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OZET
T.C.

NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Sicanlarda Deneysel Alzheimer Tipi Demans Modelinde
Yeni Bir Norotrofik Molekiil Olan Noritinin Rolii

Alpaslan OZKURKCULER
Fizyoloji Anabilim Dali
Doktora Tezi / Konya — 2022

Alzheimer hastaligi (AH), giinliik yasamsal aktivitelerde azalma ve biligsel yeteneklerde
bozulma ile karakterize, noropsikiyatrik semptomlarn ve davranis degisikliklerinin eslik ettigi
norodejeneratif bir hastaliktir. AH demansin en sik goriilen tipi olup prevalansi giin gegtikge
artmaktadir. Fizyopatolojisinde olusan anormal amiloit prekursor proteinler (APP), hiicre iginde
norofibril yumaklart (NFY) ve senil plaklar (SP) birikmesi, sinir hiicrelerinde sinaptik iletimin
kaybina ve 6zellikle hipokampus ve serebral korteksteki noronlarin Sliimiine yol agmaktadir.

Asetil kolin (ACh) hipokampusu serebral kortekse baglayan nérotransmitterdir. Kolin ve
asetil koA’dan ‘asetil transferaz’ enzimi ile ‘asetil kolin’ olusur. AH’de primer defisit beyindeki
kolinerjik sistemin, 6zellikle 6grenme ve bellek ile ilgili bolgelerde, bozulmasidir.

Plastisite geni 15 (CPG 15) olarak da bilinen noritin, aktivite ile indiiklenen
glikozilfosfatidilinozitol bagimli bir aksonal protein olup g¢ogunlukla merkezi sinir sisteminde
eksprese edilir. Ik olarak ratlarin dentat girusunda, daha sonra insanda tespit edilmistir. Nétirinin
hafizay1 etkileyen noérodejeneratif ve noropsikolojik hastaliklarda da rol oynayabilecegi ileri
stirlilmiistiir. Sinirsel gelisim ve sinaptik plastisitedeki ¢ok yonlii rolleriyle ndritin, MSS’nin néronal
baglantilarinin yeniden olusmasinda katki saglar.

Deneysel AH modelleri bir¢cok aragtirmada AH etiyofizyopatolojisinin anlagilmast ve
potansiyel tedavi seceneklerinin etkinliginin belirlenmesine yonelik olarak son yillarda yogun olarak
kullanilmaktadir. Bu baglamda MSS’de eksprese edilen yeni bir molekiil olan néritin (NRN),
norodejeneratif hastaliklarda aragtirilan imit verici bir peptittir. AH siireglerinde NRN etkisini konu
alan oldukca sinirli sayida arastirma bulgusu yer almaktadir. Noritinin siganlardaki olasi etkinliginin
davranis modelleri ve néronal molekiiler belirtecler diizeyinde etkisi ise aragtirllmamistir. Bu nedenle
mevcut caligmamizda yeni bir noérotrofik molekiil olan NRN’nin AH’deki olasi néroprotektif
etkinliginin aragtiritlmasi amaglanmistir.

Calismada 40 adet erkek sican Kontrol, demans, ndritin, demans + ndritin gruplart olarak 4
gruba ayrimistir. Tim hayvanlara anestezi altinda stereotaksik cihaz ile ozmotik minipompa
yerlestirilmistir. Demans gruplarina streptozotosin intraserebroventrikiiler (ISV) yolla enjekte
edilmistir. Noritin ve ¢oziiciisii ISV yolla 7 giin boyunca infiize edilmistir. 8. giinde sicanlara davranis
testleri uygulanmistir. Morris’in su labirenti testinde (MST) her bir hayvanin performansi
kaydedilerek davranig parametreleri degerlendirilmistir. Tiim sigcanlardan elde edilen serum ve beyin
dokular1 toplanmis ve ELISA yontemiyle hipokampal kolinerjik aktivite analizleri gergeklestirilmistir.

MST bulgularinda NRN uygulanan gruplarda demans gruplarina kiyasla platformu bulma
stiresi, platforma yiizme mesafesi ve hiz1 agisindan istatistiksel olarak olumlu sonuglar elde edilmistir.
Molekiiler analiz sonuglari istatistiksel olarak anlamli olmasa da tedavi grubunda ChAT aktivitesinde
artig tespit edilmistir.

Calisma bulgularimiz, NRN’nin AH tedavisi iizerine olan etkilerinin arastirildigt
derinlemesine galigmalarin, AH i¢in yeni bir tedavi segenegi olarak NRN’nin etkinligi konusunda yeni
ufuklar agacagini diigiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastaligi, noritin, 6grenme ve bellek
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ABSTRACT
REPUBLIC OF TURKIYE
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
HEALTH SCIENCES INSTITUTE
Role of Neuritin (A Novel Neurotrophic Molecule)

on Alzheimer’s Type Dementia Model in Rats

Alpaslan OZKURKCULER
Department of Physiology
PhD Thesis / Konya — 2022

Alzheimer's disease (AD) has a degenerative view from the part of training, neuropsychiatric
education and training with use and equipment in daily life use. AD is the most common
manifestation of dementia and its prevalence is increasing day by day. Neurofibrillary tangles (NFT)
and senile plaques (SP) within a cell formed in its physiopathology are considered to be acquired
pathways and are detached from targets in the cerebral cortex.

Acetylcholine (ACh) is the neurotransmitter that connects the hippocampus to the cerebral
cortex. Acetyl choline is formed by the enzyme 'acetyl transferase' from choline and acetyl coA. The
primary deficit in AD is the disruption of the cholinergic system in the brain, especially in regions
related to learning and memory.

Neuritin, also known as plasticity gene 15 (CPG 15), is an activity-induced
glycosylphosphatidylinositol-dependent axonal protein and is mostly expressed in the central nervous
system. It was first detected in the dentate gyrus of rats and later in humans. It has been suggested that
neutirine may also play a role in neurodegenerative and neuropsychological diseases that affect
memory. With its versatile roles in neural development and synaptic plasticity, neuritin contributes to
the regeneration of neuronal connections of the CNS.

Experimental AD models have been used extensively in many studies in recent years to
understand the etiophysiopathology of AD and to determine the effectiveness of potential treatment
options. In this context, neuritin (NRN), a new molecule expressed in the CNS, is a promising peptide
investigated in neurodegenerative diseases. There are very limited research findings on the effect of
NRN in AD processes. The possible effect of neuritis in rats at the level of behavioral patterns and
neuronal molecular markers has not been investigated. Therefore, in our current study, it was aimed to
investigate the possible neuroprotective activity of NRN, a new neurotrophic molecule, in AD.

In the study, 40 male rats were divided into 4 groups as control, dementia, neuritin, dementia
+ neuritin groups. All animals were placed under anesthesia with a stereotaxic device and an osmotic
minipump. Streptozotocin was injected intracerebroventricularly (ICV) to dementia groups. Neuritin
and its solvent were infused by ISV for 7 days. Behavioral tests were applied to the rats on the 8th
day. In Morris' water maze test (MWM), the performance of each animal was recorded and behavioral
parameters were evaluated. Serum and brain tissues obtained from all rats were collected and
hippocampal cholinergic activity analyzes were performed by ELISA method.

In the MST findings, statistically positive results were obtained in terms of time to find the
platform, swimming distance to the platform and speed in the NRN applied groups compared to the
dementia groups. Although the results of the molecular analysis were not statistically significant, an
increase in ChAT activity was detected in the treatment group.

Our study findings suggest that in-depth studies investigating the effects of NRN on the
treatment of AD will open new horizons for the effectiveness of NRN as a new treatment option for
AD.

Keywords: Alzheimer's disease, neuritin, learning and memory
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1. GIRIS VE AMAC

Beyindeki fiziksel degisikliklerden kaynaklanan demans belirli bir hastalik
olmayip, kisinin giinlik aktivitelerini gergeklestirme kabiliyetini azaltan,
semptomatik olarak hafiza veya diger diisiinme becerilerinde ciddi bir distisle
karakterize, hafiza kayb1 ve giinliik yagsama miidahale edebilecek kadar siddetli diger

zihinsel yetenek kaybi i¢in kullanilan genel bir terimdir.

Diinya Saghk Orgiiti’niin ~ Zihinsel ve Davranissal Hastaliklar
Siniflandirmasina (WHO ICD-10, 2016) gore demans, kronik ve progresif tabiata
sahip beyin hastaliklar1 sonucu ortaya ¢ikan bir sendrom olarak tanimlanmaktadir.
Hafiza, diistinme, anlama, hesaplama, 6grenme, dil ve yargt gibi yiiksek kortikal
fonksiyonlarin zamanla bozulmasina bagl kisinin eski haline gére performansinda ve
giindelik hayati fonksiyonlarinda aksakliklar meydana getirmesi bu sendromun klinik
tanist agisindan olmazsa olmaz patolojik degisimlerdir. Bu bozukluklar genellikle
duygusal kontrol, sosyal davranis veya motivasyondaki degisikliklerle birlikte ortaya

cikar.

Alzheimer hastaligi (AH) en yaygin demans tiirii olmakla birlikte demansin
bir¢ok cesidi vardir. AH’nin nedenleri tam olarak anlagilamamasina ragmen sonug
her zaman beyindeki yapisal ve kimyasal degisikliklerdir ve bu da noronal kayiplara
ve beyin hacminin kii¢iilmesine yol agar. Demansa neden olan diger nérodejeneratif
hastaliklarla benzer fizyopatolojiye sahip olan AH’de mikroskobik olarak senil
plaklarin (SP) ve norofibriler yumaklarin (NFY) varlig: ile birlikte ndrotransmitter
biyokimyasinda bozulmalar ve buna bagli néronal transmisyonda aksama ve
bozulmalar meydana gelir. Son noktada meydana gelen ndronal kayiplar sonucu

makroskopik olarak kortikal ve hipokampal atrofi belirgin hale gelir.

Streptozotosin (STZ), periferik enjeksiyonla pankreatik B hiicrelerine segici
olarak zarar veren bir ilagtir ve bu nedenle diyabet arastirmalarinda deneysel hayvan
modeli olusturmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Plaschke ve Hoyer 1993,
Lester-Coll ve ark. 2006). Ayrica STZmnin kemirgenlerin  beynine
intraserebroventrikiiler (ISV) enjeksiyonunun AH benzeri patolojiyi indiikledigini
gosterilmistir. ISV yolla STZ enjeksiyonu, hipokampusta ilerleyici néroinflamasyon,
oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyonun yani sira belirgin AP birikimi ve tau

hiperfosforilasyonunu indiikleyerek dnemli 6grenme ve biligsel bozukluklarla neden



olur (Hoyer ve Lannert 1999, Salkovic-Petrisic ve Hoyer 2007, Griinblatt ve ark.
2007). Hayvanlarda ISV STZ enjeksiyonunun etkilerindeki patofizyolojik benzerlik
ve AH hastalarinda gézlemlenen patoloji, bu modelin sporadik AH ¢alismasi i¢in
kemirgen deneysel modeli olarak yaygin olarak kullanilmasina yol agmistir (Agrawal

ve ark. 2009, Santos ve ark. 2015).

Norotrofik faktorler isminden de anlasilabildigi tizere gelismis ve gelismekte
olan sinir sistemlerinde ndéronlarin hayatta kalmasini, farklilagsmasini ve islevselligini
destekleyen ve diizenleyen biiyiime faktorleridir. Aymi sekilde ndronal sagligin ve

fonksiyonelligin korunmasi i¢in hayati dneme sahiptirler.

1993 yilinda kesfedilen noritin (NRN) (Nedivi ve ark. 1993), norit
biiylimesini tesvik etme isleviyle adlandirilan, aktiviteye bagli bir norotrofik
faktordiir. NRN mRNA, agirlikli olarak sinir sisteminde eksprese edilir, ancak diger
organlarda da minor ekspresyon saptanabilir (Naeve ve ark. 1997). NRN’nin ergenlik
ve yetigkinlik doneminde insan viicudunun bir¢ok organinda ifade edildigi, en
yiiksek ekspresyon seviyelerinin sirasiyla beyin, karaciger, akciger, kalp ve iskelet
kaslar1 oldugu kesfedilmistir (Naeve ve ark. 1997). NRN ile ilgili galigmalar
oncelikle noroproteksiyon ve rejenerasyondaki diizenlenmesi ve iglevlerine
odaklanmis olsa da anjiyogenez, tlimérijenez ve immiinomodiilasyondaki rolleri
iceren diger islevler de bildirilmistir (Le Jan ve ark. 2006, Bosserhoff ve ark. 2017,
Yuan ve ark. 2015). Yapilan sinirl sayida ¢alisma (Zhou ve Zhou 2014, Shimada ve
ark. 2013) sinir ve sinir dist dokuda NRN’nin fizyolojik ve patolojik islevlerini
tartismis olsa da NRN’nin birincil mekanizmalari, bir reseptor araciliiyla etki edip
etmedigi veya baglanmanin ardindan hangi asagi akis sinyallerinin aktive

edilebilecegi dahil, tam olarak anlagilamamustir.

Bu calismada ISV STZ enjeksiyonu ile indiiklenen deneysel AH modelinde
santral yolla uygulanan NRN’nin kognitif davranislar iizerine etkilerinin incelenmesi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Demans Kavram ve Tarihgesi

Tiirkge karsiligi halk arasinda bunama olarak bilinen demans (demence)
kavrami ilk kez Fransiz psikiyatr Philippe Pinel tarafindan 1801 yilinda ortaya
atilmigtir. Pinel progresif zihinsel bozukluklar gosteren 34 yasindaki bir hastasinin
post-mortem otopsisinde makroskopik olarak beyinde su oraninin arttigin1 ve beynin
kiiciildiigiini tespit etti. Bu tespit 25 Kasim 1901 yilinda Alman psikiyatr Alois
Alzheimer’in 50’li yaslarin basindaki Auguste Deter isimli kadin hastasinda teshis
ettigi “presenil demans” kavraminin temelini teskil etmistir. Alzheimer, Nisan
1906’da olen Deter’in otopsisinde Pinel’in makroskopik bulgularina ilaveten
mikroskobik olarak “senil plaklar” ve “nérofibriler yumaklar "m varhgim tespit etti.
Boylece Hipokrat’in “beyin sulanmas: "ndan Pinel’in “demence ’ine ve Alzheimer’in
kendi ismiyle anilan hastaligina dogru 6zellesen bilgi birikimi elde edildi. Pinel ve
Alzheimer’in vakalarinda dikkat ¢eken 6nemli bir nokta ise her iki vakanin da geng
denilebilecek yaslarda olmalaridir. Ozellikle Deter, presenilite &rnegi bir vaka olarak
kabul edilerek literatiire de bu sekilde ge¢mistir. Bu gelismelere kadarki olan siirecte
bunama, yaglilik i¢in dogal bir durum olarak kabul edilirken Alzheimer vakasiyla
sadece senil degil, presenil grupta da hastalik olarak ortaya ¢iktigi anlasilmistir
(Emre, 2013).

Giinlik hayati aktiviteleri olumsuz etkilemeye yetecek kadar sonradan
edinilmis 1ilerleyici biligsel bozukluk olan demans, bagimlilik halinin, engellilik
durumunun ve Sliimiin 6nemli bir nedenidir. Giiniimiizde diinya ¢apinda 55 milyon
insanin demans ile yasadig1 ve her yil yaklasik 10 milyon yeni vakanin meydana

geldigi tahmin edilmektedir (WHO, 2022).

Son arastirmalar, Ozellikle erkeklerde demans insidansinin bati iilkelerinde
azalmakta olabilecegini diisiindiirmektedir. Demansin hangi nedenlerinin azaldig:
belirsiz olmasina ragmen bunun vaskiiler risklerin daha i1yi yonetilmesinden dolay1
oldugu diisiiniilmektedir (Wu ve ark. 2016, Matthews ve ark. 2016). AH tek basina
%60-80'lik bir oranla en biiyiik ve en dnemli demans nedenidir ve esas olarak daha
sonraki yasamin bir kosuludur. AH prevalansi 65 yasindan sonra her 5 yilda bir
neredeyse ikiye katlanir (Prince ve ark. 2014). Tiirkiye’de de diinyaya paralel olarak
demansin en énemli nedeni olan AH’den 6len yaglh oraninda artis meydana geldigi

rapor edilmistir (TUIK, 2018).



2.2.  Alzheimer Hastahgi

Alzheimer hastaligiin (AH), Diinya Saglhk Orgiitii (WHO) tarafindan halk
saglig1 adina kiiresel bir dncelige sahip oldugu kabul edilmektedir. Alois Alzheimer
tarafindan (Alzheimer 1907) ilk vakanin bildirilmesinden bu yana AH patogenezi ve
hastaligin kavramsal boyutu adma biiyiik kazanimlara ragmen, hastaligin tedavisi

adina halen kesin bir sonug elde edilememistir.
2.2.1. Epidemiyoloji ve Risk Faktorleri

AH gelisiminde bir¢ok risk faktorii rol oynar. Bunlardan onlenebilir risk
faktorleri arasinda tip-2 diyabet, hipertansiyon, sigara kullanimi, yerlesik (sedanter)
yasam tarzi, obezite ve kafa travmasi sayilabilir. Yas ve genetik yapi ise

Onlenemeyen risk faktorleridir.

AH, diinya genelinde en sik rastlanan noérodejeneratif hastaliklarin basinda
gelir ve ileri yasin AH olusumuyla siki iliskisi tespit edilmistir. 65 yasin altindaki
bireylerde nadir olarak goriilen AH, 65 — 70 yas arasinda %5, her bes yillik periyotla
ikiye katlanarak 85 yas tizerinde %35 sikliga ulasir. AH prevalansi iilkemizde ise 70
yas Uzerinde %10’dur (Glirvit ve ark. 2008). Popiilasyondaki tiim bireylerin hayat
boyu AH’ye yakalanma riski ise %10 dur.

Cinsiyet bazinda degerlendirildiginde kadinlarda AH prevalansi erkeklerden
biraz daha yiiksektir fakat insidanslar1 benzer seviyelerdedir. Bu farklilik hastaliga

yakalanan kadinlarin daha uzun yasamasiyla agiklanmaktadir.

Ileri yas en 6nemli AH risk faktoriidiir fakat ileri yasta olan her bireyin AH
olacag1 sdylenemez. Ciddi kafa travma hikayesi olan bireyler disinda AH’nin ortaya
¢ikmasi i¢in 6nemli bir ¢evresel risk faktorii tespit edilememistir. Yiiksek tansiyon ve
kolesterol agirlikli beslenmenin AH riskini artirma yoniinde etkisi olabilecegi
diistiniilmektedir. Zihinsel ve fiziksel olarak diizenli aktivite, yiiksek egitim seviyesi,

Akdeniz tipi beslenme ve evlilik (tek eslilik) hastalik riskini azaltan faktorlerdir.

Epidemiyolojik kanitlar, egitim ve fiziksel egzersizin AH'ye kars1 koruma
saglayabilecegini, orta yas hipertansiyonu ve diyabetin ise AH riskini olumsuz yonde
etkiledigini gostermektedir (Xu ve ark. 2015). Obezite uzun zamandir demans ve AH
icin bir risk olarak kabul edildi, ancak bu son zamanlarda sorgulanmaktadir
(Qizilbash ve ark 2015). Vaskiiler risk faktorlerinin AH'yi etkileyebilecegi

mekanizmalar, en azindan birka¢ epidemiyolojik c¢alismada patolojik tani
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dogrulamas1 oldugu i¢in belirsizligini korumaktadir. Vaskiiler hasar tek bagina AH
patolojisinin gelisimini dogrudan etkiledigi gibi, vaskiiler risk faktorleri, iist iiste

binen serebrovaskiiler hasar ile birlikte klinik AH riskini ikiye katlayabilir.

AH genetik olarak aileden gelen yatkinlilk ve monogenik AH olarak
boliimlendirilebilir. Akrabalarinda birinci derecede AH bulunan bireylerin AH
riskinin normalden 2-3 kat daha fazla artmasi, aileden gelen yatkinlikla
aciklanmaktadir. Bu bireylerin hayat boyu AH’ye yakalanma riski %20’ye kadar
¢ikmaktadir.

AH biiylik oranda sporadik bir temelde ortaya c¢ikarken, bugiine kadar
mutasyona ugradiginda AH’ye neden olan ti¢ farkli gen tespit edilmistir. Bunlar 1.
kromozom tizerindeki Presenilin-2, 14. kromozom tizerindeki Presenilin-1 ve 21.
kromozom {izerindeki APP’dir. Bunlarin tamami farkli ekspresyonlara sahip
otozomal dominant gecisli genlerdir. Bu ii¢ gendeki mutasyonlar nadiren (<%0,5) bir
ailesel AH formuna (fAH) neden olur. fAH formunda semptomlar sporadik AH'den

daha erken, tipik olarak 30 ila 50 yas arasinda gelisir (Bateman ve ark. 2010).

Tipik gec¢ baslangichh AH'nin, genetik ve ¢evresel faktorler arasindaki
karmagik bir etkilesim tarafindan yonlendirilmesi muhtemeldir. Artik AH riskinin
yaklasik %70'inin genetik faktorlere atfedilebilecegi diisiiniilmektedir (Verghese ve
ark. 2011).

Bu genlerin disinda bir de AH’ye yatkinlik olusturan genlerden soz edilebilir.
Lipitlerin kanda tasinmasini saglayan ve ti¢ farkli formu bulunan (tip 2, 3 ve 4)
APOE bu genlerden biridir. Bu genin allelini heterozigot tasiyan bireylerde geg
baslangi¢li AH riski ii¢ katina, homozigot olarak tasiyan bireylerde ise yedi katina
¢ikmaktadir ve bu anlamda en 6nemli risk faktoriidiir (Ballard ve ark. 2011).

APOE, kandaki lipoproteinlerde mevcut olan onemli apolipoproteinlerden
biridir. Yiiksek trigliserite sahip lipoproteinlerin (LDL, VLDL, silomikronlar ve baz
HDL alt gruplarinin) rutin katabolizmasi igin gereklidir. Bu nedenle APOE,
karacigere ve diger organlara lipoproteinlerin aliminda aracilik eden APOE ve LDL
reseptorleri igin bir ligant vazifesi goriir. Baslangicta sadece kalp hastaliklarinda ve
lipit metabolizmasinda rol oynadigi disiiniilen APOE’nin, yakin zamanlarda
lipoprotein metabolizmasiyla direk ilgisi olmadigr diisiiniilen AH siiregleriyle de

iliskisi oldugu gosterilmistir. €2, €3 ve €4 olmak tizere ii¢ varyant1 olan APOE geni,



sporadik AH igin en biiyiik tek risktir. ¢4 olmayan tasiyicilarla karsilagtirildiginda, €4
heterozigotlarin ~3 kat, homozigotlarin ~12 kat AH riski tasidiklar1 goriilmiistiir
(Verghese ve ark. 2011). Binlerce oOrnek kullanilarak yapilan genom ¢apinda
iliskilendirme c¢alismalari, inflamatuar, kolesterol metabolizmasi ve endozomal
vezikiil geri donilisim yollarmi iceren 20'den fazla genetik risk faktoriini
tamimlanmustir (Karch ve Goate 2015). Ozellikle, amiloit birikimine yanit olarak
mikrogliyal aktivasyonun, AH patogenezinde anahtar bir rol oynadigi artik kabul
edilmektedir. Ayrica mitokondri dis membran proteinlerinden birini kodlayan
TOMM-40 geni de AH’ye yatkinlik olusturan bir baska gendir. AH'ye neden
olabilecek daha az yaygin genler ve ailesel egilimler vardir. Genel olarak, 20'den

fazla genetik lokus AH riski ile iliskilendirilmistir (Scheltens ve ark. 2016)

Yaygin risk genlerinin her biri, yalnizca ¢ok kiigiik bir risk artis1 saglarken
birgok genin risk orani birlestirildiklerinde, vaka tahminini neredeyse ikiye
katlayabilir (Escott-Price ve ark. 2015). Odaklanmis genetik yaklagimlar ve yeni
nesil sekanslar kullanan g¢alismalar, ayn1 zamanda AH igin nispeten yiiksek risk
veren bir dizi bagka diisiik frekansli gen ortaya c¢ikarmis ve bunlar da patogenez

hakkinda bilgi saglamaktadir.
2.2.2. Patofizyoloji

Norofibriler yumaklar (NFY) ve senil plaklar (SP) ile birlikte ¢ogunlukla
distal dendritlerdeki anormal yapilar, AH i¢in {i¢ ana morfolojik 6zelligi meydana
getirir. Hipokampus, amigdala ve neokortekste SP varligi en onemli histopatolojik
bulgu olmakla beraber normal yaslilik ve bazi norodejeneratif hastaliklarda da
goriilmesi nedeniyle SP ve NFY goriilmesi kesin teshis i¢in yeterli degildir. Bu

nedenle s6z konusu patolojilerin néroanatomik dagilimi ve miktart onemlidir (Giirvit

2004)

AH patogenezinin yaygin teorisi olan amiloit hipotezi (Sekil 2.1.), beyindeki
- ve y-sekretaz enzimleri tarafindan APP'nin ardisik boliinmesiyle tiretilen patolojik
AB formlarimin birikiminin, AP {retimi ve klirensi arasindaki bir dengesizlikten
kaynaklanan birincil patolojik siire¢ oldugunu 6ne siirer. NFY'lerin olusumu ve
miiteakip noronal disfonksiyon ve belki de enflamasyon araciligiyla gerceklesen
norodejenerasyonun asagi akis siiregleri oldugu diisiiniilmektedir (Hardy ve Selkoe

2002). Tim fAH mutasyonlar, Ap olusumunda veya islenmesinde yer alir ve toksik



B-amiloit formlarmin goreceli olarak asiri {iretimi ile sonuglanir. Tersine, bir APP
hatali mutasyonu (A673T), B-sekretaz tarafindan APP boliinmesinde omiir boyu
azalma ile sonuglanir ve bu da klinik olarak AH riskini azaltir (Jonsson ve ark.
2012). Sporadik AH’de APOE, diger bir¢ok risk geninde oldugu gibi amiloit

klirensinde yer alir.

Baslangigta yogun ¢ekirdekli plaklar igindeki fibriler amiloitin AH gelisimi
i¢in kritik oldugu diisiiniiliirken, son zamanlarda ¢oziinebilen AP oligomerlerinin en
patolojik formlar olabilecegi diisiiniilmektedir. AH’li beyinlerden saflastirilan ve in
vitro ndronlara uygulanan oligomerler, uzun siireli sinaps giiclenmesini (Long-Term
Potentiation ya da LTP) engeller, sinaptik islev bozukluguna neden olur, dendritik
dikenlere zarar verir ve néronal 6liime neden olur. (Forloni ve ark. 2016, Shankar ve
ark. 2008). Insan oligomerleri ayrica AH ile ilgili epitoplarda tau'nun
hiperfosforilasyonunu indiikler ve kiiltiirlenmis ndronlarda noéritik distrofiye neden
olur (Jin ve ark. 2011). Bu nedenle plaklar, amiloit oligomerlerinin yaygin oldugu bir
rezervuar gorevi gorebilir veya fizyolojik bir doyma noktasina ulasana kadar toksik
AP serilerini sekestre eden koruyucu bir mekanizma olarak bile hareket edebilirler.

(Selkoe ve Hardy 2016).
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Sekil 2.1. Amiloit hipotezi ve AH’ye yol agan baslica patojenik olaylar. Mavi ok, AB
oligomerlerinin dogrudan sinaptik ve noritik hasara neden olabilecegini ve tau hiperfosforilasyonunu
indiikleyebilecegini, ayrica zararh inflamatuar siirecleri aktive ettigini gosterir. (Hardy ve Selkoe
2016’dan degistirilerek alinmustir).




2.2.2.1. Norofibriler Yumaklar

Tau proteini 17. kromozom tarafindan kodlanan, hiicre iskeleti ve mikrotubiil
stabilizasyonu ile aksonal transport gibi 6nemli gorevleri olan mikrotiibiil aracili
proteinler (MAP) ailesinden bir proteindir. Yiiksek aktiviteli kinazlar ve/veya diisiik
aktiviteli fosfatazlar tarafindan asir1 olarak fosforilize edilen tau proteininin ¢ift
sarmalli ve c¢oziinemeyen bir forma fosforile olmasi sonucu mikrotubiillere olan
affinitesini kaybederek yumak benzeri agregatlar olusturur. Noropil iplik ya da
norofibriler yumak (NFY) adi verilen bu formun Alzheimer hastalifinda goriilen
biligsel bozulmada biiylik rolii oldugu One siiriilmiistiir. Uzun yillar siirecinde
intrandral birikim gdsteren bu NFY’ler norotoksik etki gostererek hiicrenin stabil
yapisinin ve aksonal transportun bozulmasina, sonugta da ndron Gliimiine neden
olurlar. Tau patolojisi bir¢ok noérodejeneratif hastalikta mevcut olmasimna ragmen

sadece AH’de amiloit-p ile birlikte bulunur (Bennett ve ark. 2004).
2.2.2.2.  Amiloit Plaklar

AH’nin  temel noropatolojisinde primer olarak intrandral NFY
depozitlerinden baska sekonder olarak amiloit plaklarin olusumu dikkat g¢eker.
Plaklarin morfolojileri farkli olmasina ragmen temel bilesenleri 19. kromozom
tarafindan kodlanan ve 40-42 aminoasitten olusan biiyiik bir transmembran protein
olan AB’dir (Masters ve ark. 1984). APP proteolizi sonucu metabolit olarak ortaya
c¢ikan AB’nin islevi tam anlamiyla anlasilamamis olup, APP geninden yoksun
transgenik farelerle yapilan calismalarda hastaliga yakalanma ya da 6liim oranlarinda

anlamli bir sonug elde edilememistir (Bird ve Miller 2005).

Diger transmembran proteinlere yapisal benzerlik gosteren APP’nin hiicre
membrani diginda amino ucu, membran boyunca seyreden 28 aminoasite sahip orta
segmenti ve intraseliiler karboksi ucu mevcuttur. a, B ve y sekretaz adi verilen
proteolitik enzimlerle farkli noktalardan kesilen APP, kesim noktasina gore farkl
sonuclar ortaya c¢ikaran metabolitlere ayrilir (Sekil 2.2.). APP’yi yaklasik ortadan
kesen a-sekretaz SAPP denilen ve norotrofik etkisi olan APP’nin ¢oziilebilen
metabolitlerini ortaya ¢ikarir. APP’yi hiicre disi amino ucundan kesen [-sekretaz
(diger adiyla BACE1) veya hiicre i¢i karboksi ucundan kesen y-sekretaz proteazlari,
40 veya 42 aminoasitlik ¢dziinebilir Amiloit B zincirlerini olustururlar. Ilk olarak

daha amiloidojenik formu olan AB-42 diffiiz plaklar olusturacak sekilde agrege



olarak noritik plaklar halinde c¢oker. Serebral arteriollerde biriken bu g¢okeltiler
serebral loblarda kanamaya sebep olan amiloit anjiyopatiye neden olurlar (lwatsubo
ve ark. 1994, Naslund ve ark. 2000)
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Sekil 2.2. APP ve AH. Seklin sol ve sag taraflari sirasiyla APPnin (ortada) amiloidojenik
olmayan ve amiloidojenik iglenmesini gosterir. APP, a- ve y-sekretazlar tarafindan boliinerek sAPPa,
P3 ve AICD (APP Intraseliiler Domain) (sol taraf) iiriinlerini olusturur. Ek olarak APP, B- (BACEL)
ve y-sekretazlar tarafindan boliinerek sAPPB, AICD (APP intraseliiler Domain) ve AP (sag taraf)
tirtinlerini olusturur. AH semptomlari, Af'lerin asir1 toplanmasi nedeniyle ortaya ¢ikar (sagda).(Lee ve
ark. 2021°den diizenlenmistir)

Buna ek olarak distrofik noritler ve bununla iligkili astrogliyosis ve
mikrogliyal aktivasyon goriiliir. Ayrica serebral amiloit anjiyopati siklikla bu
patolojiye dahil olur (Serrano-Pozo ve ark. 2011). Bu patolojik siiregler, sinaptik ve
noronal kayipla birlikte norodejenerasyona bagli makroskopik atrofiye neden olur.
Ozellikle yasl bireylerde siklikla karisik patoloji goriiliir ve vaskiiler hastalik ve
Lewy cisimciklerini igerir (Schneider ve ark. 2009). fAH vakalarinda bile Lewy
cisim patolojisi siklikla bir arada bulunur ve bunun mekanizmasi anlasilamamistir
(Revesz ve ark. 1997). Ayrica amyotrofik lateral skleroz (ALS) patolojisine de dahil
olan TDP-43 protein agregatlari ise giderek artan bir sekilde onemli bir eslik eden
patoloji olarak kabul edilmektedir (James ve ark. 2016).

Amiloit plaklar, esas olarak APP metabolizmasinin iki yan iriinii olan 40
veya 42 amino asitli (Ap-40 ve AB-42) anormal sekilde katlanmig Af'dan olusan
hiicre dis1 birikimlerdir. AB-42, yiiksek fibrilizasyon ve ¢oziinmezlik orani nedeniyle
plaklarda AB-40'tan daha boldur. Amiloit birikimi her zaman stereotipik bir ilerleme
paternini izlemez, ancak genel olarak amiloit plaklar1 gelistirir veya NFY 'ler diisiik

ozgiilliik veya duyarlilikla sinirlanmistir (Geddes ve ark. 1997).
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2.3.  AH ve Kolinerjik Sistem
2.3.1. Kaolinerjik Sistem

Merkezi ve periferik sinir sistemlerinde ¢ok ©Onemli rolii olan ve tiim
kolinerjik noronlarin kullandig1 Asetilkolin (ACh), tanimlanan ilk nérotransmitterdir.
ACh, tim pre-ganglionik ve post-ganglionik parasempatik noéronlar ile tim pre-
ganglionik sempatik ndronlar tarafindan norotransmitter olarak kullanir. Sadece bir

kisim post-gangliyonik néronlar nérotransmitter olarak ACh kullanir.

Merkezi sinir sisteminde (MSS), kolinerjik néronlar genis ¢apta dagilmisken
(Armstrong ve ark. 1983) esas olarak omurilik, arka beyin, medial habenula,
mezopontin bolgesi, bazal 6n beyin, striatum, olfaktdr tiiberkiil ve Cajella kompleksi
adalarinda bulunurlar (Houser ve ark. 1983). Beynin hemen hemen tiim boélgeleri

kolinerjik noronlar tarafindan innerve edilir (Woolf ve ark. 2011).

Beyindeki yaygin  dagilimi g6z Online  alindiginda, kolinerjik
ndrotransmisyonun Onemli ndral fonksiyonlar1 modiile etmekten sorumlu oldugu
kesindir. Kolinerjik sistem, dikkat, 6grenme, hafiza, stres tepkisi, uyaniklik ve uyku
ve duyusal bilgi gibi kritik fizyolojik siireclerde gdrev yapar. Insan olmayan
primatlar1 ve kemirgenleri kullanan deneysel veriler, korteksi innerve eden bazal 6n
beyin kolinerjik ndronlarma verilen hasarin dikkat eksikligine yol actigini
gostermistir (Bucci ve ark. 1998). Ote yandan, kolinesteraz inhibitérleri kullanilarak
kolinerjik iletimin kolaylastirilmasi insanlarda dikkati artirabilir (Pepeu ve ark. 2013,
Bracco ve ark. 2014).

Kolinerjik sistemin 6grenme ve bellek siireglerinde rol oynadigi, endojen
ACh’nin hafiza (Blokland ve ark. 1992), kodlama (Winters ve ark. 2005),
konsolidasyon (Power ve ark. 2003), yeniden konsolidasyon (Boccia ve ark. 2004),
yok olma (Boccia ve ark. 2009) ve hafizanin geri kazaniminin (Boccia ve ark. 2003)
modiilasyonunda 6nemli gorevleri oldugunu gosterilmistir. AH’de Meynert'in bazal
niikleusundan gelen kolinerjik néronlarin spesifik dejenerasyonunun varligi

saptanmuistir.

Stres, 6n beyindeki ACh salinimini diizenleyebilen bagka bir faktordiir ve
hipotalamik-hipofiz-adrenal (HPA) sistemi iizerindeki islevi biyolojik ve duygusal
sonuglart diizenleyebilir. Strese yanita aracilik etmede kolinerjik sistemin islevini

degerlendiren bir ¢alismada, siganlarin nikotinik reseptdr antagonisti mekamilamin
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ile tedavisinin, bir stres etkenine yanit olarak HPA ekseninin aktivasyonunu azalttigi
bulunmustur (Newman ve ark. 2001). Benzer sekilde nikotin, nikotinik reseptorleri
aktive ederek HPA ekseni iizerindeki ACh etkilerini taklit edebilir (Matta ve ark.
1998).

Kolinerjik sistemin bir diger dnemli iglevi de uyku dongiisiinii diizenlemektir.
Beyin sapinin belirli bolgelerindeki kolinerjik ndronlarin uyarilmasimnin doza baglh
olarak REM (hizli goz hareketi) uykusunu destekleyebildigi gosterilmistir. Ayrica
ACh'nin duyusal kortekste bir¢ok modiilator islevi vardir. ACh, talamo-kortikal
iletisimi kolaylastirarak isitsel sinaptik iletime katkida bulunur. Ek olarak, ACh'nin
organizasyonda ve gorsel kortekse ndronal yanitta islevi vardir. Son kanitlar ayrica
ACh'nin erigkin ndérogenezinde rol oynadigini diisiindiirmektedir (Paez-Gonzalez ve
ark. 2014).

2.3.2. ACh Sentezi

Kolinerjik sinir iletimi, nérotransmitter olarak ACh'nin sentezi, depolanmasi,
taginmasi ve yikiminda rol oynayan proteinlere dayanir (Sekil 2.3.). ACh sentezi
kolinerjik noronlarin sitoplazmasinda gerceklesir. Kolin asetiltransferaz (ChAT)
enzimi, kolin ve asetil-koenzim A'dan (asetil-CoA) ACh'yi sentezleyebilir. Bunu
takiben, norotransmitter vezikiiler ACh tasiyict (VACHT) tarafindan sitozolden
sinaptik vezikiillere taginir. Asetil-CoA, mitokondri tarafindan saglanir ve kolinin
cogu diyetten gelir. Kolinerjik ndronlar kolini sentezleyebilmelerine ragmen
ACh’nin novo-sentezi i¢in gerekli olan toplam kolinin sadece ¢ok kiigiik bir kismi ile

katkida bulunur (Zeisel ve ark. 1991).

ChAT, esas olarak kolinerjik sinir ug¢larinin sitoplazmasinda lokalize olan 69
kDa'lik bir enzimdir. ChAT"1 kodlayan gen, alternatif ekleme yoluyla g¢oklu
mRNA'lar iiretebilir. insanlarda 69 kDa ChAT'e ek olarak ChAT proteininin iki uzun
formu (74 ve 82 kDa) da tespit edilmistir (Misawa ve ark. 1997).

ChAT aktivitesi, ndronal depolarizasyon, Ca?" akisi ve enzimin ¢ok cesitli
protein kinazlar tarafindan fosforilasyonu ile diizenlenir (Dobransky ve ark. 2000).
ChAT'nin ACh sentezinde hayati bir islevi olmasina ragmen, ChAT'nin kinetik
fazlalikta mevcut olmasi nedeniyle enzimin ACh sentezi i¢in smirlayict adim

olmadig1 tespit edilmistir.
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2.3.3. ACh Depolanmasi

Kolinerjik néronlarin sitoplazmasinda sentezlenen ACh, sinaptik vezikiil
zarinda bulunan VAChT tarafindan sinaptik vezikiillere taginir (Sekil 2.3.). VAChT
tarafindan tasian her bir kolin molekiilii, iki vezikiiler proton ile degis tokus edilir,
bu da sinaptik vezikiillerin norotransmitter ile doldurulmasimi saglar. Vezikiiler
transport aktivitesi, non-kompetitif bir inhibitér olan vesamikol tarafindan bloke
edilebilir (Bahr ve Parsons 1986.

2.3.4. ACh Salinmm ve Inaktivasyonu

Kolinerjik noronlar depolarize oldugunda, ACh sinaptik vezikiillerden
ekzositoz edilir ve hem muskarinik hem de nikotinik reseptorleri aktive edebilecegi
sinaptik yari@a salimir. Sinaptik yarikta bulunan ACh, asetilkolinesteraz (AChE)
enzimi tarafindan hizla inaktive edilir ve kolin ve asetat aciga ¢ikar. ACh disindaki
ndrotransmitterler normal olarak presinaptik ndrona geri alinir ve daha sonra spesifik
enzimler tarafindan inaktive edilir. Bu nedenle, ACh inaktivasyon mekanizmasi
benzersizdir. AChE'nin her bir molekiilii saniyede 5000 ACh molekiiliinii hidrolize
edebilir, bu da AChE'yi bilinen en kinetik etkili enzimlerden biri yapar.

2.3.5. Kolin Geri Alim

Sinaptik yarikta ACh hidrolizi sonucu ortaya ¢ikan kolin, aktif bir tagima
sistemi tarafindan siirekli olarak presinaptik kolinerjik nérona geri alinir (Sekil 2.3.).
Kolinin geri alimi, ¢ogu durumda ACh sentez hizi i¢in smirlayict adimdir. Ayrica,
kolin tasiyict (CHT1) gen ekspresyonunda bir bozulma sergileyen fareler, dogumdan
sonraki bir saat icinde ACh eksikligi ve kacinilmaz 6liimle ilgili semptomlar sergiler

(Ferguson ve ark. 2004).
2.4.  Beyindeki Kolinerjik Noronlar

Beyindeki kolinerjik noronlarin tespiti, anti-ChAT antikorlar1 kullanilarak
miimkiin olmustur (Levey ve ark. 1983). MSS'de yerel devrelerin (interndronlar) bir
pargas1 olan bazi kolinerjik ndronlar ve beynin farkli alanlarini birbirine baglayan
projeksiyon noronlart olan diger noronlar vardir. Kolinerjik interndronlar, kaudat-
putamen niikleus, niikleus akumbens, olfaktor tiiberkiil ile 6nemli modiilator etkilere
sahip olduklar1 Calleja Adalar1 kompleksi dahil olmak {izere ¢esitli beyin

substratlarinda bulunur. Ornegin, kaudat-putamende bulunan biiyiik boyutlu aspine
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kolinerjik interndronlar, bazal ganglionlardan gelen ndronal c¢iktinin modiile

edilmesinden sorumludur.

Beynin farkli alanlarmi birbirine baglayan projeksiyon kolinerjik noronlar
hem periferik hem de MSS'de iki veya daha fazla bolgeyi birbirine baglar. MSS'de,
iyi tanimlanmis bir dizi kolinerjik ndron kiimesi vardir. Bazal 6n beyinde bulunan
kolinerjik noronlar, MSS kolinerjik kiimelerinin en iyi bilinenleridir (Mesulam
2004). Bazal 6n beyindeki substantia innominatada, korteks ve amigdala boyunca
cikint1 yapan noronlar ile Meynert'in bazal g¢ekirdegi bulunur. Septumda bulunan
kolinerjik noronlar ve diyagonal bandin dikey baglantilar1 esas olarak hipokampusa
uzanir. Ek olarak, diyagonal bant ¢ekirdeginin yatay uzantilarinin yan kisminda yer
alan noronlar olfaktor bulbusa projeksiyon yaparlar. Bazal 6n beyinden gelen
kolinerjik noronal projeksiyonlar, ¢ok ¢esitli fizyolojik fonksiyonlarda benzersiz
rollere sahiptir ve kortikal fonksiyonlar iizerinde genel bir modiilator etkiye sahiptir
(Weinberger 2003, Jones 2004). Onemli olarak, Meynert'in bazal niikleusunu
olusturan noéronlar, AH'de kapsamli dejenerasyona wugrar. Beyin sapindaki
pedunculopontinus c¢ekirdeginde ve laterodorsal tegmental c¢ekirdekte bulunan
noronlar talamusa dogru ilerler. Hem kortekse hem de omurilige yansiyan bu
noronlar, uyku/uyaniklik dongiisiiniin modiilasyonu dahil olmak {izere bir¢ok dnemli

fizyolojik role sahiptir.
2.5.  ACh Reseptorleri

MSS'de modiilator fonksiyonlara sahip bir nérotransmitter olan ACh,
reseptOrlerinin tipine ve nodronal lokalizasyonuna bagli olarak stimiilasyon veya
inhibisyonu meydana getirir. ACh reseptorleri, agonist seciciligine ve
farmakolojisine gore muskarinik (MR) veya nikotinik (NR) reseptorler olarak

smiflandirilir.
2.5.1. Nikotinik ACh Reseptorleri

Nikotinik ACh reseptorleri, katyonlar (K*, Na* ve Ca?") igin segici olan iyon
kapil1 reseptor kanallaridir. NR aktivasyonunu takiben hizl bir hiicresel yanit iiretilir.
Simdiye kadar, dokuz NR tespit edilmistir. Belirgin tipte NR’ler, MSS, ganglionlar
ve kaslar dahil olmak iizere ¢esitli yapilarda bulunmaktadir. NR a, B, 6 ve vy (fetal)
veya ¢ (yetiskin) olmak iizere bes farkli alt birimden olusur (Cooper ve ark. 1991).

Bu tiir alt birimlerin farkli kombinasyonlari, ¢esitli NR tiirlerini olusturur. Kas ve
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gangliyonlarda eksprese edilen kolinerjik NR’ler, iki a alt birimi art1 diger ii¢iiniin
her birinden olusur. Ote yandan, néronal NR, sadece iKi tip alt birimin (a2-10 ve p2-
4) kombinasyonu ile olusturulur (Nai ve ark 2003). Ayrica, MSS'de en yaygin olarak
ifade edilen nikotinik alt birim o7'dir (Seguela ve ark. 1993). Bu farkli alt birimlerin
birlestirilmesiyle ¢cok sayida farklt NR tiirli olusturulabilir. Sonug olarak, her bir NR

tipi farkli 6zelliklere ve islevlere sahip olabilir.

Periferik sinir sisteminde, NR aktivasyonu, hizli sinaptik iletime yol acarken
MSS’de uyarim veya inhibisyondan ziyade modiilator bir etki gosterir. Periferik ve
MSS NR’ler arasinda birtakim farkliliklar vardir. Ornegin, MSS'de eksprese edilen
NR’ler, nikotinik reseptorlerin uzun siireli modiilator etkileriyle ilgili 6nemli bir
sinyal molekiilii olan Ca®''ya yiiksek oranda gecirgendir (Role ve Berg 1996).
MSS'de, ¢cogu NR presinaptik néronal membranda eksprese edilir ve bunlarin ana
rolii ndrotransmiterlerin salinimin1 diizenlemektir. Periferde ise NR’ler esas olarak
post-sinaptik bolgede bulunur. MSS’de presinaptik néronal membranda bulunan NR
stimiilasyonu, ACh’de oldugu sekliyle glutamat, GABA, dopamin, serotonin ve
norepinefrin gibi noérotransmitterin salinimini kolaylastirabilen presinaptik Ca®*
konsantrasyonunda artisa yol agar (Radcliffe ve Dani 1998). Boylece ACh, cesitli
sinapslarin giicinii ve aslina uygunlugunu etkileyebilir ve genel MSS iletimini
modiile edebilir (Wonnacott 1997). NR agonistleri biligsel performansi artirirken,
antagonistleri biligsel performansi bozar (Levin ve Simon 1998). ACh'nin 6grenme
ve hafizadaki roliiniin, glutamaterjik norotransmisyonun diizenlenmesi ile iligkili
oldugu tespit edilmistir. Ayrica, kolinerjik ve glutamaterjik sistemlerin etkilesimi,
NR agonistlerinin Ca?* bagimli ve glutamaterjik sistemi iceren bir mekanizmada
noro-protektif oldugu gosterildiginden, sadece bilissel siiregler icin degil, aym

zamanda noroproteksiyon i¢in de 6nemli goriinmektedir (O'Neill ve ark. 2002).

NR aktivitesi, protein kinaz A, protein kinaz C ve tirozin kinaz fosforilasyonu
tarafindan diizenlenir (Charpantier ve ark. 2005). Ayrica nikotinik reseptorler Ca%*
tarafindan allosterik olarak da diizenlenebilir. Ca?* iyonlari, hiicre dis1 olan NR’lerin
amino terminal bdlgesine baglanabilir ve voltaja duyarsiz bir sekilde ACh'ye bagh
gerilimi potansiye edebilir. Ote yandan, Ca?" reseptdriin hiicre ici bolgelerine
baglandiginda, iletkenlikte voltaja bagli bir azalma meydana gelir (Glushakov ve ark.
1999).
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Sadece nikotin degil, ayn1 zamanda DMPP (1,1-Dimetil-4-fenilpiperazinyum)
ve sistin de nikotinik reseptor agonistleri olarak islev gorebilir. Kiirar, NR i¢in en iyi
bilinen antagonisttir, ancak bu ila¢c merkezi NR’leri bloke etme yetenegine sahip
degildir. Gelistirilmis olan ¢ok sayida NR antagonistine ragmen, farkli MSS NR
tipleri igin 6zgiilliik halen saglanamamistir (Mogg ve ark. 2002).

2.5.2. Muskarinik ACh Reseptorleri

Muskarinik reseptorler (MR), ¢ok ¢esitli iyon kanallarin1 modiile edebilen G-
protein bagimli reseptorlerdir (Nathanson 2000). Simdiye kadar muskarinik
reseptorlerin bes izoformu (M1-5) i¢in gen tanimlanmistir (Kubo ve ark. 1986). M1,
M3 ve M5, Gagq'ya baglanirken M2 ve M4, Gai'ye baglanir. Gaq'ya bagli muskarinik
reseptorlerin uyarilmasi, fosfolipaz-C aktivasyonuna ve K* kanallarinin kapanmasini
saglayan inositolfosfatlarin ve diger ikinci habercilerin olusumuna yol agarak hiicre
uyarilabilirligini kolaylastirir. Gai kenetli muskarinik reseptorlerin aktivasyonu,
adenilil siklazin inhibisyonuna ve siklik adenozin monofosfat (cAMP) seviyelerinin
azalmasina yol acarak voltaj kapili Ca?* kanallarmin inhibisyonunu destekler ve
bdylece hiicre uyarilabilirligini azaltir (Caulfield ve Birdsall 1998). Bununla birlikte,
muskarinik reseptor sinyali, diger gesitli reseptorlerle ¢apraz iletisime neden olarak
nihai sonucu ¢ok daha karmasik hale getirir (Nathanson 2000). Sonug olarak, ACh
muskarinik reseptdrlerin uyarilmasi1 Ca?*, K* veya CI kanallarinin agilmasim veya
kapanmasini tesvik edebilir, bu reseptorlerin eksprese edildigi hiicre tipine baglh
olarak depolarizasyon veya hiperpolarizasyonu kolaylastirabilir (Kudo ve ark. 1998).
Sinaptik lokalizasyon ag¢isindan, M1/M3 reseptorleri esas olarak postsinaptik (Porter
2002), M2/M4 reseptorleri genellikle presinaptik olarak konumlanmigtir. M2/M4
otoreseptorler olarak gorev yapar ve ACh salinimini negatif yonde diizenler (Douglas
ve ark. 2001) ve/veya Ca?* kanal aktivitesini diizenleyerek sinaptik iletimi modiile

eden heteroreseptorler olarak gorev yapar (Van der Zee ve Luiten 1999).

MR uyarilmasi, uyarilma veya inhibisyona yol acabilir. Ancak, bu
reseptOrlerin aktivasyonu daha yaygin olarak Ozellikle kortekste uyarim yapar.
Muskarinik aracilt uyarimin altinda yatan birgok mekanizma vardir. Normalde, bu
reseptorler aracilifiyla uyarim, postsinaptik bolgelerdeki K*  akimlarinin
baskilanmasini igerir. Muskarinik reseptorlerin aktivasyonu, voltaj kapili K* kanalini
inhibe ederek gesitli K™ akimlarini bloke edebilir (Madison ve ark. 1987). Azalan K*

akimlarma ek olarak, presinaptik bolgede bulunan muskarinik reseptorler de
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GABAerjik sinir iletimini inhibe edebilir. Ote yandan, Gaq eslestirilmis muskarinik
reseptorlerin uyarilmasi, N-metil-D-aspartat (NMDA) akimlarin1 kolaylastirabilen
hiicre i¢i ikinci haberciler tiretir (Markram ve ark. 1992). GABAerjik'in inhibisyonu

ve glutamaterjik sinir iletiminin stimiilasyonu uyarima neden olmaktadir.

Genel olarak, MR aktivasyonunun iirettigi inhibitor etkiler, MSS’nin ¢ogu
bolgesinde yaygin degildir. Korteks ve beyin sapinin belirli bolgelerinde ACh'nin
inhibisyon yaptig1 gdosterilmistir. Bununla birlikte, muskarinik aracili inhibisyonun
dogrudan olup olmadig1 tartismalidir. Onerilen hipotez, muskarinik aracili
inhibisyonun K* akimlarindaki bir artig, glutamaterjik uyarict post-sinaptik
potansiyellerin (EPSP'ler) inhibisyonu ve Ca®* akimlarinin azalmasi yoluyla
gerceklestigidir (Gahwiler ve Brown 1987).

Muskarinik reseptorler icin tanimlanan ilk se¢ici agonist, muskarindi ve
simdiye kadar, muskarinik reseptoriin belirli bir alt tipi i¢in spesifik se¢icilige sahip
hicbir agonist mevcut degildi. En iyi bilinen iki muskarinik reseptor antagonisti, tim
muskarinik reseptorleri bloke eden atropin ve kinuklidinil benzilattir. Bununla
birlikte, daha yakin zamanlarda, muskarinik reseptdrler i¢cin birkag alt tip spesifik

antagonist gelistirilmistir (Adem ve Karlsson 1997).
2.6.  AH ve Kolinerjik Sistem liskisi

Kolinerjik norotransmisyonun bazi hastaliklarla baglantili oldugu &ne
stiriilmiistiir. ACh biligsel siireglerde 6nemli bir role sahip oldugundan, kolinerjik
sistem, AH dahil olmak tizere bircok demans formunda 6nemli bir faktor olarak
gosterilmektedir (Muir 1997). Kolinerjik iletimdeki eksiklikler, kortikal ve
hipokampal siirecler dahil olmak iizere bilis ve davranigin tiim yo6nlerini potansiyel
olarak etkileyebilir (Bartus 2000). Kortekse kolinerjik girdilerin bozulmasi, dikkat ve
karar verme mekanizmalarinda gerekli olan ipuglarinin degerlendirilmesini bozabilir
(Muir ve ark. 1992). Ayrica, CA3 kolinerjik reseptorlerini bloke etmenin bilgi ve
hafizanin kodlanmasini bozdugu gosterilmistir (Rogers ark. 2004). Bilissel
degisikliklere ek olarak AH’de apati ve depresyon gibi psikiyatrik belirtiler siklikla
gozlenir. Kolinerjik néronlarin kaybinin ve bunun sonucunda dopaminerjik
iletimdeki bozulmanin, AH ile iligkili psikiyatrik semptomlarin altinda yatan ana
faktorler olabilecegi One siiriilmiistir (Rosenberg ve ark. 2015). Bu hipotezi

dogrulayarak, M4 nakavt farelerin niikleus akumbensinde dopamin akisinin arttigi
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gosterilmistir (Jeon ve ark. 2010). Bu bulgular i¢in olasi bir agiklama, laterodorsal
tegmental cekirdek ve pedunculopontinus ¢ekirdeginden niikleus akumbens'e
kolinerjik noronal projeksiyonlarin, M4 otoreseptorleri yoluyla dopamin salinimini
diizenleyebilmesidir (Sarter ve ark. 2014). ilging bir sekilde, niikleus akumbens,
niikleus bazalise yansiyabilir ve kolinerjik sinir iletimini kontrol edebilir. Ayrica
yalnizca AH'de degil, Parkinson hastaligi, Down sendromu, amyotrofik lateral
skleroz, ilerleyici supraniikleer felg ve olivopontoserebellar atrofide 6zellikle bazal
on beyinde kolinerjik noron kaybi meydana gelir. Ayrica, Huntington hastaligi,

azalmig ChAT aktivitesi ile iligkili goriinmektedir.

Kolinerjik sinapslarin 6zellikle Ap oligomerlerinin erken norotoksisitesinden
etkilendigi ve sinaptik kaybin biligsel bozulmanin ana nedeni oldugu goésterilmistir
(Selkoe 2002). Aslinda, AH sergileyen hastalarda gozlenen hafiza eksikligi ve
ndropatolojinin siddeti, hipokampal sinaptik iletimdeki degisikliklerle, 6zellikle bir
presinaptik vezikiil proteini olan sinaptofizin ekspresyonundaki degisikliklerle
yiiksek oranda iligkilidir (Counts ve ark. 2006). Mutant APP farelerinin
hipokampiisiinden alinan elektrofizyolojik kayitlar da bazal sinaptik iletimde énemli
eksiklikler (%40 kayip) gostermektedir (Fitzjohn ve ark. 2001). Meynert'in niikleus
bazalisinde yer alan kolinerjik noronlar, AH'den bariz sekilde etkilenen ana
noronlardir (Bell ve ark. 2006). Diger kolinerjik noronlarda ise ChAT
transkripsiyonunun ciddi sekilde azaldigi, bunun da ChAT aktivitesinin azalmasina
ve demansin ilerlemesine yol agtigi gosterilmistir (Strada ve ark. 1992). AH'de
meydana gelen tiim bu kolinerjik degisiklikler, hastalarda gézlenen bozulmus dikkat
ve hafiza ile yakindan iligkilidir. Ayrica, bazi kanitlar AH'nin patogenezinde
AChE'nin rol oynadigini da diisindiirmektedir (Lahiri ve ark. 2002). Bir molekiiler
modelleme caligmasinda AChE'nin Ap peptidi ile etkilesime girdigi ve amiloit fibril
olusumunu destekledigi tespit edilmistir. Bu ¢alismadaki Kinetik analizler,
AChE'deki 35 adet peptitten olusan hidrofobik bir dizinin, amiloit olusumunu ve
biiyliyen AP fibrillerine dahil edilmesini tegvik edebildigini ortaya ¢ikarmistir (De
Ferrari ve ark. 2001). Diger yandan yash transgenik Tg2576 farelerinin neokorteks
ve hipokampiisiindeki AP plaklarmin ¢evresinde, kolinerjik liflerin lokal
bozulmasiyla birlikte AChE igin gii¢lii bir boyanma tespit edildi. Ek olarak, nicel
otoradyografi analizi, bu hayvanlarin hipokampusunda kolin aliminin azaldigini ve

muskarinik ve nikotinik kolinerjik reseptorlerin ekspresyonunun azaldiini ortaya
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koymustur (Apelt ve ark. 2002). Bu ve diger kanitlara 1s1ginda AH'yi goreceli de olsa
basartyla tedavi etmek igin ii¢ farkli kolinesteraz inhibitérii olan donepezil,

galantamin ve rivastigmin kullanilmistir (Raina ve ark. 2008).

2.7. AH ve Norotrofik Faktorler

2.7.1. Norotrofik Faktorlerin Siniflandirilmasi

NTF’ler gelismis ve gelismekte olan sinir sistemlerinde ndronlarin hayatta
kalmasini, farklilagmasimi ve islevselligini destekleyen ve diizenleyen biiyiime
faktorleridir. Ayni sekilde néronal sagligin ve fonksiyonelligin korunmasi i¢in hayati
Ooneme sahiptirler. Bu proteinler, hiicresel mekanizmalarindaki farkliliklara gore
norotrofinler, ndropoietik sitokinler (norokinler), gliyal hiicre hattt kokenli NTF
(GDNF) ailesi ligantlar1 (GFL'ler), evrimsel olarak korunmus bir serebral dopamin
norotrofik  faktor-mezensefalik  astrosit kokenli ndrotrofik  faktdr  ailesi

(CDNF/MANF) olarak dort gruba ayrilir (Sekil 2.4.).
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Tablo 2.4. AH tedavisinde norotrofik faktorlerin terapotik potansiyeli (Nasrolahi ve ark. 2021’den

diizenlenmistir).
Noro}roﬁk Alzheimer Hastalig Uzerine Etkileri
Faktorler
Bazal 6n beyin kolinerjik noronlarinin hayatta kalmasmi ve
NGF farklilagsmasini destekler, oksidatif stresi bastirir ve biligsel islevi
gelistirir.
Kortikal ndronal kok hiicrelerinin (NSC) kolinerjik ndronlara
farklilasmasini indiikler, kolinerjik noronlarin hayatta kalmasini
BDNE ve farklilagmasini destekler, ACh salinimini uyarir, hiicresel
homeostazi korur, ndrogenezi destekler, sinaptik biiylimeyi artirir,
hipokampal uzun vadeli giiclenmeyi indiikler ve biligsel islevi
gelistirir.
NT-4/5, hipokampal, noradrenerjik ve dopaminerjik ndronlarin
NT-3 ve hayatta kalmasini ve farklilasmasini1 destekler, NT-3 norogenezi
NT4/5 diizenler ve hipokampal plastisiteyi kolaylastirir, hafiza
fonksiyonunu iyilestirir.
Serebral duyusal ve motor néronlarin, parasempatik noronlarin ve
hipokampal ndéronlarin hayatta kalmasin1 ve farklilasmasin
CNTF o o . . o X .
indiikler, yetigkin norogenezini gelistirir, biligsel gerilemeyi
tyilestirir.
CT-1 Motor ndron dejenerasyonunu geciktirir ve motor fonksiyonunu

tyilestirir, biligsel eksiklikleri iyilestirir.

Lokus seruleus noradrenerjik néronlariin dejenerasyonunu inhibe
GDNF eder, dopaminerjik néronlar1 korur, kolinerjik iletimi modiile eder
ve norodejeneratif bozukluklarda biligsel bozukluklara kars1 korur.

CDNF ve ER stres aracili hiicre oliimiinii engeller, A kaynakli néronal
MANF hiicre 6liimiine kars1 korur.
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Sekil 2.4. Alzheimer hastaliginda norotrofik faktorlerin (NTF'ler) katiliminin sematik gosterimi. Sinir
biiylime faktorii (NGF) ve BDNF, iki tirozin kinaz reseptorii ailesine (TRKA ve TRKB) baglanir. Pro-
NGF, p75NTR ile etkilesime girerek apoptoza aracilik eder. Olgun NGF, kolinerjik néronlar {izerinde
noroprotektif etkilere sahiptir ve bunlarin hayatta kalmasini saglar. Pro-BDNF, o6zel olarak
p75NTR'ye baglanir ve hiicre 6liimiine aracilik eder, olgun BDNF ise kolinerjik ndronlarin hayatta
kalmasini ve farklilasmasini destekler, kolinerjik néronlarda ACh salinimini uyarir ve kortikal noral
kok hiicrelerinin  (NSC'ler) kolinerjik noronlara farklilagmasini indiikler. Norotrofin-3 (NT-3)
TRKC'ye, norotrofin-4/5 (NT-4/5) TRKB'ye baglanir ve noral hiicrelerin hayatta kalmasini destekler.
Gliyal hiicre kokenli norotrofik faktoriin (GDNF) GDNFa reseptoriine ve tirozin kinaz RET
reseptOriine baglanmasi, hiicrenin hayatta kalmasina yol agar ve atrofiye kars1 sinir hiicreleri tizerinde
noroprotektif etkiyi indiikler. Siliyer norotrofik faktor (CNTF) astrositler tarafindan salgilanirak
CNTFRa ile birlikte onun astrositlerden ve noéronlardan salgilanan iki alt birimi olan ve gp130 ve
16semi inhibitor faktore (LIFRP) baglanir. Serebral duyusal ve motor néronlar ile hipokampal néronlar
tizerinde hayatta kalma ve farklilasmaya neden olan etkileri vardir. CDNF/MANF ailesi, endoplazmik
retikulum (ER) stresini baskilayarak ve protein sentezini ve katlanmasini modiile ederek AP kaynakli
ndronal hiicre Oliimiine karst noroprotektif etkiler gosterebilir (Nasrolahi ve ark. 2021’den

diizenlenmistir).
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2.7.2. Noritin (NRN)

Norotrofik faktorler ailesinin ndrotrofik bir {iyesi olan NRN (ayrica aday
plastisite geni 15 (CPG 15) olarak da bilinir), 6. kromozomun 6p24-p25 araliginda
yerlesmis olan ndrotrofik bir faktordiir. Ilk olarak ratlarin dentat girusunda daha
sonra insanlarda tespit edilmistir (Naeve ve ark. 1997). NRN hiicre membranina bir
GPI bagiyla giiclii bir sekilde baglanmis kiiciik bir protein olup, gérme korteksinin
1s1k aktivasyonu gibi fizyolojik uyaranlara hassastir (Nedivi ve ark. 1996). Sinirsel
gelisim ve sinaptik plastisitedeki ¢ok yonlii rolleriyle NRN, MSS’nin travmatik
hasarini takiben ndronal baglantilarin yeniden olugmasina katki saglar. Bu yapilanma
birkag¢ norotrofik ve nororejeneratif faktoriin kontrolii ile saglanir. NRN’nin merkezi
ve periferik yaralanmalara olan yanita katkis1 ve farkli norotrofik ve noroterapotik
ajanlarin molekiil ya da etkilerin olusmasinda yaygin bir etkisinin olmasi, sinir
sistemi yaralanmalarmin klinik yonetimi i¢in 6nemli bir hedef oldugunu ortaya

koymaktadir.
2.7.2.1.  Daglim ve Ekspresyonu

NRN mRNA ve proteini ilk olarak xenopus spinal kordunda tespit edilmistir
(Hallbook ve ark. 1991). NRN retinada sadece retinal ganglion hiicrelerinde eksprese
olur ve NRN proteini retinal aksonlar da dahil olmak tizere akson alanlarinda yogun
olarak bulunur (Nedivi ve ark. 2001). Ayrica NRN mRNA schwann primer hiicre
kiiltiirlerinde de eksprese olur ve beyinde yiiksek ekspresyon seviyelerine sahiptir

(Min ve ark. 2012; Tablo 2.5.).

Dogum sonrast gelisim siirecinde ratlarin gérme korteksindeki NRN
ekspresyonunun artigi, gézlerin agilma donemine denk gelen postnatal 28. giinde pik
yapar. Karanlikta yetistirme, yetiskin donem kritik evresinde gérme korteksindeki
NRN mRNA ekspresyon pikini etkiler fakat lateral genikulat niikleusu ya da
stiperiyor kollikulusu etkilemez. Postnatal 28. giinde gorme korteksi NRN
ekspresyon seviyeleri, kontrol gruplarina oranla karanlik yetistirme yapilan ratlarda
daha diistiktiir. Karanlikta yetistirilen hayvanlarda NRN mRNA seviyeleri sabit kalir
ve erigkinlikle birlikte azalma meydana gelmez (Lee ve Nedivi 2002). Normal ve tek
g6zl kapal1 siganlarin gérme korteksindeki NRN’nin gelisimsel ekspresyonu gorme

durumuna gore degisir (Chen ve ark. 2011).
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NRN aksonun i¢inde ve ylizeyinde dagilir ve membran depolarize oldugunda
aksonal trafigi kontrol eder. Bir ekliptik pHluorin-NRN fiizyon proteini, optik tektal
doku kiiltiirlerinde ve xenopus kurbaga yavrularinin retinal gangliyon hiicrelerinde
eksprese edilerek in vivo NRN trafigi incelenmistir. KCI artisiyla meydana gelen
depolarizasyon sonucu aksonlarda ekliptik pHIuorin-NRN floresan vermistir.
Intraokiiler kainik asit enjeksiyonu sonucu retinotektal aksonlarin hiicre yiizeylerinde
ekliptik pHIuorin-NRNde hizli bir artis meydana gelmektedir. Fakat kainik asit ile
birlikte tetrodotoksin enjeksiyonu ge¢isi bloke etmektedir. NRN hiicre i¢inde
presinaptik terminallerin vezikiillerinde ve endozomlarinda, sinaptik vezikiil
proteinleri ile birlikte depolanir (Cantallops ve Cline 2008). Bu bulgular, NRN’nin

akson ylizeyindeki dagiliminin, aktivite bagimli mekanizmalar tarafindan ¢ok kisa

bir zaman diliminde in vivo olarak diizenlendigini gostermektedir.

Tablo 2.5. NRN’nin Sinir Sistemindeki Dagilimi, Ekspresyonu ve Fonksiyonlari

Bolge Dagilim / Ekspresyon Fonksiyon

Duyusal alanlarda eksprese edilir
(gbrme, duyma, olfaktor

Beyin sistemleri). /
Dentat girus, hipokampiis,
serebral korteks ve serebellumda
bulunur.

Kortikal 2/3 ve 4.  Gorsel uyarim ile primer

Tabakadaki upregiilasyon ve en az 48 saat /

Noronlar stireyle yiikselis.

" . Dogum sonrasi 28. giine kadar

(L};)tlg; Ié:;tieﬁj Slle’It retinamn stirekli aksiyon

Niikleus ve Ust potansiyeline bagli ekspresyon /

Kollikulus artar fakat erken ekspresyondan
bagimsizdir.

Tek Goze Sahip Protein ekspresyonu daha Yapisal model degisikligini ve

Ratlarin Gorme
Korteksi

dustiktiir ve ters dikislenen
ratlarda upregiile olur (6, 12, 24,
48 saat ve 1 hafta)

sinaptik olgunlasmay1
giiclendirir ve gorsel gelisim
plastisitesinde rol alir.

Tek Goze Sahip
Ratlarin Gorme
Korteksi

Gorsel deneyim ve yas faktoriiyle
iliskilidir ve kritik periyottaki
(dogum sonras1 21, 28 ve 45.
giin) yiiksek ekspresyonu tek goz
tarafindan etkilenir.

Yapisal model degisikligini ve
sinaptik olgunlasmay1
giiclendirir ve gorsel gelisim
plastisitesinde rol alir.

Schwann Hiicre
Primer Kultiira

MRNA ve protein ekspresyonu
meydana gelir ve yiiksek glukoz
konsantrasyonu altinda
downregiile olur.

Downregiilasyondan dolay1
Schwann hiicrelerinin
apopitozu.
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2.7.2.2.  NRN Gen Regiilasyonu

NRN, dendritik ve aksonal biiyiimeyi ve hipokampal ve kortikal néronlarda
aksonal dallanmay1 destekler. Ayrica in vivo olarak sinaptik maturasyonu saglar.
NRN mRNA ekspresyonunun uyarimindaki yogunluk hem fizyolojik hem de

patolojik durumlarda degiskenlik gosterir.

Duyusal
Deneyim

Sinaptik | Baglayici
Aktivite Protein

Norotrofik Protein
Faktorler Kinaz

Nobet

Hormonlar ..
Tedavisi

Sekil 2.5. NRN ekspresyonunun regiilasyonuna etki eden faktdrler (Zhou ve Zhou 2014’ten

degistirilerek alinmustir).
2.7.3. Norotrofik Faktorler ve Hormonlar

Testosteron, pelvik otonom noronlar i¢in norotrofik bir faktordiir. Diyabetik
hastalarda ve ratlarda serum testosteron seviyeleri diiser. NRN, streptozotosin (STZ)
ile indiiklenen diyabetik ratlarin duyusal ndronlarinda artarken, NGF sagaltimi
sonucu azalir (Karamoysoyli ve ark. 2008). Bu durum diyabetik duyusal ndropati
etiyolojisi olarak karsimiza ¢ikar. 10 ve 12 haftalik ratlarin kavernéz ve seminal
vezikiil agirliklarinda azalma sonucu serum testosteron seviyelerinde bir azalma
meydana gelir. Ciinkli serum testosteron seviyeleri bu dokular tarafindan ayarlanir.
10 haftalik diyabetik ratlarin pelvik gangliyonlarinda, tirozin hidroksilaz (sempatik)
pozitif néron somasinda ve nitrik oksit sentaz (parasempatik) pozitif alanlarda

azalma meydana gelir fakat 12 haftalik diyabetik ratlarin pelvik gangliyonlarinda
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NRN mRNA seviyeleri sabit kalir. NRN mRNA seviyeleri duyusal ndron
kiiltiirlerinde NGF ile artarken pelvik gangliyon ndron kiiltlirlerinde testosteron ile
artar (Lee ve Purves-Tyson 2009). Akson uzamasina bagli NRN olusumu, diyabette
pelvik otonom noronlarin korunmasi ya da dejeneresyonunun tersine ¢evrilmesinde
potansiyel hedeftir. BDNF ve gliyal hiicre hatti kokenli norotrofik faktéor de NRN

mRNA’nin néronal seviyelerini artirir (Pahnke ve ark. 2004).

Motonéron hasarindan 2 giin sonra NRN mRNA ekspresyonu, gonadal
steroidler tarafindan belirgin sekilde uyarilir. Ilging bir sekilde steroid sagaltimina
bagli olmaksizin erken postaksotomi evrede, hasar1 takiben NRN baslangigta azalir
(Tetzlaff ve ark. 2006). NRN mRNA ekspresyonu, androjenlerle in vivo ve in vitro

olarak artar (Fargo ve ark. 2008).

2.7.4. Sinaptik Aktivite, Kalmodulin Bagh Protein Kinaz (CaMK) ve Mitojen
Aktive Protein Kinaz (MAPK) Aktivasyonu, Nobet ve Duyusal Deneyim

Sinaptik aktiviteyle NRN mRNA ekspresyonu uyarilir ve onun sentezlenen
proteini noral fonksiyonlarda etkili olabilir (Yamagata ve ark. 1998).
Transkripsiyonel aktivasyon, néronal aktivite ile uzun donem sinaptik plastisite
arasinda anahtar bir baglantidir. NRN, NMDA reseptorleri ve L-tipi voltaj kapili
kalsiyum kanallarina dogru Ca akisi ile hizli erken (immediate-early) genler
tarafindan indiiklenir. NRN ekspresyonu, Ca/CaMK ve MAPK yolaklarinin ayni
yonde aktivasyonunu gerektirir. Aktiviteye bagl ekspresyon i¢in protein kinaz A’nin
aktivasyonu gerekli olmamasia ragmen NRN, aktif néronlardaki cAMP tarafindan
indiiklenir. cAMP bagimli element baglayict protein, in vivo olarak NRN oncii
proteinini baglar ve onun aktivasyonuna bagimli ekspresyonu kismen diizenler

(Fujino ve ark. 2003).

Akut ve kronik elektrokonvulzif nobet terapisinden sonra NRN,
hipokampiiste upregiile edilir. NRN ayrica graniil hiicre tabakasi ve kronik
elektrokonvulzif nobet terapisi lizerine dentat girus CA1 piramidal hiicrelerinde de
upregiile edilir. NRN mRNA, elektrokonviilsif ndbet terapisiyle koroit pleksusta da
zenginlesir ve diizenlenir. NRN’nin diizenlenmesi, biiylime faktorii ve anjiyojenik

endotelyal sinyallesme ile de ilgilidir (Newton ve ark. 2003).
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2.7.5. Sinir Sistemindeki Etkileri

Sinir sisteminin gelisimini etkileyen bir¢cok ligant, karmasik ndron
devrelerinin olusumunu saglamak icin birlikte calisgan gen ailesinin iiyeleridir.
Mevcut kanitlar NRN’nin esas etkilerini farkli hayvanlarin sinir sisteminde ve hiicre
kiiltiirlerinde gosterdigini ortaya koymustur (Sekil 2.6.). Bunun sebebi NRN
reseptoOrlerinin tanimlanamamasi, NRN’nin fizyolojik fonksiyonlarini ortaya koyan
reseptorlerin ve onunla iligkili intraseliiler sinyal tasima mekanizmalarinin net olarak

anlagilamamasidir.
2.75.1.  Noronal Uzantilarin (Noritlerin) Desteklenmesi

Noral aktivite ve norotrofin tarafindan uyarilan sinaptik yeniden yapilanma
kismen gen ekspresyonundaki degisimlere baglidir. NRN, gelismekte olan sinir
sisteminin farklilasan néronlarinda mitoz sonras1 donemde ve yetiskinlerde plastisite
ile iligkili noéronal yapilarda eksprese edilir. NRN’nin cDNA’s1, GPI bagl bir protein
kodlar. Bu, néronal aktivite tarafindan uyarilan hipokalmpal genler i¢in goriintiileme
ile ayirt edilir. NRN mRNA noronal aktivite ile BDNF ve NT-3 tarafindan uyarilir.
Rekombinant NRN, ndron uzantilarini ve primer embriyonik hipokampal ve kortikal

hiicre kiiltiirlerinde sinir dallanmalarini destekler (Naeve ve ark. 1997).
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Sekil 2.6. NRN’nin sinir sistemi fizyolojisi ve patolojisi lizerine etkileri (Zhou ve Zhou 2014’ten

degistirilerek alinmustir).



Xenopus laevis kurbaga yavrularimin isaretlenmis presinaptik vezikiil
kiimeleri ve postsinaptik ACh reseptorleri ile kombine edilen yesil floresan protein
ile isaretlenen tekli motor néron aksonlarinin hizlandirilmis iki foton goriintiilemesi,
in vivo motor akson dallanma gelisimi siirecinde tekli akson dallanmasinin yeniden
diizenlenmesini tespit etmek i¢in kullanilmistir. Motor néron akson dallanmasinin
detaylandirilmasi ve sinaptogenez es zamanli ve tekrarlayicidir. NRN, motor akson
dallanma gelisimi siiresince salgilanir. Noromiiskiiler sinaptogenez ile ve yeni akson
dallarinin eklenmesiyle olusan motor néron akson dallanmasinin gelisiminde NRN

ekspresyonu artar (Javaherian ve Cline 2005).
2.7.5.2.  Noronal Sag Kalim ve Norit Biiyiimesinin Desteklenmesi

NRN 2 fare ve insan genomlarindaki NRN’nin tek paralogudur. NRN ve
NRN 2 ¢ogunlukla sinir sisteminden salinir. NRN 2 ekspresyonu kainik asit (kainat)
tarafindan indiiklenen ndbetlerde iki kat, 24 saat 1518a maruziyeti takip eden karanlik
adaptasyonu cevabinda ise gorme korteksinde neredeyse dort kat artar. NRN ve NRN
2 salgilanma konumu ve temporal ekspresyon profillerine gore birbirlerinden
ayrilirlar. NRN’nin aksine NRN 2 mRNA, retina ve olfaktor bulbusta ¢ok fazla
miktarda salgilanir. NRN ise serebral korteks ve hipokampiiste ¢ok miktarda
salgilanir. NRN retinal gangliyon hiicrelerinde, NRN 2 bipolar hiicrelerde eksprese
edilir. NRN 2’nin ekspresyon baglangici, NRN’ninkinden daha yavastir. NRN 2
hiicre membranina GPI bag: ile baghdir ve NRNe kiyasla ¢6ziinebilir zayif etkili
formda salgilanir. NRN ve NRN 2 birbirlerinin yapisal homodimerleri ve
heterodimerleridir. NRN ve NRN 2 hipokampal doku kiiltiirlerinde ve ayrisik
kiiltiirlerde noron hayatiyetini desteklemektedir (Fujino ve ark. 2008). Bu bulgular
NRN ve NRN 2’nin benzer hiicresel fonksiyonlar ortaya koydugunu fakat kendi
hiicre tiplerinde ve doku spesifik transkripsiyonel diizenlenmelerinde in vivo olarak
belirgin rol oynayabileceklerini ortaya koymaktadir. Her iki membran bagh ve
¢coziinebilir proteinin gen ekspresyonlariin diizenlenmesi ve fizyolojik
fonksiyonlarindaki benzerlik ve farkliliklarin aragtirilabilmesi i¢in farkli deneylerin

yapilmasina ihtiyag¢ vardir.
2.7.5.3.  Noronal Farkhlasma Siirecinde Norit Biiyiimesinin Diizenlenmesi

PC12  hiicreleri noritik biiyimede NRN’nin etki mekanizmalarinin

aragtirtlmasi igin degerli bir modeldir. 5 giin siireyle NGF ile muamele edilen PC12
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hiicreleri, genler tarafindan diizenlenen ndral plastisitede, hiicre iskeleti
organizasyonunda ve lipit metabolizmasinda (NRN, PDZ protein, Mrtl, lipoprotein
lipaz, tropomodulin 1 ve rhoB) degisiklikler gosterdi (Lee ve ark. 2005). Noritik
bliylimenin dikkat ¢ekici seviyede olmasindan saatler 6nce, PC12 hiicrelerinde NRN
mRNA seviyeleri NGF tarafindan upregiile edildi. NRN salgilayan bir plazmitle
transfekte edilen PC12 hiicreleri, NGF’ye daha yiiksek bir cevap verdi. Aksonal
siirecler i¢cin marker olan SMI312 pozitif fosforile norofilament protein seviyeleri ve
tirozin hidroksilaz, nérit tasiyan hiicrelerin yiizdesini ve noritlerin ortalama
uzunlugunu artirdi. NRN yikimi, ndrit biiyiimesini azaltti. NRN, PC12 hiicrelerinin
NGF uyarimli farklilagmasint giiclendirmekte fakat tirozin kinaz ve epidermal
biiylime faktorii reseptor gen ekspresyonununa etkisi olmamaktadir. S-metil
izotiolire, uyarilabilir nitrik oksit sentaz i¢in giiglii bir inhibitor olup NGF aracili
NRN indiiksiyonunu kismen baskilar. Bu, PC12 hiicrelerinde nitrik oksit tarafindan
tetiklenen sinyal yolaklar1 vasitasiyla gergeklestirilen NRN ekspresyonunun NGF
tarafindan diizenlendigini ortaya koymaktadir (Cappelletti ve ark. 2007). Bu
bulgular, PC12 hiicrelerinin NGF tarafindan uyarilan farklilagma siirecinde ndrit

gelisiminin diizenlenmesinde bir role sahip oldugunu gostermektedir.
2.75.4. Motor Noron Aksonlarinin Korunmasi

Yasamsal motor ndron 1 (SMN-1) geninin ¢ikarilmasi spinal kas atrofisine
neden olur. HuD yeni bir néronal SMN-etkilesimli proteindir. SMN ve HuD spinal
motor aksonlarinda bir kompleks olustururlar ve her ikisi de néronlarda NRN mRNA
ile iliski igerisindedirler. NRN, gelismekte olan ventral spinal kordda bol miktarda
salgilanir ve motor akson dallanmasini ve noromiiskiiler sinaps olusumunu uyararak
motor aksonlarin ve ndromiiskiiler kavsaklarin gelisimde hayati bir rol oynar. NRN
mRNA aksonal stireglerde belirginlesir. SMN geninin ¢ikarilmasi néronlarda NRN
mRNA seviyelerini azaltir ve SMN-defisit fenotipe sahip zebra baliginda NRN’nin
asir1 ekspresyonunu zebra baliginin fenotipini kismen diizeltir (Akten ve ark 2011).
Boylece NRN mRNA ile birlikte SMN ve HuD proteinlerinin etkilesimi motor

noronlardaki aksonal bozukluklari giderir.
2.7.5.5. Dendritik Biiyiimenin Artirilmasi

Aktivite bagimli ve aktiviteden bagimsiz mekanizmalar, néronal biiylime ve

sinaptik baglantilarin dogru bir sekilde olusturulmasi i¢in uyumlu bir sekilde
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calisirlar. NRN, in vivo bir hiicre ylizeyi biliylime destekleyicisi olarak calisir.
Xenopus laevis tiiriinde NRN, projeksiyon yaptigi néronlarda (ndronlar arasinda
etkisi olmaksizin) dendrit agmin biliylimesini artirir. NRN, kendisine ait GPI
baglantilar1 yoluyla hiicre i¢i sinyallesme mekanizmalar1 tarafindan komsu
noronlarin biiylimesini kolaylastirir (Nedivi ve ark. 1998). NRN aktivite diizenleyici,

membran baglantili, bilylime destekleyici yeni bir sinif protein olarak gosterilebilir.
2.7.5.6. Hedef Noronlarin Dendritik Aginin Presinaptik Bicimlendirmesi

NRN, kedilerin goérme sisteminin lateral genikulat niikleusunda yiiksek
seviyelerde eksprese edilir fakat onun sinaptik sonlanmalarinin bulundugu gérme
korteksinin 4. katmaninda ¢ok diisiik seviyededir. Prenatal olarak, lateral genikulat
niikleusta NRN mRNA c¢ok miktarda eksprese oldugunda tetrodotoksin ile
olusturulan aksiyon potansiyeli blokajina duyarsizdir. Postnatal olarak NRN, gérme
korteksinde gérme etkisi altindaki kolonlardaki gelismeye es zamanli olarak lateral
genikulat niikleusta artis gosterir. NRN postnatal gorme korteksinin 2/3 ve 5/6’lik
katmanlarinda tespit edilebilir ve 2/3’liikk katmandaki ekspresyonu, bu katmanlardaki
aktivite bagimli plastisitenin aktivite siiregli bilinen peryotlar: tarafindan diizenlenir
(Corriveau ve ark 1999). Hem gelisim hem de eriskin evrede NRN ekspresyonunun
gorme sistemindeki lokalizasyonu ve diizenlenmesi, aktivite bagimli sinaptik yeniden
diizenleme siirecindeki hedef noéronlarin dendritik aglarinin sekillenmesinde NRN

i¢in presinaptik bir rol oynamasi ile es zamanl olarak gerceklesir.
2.7.5.7.  Sinaptik Plastisiteye Aracilik Etme

Bir efektor gen olan NRN, sinaptik plastisiteye aracilik eden sinyal tagima
yolaklar i¢in bir hedeftir. Bu nedenle aktivite tarafindan diizenlenen ve sinaptik
baglantilardaki uzun donem degisiklikleri yonlendiren transkripsiyonel bir siirecte
dogrudan rol oynayabilir (Harwell ve ark. 2005). Kokainle muamele ya da nobetle
uyarimda, beynin ve dallanmig olan ndronlarin farkli bolgelerindeki NRN proteini
kodlayan néronal mRNA’lar kadar HuR, HuD ve p-glikojen sentaz kinaz 3 protein
seviyelerinde de artis meydana gelir (Tiruchinapalli ve ark. 2008a). NRN gibi
néronal mRNA’larin transkripsiyon sonrasi diizenlenmesinde protein sentezine bagl
sinaptik plastisite degisimlerine, RNA baglayan HuD proteini tarafindan aracilik
edilir (Tiruchinapalli ve ark. 2008b).

30



2.7.5.8.  Dendritik Filizlenmede Aktif Sinapslarin Sabitlenmesi

Farelerde NRN’nin ortadan kaldirilmasinin aksonal ve dendritik dallanmanin
gelisimsel olgunlagsmasini geciktirdigi anterograt izleme ve diolistik etiketleme ile
ortaya konulmustur. Ayrica sinaptik maturasyonda da gecikme ve dendrit filizlerinin
bircogunda baslangicta fonksiyonel sinaptik baglanti yetersizligi gorilmiistiir.
Devreler zamanla gelismesine ragmen in vivo gorlntiilemeler, filizlerin
devamliliginin yetiskinlerde azaldigi ve bunun siirgiin sayisinda kademeli bir
azalmaya neden oldugunu ortaya koymustur. NRN’nin eksikligi ayn1 zamanda
O0grenme yetersizligine de neden olmaktadir. NRN nakavt farelerde 6grenmek icin
daha c¢ok deneme yapilmasi gerekirken hafiza takip eden 6grenmelerde kalict
olmaktadir (Fujino ve ark. 2011). Bu veriler 1s1¢inda, NRN’nin dendrit filizlerinde
aktif sinapslar1 saglamlastirdigi, sonu¢ olarak selektif olarak filiz ve/ya da ag
saglamlig1 ve sinaptik olgunlagsmasi ve bu saglamliga bagl verimli 6grenmeye NRN

tarafindan aracilik edildigi anlagilmaktadir.
2.7.5.9. Sinaptik Maturasyonunun Gelismesi

Dallanmadaki azalma oraninda gerileme sonucu retinal aksonlarin presinaptik
detaylandirilmasi1 esnasinda tektal hiicrelerin NRN ekspresyonu artar. NRN
ekspresyonu, sinapslara fonksiyonel AMPA reseptorlerinin toplanmasini artirarak
retinotektal sinaps olgunlagsmasini giiglendirir. GPI bag yetersizligi olan trunkat NRN
ekspresyonu, akson aginin gelismesini uyarmaz ve sinaptik olgunlagmay1 bloke eder
(Cantallops ve ark. 2000). Bu bulgular, presinaptik ve postsinaptik yapilarin
gelismesinin ve sinaptik baglantilarin say1 ve baglanti giiciiniin NRNIle koordine

olarak arttigin1 gostemektedir.
2.7.5.10. Noron Gociiniin Artmasi

Immortalize fare hiicreleri (GN11) kullanilarak olusturulan bir néron gogii
modelinde fazla miktarda NRN salgilanmistir fakat gogiin olmadigi bir fare noron
modelinde (GT1-7) bu salgilanma ger¢eklesmemistir. GN-11 hiicre go¢ii NRN asirt
ekspresyonu ile artarken susturulmus NRN tarafindan azalmistir. Noron gog¢ii tizerine
NRN’nin etkileri, rat kortikal interndronlar1 ve akut embriyonik beyin kesitlerinde ex
vivo olarak dogrulanmistir. NRN seviyelerindeki degisimden etkilenen GN11 hiicre
morfolojisi ve NRN tarafindan uyarilan o-tubulin translasyonu sonrasi ayni

dogrultuda morfolik degisimlerin varligi, mikrotubul stabilitesinin 1iyi bir

31



tanimlayicisidir (Zito ve ark. 2011). Bu veriler néron hiicre goégiiniin NRN’nin
tarafindan artirlldigint ve NRN seviyesinin mikrotubul stabilitesini etkiledigini

kanitlamaktadir.
2.7.5.11. Proliferatif Noron Apopitozunun Diizenlenmesi

Farklilagmamis kortikal progenitorlerin hayatiyeti i¢in endojen NRN in vivo
ve in vitro olarak gereklidir. In vivo NRN asir1 ekspresyonu, apoptozu Onleyerek
progenitér havuzunu genislemesine, bu da genislemis, girintili kortikal plakaya ve
ventrikiiler bolge icinde hiicresel heterotopilere yol agmaktadir. Benzeri bir durum
cok yiliksek oranda ©n beyin progenitorlerine sahip olan mutant farelerin
fenotiplerine de yansir (Putz ve ark. 2005). Memeli 6n beyin gelisim siirecinde NRN
ekspresyonu, spesifik noroblast alt populasyonlarindaki apopitozu dnleyerek néron
sayisinda denge olugmasina yardimci olabilir. Boylece beynin son biiyiikliigiine ve

sekline etki eder.
2.7.5.12. Periferik Sinir Rejenerasyonunun Uyarilmasi

Diyabetik noropatide akson rejenerasyonu Yetersizdir. Bu yetersizlik
ekstremitelerde akson kaybina ve néronal disfonksiyona neden olur. Dorsal kok
gangliyonlarindaki kiigiik ¢apli noronlar tarafindan salgilanan NRN, in vivo olarak
siyatik sinir boyunca taginir. Duyusal néronlarda MAPK ya da fosfatidil inozitol 3
kinaz (PI3K) aracili aktivasyon sonucu meydana gelen NRN ekspresyonu, in vitro
olarak NGF’yi upregiile eder. NRN’nin baskilanmas1 NGF aracili neurit bilylimesini
engeller. NRN seviyeleri, diyabetik ratlarin dorsal kok gangliyonlarinda ve siyatik
sinirlerinde azalir ve bu azalma NGF tedavisiyle diizeltilir (Karamoysoyli ve ark.
2008). Sigan fasiyal sinir ezilme aksotomi modelinin fasiyal motor ¢ekirdeginde,
proksimal sinir kokiiniin elektriksel stimiilasyonu ve testosteron propiyonat
uygulamasinin, BDNF ve NRN dahil olmak {izere aday genlerin ekspresyonu

tizerinde farkli etkileri tespit edilmistir (Sharma ve ark. 2010).

Immortalize motor ndronlarda bazal sartlarda NRN mRNA eksprese edilir ve
NSC34/ fare androjen reseptor hiicreler tarafindan selektif olarak upregiile edilir.
NRN’nin baskilanmasi, neurit biiylimesindeki androjenik etkiyi bloke eder. Suriye
hamsterlerindeki yiiz siniri ezilmesine bagli hasar sonrasi yapilan androjen tedavisi,
aksonal yenilenme oranini yiikseltmekte ve hasar sonrasi ikinci giinde NRN mRNA

seviyesini ii¢ kat artirmaktadir. Hasarin 6nlenmesi i¢in bir androjen reseptor blokdrii
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olan flutamid es zamanli kullanilarak sagaltim gergeklestirilir. Bir androjen olan
dihidrotestosteron, androjen reseptorleriyle transfekte edilmis motondron/
noroblastoma hiicrelerinde yaklasik bir kat artirarak NRN mRNA ekspresyonunu
upregiile ederken, androjen reseptorii eksik olan hiicrelerde bu etkisi
gozlemlenmemistir (Fargo ve ark. 2008). Mevcut bulgular NRN’nin androjenlerin
kontrolii altinda oldugunu ve perifer noron rejenerasyonunun hasar sonrasi
gelisiminde 6nemli bir androjen efektorii olarak NRN’nin gérev yaptigini ortaya

koymustur.

2.75.13. Spinal Kord Hasar1  Sonrasi Aksonal Rejenerasyonun

Giiclendirilmesi

Spinal kort hasar1 sonrasi fonksiyonel iyilesme, kismen akson uzamasi ve
molekiiler seviyede es zamanl degisiklikler ile akson uzamastyla iligkili plastisiteyle
sonuglanir. Tanimlanan diziler icerisinde NRN, atraktin, mikrotubiil aracili protein
la (MAP1A) ve miyelin oligodendrosit protein (MOG) geni mevcuttur. Spinal kort
hasar1 sonras1 24’iincii saat i¢cinde hem ventral hem de dorsal boynuz sinirlerinde
mRNA dizileri deprese olur. 24 saatten sonraki 2 haftalik siirecte fonksiyonel
iyilesmeye bagl giicli bir sekilde uyarilir. Spinal kort dokusunda ve tekil
noronlardaki gen dizisinin mRNA ve protein ekspresyonunun, aksonal plastisitede
bir rol oynadigi gosterilmistir. Gen dizisi iyeleri, primer dorsal kok gangliyon
hiicrelerinde noérit biiylimesini giiglendirmek i¢in sinerjik olarak c¢aligirlar (Di

Giovanni ve ark. 2005).

Basso, Beattie ve Bresnahan lokomotor skalasina gore operasyon sonrasi
stirecte ratlarin NRN ve His protein skorlarinda artis goézlenmistir (3, 7, 14 ve 28.
giin). NRN artis skoru, 14. giinde His proteinine gore belirgin sekilde artar fakat her
ikisi de sham grubu ratlarin operasyon sonrasi farkli zaman noktalarindan daha diisiik
skor gostermistir. Operasyon sonrasit 7. giinde NRN tedavisi alan ratlarda, His
protein tedavisi alan ratlara kiyasla Nissl cisimciklerinde yogun boyanma, fizalifer6z
hiicrelerde azalma ve daha fazla sinir sinaps1 olusumu gozlendi. Spinal kortta NRN
ve His proteinleri operasyon sonrasi 7. giinde artmaya baglar. Norofilament 200 ve
43KD biiylime aracili protein ekspresyonu, sham opere ratlarin ayni zaman
dilimlerine gore daha fazla eksprese edilir ve NRN etkileri His proteinine gore daha
belirgindir (Xi ve ark. 2009). S6z konusu bulgular, ratlarin spinal kord akut

hasarindan sonra yapilan eksojen NRN’nin lokal uygulamasinin aksonal yenilenmeyi
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ve arka ekstremite lokomotor fonksiyonlarinin geri kazanimini giiclendirdigini ortaya

koymaktadir.
2.7.5.14. Travmatik Beyin Hasar1 Sonrasi Noron Rejenerasyonunun Artmasi

Travmatik beyin hasarli olan ratlardaki NRN pozitif noronlar, frontal lob
koronal kesitlerinde 1. giin mevcutken, 14. giinde en yiiksek seviyelerine ulasir ve bu
seviyeyi 21. giine kadar siirdiirir. NRN protein ve mRNA seviyeleri temporal
orneklerde de benzeri sekildedir. Bununla birlikte sham grubu ratlarda NRN
seviyeleri tespit edilemeyecek kadar diisiik seviyede kalmistir (He ve ark. 2013).
Frontal korteksteki NRN ekspresyon artigi, travmatik beyin hasarin1 miiteakip

rejeneratif ve reperatif siireglerde NRN’nin rol oynayabilecegini ortaya koymaktadir.
2.7.5.15. Serebral iskeminin Iyilesmesi

Hizli erken genler, iskemi ve iskemik beynin serebral korteks ve
hipokampiisiinde etkilenen alanlarda gen ekspresyonunun ilk dalgasini olustururlar.
Bu genlerin bir alt grubu olan BDNF ve NRN, sinaptik plastisitede efektor olarak
bilinen genlerdir. Orta serebral arterin 2 saatlik okliizyonunu sonrasindaki 24 saatlik
reperfiizyon slirecinde NRN, frontal singulat kortekste siirekli artis gostermistir.
Dentat girusta reperfiizyonunun 0-6. saatinde NRN, 0-9. saatinde BDNF aktive olur
(Rickhag ve ark. 2007). Bu veriler sicanlarda iskemik hasar1 miiteakip belirli beyin
alanlarinda bu genlerin ¢abuk ve uzun siireli bir dengeleme etkisi oldugunu ortaya
koymaktadir. Efektor gen aktivasyonu, iskemik beyin dokusunun uzun dénem

sinaptik cevabinin bir pargasi olabilir.

Sonug¢ olarak NRN, norotrofik faktdr ailesinin yeni bir iiyesi olup agirlikli
olarak beyinde eksprese edilir. NRN ekspresyonu nérotrofik faktorler ve sinaptik
aktivite gibi bazi uyaranlar tarafindan diizenlenir. NRN, gérme korteksi ndronlarinda
ndyrit biiylimesi, dendritik bilylime, ndron gocii ve sinaptik maturasyonu gii¢lendirir.
Ayrica periferik sinirlerde ve spinal aksonal rejenerasyonda sinaptik plastisite ve
proliferatif noron apopitozunu diizenler. Buna ilaveten serebral iskemiyi takiben
iyilesmeyi gliglendirir. Sizofreni ve depresyonda kognitif fonksiyonlarda etkilidir.
NRN spesifik reseptorii tespit edilemedigi i¢cin molekiiler ve hiicresel dinamiklerin ve
fizyolojik etkilerinin anlasilmaya calisilmasi daha ¢ok caligma yapilmasina baglidir.
MSS’deki bazal aktivite iligkili degisiklikler, 6zellikle hipokampiis ve neokortekste

sinaptik gecisin NRN aracili modifikasyonuna bagli oldugunu diisiindiirmektedir.
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NRN iligkili asir1 sinaptik plastisite, serebral iskemi ve depresyon olusumunu
olumsuz yonde etkileyebilir. Halbuki NRN’nin trofik o6zelliklerinin uygulamasi,
norodejeneratif hastaliklarda ve muhtemelen noropsikiyatrik rahatsizliklarda bile

yeni terapotik secenekler bulunmasina onciiliik edebilir.
2.8. Deneysel AH Modelleri

Halen kesin tedavisi kesfedilememis olan AH, yaglilarda en sik goriilen
demans seklidir. Bilim camiasinin muazzam ¢abalarina ragmen, AH ilag gelistirme
cabalar1 son derece siirli kalmaktadir. Hayvan hastalik modelleri, herhangi bir ilag
gelistirme programinin temel tasidir. Hastaligi birebir taklit etme konusunda
deneysel hayvan modeli ne kadar basarili ise dogru tedavi igin terapétik ajan
gelistirme caligsmalar1 da ayni1 oranda basarili olabilir. AH i¢in ilag¢ gelistirmede son
yillarda siklikla kullanilan transgenik modeller AH’ nin molekiiler mekanizmalarinin
anlasilmasma biiyiik katki saglamistir. Genel olarak transgenik modellerde
hastaliklar tam olarak modellenemedigi gibi AH’de de tedavi girisimleri agisinda
bir¢cok basarisizliga sebep olmaktadir. Bu nedenle sporadik AH hayvan modelleri

tedavi girisimleri i¢in oransal olarak halen en 1yi secenektir.

Ilk AH hayvan modelleri hastahgin etiyolojik degerlendirmelerine
dayaniyordu. APP kodlayan gendeki ilk mutasyonun ve bunun AH'nin ailesel
formundaki merkezi roliiniin kesfinden yaklasik on y1l sonra, AH'nin ilk transgenik
fare modellerinin ortaya ¢iktig1 goriildii. Insan APP geninin mutasyona ugramis bir
formunu tasiyan bu modellerin yetersiz oldugu goriilerek kronolojik olarak c¢ift
transgenik (APP/PS1 veya APP/tau) daha sonra tglii transgenik (APP/PS1/tau)
fareler gelistirildi (Lewis ve ark. 2001). Boylece AH etiyolojisi ile ilgilenmeye gerek
kalmadan sporadik form da dahil olmak tizere dogrudan AH patolojisi taklit
edilebilmis oldu. Bu gelisme, tau kodlayan genin AH'de goriilmeyen ancak
kromozom 17'ye bagl Parkinsonizm'li frontotemporal demansla ilgili bir mutasyonu

olan transgenik tauP301L'nin kullanimini1 hakli ¢ikard.

Giintimiizde AH modellemesinde agirlikli olarak sigan tercih edilmektedir.
Gelistirilen sican modellerinin ¢gogunun amiloidojenik basamaklar ve ilgili amiloit
peptit patolojik yollarini yeniden taklit etme girisimine dayanmaktadir. Kliniklerde
belgelenen bir veya birka¢ patolojik 6zelligi gelistirmesi i¢in sigan beynine bir tiir

amiloit peptidi enjekte etmek seklinde yapilirken baska sekilde AH tetiklemesi
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yapilabilecegi kesfedilmistir. AB1-40 (Stephan ve ark. 2001) ve AB1-42 (Lecanu ve
ark. 2006) formlarmnin intraserebroventrikiiler (ISV) infiizyon ya da intrahipokampal

akut enjeksiyonu veya kronik infiizyonu gergeklestirildi (Nakamura ve ark. 2001).

AH hastalarinda goriilenlere benzer histolojik degisiklikler modellerin
cogunda tutarli bir sekilde bulunurken, bilissel performans diisiisiiniin taklit edilmesi
biiyiikk Ol¢lide deneysel protokole bagli olup amiloit peptit infiizyon bdlgesi ve

kullanilan yontemden etkilenmektedir.

Son on yilda gelistirilen baska bir strateji ise AH'nin tip 3 diyabet olabilecegi
hipotezine dayaniyordu. Bu hipotez, insiilin, insiilin benzeri biiyiime faktorii ve
bunlara karsilik gelen reseptorlerin ekspresyonunda tutarlt bir azalma gosteren AH
hastalarinin beyinlerinin 6liim sonrasi histolojik gozlemlerine dayaniyordu (Pilcher
2006). Daha sonra pankreatik B hiicreleri igin toksik olan bir glukozamin nitrozoiire
olan STZ’nin sican beynine enjekte edilmesinin de ayni modelle sonuglanacagi
varsayildi. STZ uygulamasi, tau proteininin fosforilasyonunu, amiloit birikimlerini,
kognitif bozuklugu, insiilin duyarsizlasmasini ve ndéron Oliimiinii indiiklemistir

(Grunblatt ve ark. 2004).

2.9. Deneysel AH’de Kullanilan Ogrenme ve Bellek Testleri

2.9.1. Konumsal Ogrenme ve Hafiza

Neredeyse tiim tiirler yer degistirme aninda giivenli bir sekilde manevra
yaparak hayatta kalmaya caligir. Bunu yapabilme yetenegi, yerleri 6grenmeye ve
hatirlamaya baghdir. Bu kapasite beyinde iki sistem tarafindan kodlanmistir. Tlki
allosentrik navigasyon olarak isimlendirilen organizmanin digindaki ipuglar1 (uzak
ipuclart), digeri egosentrik navigasyon olarak isimlendirilen organizmanin igsel
ipuclarini kullanarak yon bulmasidir. Allosentrik navigasyon hipokampus, entorinal
korteks ve gevreleyen yapilari igerir. Insanlarda bu sistem allosentrik, semantik ve
epizodik hafizay1 kodlar. Bu bellek bi¢imi, laboratuvar hayvanlarinda bir¢ok yonden
degerlendirilir, ancak baskin degerlendirme bi¢imi Morris su labirenti testidir (MST).
Egosentrik navigasyon ise dorsal striatum ve baglantili yapilari igerir. Insanlarda bu
sistem ana giizergah1 ve bununla baglantili olan yan yollar1 kodlar ve tekrarlayan
ogrenmelerde prosediirel hafiza haline gelir. MST avantajlar1 (az egitim gerekli, gida
yoksunlugu yok, test kolayligi, hizli ve giivenilir 6grenme, viicut agirlig1 ve istahtaki

farkliliklara kars1 duyarsizlik, performans gostermeyenlerin olmamasi, proksimal
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ipucu 6grenme i¢in kontrol yontemleri ve performans etkileri) ve dezavantajlar (stres
endisesi), belki de calisan bellek i¢in hassas degildir) tartisilmaktadir. Kanita dayali
tasarim iyilestirmeleri ve test yontemleri hem sicanlar hem de fareler icin gozden
gecirilmistir. Genel olarak uzamsal navigasyona ve 6zel olarak MST'ye uygulanan
deneysel faktorler géz oniinde bulundurulur. Dengede, MST'nin dezavantajlardan
daha fazla avantaja sahip oldugu ve diger tahsisli navigasyon gorevleriyle olumlu

sekilde karsilastirildig1 sonucuna varilmistir.

Navigasyon, organizmalarin, konumlar ve rotalar i¢in hafiza gerektiren,
kaybolmadan ¢evrede yollarim1 bulmay1 6grenme yetenegidir. Tiim organizmalar,
yiyecek aramak, su bulmak, yirticilardan kaginmak, es bulmak ve basladiklar1 yere
giivenli bir sekilde geri donmek i¢in yuvalarin1 veya evlerini terk edebilmeli ve
cevrede hareket edebilmelidir. Bu yetenek olmadan hicbir organizma hayatta
kalamayacagi i¢in konumsal 6grenme hemen hemen tiim tlirlerde gelismistir.
Navigasyon hayatta kalmak i¢in o kadar hayatidir ki karincalar, arilar, kuslar,
baliklar, yarasalar dahil olmak iizere bocekler ve tiim karasal memelilerde mevcuttur
(Etienne 1992). Kuslarda, yarasalarda, baliklarda ve deniz memelilerinde
navigasyon, bu hayvanlarin iki yerine ii¢ boyutlu olarak yon bulabilecekleri dlgiide

gelismistir.

Uzaysal navigasyon olarak da adlandirilan allosentrik yon bulma, uzak
ipuclarini, yani organizmanin disinda ve belirli bir mesafede bulunan ipuglari ve yer
isaretlerini kullanarak gezinme yetenegi ile karakterize edilir. Egosentrik yon bulma
ise i¢sel ipuclarii kullanarak yon bulma yetenegidir. Hareket hizi, yon, doniisler ve
doniislerin sirast igin ekstremite hareketlerinden geri bildirim ile organizma
cevreleyen nesneleri ve isaret direklerini gecerken optokinetik akisin varligiyla

karakterize edilir.
2.9.2. Kemirgenlerde Konumsal Hafizay1 Degerlendirme

Allosentrik navigasyonu degerlendirmek icin bircok test dilizenegi
gelistirilmistir. Richard Morris (Morris 1981) tarafindan gelistirilen Morris’in Su
Labirenti Testi (MST), en yaygin olarak kullanilan ve en fazla verinin elde edildigi

konumsal 6grenme test diizenegidir.

MST, kemirgenler i¢in agik bir yiizme arenasinin gevresindeki baslangi¢

konumlarindan birakildiktan sonra batik bir kagis platformunu bulmak i¢in uzak
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ipuclarima dayanan konumsal bir 6grenme testidir. Bu testte konumsal 6grenme,
tekrarlanan denemeler boyunca degerlendirilir ve referans bellegi platform yerinde
olmadiginda platform alani tercihine gore belirlenir. Platformun konumunda
yapilacak olan yer degistirme denemeleri mekansal bozukluklarin tespitini gelistirir.
MST'nin, hipokampal sinaptik plastisite ve NMDA reseptor islevi ile giiclii bir
sekilde iligkili olan saglam ve giivenilir bir test oldugu kanitlanmigtir. MST testinde

sonuglar her bir hayvandan 6 giin gibi kisa bir siirede alinabildigi i¢in avantajlidir.

MST ile 6grenme ve hafizay1r degerlendirmede kemirgenlerin MST'deki
performans: olgiilerek, norotransmitter sistemleri ile ilaglar arasindaki etkilesimler
test edilmektedir. MST performansi, kalici 6grenme olarak da adlandirilan uzun
donem potansiyasyon (LTP) ve NMDA reseptor islevi ile iliskilendirilmistir. Bu da
onu hipokampal devrelerin arastirilmasinda 6dnemli bir teknik haline getirmektedir.
Ayrica entorinal ve peririnal kortekslerde oldugu gibi prefrontal korteks, singulat
korteks, neostriatum ve hatta belki daha smirli bir sekilde serebellum tutulumu

oldugu gosterilmistir (D’Hooge ve De Deyn 2001).

MST, bilinen anlamda bir labirent olmayip daha ziyade, yaklasik yarisi su ile
doldurulmus, agik dairesel bir havuzdur. I¢ kisimda miimkiin oldugunca hayvanin
kafasini karistirabilecek yapilarin bulunmadigi bir ylizme alanidir. Hayvanin su
ylizeyinin altina batmig ve sabit bir yere yerlestirilmis nispeten kiigiik bir hedefi
(gizli bir platform) bulmak i¢in aramas1 gerektigi anlaminda bir labirenttir. Platform
ya suya opaklastirict maddeler katarak ya da seffaf malzemeden imal edilerek

kamufle edilir.

Birbirine dik iki eksen vasitasiyla labirent hayali olarak 4 esit pargaya
boliiniir. Bu boliinme sonucu elde edilen esit kadranlar deneyi gergeklestirilen
pozisyonuna gore yon isimleriyle (kuzey, dogu, giiney, bat1 seklinde) isimlendirilir.
Platform, kadranlardan birinin ortasina yerlestirilir. Tim denemeler i¢in platformun
yeri sabit birakilarak deneme hayvaninin baglangi¢ yiizme noktasi degistirilir.
Platform, secilen kadrandan bagimsiz olarak genellikle merkez ve duvar arasinda

ortada bir yerde konumlandirilir (Maurer ve Derivaz 2000)

Test protokolleri gerceklestirilirken yer veya mekansal 68renme, en temel
MST prosediiriidiir. Bunun arkasindaki konsept hayvanin, tankin ¢evresinde farkli ve

rastgele konumlardan baslatildiginda, gizli platforma giden dogrudan bir yolda
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ylizmesi i¢in uzak ipuglarini kullanmayi 6grenmesi gerektigidir. Yakin ipuglar
yoksa, uzak ipuglarinin kullanilmasi bunu basarmak i¢in en etkili stratejiyi saglar.
Cogu protokol dort baslangic konumu (K,D,G,B) kullanir. Hayvanlara ¢ogunlukla
dort konumun her birinden her giin bir deneme yapilmasi seklinde ylizdiirme
denemeleri yapilir. Birkag arastirmaci sekiz baslangi¢ konumu kullanir (Kim ve ark.

2001).

Hayvanin her giin dort baglangic pozisyonunun her birini kullanarak
platformu bulmasi i¢in giinde 4 deneme olmak lizere 5 giin boyunca O0grenme
denemeleri yiiritiilmektedir. Denemeler arasindaki aralik 10-15 saniye ile 5-15
dakika arasinda degisebilir. Aragtirmacinin tercihine gore bir hayvan ayrilan siire
icinde platformu bulamazsa sudan alinarak platforma yerlestirilir. Ancak ¢ogunlukla
sudan alinmadan hedefe nasil gidilecegini Ogrenmesi agisindan hafif el
yonlendirmeleriyle platformu bulmasi saglanir ve yaklasik 15 saniye boyunca
platformda birakilarak konumsal hafizanin olusturulmasi ve pekistirilmesi hedeflenir

(Sutherland ve ark. 1987).

Ogrenme sonunda referans bellegi degerlendirmek icin bir deneme
gerceklestirilir. En yaygin yontem son 6grenme denemesinden 24 saat sonra bir prob
denemesi uygulamaktir. Baz1 prosediirlerde bu deneme, son 6grenme denemesinden
hemen sonra uygulanir. Ancak bu uygulama en son antrenman seansinin hafizasini
yansitabileceginden, kisa ve uzun siireli hafiza arasinda ayrim yapamaz. Referans
hafizasi, son egitim seansmin hafizasindan bagimsiz olarak belirlenecekse, son

egitim denemesi ile yoklama denemesi arasinda uzun bir aralik gereklidir.

Ozetle MVM, konumsal haritalama igin kullamlan ¢alisan bellegin
degerlendirilmesini saglayan yaygin kullanima sahip bir uygulamadir. Bu
degerlendirmede kullanilan radyal kollu labirent, pasif kacinma, T-labirentler ve
varyasyonlar1 gibi daha onceki test diizeneklerinden sonra ortaya ¢ikmasina ragmen
MVM, yaklasik kirk yildir ¢ok cesitli varyasyonlarla kullanilan baskin bir yontem
haline gelmistir. Tiim yontemlerde oldugu gibi, MST'nin de gii¢lii ve zayif yonleri
olmasina ragmen s6z konusu zayifliklarin c¢ogu ¢ok kiigiik labirentlerin
kullanimindan, 6grenmeyi yeterince degerlendirmeyen protokollerden, referans
bellegi degerlendirmek i¢in egitim ve arastirma denemeleri arasinda uygun bir
araligin saglanamamasindan veya konumsal olmayan faktorleri degerlendirmek i¢in

kontrol prosediirlerinin eksikliginden kaynaklanmaktadir. Bu sebepler disinda
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MST’nin kullaniminin artmasi, tedaviden sonra MST performansi {izerindeki
etkilerin, diger herhangi bir 6grenme gorevinde gozlemlenen etkilerden daha yaygin
olarak tekrarlanmasindan ve MST'nin kurulumunun nispeten basit olmasindan
kaynaklanmaktadir. MST'nin NMDA reseptorleri, sinaptik plastisite ve 0grenme
(Morris 1990) arasindaki iliskinin anlasilmasimna onemli Olglide katki sagladigina
siiphe yoktur ve diger 6grenme tiirlerinin degerlendirilmesi i¢in yeni uygulamalarda
kullanilmaya devam etmektedir. MST nin kullanim1 arttikca faydasii genisleten
metodolojik varyasyonlarin sayisi da artmaktadir. Bu varyasyonlar ile yapilan
ayrintili analizler, hayvanlarin tank duvarindan agisal ayrilma ve mesafeyi igeren
minimum bir dizi ipucu kullanarak gorevi ¢ozebilecegini gostermistir (Maurer ve
Derivaz 2000). Bu tiir veriler, uygun kontrol prosediirlerinin dahil edilmesiyle, uygun
sekilde yapilandirildiginda ve kullanildiginda, MST'nin konumsal haritalamay1
degerlendirmek i¢in giiclii bir teknik oldugunu gostermektedir. Temel protokoliin
uygun sekilde degistirilmesi, onu mekansal 6grenmeyi daha derinlemesine
arastirmak veya diger Ogrenme ve hafiza bigimlerini degerlendirmek icin

uygulanabilen esnek bir arag haline getirmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1.  Deney Hayvanlari ve Bakim Sartlar:

Tez projemiz Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip
Uygulama ve Arastirma Merkezi Yerel Etik Kurulu’nun 27.05.2016 tarih ve 2016-
034 numarali karar1 ile onaylanmis, Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel
Arastirmalar  Koordinatorliigii  tarafindan 161418007 proje numarast ile

desteklenmistir.

Deneyde kullanilan deney hayvanlari KONUDAM’dan temin edilmis ve
deneysel asamalarin tamami yine aym1 merkezin laboratuvarlarinda deney
hayvanlarma iligkin ulusal ve uluslararasi yasa ve politikalara uygun olarak

gerceklestirilmistir.

Deneylerde toplam 40 adet 2-5 aylik 300-350 gram agirliginda wistar albino
ik erkek sican kullanilmistir. Deney siiresince hayvanlar 22+1 °C oda sicakliginda
ve 12 saat aydinlik karanlik dongiide barindirtlmistir. Ayrica temiz musluk suyu ve
standart pelet fare yemi ad libitum olarak verilmistir. Giinasir1 althik degistirilerek

temizligi yapilan kafeslerde ayni gruba ait hayvanlar birlikte barindirilmastir.
Sicanlar rastgele olarak asagidaki sekilde ¢alisma gruplarina ayrilmistir.

Kontrol (n=10): Bu gruptaki siganlara 1 hafta boyunca ISV olarak yapay BOS (12
ul/giin) ozmotik mini pompalar yoluyla infiize edilerek sonrasinda davranig testleri

yapilmistir.

Demans (n=10): Bu gruptaki sicanlara ISV olarak 3 mg/kg dozunda STZ
uygulanarak, 1 hafta siireyle BOS (12 ul/giin) ozmotik mini pompalar yoluyla infiize

edilerek sonrasinda davranis testleri yapilmigtir.
NRN (n=10): Bu gruptaki sicanlara ISV olarak yapay BOS igerisinde 7 giin boyunca
90 ng/giin dozda NRN (8), ozmotik mini pompalar yoluyla verilerek sonrasinda

davranis testleri yapilmstir.

Demans + NRN (n=10): Bu gruptaki sicanlara ilk olarak 3 mg/kg dozunda ISV STZ
uygulanarak, ardindan 7 giin boyunca 90 ng/giin dozda NRN, ozmotik mini pompalar

yoluyla verildi ve sonrasinda davranis testleri yapilmistir.
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3.2.  Ozmotik Pompalar

Deneyde Alzet 1007D model, 100 pl rezervuar hacmine sahip saatte 0,5 pl
hizda 7 giin boyunca salinim yapabilen mikro ozmotik pompalar Alzet Tip — 2 beyin
inflizyon Kkitleriyle birlikte kullanildi. Mikro ozmotik pompalar dis kisimda yari
gecirgen bir membran, orta kisimda ozmotik bir katman ve i¢ kisimda ise infiize

edilmek istenen soliisyonun i¢ine konuldugu gegirgen olmayan bir hazneden olusur.

Pompa, viicut icine yerlestirildigi zaman ortamdan konsantrasyon farkina
bagli sivi c¢ekerek genlesen ozmotik katmanin, infiize edilmek istenen test
soliisyonuyla dolu olan i¢ katmani sikigtirarak akis moderatdrii yoluyla infiizyonu
gerceklestirmesi prensibine dayali olarak calisir. Sollisyon, akis moderatoriine bagli
olan katater vasitasiyla daha 6nce kafatasina sabitlenmis olan beyin inflizyon kitine
ulagtirilir. Neticede pompa interseliiler siviy1r diflizyon yoluyla aldik¢a liimeninde

bulunan stvinin yavas bir sekilde kontrollii olarak ISV infiizyonunu saglar.
3.3.  Beyin Infiizyon Kitlerinin ve Ozmotik Pompalarin Yerlestirilmesi

Ketamin / ksilazin kombinasyonuyla (20 / 80 mg / kg) anestezi altina alinan
her bir sicanin, cerrahi prosediirler gerceklestirilirken kornealarinin kuruyarak zarar
gérmemesi i¢in gdzlerine antibiyotikli pomad (Thiocilline, Abdi ibrahim ilag San. ve
Tic. A.S.) siiriildii. Ayak sikistirma refleksi kontrol edilerek derin anesteziye girdigi
teyit edilen sicanlar stereotaksik cihaz (RWD Life Science, USA) {izerine
yerlestirildi.

Anestezideki hayvanin bas-viicut diizlemini stabilize etmek ve termal
konforunu saglamak i¢in karin alt1 bolgesine 2 santimetre kalinliginda polietilen
kopiik yerlestirildi. Ayrica postoperatif hipotermiyi onlemek i¢in medikal amach
1sitmali battaniyeler kullanildi. Hayvanlarin kafa derisi tiraglanarak antisepsisi
saglandiktan sonra bregma bolgesine ulagsmak icin kafatasi derisi orta hattina bir
ensizyon yapilarak yara dudaklari ekartorle (RWD Company, Cat. No: R22029-03)
genisletildi. Periost bistiiri yardimiyla iki yana siyirildi ve kilcal kanamalar soguk
kompres ile durduruldu. Kemik yiizeyi temizlenerek bregmanin agik bir sekilde

goriilmesi saglandi.

Sican beyin atlasina (Paxinos ve Watson, 2007) gore bregma alan1 referans

noktast olarak alindi ve sag lateral ventrikiil koordinatlar1 (-0.72 mm arka, 2 mm
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lateral ve 3.7 mm dikey) belirlendi. Dura matere zarar verilmeden disgi turu yardimi
ile belirtilen noktada delik agildi.

Demans olusturulmak istenen gruplarda, kafatasina agilan bu delikten sag
lateral ventrikiile stereotaksik cihazin manuel mikroenjeksiyon holderine (RWD-
68606) yerlestirilen mikroenjektor (Hamilton Company-Cat. No: 701) yardimiyla
girilerek yapay BOS’ta ¢ozdiirilen STZ (3 mg/kg) enjeksiyonu, ventrikiillerin

adaptasyonu g6z oniine alinarak yavasca ve uzun siire zarfinda yapildi.

Ozmotik pompalar (ALZET 1007D 100 ul Osmotic Pumps, DURECT
Corporation, California) ve beyin infiizyon kitlerinin (ALZET Tip — 2) pompa ile
kataterleri, sham grubu i¢in ge¢it maddesi olarak kullanilan yapay BOS ile, tedavi
gruplart i¢cin NRN ¢ozeltisiyle hava kabarcigi kalmayacak sekilde tamamen
doldurularak pompa ile baglantis1 yapilan kataterlerin acik uglari kapatildi. Bu
islemden sonra kaniil holderine (RWD, Cat. No: 68217) yerlestirilen beyin infiizyon
kitleri belirlenen koordinatlara gore dikkatlice sag ventrikiile yerlestirildi ve dental

tutkal yardimiyla parietal kemige sabitlendi.

Beyin infiizyon kitinin yapisma saglamligi kontrol edildikten sonra bir ucu
pompaya bagli olan kataterlerin kapali olan diger uglar1 kesilerek hava kabarcigi

birakilmadan beyin infiizyon kitiyle iliskilendirildi.

Ozmotik mini pompalarin interscapular bolgeye subcutan yerlestirilmesinin
ardindan ensizyon hatt1 kapatilarak (3/0 18 mm keskin ipek siitur) yara antisepsisi

iyotlu ¢ozeltilerle saglandi1 ve bdylece inflizyon siireci baslatildi.

a. Mini ozmotik pompa b. Mini ozmotik pompanin i¢ yapist.

Test Ozmotik Yan-gegirgen Gegirgen Ak
Solisyonu  Katman Zar Olmayan Hazne  Moderatdrii
JUFe I ) 3 TR

¢. Mini ozmotik pompa ve inflizyon kiti d. ISV enjeksiyon koordinatlar

&Lt

Resim 3.1. Ozmotik pompanin yapisi ve yerlestirilme koordinatlari.
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Resim 3.2. Ozmotik pompalarin yerlestirilmesi ve ISV enjeksiyon agamalari.
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3.4.  Davrams Testleri

Hayvanlarin AH tipi demans davraniglari ve konumsal 6grenmenin
degerlendirilmesi amactyla Morris Su Labirenti (MST) testi kullanildi. Ttim davranis
testleri ozmotik pompalarin infiizyona baslamasindan 7 gilin sonra ve ardisik

giinlerde sabah saatlerinde ve ayni saatte gergeklestirildi (Resim 3.3.).

350 cm kenar uzunluguna sahip kare seklinde bir odanin ortasina
konumlandirilan 180 c¢m ¢apinda ve 60 cm derinliginde siyah renkli pleksiglas
malzemeden {iretilmis olan havuz yaklasik, 40 cm kadar sebeke suyuyla dolduruldu.
Odanin duvarlarina sadece gorsel ipuclar1 goriinecek sekilde siyah kaplama yapilarak
odanin her bir kdsesinden indirek aydinlatma yapildi. Ayrica 23+1 derece sabit 1sida
tutulan suya toksik olmayan siyah toz boya karistirilarak hayvanin gorsel ipuglari ve
kacis platformundan baska bir isareti gormemesi saglandi. Hedef c¢eyrege
yerlestirilen kagis platformu alistirma ve trial denemeleri boyunca siirekli olarak ayni
yerde sabit birakildi. Son deneme giinii olan prob denemesinde ise platform

havuzdan ¢ikarildi.

Davranis degerlendirmeleri i¢in test diizenegini ortalayacak sekilde tavana
kamera yerlestirilerek davranig yazilimmin bulundugu bilgisayar ile iligkilendirildi
ve tim denemelerin video kaydi gergeklestirildi (Noldus EthoVision XT 11,
Hollanda).

6 gilinden olugsan yiizme denemelerinin ilk giliniinde hayvanlar havuza
birakilarak test diizenegine aligmalar1 saglandi. Her hayvanin 60 saniye boyunca
ylzerek su yiizeyinin yaklasik 1 cm f{izerinde gorlinen ve lizerine gorsel olarak
bayrak ilistirilmis olan kagis platformunu bulmalar1 beklendi. 60 saniye boyunca
platformu bulamayan hayvanlar sudan c¢ikarilmadan hafif el yonlendirmeleriyle
platforma dogru yonlendirildi ve platforma g¢ikan siganlara 15-20 saniye boyunca
konumlarim tespit etmelerine izin verildi. Bu denemeden 24 saat sonraki 4 giin
boyunca hayvanlar farkli ¢eyreklerden suya birakilarak 60 saniye siireyle platformun
yerini bulmalar1 beklendi. Trial denemesi olan bu denemelerde platformun yeri
degistirilmeden su yiizeyinin hemen altina konumlandirildi ve yiizeyden bakilinca
goriinmeyecek sekilde hayvanin goriis agisindan gizlendi. Bu durumda platformu
bulan hayvanlarin 15-20 saniye boyunca platformun tizerinde kalmalar1 saglandi. 6.

giin prob denemesinde ise platform havuzdan tamamen c¢ikarilarak sicanlarin
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konumsal hafizalar1 degerlendirildi. Trial degerlendirmelerinde hayvanin suya
birakildi noktadan platforma kadar olan yiizme siiresi, yiizme hizt ve kat ettigi yol
davranig yazilimi yardimiyla tespit edildi. Prob denemesinde ise bunlara ilaveten

hayvanin platformun bulundugu hedef ¢eyrekte gecirdigi siire ve platformun yiizey

bolgesinden gecis sayisi degerlendirildi.

Time (1)

After 2 delay of
1200 secs

Rule Begin
Start-stop trisl In zone {1}

Cumulative
Durztion = 1.00 =
When center-point
5 in Arena
Settings.

‘Operator
Start track Operstor (1) Stop track Start-stop trisl

Any input True
iy Inp N

Cumulative
Durstion = 1005
When center-point
iz in PLATFORM

Resim 3.3. MST ve davranis test yazilimi ara yiizi.
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Davranis denemeleri sonunda hayvanlardan anestezi altinda kardiyak
eksanguinasyon ile biyokimya tiiplerine kan alinarak dekapite edildi. Alinan kanlar
sogutmal1 santrifiij yardimiyla 4000 devirde 5 dakika siireyle santrifiije edilerek
serum numuneleri toplandi. Ayrica kuru buz lizerinde beyin parcalar1 (hipokampus
ve striatum) ¢ikarilarak biyokimyasal analizler gerceklestirilinceye kadar — 80 °C

derin dondurucuda serumlarla birlikte saklandi.

Biyokimyasal analizlerin gergeklestirilecegi giin derin dondurucudan
cikarilan beyin parcalari homojenatlar haline getirilerek asetil kolin esteraz (Rat
Acetylcholinesterase cat.no: MBS725468, Sens.. 1 pg/mL, % CV: <10,
MyBioSource, San Diego, CA, USA) ve kolin asetil transferaz (Rat Choline
Acetyltransferase catalog no: MBS161266, Sens.. 0,01 ng/mL, % CV: <10,
MyBioSource, San Diego, CA, USA) seviyeleri iretici talimatlarina uygun olarak

cift antikor sandvi¢ ELISA yontemi ile 6l¢iildii.

Biitiin degerler; ortalama ve standart hata (AO = SH) olarak ifade edildi.
[statistiksel analizler ve grafikler sirasiyla; SPSS 22.0 ve Origin 8.0 programlari
kullanilarak yapildi. Verilerin degerlendirmesi ve gruplar arasi farkliliklar i¢in one-
way ANOVA ve post-hoc Tukey testi kullanilmistir. Tiim analizlerde p<0.05

degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Hayvanlarin 1. giin platforma ulasma siireleri Tablo 4.1. ve Grafik 4.1.’de
sunulmustur. Kontrol grubuna goére STZ grubunun platforma ulagma siiresinin
istatistiksel olarak anlamli sekilde daha uzun oldugu belirlendi (p<0.05). NRN
grubunda 1. giin platforma ulasma siiresi degerinin kontrol grubuyla ayni seviyede
oldugu goriildii. Istatistiksel olarak anlamli olmasa da STZ+NRN grubu platforma
ulagma siiresinin kontrol grubu degerine gore daha uzun oldugu tespit edildi (Tablo
4.1., Grafik 4.1).

Tablo 4.1. Gruplara gore 1. giin platforma ulasma siireleri

GRUPLAR 1. giin platforma ulagma siiresi (sn)
KONTROL 87,99+12,54

STz 111,66+4,35a

NRN 87,18+11,59
STZ+NRN 95,22+6,99

a: p<0.05, kontrol grubuna kiyasla
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Grafik 4.1. Gruplara gore 1. giin platforma ulagma siireleri
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Hayvanlarin 2. giin platforma ulasma siireleri Tablo 4.2. ve Grafik 4.2.°de
sunulmustur. Kontrol grubuna goére STZ grubunun platforma ulagma siiresinin
istatistiksel olarak anlaml1 sekilde daha uzun oldugu belirlendi (p<0.01). Istatistiksel
olarak anlamli olmasa da NRN grubunda 2. giin platforma ulasma siiresinin kontrol
degerinden daha kisa, STZ+NRN grubunun ise daha uzun oldugu goriildii (Tablo
4.2., Grafik 4.2).

Tablo 4.2. Gruplara gore 2. giin platforma ulagma siireleri

GRUPLAR 2. giin platforma ulasma siiresi (sn)
KONTROL 78,19+£5,43

STZ 115,06+2,82b

NRN 62,55+12,07

STZ+NRN 103,63+8,36

b: p<0.01, kontrol grubuna kiyasla
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Grafik 4.2. Gruplara gore 2. giin platforma ulagma siireleri
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Hayvanlarin 3. giin platforma ulasma siireleri Tablo 4.3. ve Grafik 4.3.’de
sunulmustur. Kontrol grubuna goére STZ grubunun platforma ulagma siiresinin
istatistiksel olarak anlamli sekilde daha uzun oldugu belirlendi (p<0.01). NRN
grubunda 3. giin platforma ulasma siiresi degerinin kontrol grubuyla ayni seviyede
oldugu goriildii. Istatistiksel olarak anlamli olmasa da STZ+NRN grubu platforma
ulagma siiresinin kontrol grubu degerine gore daha uzun oldugu tespit edildi (Tablo

4.3., Grafik 4.3).

Tablo 4.3. Gruplara goére 3. giin platforma ulasma siireleri

GRUPLAR 3. giin platforma ulasma siiresi (sn)
KONTROL 50,194+4,26

STz 86,66+5,62b

NRN 51,06+4,21

STZ+NRN 64,81+£11,79

b: p<0.01, kontrol grubuna kiyasla

— T

Platforma Ulasma Suresi (sn)
—

T T T T
KONTROL STZ NEURITIN STZ+NEURITIN
3. GUN

Grafik 4.3. Gruplara gore 3. giin platforma ulagma siireleri
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Hayvanlarin 4. giin platforma ulasma siireleri Tablo 4.4. ve Grafik 4.4.’de
sunulmustur. Kontrol grubuna goére STZ grubunun platforma ulagma siiresinin
istatistiksel olarak anlamli sekilde daha uzun oldugu belirlendi (p<0.001). NRN
grubunda ve STZ+NRN grubunda 4. giin platforma ulasma siiresi degerlerinde
anlamli bir degisiklik tespit edilmedi (Tablo 4.4., Grafik 4.4).

Tablo 4.4. Gruplara gore 4. giin platforma ulasma siireleri

GRUPLAR 4. giin platforma ulasma siiresi (sn)
KONTROL 42,34+6,94

STZ 110,88+4,02¢

NRN 64,03+12,15

STZ+NRN 65,80+11,34

¢: p<0.001, kontrol grubuna kiyasla
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Grafik 4.4. Gruplara gore 4. giin platforma ulagma siireleri
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Hayvanlarin 5. giin platforma ulasma siireleri Tablo 4.5. ve Grafik 4.5.’de
sunulmustur. Kontrol grubuna goére STZ grubunun platforma ulagma siiresinin
istatistiksel olarak anlamli sekilde daha uzun oldugu belirlendi (p<0.001). NRN
grubunda 5. giin platforma ulasma siiresi degerinin kontrol grubuyla ayni seviyede
oldugu goriildii. Istatistiksel olarak anlamli olmasa da STZ+NRN grubu platforma
ulagma siiresinin kontrol grubu degerine gore daha uzun oldugu tespit edildi (Tablo

4.5., Grafik 4.5).

Tablo 4.5. Gruplara goére 5. giin platforma ulasma siireleri

GRUPLAR 5. giin platforma ulasma siiresi (sn)
KONTROL 28,90+5,58

STz 85,67+10,67¢

NRN 28,34+7,43

STZ+NRN 46,72+5,48

¢: p<0.001, kontrol grubuna kiyasla
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Grafik 4.5. Gruplara gore 5. giin platforma ulagma siireleri
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Hayvanlarin prob test siireleri Tablo 4.6. ve Grafik 4.6.da sunulmustur.
Kontrol grubuna goére STZ grubunun prob test skorunun istatistiksel olarak anlamli
sekilde daha diisiik oldugu belirlendi (p<0.05). NRN grubunda prob test skorunun
kontrol grubuyla ayn1 seviyede oldugu gériildii. Istatistiksel olarak anlamli olmasa da
STZ+NRN grubu prob test skorunun kontrol grubu degerine gore daha diisiik oldugu
tespit edildi (Tablo 4.6., Grafik 4.6).

Tablo 4.6. Gruplara gore 6. giin hedef kadranda bulunma siireleri

GRUPLAR PROB Test: Hedef Kadranda Bulunma Siiresi (sn)
KONTROL 15,7+1,37

STz 11,73+0,82a

NRN 16,26+0,54

STZ+NRN 13,37+0,47

a: p<0.05, kontrol grubuna kiyasla
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Grafik 4.6. Gruplara gore 6. giin hedef kadranda bulunma stireleri
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Hayvanlarin prob test: hedef kadrandan gegis sayilart Tablo 4.7. ve Grafik
4.7.’de sunulmustur. Kontrol grubuna goére STZ grubunun hedef kadrandan gecis
sliresinin istatistiksel olarak anlamli sekilde daha diisiik oldugu belirlendi (p<0.01).
NRN ve STZ+NRN gruplarinin prob test: hedef kadrandan gegis siiresi skorlarinin
kontrol grubuyla ayni seviyede oldugu goriildii. STZ grubuyla kiyaslandiginda ise
NRN ve STZ+NRN gruplarmin hedef kadrandan gegis siirelerinin Istatistiksel olarak
anlamli sekilde daha yiiksek oldugu belirlendi (sirasiyla p<0.01 ve p<0.05) (Tablo
4.7., Grafik 4.7).

Tablo 4.7. Gruplara gore 6. giin hedef kadrandan gegis sayilar

GRUPLAR PROB Test: Hedef Kadrandan Gegis Sayisi
KONTROL 7,21+0,95

STZ 4,40+0,22 b

NRN 7,63+0,43 **

STZ+NRN 6,86+0,39 *

b:p<0.01, kontrol grubuna kiyasla, *:p<0.05, **:p<0.01, STZ grubuna kiyasla

104
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KONTROL STZ NEURITIN STZ + NEURITIN
PROBE Test

Grafik 4.7. Gruplara gore 6. giin hedef kadrandan gegis sayisi
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Hayvanlarin prob test: hedef geyrege ilk ulasma siireleri Tablo 4.8. ve Grafik
4.8.de sunulmustur. Kontrol grubuna gére STZ grubunun hedef kadrana ilk ulagma
stiresinin istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek oldugu belirlendi (p<<0.01).
STZ grubunda hedef kadrana ilk ulagma siiresinin kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak daha uzun oldugu tespit edildi (p<0.05). NRN ve STZ+NRN
gruplarin prob test: hedef kadran alanmna ilk ulasma siire skorlarinin kontrol

grubuyla ayni seviyede oldugu goriildii (Tablo 4.8., Grafik 4.8).

Tablo 4.8. Gruplara gore 6. giin hedef ¢eyrege ilk ulasma siireleri

GRUPLAR PROB Test: Hedef Ceyrege ilk Ulasma Siiresi (sn)
KONTROL 19,49+3,79

STZ 32,91+2,37 a

NRN 17,55+4,60

STZ+NRN 20,15+6,29

a: p<0.05, kontrol grubuna kiyasla
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Grafik 4.8. Gruplara gore 6. giin hedef ¢eyrege ilk ulagma siireleri
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Hayvanlarin prob test: kat edilen mesafe (cm) skorlar1 Tablo 4.9. ve Grafik

4.9.’da sunulmustur. Kontrol grubuna goére, STZ grubunda kat edilen mesafe

skorunun istatistiksel olarak anlamli sekilde daha uzun oldugu goriildii (p<0.001).

NRN grubunda kat edilen mesafe skorunun kontrol grubuyla ayni seviyede oldugu

belirlendi. STZ grubuna kiyasla, STZ+ NRN grubunda kat edilen mesafe skorunun

istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha diisiik oldugu belirlendi (p<0.001) (Tablo

4.9., Grafik 4.9).

Tablo 4.9. Gruplara gore 6. giin platforma ulagmak i¢in kat edilen mesafeler

GRUPLAR PROB Test: Kat Edilen Mesafe (cm)
KONTROL 1098,05+22,14

STZ 1436,03+41,52 ¢

NRN 1106,50+58,56 ***
STZ+NRN 1243,83+22,36

¢:p<0.001, kontrol grubuna kiyasla, ***:p<0.001, STZ grubuna kiyasla

Kat Edilen Mesafe (cm)

STz NEURITIN STZ + NEURITIN
PROBE Test

Grafik 4.9. Gruplara gore 6. giin platforma ulagmak i¢in kat edilen mesafeler
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Hayvanlarin prob testte ortalama hiz (cm/s) skorlar1 Tablo 4.10. ve Grafik

4.10.’da sunulmustur. Kontrol grubuna gore, STZ grubunda ortalama hiz skorunun

istatistiksel olarak anlamli sekilde daha diisiik oldugu belirlendi (p<0.01). NRN ve

STZ+NRN gruplarinin ortalama hiz skorlarinin kontrol grubuyla ayni seviyede

oldugu goriildii. STZ grubuna kiyasla, NRN ve STZ+NRN gruplarinda ortalama hiz

skorlarinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiliksek oldugu tespit edildi

(strastyla p<0.001 ve p<0.05) (Tablo 4.10., Grafik 4.10).

Tablo 4.10. Gruplara gore 6. giin platforma ulasmak i¢in yiizme hizlari tablosu

GRUPLAR PROB TEST: Hiz (cm/s)
Kontrol 32,51+1,05

STZ 27,78+1,16 b

NRN 34,53+0,59 ***
STZ+NRN 31,30+0,54 *

b:p<0.01, kontrol grubuna kiyasla, *

40 -

Hiz (cm/s)

KONTROL

: p<0.05 ve ***:p<0.001, STZ grubuna kiyasla

*%k%k

STz NEURITIN STZ + NEURITIN
PROBE Test

Grafik 4.10. Gruplara gore 6. giin platforma ulagsmak i¢in yiizme hizlari tablosu
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Hipokampus ChAT aktivitesi Tablo 4.11. ve Grafik 4.11.’de sunulmustur.
Kontrol grubuna kiyasla STZ, NRN ve STZ+NRN gruplarinin ChAT aktivite
degerlerinde 6nemli bir farklilik s6z konusu degildi. Bununla birlikte, STZ grubuna
kiyasla STZ+NRN grubu ChAT aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli sekilde daha
yiiksek oldugu belirlendi (p<0.01) (Tablo 4.11., Grafik 4.11).

Tablo 4.11. Gruplara gore hipokampal ChAT aktivitesi (ng/mg protein)

HiPOKAMPUS ChAT Aktivitesi (ng/mg protein)
KONTROL 0,4016+0,02149

STZ 0,4128+0,01555

NRN 0,3911£0,03371
STZ+NRN 0,5358+0,04595b,**

**: p<0.01, STZ grubuna kiyasla
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Grafik 4.11. Gruplara gére hipokampal ChAT aktivitesi (ng/mg protein)
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Striatum ChAT aktivitesi Tablo 4.12. ve Grafik 4.12.’de sunulmustur.
Striatum ChAT aktivitesinde kontrol grubuna goére STZ, NRN ve STZ+NRN
gruplarinda 6nemli bir farklilik olmadigi belirlendi (Tablo 4.12., Grafik 4.12).

Tablo 4.12. Gruplara gore striatum ChAT aktivitesi (ng/mg protein)

STRIATUM ChAT Aktivitesi (ng/mg protein)
KONTROL 0,7423+0,06502
STZ 0,7744+0,05324
NRN 0,7059+0,03685
STZ+NRN 0,8209+0,07292
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Grafik 4.12. Gruplara gore striatum ChAT aktivitesi (ng/mg protein)
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Hipokampus AChE aktivitesi Tablo 4.13. ve Grafik 4.13.’de sunulmustur.
Kontrol grubuna kiyasla STZ ve NRN gruplarinin AChE aktivite degerlerinde
onemli bir farklilik s6z konusu degildi. Bununla birlikte, STZ+NRN grubunda AChE
aktivitesi anlamli sekilde daha yiiksekti (p<0.01). Ayrica STZ grubuna kiyasla
STZ+NRN grubu AChE aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek
oldugu belirlendi (p<0.05) (Tablo 4.13., Grafik 4.13).

Tablo 4.13. Gruplara gore hipokampal AChE aktivitesi (pg/mg protein)

HIPOKAMPUS AChE Aktivitesi (pg/mg protein)
KONTROL 13,1316+1,29278

STZ 12,8622+0,99809

NRN 14,1382+1,37752
STZ+NRN 18,5322+1,03319b,*

b: p<0.01, kontrol grubuna kiyasla. *: p<0.05 STZ grubuna kiyasla
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Grafik 4.13. Gruplara gére hipokampal AChE aktivitesi (pg/mg protein)
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Striatum AChE aktivitesi Tablo 4.14. ve Grafik 4.14.’de sunulmustur.
Kontrol grubuna kiyasla STZ ve NRN gruplarinin AChE aktivite degerlerinde
onemli bir farklilik s6z konusu degildi. Bununla birlikte, STZ+NRN grubunda AChE
aktivitesi anlamli sekilde daha yiiksekti (p<0.001). Ayrica STZ grubuna kiyasla
STZ+NRN grubu AChE aktivitesinin istatistiksel olarak anlaml sekilde daha yiiksek
oldugu belirlendi (p<0.05) (Tablo 4.14., Grafik 4.14).

Tablo 4.14. Gruplara gore striatum AChE aktivitesi (pg/mg protein)

STRIATUM AChE Aktivitesi (pg/mg protein)
KONTROL 26,3065+2,49776

STz 31,8730+2,39104

NRN 32,8839+1,01220
STZ+NRN 41,8798+5,00713c¢,*

C: p<0.01, kontrol grubuna kiyasla. *:p<0.05 STZ grubuna kiyasla
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Grafik 4.14. Gruplara gore striatum AChE Aktivitesi (pg/mg protein)
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5. TARTISMA

AH, noéronal kayip ve buna bagh kolinerjik sistem bozukluguyla karakterize
bir hastaliktir. Bu bozukluk bazal 6n beyin néronlariin énemli 6l¢lide azalmasi,
ChAT aktivitesindeki bozukluklara bagli ACh sentezinde aksama, azalan kolin geri
alimi, hipokampal ve kortikal bdlgelere projeksiyon yapan kolinerjik noron

oliimlerine bagl meydana gelmektedir (Mesulam 2004)

NTF’ler sinir sisteminde ndronlarin hayatta kalmasini, farklilagsmasini ve
islevselligini destekleyen ve diizenleyen biiyiime faktorleridir. Ayrica noron sag
kaliminin ve fonksiyonelligin korunmas i¢in hayati 6neme sahiptirler (Nasrolahi ve

ark. 2021).

CPG 15 olarak da bilinen NTF ailesinin norotrofik bir iiyesi olan NRN,
sinirsel gelisim ve aktiviteye bagl sinaptik plastisitedeki ¢ok yonlii rolleriyle,
MSS’nin travmatik hasarini takiben ndronal baglantilarin yeniden olusmasina katki

saglayan, fizyolojik uyaranlara duyarl: kiigiik bir proteindir (Nedivi ve ark. 1996).

Noronal uzantilarin (ndritlerin) olusumu, biiylimesi, organizasyonu Ve
desteklenmesinde onemli fonksiyonu oldugu i¢in ismini bu etkilerinden dolay1 alan
noritin, ayrica ndronal sag kalim, ndron farklilasmasi, motor néron aksonlarinin
korunmasi, dendritik biiyiime ve filizlenmenin desteklenmesi, sinaptik plastisiteye
aracilik etmesi, sinaptik maturasyonun gelismesi, ndron gogiiniin artmasi, proliferatif
ndron apopitozunun diizenlenmesi, spinal kort ve travmatik beyin hasar1 sonrasi
akson ve ndron rejenerasyonu ve serebral iskemide iyilesmenin saglanmasi gibi

onemli gorevli olan bir norotrofik bir faktordiir.

Beyinde genis ekspresyona sahip olan NRN, STZ ile indiiklenen diyabetik
ratlarin  duyusal noronlarinda daha yiliksek diizeyde ifade edilmektedir.
(Karamoysoyli ve ark. 2008). Buna karsilk AH’li bireylilerde NRN
ekpresyonundaki azalan regiilasyon, postmortem hipokampal ve kortikal dokularda
immunohistokimyasal yontemlerle ortaya konmustur. Ancak NRN’nin baglayici

reseptor(ler)i ve asagi akis sinyal efektorleri belirsizligini korumaktadir (Choi ve ark.
2014).

Bu calismada ISV yolla STZ enjeksiyonuyla indiiklenen deneysel AH

modelinde yine ayni yolla mini ozmotik pompalarla NRN infuzyonunun noéronal
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hasarda olusturdugu olast geri doniisiin bir konumsal hafiza testi olan MST

yardimiyla etkilerinin incelenmesi amag¢lanmistir.

Calismamizda konumsal hafizanin degerlendirilmesi amaciyla MST
kullanilmistir. MST iizerinde degerlendirme kriteri olarak ratlarin platforma ilk
ulagsma sitireleri, platforma ulagmak icin kat ettikleri mesafe ve ylizme hizlari ile
platformun bulundugu hedef ¢eyrek bolgede kalma siireleri ve bu bolgeden gecis

frekanslar1 incelenmistir.

MST uygulamasi, ilk giinden besinci giine kadar platforma ulagsma stireleri
gbz Oniine alindiginda demans grubunda kontrol grubuna kiyasla bariz bir artig
gbzlenmistir. Bu durum, uygulanan demans tiirii Alzheimer modelinin davranissal

parametrelerle konfirme edildigini géstermektedir.

MST uygulamalarinin besinci giiniinden sonra (6. giin), prob test agsamasinda
deneysel AH olusturulan siganlarin hedef kadrana ilk ulagma siirelerinin genel olarak
diger gruplara (6zellikle de kontrol grubuna kiyasla) daha uzun oldugu goriildii.
Ayrica platformu bulmak i¢in yilizme hizlarinin daha yavas, hedef kadrandan gegis
sayilarinin ve platformun bulundugu ¢eyrekte gegirdikleri siirenin ise daha az oldugu
tespit edildi. Bu sonuglar 1s1ginda STZ ile deneysel AH indiiksiyonunun basarili

oldugu daha ileri diizeyde desteklenmistir.

Bu c¢alismanin bulgulari, noritinin  Alzheimer tipi demans modelinde
davranigsal parametrelerde onemli bir diizelmeye neden oldugunu gostermektedir.
Noritin bu ¢aligmada bir hafta siireyle subkronik olarak santral yolla uygulanmistir.
Demans grubunda ortaya ¢ikan davranigsal olumsuzlugun, nispeten kisa
sayilabilecek bir siire uygulanan ndritinle diizelmis olmasi, molekiiliin potent bir

etkiye sahip oldugunu diisiindiirmektedir.

Hipokampal ChAT aktivitesinde kontrol grubuna kiyasla diger gruplarda
belirgin bir farklilik olmamasina ragmen demans ve tedavi gruplari arasinda
istatistiksel acidan anlamli bir farklilik olmasi, eksojen NRN uygulamasinin
demansli hayvanlarda asetil kolin sentezini artirdigin1 gostermektedir. Bunun

yaninda sitriatumda benzeri bir etki ortaya ¢ikmamustir.

Hipokampiis ve striatum AChE aktivitelerinde kontrol grubuna gore diger
gruplarda belirgin bir farklilik olusmamakla birlikte her iki dokuda da demans

grubuna gore tedavi grubunda belirgin artislar tespit edilmistir.
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Kolinerjik sistemin ana yapilart olan ChAT ve AChE enzimlerinin molekiiler
analizlerine ait kontrol ve demans gruplarindaki bulgular istatistiksel agidan anlaml
degildi. Kolinerjik sistemdeki enzim aktiviteleri, Alzheimer modelimizde 6nemli bir
degisiklik gostermemistir. NRN uygulanmasi ise sadece demans temelinde bir
etkiyle enzim aktivitelerini artirmigtir. Bu durum, NRN’nin Alzheimer siire¢lerinde
kolinerjik enzim aktivitelerini kismen etkiyebilecegini diisiindiirmektedir. Bu
durumun AH’li hastalarda NRN’nin kortikal ve hipokampal down-regiilasyonu (Choi
ve ark. 2014) ve NRN’nin halen reseptorlerinin ve buna bagli etki mekanizmalarinin

tam olarak anlagilamamasindan kaynaklandigini diistiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Diinya niifusu yas ortalamasinin giderek yiikselmesi basta, Alzheimer olmak
lizere demansa neden olan birgok hastaligin goriilme frekansini artirmaktadir.
Hastalarin hayat konforunun progresif bir sekilde bozulmasmnin yam sira ciddi
sosyoekonomik sorunlara ve biiyiik olgekte tedavi giderlerine neden olan AH’nin
tani, tedavi ve onleme metotlarini belirlemek i¢in deneysel hayvan modelleri ¢ok
degerli bir secenek haline gelmistir. Fizyopatolojinin daha iyi anlagilabilmesi ve yeni
tedavi segenceklerinin gelistirilebilmesi i¢in uzun zamandir kullanilmakta olan farkli
o0grenme ve bellek testleri, insan {iizerinde etkileri heniiz bilinmeyen tedavi
ajanlarinin  hayvanlar tizerinde giivenli bir sekilde kullanilmasina imkan

saglamaktadir.

Mevcut tez projesinde deneysel AH olusturma prosediirlerinin basarili
oldugunu ve konumsal hafizay1 degerlendirmek i¢in kullanilan MST test sonuglari
demanst geri dondiirmede NRN’nin olumlu etkisinin olabilecegini gostermistir.
Tedavi grubunda her ne kadar AChE aktivitesinde bir diisiis tespit edilmese de ChAT
aktivitesinde artis ve MST degerlerinde hipotezimizle uyumlu olarak olumlu
sonuclar elde edilmistir. Kolinerjik aktivitedeki s6z konusu c¢eligkinin

aydinlatilabilmesi i¢in ileri daha diizeyde arastirmalar yapilmasi gerekmektedir.

AH ve yaslilik i¢in karakteristik hale gelmis olan demansin fizyopatolojisinin
net bir sekilde ortaya konmasi icin yapilacak olan bilimsel arastirmalar tedavi

seceneklerinin gelistirilmesinde 6nemli katkilar saglayacaktir.
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8. EKLER
Etik Kurul Onay:

L

@% NECMETTIN ERB:IELN UNIVERSITESI (i?""-
“rk.' @T

KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve
Arastirma Merkezi Miidiirligi

Karar Sayisi: 2016 - 034

&

KONUDAM

Karar Tarihi: 27.05.2016

Mecmettin  Erbakan Universitesi Tip Fakiltesi Fizyoloji A.D'den Prof.Dr.Selim KUTLU,
Yrd.Do¢.Dr.ZlIsik SOLAK GORMUS ve Alpaslan OZKURKCULER tarafindan sunulan “"Siganlarda
Deneysel Alzheimer Tipi Demans Modelinde Yeni Bir Norotrofik Molekiil Olan Noritinin
Rolii” bashkl tez projesi 7 Gyenin katihmi ile degerlendirildi.

Projede 4 grupta toplam 40 adet sican kullanilacagn ve sicanlann derin anestezi altinda
dekapitasyon ile sakrifiye edilecedi bildirilmistir.

Projenin deney hayvanlarina iliskin yénlerinin, Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM
Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yénergesi'ndeki
ilgili maddeler geredince “Etik Kurallara Uygunluk Esasi” dikkate alinarak hazirlandidi belirlenmistir.

Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi
Hayvan Deneylen Yerel Etik Kurulu Yonergesi'ndeki ilgili maddelerde belirtilen basvuru sahibinin
sorumluluklar ve hayvan deneyleni ile ilgili etik ilkeler sakh kalmak kosulu ile projenin
hazirlanmasinda yonerge ilkelerine uyuldugu wve calismanin deneysel kismini gerceklestirecek
arastirmacilann deney hayvanlan kullanim sertifikasina sahip oldugu dikkate alinarak projenin
hayvan kullamim etigi agisindan “Uygun” olduguna oybirlidi ile karar verilmistir,

Prof.Dr.5elim KUTLU Prof.Dr.Lema TAVLI Prof.Dr.Ayse Saide Prof.Dr.Mehmet GUL
Baskan-Katilmadi Uye SAHIN Uye
Uye
Doc.Dr.Tevfik Yrd.Doc¢.Dr.Hasan Yrd.Do¢.Dr.Omer
DocDrercan KURAR 4 (jcUKKARTALLAR Huseyin KOZAK TANVYELI
Uye Uye Uye

Vet.Hek.Halil Aydin Vet.Hek.Alpaslan OZKURKCULER Mustafa SIRIN

SIMSEK Uye-Katilmadi Uye-Katiimadi
Uye-Katilmad
Adres : Meram Tip Fakiltesi Kampisi 42080 Akyokus — Meram / KONYA
Tel = +90 332 22371 11 e—posta : konudam@konya.edu.tr

Faks : +90 332 22371 24 Elektronik Ag : hittp://www.konya.edu.tr/merkezler/konudam
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9. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 Soyadi Alpaslan OZKURKCULER
Uyrugu T.C.

Dogum Tarihi ve
Yeri

Medeni Durum

E-mail

Tel

Yazisma Adresi

Egitim Diizeyi Mezun Oldugu Kurumun Adi I\/IeZ‘l{JlTllyet
Yiiksek Lisans S.U. Veteriner Fakiiltesi Zootekni AD 2002 — 2004
Lisans S.U. Veteriner Fakiiltesi 1995 — 2001
Lise Konya Veteriner Saglik Meslek Lisesi 1992 — 1995
Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)
Gorevi Kurum / Gérev Sire (Yil-
Yil)
1.- Veteriner N.E.U. KONUDAM Deneysel Tip Uygulama
L : 2013 — Halen
Hekimi ve Arastirma Merkezi
2.- V_ett_arlner S.U. Veteriner Fakult_es1 Deneysel Arastirma 2002 — 2013
Hekimi ve Uygulama Merkezi
3.- Vet. Saghk S.U. Veteriner Fakiiltesi Deneysel Arastirma
. ; : 1997 — 2002
Teknisyeni ve Uygulama Merkezi
4.- Vet. Saghk Tarim ve Orman Bakanlig 1996 — 1997
Teknisyeni Bing6l Geng Tarim llge Miidiirliigi
Yabana Dil Ingilizce (YOKDIL Mart 2018) 81,25

Yayinlari / Tebligleri / Sertifikalar1 / Odiilleri
*Yiiksek lisans veya doktora tezinden iiretilen yayinlar i¢in parantez i¢inde (yiiksek
lisans tezinden yapilmistir) veya (doktora tezinden yapilmistir) seklinde agikca

belirtilmelidir.

2017 - Evaluation of Effects of Three Distinct Stress Protocols on Depression and/or
Anxiety-like Behaviors in Female Rats

2017 - Comparison of Effect of Two Immobilization Stress Protocols on
Depression/Anxiety Behavior in Male Rats

2019 - An Evaluation of the Effects of Two Chronic Immobilization Stress Protocols
on Depression/Anxiety-Related Behavior in Male Rats
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2019 - Comparison of Effects of Three Distinct Stress Models on Anxiety- and
Depression-Related Behaviors in Female Rats

2019 - Comparison of the Effects of Immobilization Stress and Chronic Mild Stress
Models on Depression-Related Behaviors in Female Rats: An Assessment of a 10-
Day Stress Period

2019 - Long-term metabolic cage housing increases anxiety/depression-related
behaviours in adult male rats

2020 - Effect of Apelin on Anxiety Like Behaviour in Male Rats

2020 - Biochemical Evaluation of the Effects of Quercetin On Experimental Acute
Methanol Intoxication in Rats

2020 - Investigation of Effects of Two Chronic Stress Protocols on Depression-Like
Behaviors and Brain Mineral Levels in Female Rats: an Evaluation of 7-Day
Immobilization Stress

2021 - Acute and subacute effects of thymoquinone on acute methanol intoxication:
An assessment based on serum TBARS and BDNF levels in rat model

2021 - Effect of Morphine Dependency on Apelinergic System in Rat Hippocampus
2022 - Evaluation of effects of long-term intracerebroventricular neuritin infusion on

androgenic activity and testicular bax and bcl-2 immunoreactivity in male rats
(Doktora tezinden yapilmistir)
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