampus alanlarindaki
noronlarda diizensiz norofibriler yogunlagsma (norofibriler tangle) saptandi. Bazi
noronlarin perinuklear sitoplazmik alanlarinin seffaf goriinimde oldugu saptandi ve
intrasitoplazmik 6dem yoniinde degerlendirildi. Yer yer koyu eozinofilik sitoplazmali,
piknotik nukleuslu hiicreler apoptozis yoniinde degerlendirildi. Korteks igerisinde farkli
genislikte bazi alanlarda lipofuksin pigmenti birikimi tespit edildi. Ayrica yine korteks
bolgesinde yer yer farkli caplarda senil plak yapilarina rastlandi. Koroid pleksus
ependim hiicrelerinin bazilarinin boylarinin kisalarak yassi sekil aldigi, bazilarinin ise

dejeneratif degisiklikler gosterdigi tespit edildi (Resim 13A-I).
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A:Noron nukleusu (N), lipofuskin pigmenti iceren C:Noron nukleusunda perifral kromatin yogunasmas - E:Senil plak iz ii). mtokonrionlarda it kb
T 2 (N), intrasitoplazmik ddem ve organel dejenerasyonu  (ince oklar), ndrofilament dejenerasyonu (kalm oklar).
omfaguzo (gt ). TM' el lim . : kalin oklar), mitokonriyonlarda krista hasars (ince _ TEM. Skala=2 um

win g

; 3, y B a ; h e -
, kapiller  D:Noronlann nukleuslarinda periferal kromatin yogunlasmasi (N).  F:Dendritik ndroflament kaybt (oklar). TEM,
intrasitoplazmik dem ve organel dejencrasyonu (yildizlar), akson ve Gleala=2 m
dendritlerde nérofilament kaybi ve dejenerasyon (oklar).

B:Dendritik néroflament yb] {oar}
(vildiz). TEM, Skala=2 pm

Resim 6.7: STZ+SF grubunda néron niikleusu ve néronal yapilarin TEM goriintiisii

STZ+SF grubuna ait beyin dokularinin transmisyon elektron mikroskobik
incelenmesinde bazi noronlarin sitoplazmasinda lipofusin pigmenti de igeren genis
otofagozomal yapilar goriildii. Yaygin olarak dendritik ve aksonal yapilar igerisindeki
norofilamentlerde belirgin azalma ve diizensizlesme, yer yer de total ndrofilament kaybi
tespit edildi. Bazi ndronlarda ileri derecede intrasitoplazmik O6dem ve organel
dejenerasyonu ile birlikte nukleusta periferal kromatin yogunlasmasi dikkati ¢ekti. Bu
gruptaki noronlarda yaygin olarak degisik dercelerde mitokondri hasar1 ve
dejenerasyonu saptandi. Bazi alanlarda ndronlarda intrasitoplazmik 6dem, total organel

dejenerasyonu ve nukleuslarinda periferal kromatin yogunlagsmasi dikkati ¢ekti. Noron
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somalar1 ve glia hiicreleri arasindaki alanlarda dendritik norofilament diizensizligi,

kayb1 ve dejenerasyonu yaygin olarak goriildi. Ultrastriiktiirel incelemede yer yer

merkezi bolgesi homojen, periferal diizensiz fibriler yapilar iceren senil plaklar tespit

edildi (Resim 14A-F).

ﬁ:l(oroid plesusA Ependim hiicreleri
(oklar), H-E, Skala=100 pm.

B:Beyin korteksi. ndronlarda heterokromatik, piknotik ~ D:Hippokampus. Heterokromatik, piknotik nukleuslu
nukleuslar (oklar) H-E, Skala=100 pm noronlar ve nérofibriler tangle (oklar). H-E, Skala=100 um.

Resim 6.8: STZ+APO grubunda korteks, hippokampus ve koroid pleksus goriintiisii

STZ+APO grubundaki kesitlerin 151k mikroskobik incelenmesinde korteks
icerisinde yer yer hiperkromatik nukleuslu ndronlara rastlandi. Hipokampus bdlgesinde
graniiler ve piramidal néronlar arasinda yer yer hiperkromatik nukleus ve ndrofibriler
tangle yapilar tespit edildi. Bu grupta izlenen hasar bulgular1 STZ+SF grubundakinden
belirgin olarak azalmisti(Resim 15A-E).
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A:Naron nukleusu (N), dendroplazma (D), dendritik ~ C:Néron nukleusu (N), miyelinli aksonlar (ok baslar), ~ E:Nukleus (N), mitokondriyonlar (oklar) mitokondriyal
niroflament (ok)miyelinli akson (ok bagt). TEM, Skala= mitokonriyonlar (oklar), perikapiller 6dem (yildizlar).  dilatasyon ve krista hasari (gift bash ok), miyelini sinir
2pum TEM, Skala=2 pym lifleri {ok baslart). TEM, skala =2 um

T

LY

B:Naron nukleusu (N), dendritik néroflament (kalin ok) D:Noron nukleusu (N). glia hiicre nukleusu (G), miyelinli
miyelinli akson (ok bagt), mitokonriyonlar (ince oklar). ~ aksonlar (ok baslar), mitokonriyonlar (ince oklar), lipofuskin
TEM, Skala=2 pym graniilii (kalin ok). TEM, Skala=2 um

Resim 6.9: STZ+APO grubunda néron hippokampus ve koroid pleksus goriintiisii

STZ+APO grubuna ait kesitlerin ultrastriiktiirel incelenmesinde noronlar genel
olarak normal ultrastriiktiirel yapida degerlendirilmekle birlikte bazi noronlarda
lipofusin pigmenti birikimi ve fagozom yapilar1 dikkati cekti. Ayrica yer yer
perikapiller alanlarda 6dem ve bu alanlara yakin dendritik yapilarda nérofilament kaybi
dikkati ¢ekti. Bu grupta izlenen ultrastriiktiirel hasar bulgular1 STZ+SF grubuna gore
belirgin olarak azalmisti(Resim16A-E).
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7. TARTISMA

Bu c¢alismada intraserebroventrikiiler STZ ile olusturulmus deneysel AH’1
modelinde aposinin tedavisinin etkinligi sorgulandi. Rota-rod, akselere-rod ve water
maze testi ile deneklerde denge, li¢ boyutlu 6grenme ve bellek fonksiyonlar1 incelendi.
Kontrol ve tedavi grubunun beyin dokusunda MDA ve GSH diizeyleri, kanda rutin
biokimyasal parametreler ve hematoksilen-eozin ve TEM yontemiyle histopatolojik
degisiklikler arastirildi. Deney hayvani olarak ucuz ve kolay saglanabilir olmasi ve
cevresel direncinin yiiksek olmasi nedeniyle sigcan tercih edildi.

Beyinde sinaptik iletide iyon konsantrasyonunu diizenleme, elektriksel
potansiyellerin olusumu, eksitatér norotransmiterlerin aktif alinimi ve sentez islemleri
gibi olaylar i¢in 6nemli Olglide enerji kullanilir. Beyin, temel enerji kaynagi olarak
onemli bir metabolik substrat olan glukoz kullanir (90). Beyinde glukoz metabolizmasi
oksidatif olup, glukozun ¢ogu karbondioksit ve suya okside olur. Glukozun
karbondioksit ve suya tam oksidasyonu her zaman meydana gelmeyebilir. Boyle bir
durumda beyinde istenmeyen yan metabolitler gelisir (91). Beyine glukoz taginmasi
kan-beyin engelinden sodyumdan bagimsiz olan yiiksek molekiil agirlikli glukoz
tasiyict proteinler (glucose transporter (GLUT)) araciligi ile gerceklesir. Beyin
dokusuna glukozun geg¢isi ekstraselliiler glukoz konsantrasyonuna baglidir. Bu yiizden
hiperglisemik durumlarda hiicre i¢i glukoz seviyesi anormal derecede yiiksektir. Kan
plazmasinda glukoz miktarinin normal degerlere gore artmasi ile meydana gelen kisa
stireli hiperglisemi ve diabetes mellitusda oldugu gibi uzun siireli hiperglisemi cesitli
metabolik yollar araciligiyla kan beyin engeli yapisinin degismesine ve ndronal hasara
neden olabilir (92). Bu metabolik yollardan bazilar1 noronal aktiviteden bagimsiz olarak
pasif yanitlarin yer aldigi dolayli yolu olusturur. Ayrica hipergliseminin merkezi sinir
sistemindeki noronlarda gen ekspresyonunda olusturdugu aktif yanitlarin néronal
hasarda c¢ok oOnemli bir yere sahip oldugu gosterilmistir (93). Bu genler
norotransmisyon, lipid metabolizmasi, ndronal gelisme, oksidatif hasar ve DNA onarimi
gibi 6nemli gorevlerde yer almaktadirlar. Kronik deneysel diyabetlilerde hipokampal
dentat girusta insiilin benzeri biliylime faktorii ve reseptorleri ekspresyonunun
“‘downregiile’’ edildigi gézlenmistir. Bu durum ndronal apoptosise egilimde énemlidir

(94).
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Beyinde olusan hiperglisemi komplikasyonlarinin reaktif oksijen tiirleri ile olan
iliskisini inceleyen calismalarda, nonenzimatik glukasyon, enerji metabolizmasindaki
degisikliklerden kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yol aktivitesi, hipoksi ve iskemi-
reperfiizyon sonucu olusan doku hasarinin serbest radikal iiretimini arttirdigi ve
antioksidan savunma sistemini degistirdigi vurgulanmaktadir (95-96).

Kognitif ve davramis bozukluklar1 ile kendini gosteren ensefalopati
hipergliseminin ge¢ komplikasyonlarindan biri olarak ortaya ¢ikabilir. Diyabetli
kisilerde kronik hiperglisemiye bagli olarak ortaya cikan ilerleyici demans insidansi da
yiiksektir (97). Hipokampal CA1 ve CA3 noronlarindaki bir bagka degisiklik nitrik oksit
sentetaz mMRNA ve protein konsantrasyonlarinin azalmasidir. Bu da uzun siireli
potansiyasyonu azaltir, kognitif hafiza ve 6grenmede bozulmaya neden olur (98).

Son donemlerde yapilan ¢alismalar beyinde gelistirilen hipergliseminin deneysel
AH modeli i¢in en uygun model oldugunu desteklemistir (7,48,56). Streptozotosin
(STZ) yapisinda bir glukoz molekiilii icerdigi i¢in plazma membranindaki
glukoreseptorlere baglanir. STZ glukozla uyarilan insiilin salinimini1 bloke eder ve hem
hiperglisemiye neden olur hem de hiicrelerin glukozdan yararlanmasina engel olur
(57,58). STZ’nin temel etki yerlerinden biri de niikkleer DNA’dir. STZ’in hiicre iginde
dekompozisyonu ile olusan reaktif karbonyum iyonlari DNA bazlarinda alkilasyona
neden olarak apoptoz gelisimini indiikler (57-59). ICV STZ enjeksiyonu ile beyin
parankiminde bozulma oldugu ve bu bozulmaya oksidatif hasarin eslik ettigi bilimsel
olarak gosterilmistir (7,48,56,59). Biz aposinin tedavisinin hem motor ve kognitif
fonksiyon testlerinde, hem de paralel olarak oksidatif hasarda azalmaya neden olarak
bozulmus biyokimyasal ve histopatolojik yapilari diizeltebilecegini diisiinerek bu
aragtirmay1 yaptik.

Birgok proinflamatuar sitokin, etkilerini indiiklenebilir NOS araciligiyla NO
olusumunu arttirarak yaparlar. iNOS ekspresyonunu uyaran makrofajlar LPS ile aktive
edildiklerinde, arjininin hem transportunu hem de sentezini tetiklerler (10,52). Aposinin,
inflamasyon siiresince makrofaj aktivasyonunun diizenlenmesinde rol oynar.
Makrofajlarda NADPH oksidaz enziminin aktiviteleri LPS ve sitokinler tarafindan
diizenlenir. Indiiklenebilir NOS olusumunu tetikleyen LPS, doza bagimli olarak, geri
dontisimli  bir sekilde ADC ve NADPH oksidaz aktivitesini modiile eder.
Indiiklenebilir NOS ve NADPH oksidaz ekspresyonunu uyaran makrofajlar LPS ile
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aktive edildiklerinde, arjininin hem transportunu hem de sentezini stimiile ederler. Buna
bagl olarak intraseliiler arjinin ve dolayisiyla NO miktar1 artar. Lipopolisakkarit, ADC
aktivitesini azaltir. Ayrica LPS varliginda iNOS inhibitérlerinin hidrolizi stimiile edilir.
Interlokin-10, TGF-B ve IL-4, makrofajlarin enflamatuvar aktivasyonunu baskilayarak
NO iiretimini inhibe eder. IL-10 ve TGF-p, stimiile edilemeyen hiicrelerde ADC ve
NADPH oksidaz aktivasyonunu azaltir. Interlokin-4 ise ADC aktivitesini
degistirmeksizin, LPS’in NADPH oksidaz tizerindeki etkisini geri ¢evirebilir (9,51,53).
Dolayistyla aposininin sitokin olusumunda rolii vardir(54).

Inflamasyon siirecinin modiilasyonunda rolii oldugu bilinen aposininin
Alzheimer etyopatogenezinde Onemi bilinen inflamasyon bileseni Tlizerine etkili
olabilecegini ongordiik (9,54). Bu nedenle hayvanlarin beyin dokularinda serbest
radikal olusumuna bagli hasar1 degerlendirmek i¢in indirgenmis glutatyon (GSH) ve
MDA aktivitesi 6lctiik. Ogrenme ve bellek fonksiyonlar1 bozulmus olan STZ grubunda
beyin dokusunda lipid peroksidasyonunu gosteren yiiksek MDA diizeyi ve endojen
antioksidan GSH diizeyinin azaldigin1 gérmeyi planladik. Yalniz ratlarda AH gelismesi
icin 21 giin beklendi. Ardindan rota-rod, akselere-rod, water-maze testi yapildi. 10
giinliik aposinin tedavisi ve ayni testlerin tekrar1 sonrasi 45 giinliik siire gecti. Mevcut
yikima bagli gelisen bu parametrelerden deneysel AH grubunda (STZ-SF) diger
gruplara gore MDA i¢in istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir. GSH’1n bu siirecte
normal degerlere ulastigi diisiiniildii ve bu degerler arasinda bir fark bulunamadi.
Dolayisiyla bulgularimiz; aposininin bozulmus kognitif fonksiyonlar {izerindeki
diizeltici etkisinin, serbest radikal olusumuna bagli hasar1 engelleyerek yaptigimi
tiimiiyle gdsterememistir. AH’da kanda bilinen rutin biyokimyasal bir tan1 koydurucu
parametre yoktur. Deneyimizde gruplar arasinda anlamli olmayan BUN ve Na
degerlerinde fark olmakla beraber bu degerler daha ¢ok ilag gruplarinda belirmistir.
Anlamli bir sonug ¢ikarilamamustir.

Romero ve arkadaslar1 (99) lipid peroksidasyonunun ve oksidatif stresin yiiksek
oldugu ensefalit, AH gibi durumlarda; MDA metabolit diizeyinin yiiksek olmasinin,
buna sekonder hiicre defansina bagli antioksidan olan GSH diizeyinin azalmasinin
beklendigini belirtmislerdir. Yalabik ve arkadaslar1 (100) deneyde kullandigimiz

metodu kullanarak ratlarda AH gelismesini saglamis, tedavide agmatini kulanarak bu
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sonuclart elde etmislerdir. Yalniz oksidatif silirecten sonraki zamanda MDA-GSH
arasindaki iligki net degildir.

Ratlarda ii¢ boyutlu 6grenme ve bellek fonksiyonlarinin arastirilmasinda
kullanilan baslica test Morris’in ‘Water maze’ testidir. Bu testte denegin ¢evrede sabit
konumda duran nesneler yardimiyla, ylizme havuzunda sabit bir ¢eyrekte gizlenmis olan
platformu bulabilme yetenegi arastirilir. Cevredeki nesneler yardimiyla konumu
saptama, yani ii¢ boyutlu 6grenme ve bunu bellege kaydetme ile normal bir ratin
ilerleyen test gilinlerinde daha kisa siire igerisinde platforma ulasmasi beklenir. Deney
giini platform kaldirildiginda platformun bulundugu ¢eyrekte harcadigi zaman, buraya
ilk yonelme zamani ve katettigi mesafeden ratin 6grenme becerisi ile ilgili bilgi edinilir.

Turan ve ark. (7) deneyimizdeki gibi ICV STZ kullanarak ratlarda AH
gelismesini saglamis ve deneklere water-maze testi yapmiglardir. Test sonuclarinda
hedef alanda harcanan zamani degerlendirmisler ve kontrol grubunda en iyi, ilag
grubunda en kotii sonuglarin  ¢iktigini  goérmiislerdir. Tedavi olarak circumin
verdiklerinde ila¢ grubundaki sonuclarin diizeldigini tespit etmislerdir. Biz ratlara
yaptigimiz deney sonrasi istatistiksel olarak bunlar1 saptayamamis olup hareket-sicaklik
haritalarinda anlamli olabilecegini diislindiigimiiz sonuglar elde ettik. Soyle ki Sergui
ve arkadaglar1 (74) rodentlerin Water-maze testinde yiizme patternlerinin her zaman
ongiiriilemedigini, 6grenme giicliigli ceken veya stress altindaki ratlarin farkl sekillerde
su tankinda yol aldigin1 ve bunlarin bazen istatistiksel olarak anlamli ¢ikmayacagini, bu
ylizden ylizme patternlerinden de bilgi sahibi olunulabilecegini agiklamistir. Kalici
uzamsal ( Spatial persistent ) hedefe donilik yiizme seklinin platform yerini 6grenmis
ratlarda cogunlukta goriildiiglinti belirtmislerdir. Merkezi uzamsal olmayan (
Nonspatial concentrik ) olarak degerlendirdigi gruptaki durum, hedefe tamamen doniik
olmayan ve stres durumunda beliren bir arastirma yontemi olarak tarif edilmistir.
Rastgele uzamsal (nonspatial random ) olarak ise hedefle ilgisi olamayan, platform
bolgesini iic boyutlu olarak Ogrenememis ratlarda goriilen bir durum olarak
aciklanmistir. Resim 8’de deneyimizde ilag ve konrol grubundaki bazi 6rnekler
paylasilmis olup STZ-SF grubunda rastgele uzamsal ve merkezi uzamsal olmayan 1s1
sicaklik goriintiisii sunulurken, diger gruplarda (BOS-SF, BOS-APO, STZ-APO) kalici

uzamsal 1s1-sicaklik goriintiisii takdim edilmistir.
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Ratlarda denge ve motor koordinasyon fonksiyonlarmin degerlendirilmesinde
kullanilan test ise rota-rod ve akselere-rod testleridir. Motor koordinasyonunda deney
hayvani uzun ekseni etrafinda donen yatay bir cubuk iizerine yerlestirilir. Hayvan bu
diizenekte dik kalir ve diismeyip ileriye yiiriimesi gerekir. Klinigi ilerlemis Alzheimer
hastalarinda motor ve denge koordinasyonunun bozulmasi beklenir (1,2,7).
Deneyimizde ratlara ICV STZ enjeksiyonun 21. giiniinde AH gelistigi kabul edilmis (7)
ilk yapilan denge ve kordinasyon testinde kontrol grubunda belirgin fark oldugunu
gosteren sonuclar ¢ikmigtir. Yapilan rota-rod, akselere-rod testinde 5 rpm,10 rpm, 20
rpm, 30 rpm, 40 rpm, akselere 4 dakikada istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunurken, akselere 10 dakika testinde bir fark bulunamamustir.

Yamamoto ve Yamada(100) ratlarda iskemi modeli ile organik beyin sendromu
gelistirmis ve Ca+ kanal blokorii ile tedavi etmistir. Sonuglart degerlendirildiginde
tedavi edilmeyen organik beyin sendromu gelismis grupta da rota-rod ve akselere-rod
sonuglarmin diizeldigini géormiislerdir. Fakat bu diizelmenin tedavi edilen ve kontrol
grubundaki diizelme kadar daha belirgin olmadigini 6ne slirmiislerdir. Aoki ve ark.(101)
MPTP ile farelerde parkinsonizm gelistirmis ve beyin hasarina sekonder farelerde
lokomotor aktivitenin azaldigini rota-rod testi ile gostermislerdir. Deneyimizde ratlarda
lokomotor aktivitenin daha hizli olmast gerektigi 30,40 rpm lerde STZ-SF grubunun
rota rod testinde diger gruplara gore anlamli olarak beyin hasarina bagli lokomotor
aktivitenin azaldig1 saptanmustir.

Literatirde AH’na yonelik ICV STZ enjeksiyonu ile yapilan oldukg¢a fazla
histopatolojik c¢alisma mevcuttur ( 84,102-105 ). Bu calismalarda STZ enjeksiyonu
sonrast beyinde AH gelistigine dair ciddi bulgular saptanmistir. Noronal dokularda
gelisen dejenerasyon, lipofuscin graniilleri ve senil plaklar bu ¢alismalarda oldugu gibi
bizim aragtirmamizda da belirlenmistir. Bizim arastirmamiz da bu ¢aligmalardaki gibi
ICV STZ enjeksiyonunun deneysel AH ic¢in uygun bir model oldugunu desteklemistir.
Deneyimizde aposininin histolojik olarak deneysel AH’nda olumlu etkileri saptanmis

olup literatiirde bu konuda bir ¢alismaya rastlanilmamaistir.
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8. SONUC

Sicanlarda intraserebroventrikiiler Streptozotosin verilerek oksidatif hasar
gelistirilmesi, 6grenme ve bellek fonksiyonlarinin bozulmasina neden olarak deneysel
AH modeli olugsmasini saglayabilir.

Erken donemde bozulan 6grenme ve bellek fonksiyonlart ge¢ donemde
diizelmektedir. Ge¢ donemde gozlenen bu diizelme olusturulan lezyona bagl olarak
trofik mekanizmalarin uyarildigini diistiindiirmektedir.

Water-Maze testi bellek ve uzaysal 6grenme, rota-rod, akselere-rod testi denge
ve bellek fonksiyon kayb1 hakkinda bilgi verebilir.

Arastirmamizda gruplar arasinda kanda bakilan biyokimya degerleri ve
parankimde calisilan GSH arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Fakat parankimde
calistlan MDA, rota-rod akselere-rod, Water-Maze testlerinde ve histopatolojik
incelemelerde anlamli olabilecek sonuglar elde edilmistir. Bu ¢alismanin daha kapsamli
ve genis gruplar ile desteklenmesi gerekmektedir.

Aposinin tedavisinin ileri testler ile desteklenerek AH tedavisi yontemlerine
secenek saglayabilecegi Ongoriilmiistiir. Calismamizda Aposinin tedavisinin beyin
dokusu {izerinde olumlu koruyucu etkisi oldugu lehine bulgular mevcuttur. Bu
giiniimiizdeki tedavi yoOntemlerine ek destekler ve secgenekler saglayabilecegini
diistindiirmektedir. Calismamizdaki sonuglarin daha genis gruplar ve uygun doz-zaman

araliklari ile yapilacak tedavi arayislarina 1s1k tutacagini diisiinmekteyiz.
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9. OZET

DENEYSEL ALZHEIMER HASTALIGI MODELINDE APOSININ’IN
UZAYSAL OGRENME, DENGE VE BELLEK FONKSiYONLARINA
ETKIiSININ DEGERLENDIRILMESI

Ama¢: Bu c¢alismada intraserebroventrikiiler = Streptozotosin  verilerek
olusturulan deneysel Alzheimer Hastaliginda; uzaysal 6grenme, denge ve bellek
fonksiyon kaybinin bir antioksidan olan ve intraperitonal olarak verilen Aposinin ile
tedavisi amaglanmistir. Tedavi girisiminin etkisi water-maze, rota-rod, akselere-rod
testi, parankimde MDA-GSH analizi, kanda rutin biokimya, histopatolojik olarak

hematoksilen-eosin ve transmission elektron mikroskop ile degerlendirilmistir.

Materyal ve Metod: Calismamizda agirliklart 200-275 gram arasinda degisen
35 disi ve 35 erkek Wistar-Albino sigan kullanildi. 50 rata ayni seanslarda toplam 20
mikrolitre stereotaktik yontemle bilateral yapay BOS ta ¢Oziinmiis 3 mg/kg
intraserebroventrikiiler STZ verildi. 20 rata ise aym1 hacimde bilateral yapay BOS
enjeksiyonu yapildi. Intraserebroventrikiiler STZ enjeksiyonu yapilmis siganlardan,
islem sonras1 21. giinde yasayan 34 rata, kontrol grubundan yasayan 16 rata water maze
ve rota-rod akselere-rod testleri yapildi. Islemlere uyumlu olan ve yapilan test sonuglar
deneysel AH ile uyumlu olan 15 rat ilag grubunu, 14 rat kontrol grubunu olusturdu. ilag
ve kontrol gruplar rastgele iki gruba ayrildi. Bir gruba intraperitonal 10 mg/kg dan
aposinin tedavisi, diger gruba ise aymi hacimde serum fizyolojik verildi. Tedavi
tamamlandiktan sonra deneklere water maze, rota-rod, akselere-rod testi tekrar edildi.
Ardindan ratlar sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen ratlarin kaninda rutin biokimya bakildi.
Beyin parankimi hasarsiz olarak ¢ikartilip iki hemisfere ayrildi. Bir hemisferden MDA-
GSH analizi, digerinden histopatolojik inceleme yapildi.

Bulgular: Deneysel AH grublar ile kontrol grublari arasinda yapilan rota-rod,
akselere-rod testinde tedavi oncesi 5 rpm, 10 rpm, 20 rpm, 30 rpm, 40 rpm, akselere 4
dk arasinda belirgin fark bulundu. Tedavi sonrast aposinin tedavisi verilmemis AH
grubunda 30-40 rpmlerde fark saptandi. Yapilan water maze testinde ise tedavi Oncesi
platforma ilk gelis zamaninda kontrol grubu lehine fark saptandi. Tedavi sonrast gruplar
arasinda bir fark goriilmedi. Deneklerin kaninda ¢alisilan rutin biyokimya ve beyin

parankiminde bakilan GSH arasinda fark saptanmadi. Beyin parankiminde bakilan
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MDA arasindaki fark anlamliydi. Hemotoksilen-eosin ve TEM histopatolojik
incelemesinde aposinin tedavisi alan grupta tedavi almayan gruba gore belirgin olarak
daha az nicelikte AH’na ait histopatolojik bulgular saptanmistir. Bu bulgular kontrol

grubunda goriilmemistir.

Sonuc: Bu ¢alismada, ratlara ICV STZ verilerek olusan oksidatif stresin AH icin
uygun bir model oldugu goriilmiistiir. Bu modelde olusan beyin hasari1 tedavisinde
Aposininin olumlu etkisi oldugu Water-maze, rota-rod, akselere-rod, histopatolojik
testler ve biyokimyasal analiz ile goriilmiistiir. ileri testler ile desteklendikten sonra
aposinin tedavisinin glinimiizdeki AH tedavi yoOntemlerine ek bir secenek

saglayabilecegi kanisina varilmustir.

Anahtar kelimeler: Alzheimer hastaligi, Stereotaksi, Streptozotosin, Aposinin,

Rota-rod testi, Akselere-rod testi, Water-Maze testi
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10. SUMMARY

EVALUATION OF THE EFFECTS OF APOCYNINE ON SPATIAL
LEARNING, BALANCE AND MEMORY FUNCTION IN AN EXPERIMENTAL
MODEL OF ALZHEIMER DISEASE

Scope: The aim of this study is the evaluation of the therapeutic effect of
intraperitoneal apocynine application in an experimental model of Alzheimer disease.
The model is realized by intracerebroventricular STZ injection and the treatment is
evaluated by focusuing on spatial learning, balance and memory function. The reference
investigations are water-maze, rota-rod, accelerod tests, MDA-GSH levels of neural
tissue, routine blood biochemistry and histopathology by hematoxilen-eosin and

transmission electron microscopy

Material and Method: The study involved a total of 70 Wistar-Albino rats ( 35
males and 35 females ) weighing 200-275 gr each. 3 mg/kg STZ dissolved in 20
microliters of artificial CSF is applied to 50 rats via stereotactic route in a single
session. Only artificial CSF of the same volume is injected to 20 rats stereotactically as
control. 34 rats from the STZ group and 16 rats from the control group survived for
twenty-one days after the first application. They are evaluated by water maze, rota-rod
and accelerod tests. 15 rats with test results suitable for experimental Alzheimer disease
made up the treatment and 14 rats the control group. Treatment and control groups were
randomly divided into two groups. One of the subgroups from each received 10 mg/kg
intraperitoneal apocynine injection while the other had isotonic saline injection with the
same volume. After the interventional procedure, water maze, rota-rod and accelerod
tests were repeated. Then rats were sacrificed and routine blood biochemistry
parameters were studied. Brain is extracted with no extra damage and the two
hemispheres were seperated. MDA-GSH analyses were performed from one

hemisphere, while the other hemisphere was spared for histopathological investigation.

Results: On pretreatment group, significant difference between the experimental
Alzheimer disease and the control groups was remarked. Rota-rod tests with 5 rpm, 10
rpm, 20 rpm, 30 rpm, 40 rpm and 4 minute accelerod test revealed significant difference

within these groups. There is also significant difference related to the Alzheimer disease
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group without apocynine administration in the tests with 30-40 rpm. For pretreatment,
there is significant difference in the arrival period to the platform in favor of control
group in water maze tests. No difference was detected between the groups in
posttreatment. The routine biochemical analysis from blood and GSH analysis from
brain parenchyma revealed no significance. MDA analysis in neural tissue was
significant. Hematoxylin-eosin staining and TEM histopathological results disclosed
significant results in favor of apocynine treatment group. Control groups lack these

histopathological findings.

Conclusion: This study proves that the experimental model involving
stereotactic ICV STZ administration for Alzheimer disease is relevant and the oxidative
stress performed by these means is applicable. Brain injury performed by this technique
is effectively managed by apocynine administration. This is confirmed by water maze,
rota-rod and accelerod tests, histopathological and biochemical investigation. It is
probable that apocynine administration for Alzheimer disease may be an effective and

feasible alternative therapy method if it is supported by further investigations.

Key Words: Alzheimer Disease, Stereotaxis, Streptozotocine, Apocynine, Rota-

rod test, Accelerod test, Water-maze test
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