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OZET

Aliiminyum veya Biperiden ile Olusturulan Ogrenme Fonksiyon Bozuklugu
Uzerinde Kafeinin Etkisinin Arastirilmasi

Yaygin bir halk saghgi sorunu olan demansin en sik sebebi Alzheimer
Hastalhigidir. Alzheimer Hastahigi, beynin cesitli bolgelerinde B-amiloid birikimi ve
norofibriler yumaklar olusumu ile karakterizedir. Kafeinin bilissel fonksiyonlar
iizerine etkisini arastiran cok sayida calisma mevcuttur. Bu cahismada farelerde
Aliiminyum veya bir selektif muskarinik M1 reseptor antagonisti olan biperiden ile
olusturulan deneysel Alzheimer modelinde bir adenozin reseptor antagonisti olan
kafeinin etkileri arastirildi. Bu amagla hafiza ve 68renmeyi 6l¢mek icin Morris
Water Maze testi uygulandi. Ayrica deneklerin beyin dokular1 histopatolojik
yonden incelendi.

Bes giin boyunca her giin 4 kez tekrarlanan Morris testinde kontrol deneklerin
platformu bulma siireleri ilk giine gore ikinci giinden baslayarak azaldi. Bu
gruptaki histopatolojik incelemelerde serebral kortekste hiicresel hasar veya
hipokampiiste B-amiloid birikimine dair herhangi bir patolojiye rastlanmadi.
Biperiden uygulanan gruplarda platformu bulma siiresinde azalma gozlenmedi.
Aliiminyum uygulanan grupta ise sadece 5’inci giinde azalma goriildii. Aliiminyum
veya biperiden wuygulanan gruplarda yapilan histopatolojik incelemede
hipokampiiste B-amiloid birikimi gozlenirken, kortekste ise hiicresel hasara ait
bulgular goriildii. Kafeinin gerek tek basina gerekse aliiminyum veya biperidenle
beraber uygulandigi gruplarda deney hayvanlarinin platformu bulma siirelerinde
bir azalma goriilmezken, bu gruplarin beyin dokularinda yapilan incelemelerde 3-
amiloid birikiminde ve hiicresel hasarda onemli oranda azalma oldugu goriildii.

Bu bulgular, sadece aliiminyumun degil biperidenin de beyin dokularinda -
amiloid birikimine neden oldugunu, yiiksek dozda uygulanan kafeinin 6grenme
fonksiyonunu bozarken biperiden veya aliiminyuma bagh -amiloid birikimini ve
hiicresel hasar1 azalttigin1 gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Demans, Alzheimer, aliiminyum, biperiden, kafein
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ABSTRACT

Investigation of the Effect of Caffeine on Learning Dysfunction Induced by
Aluminum or Biperiden

The most frequent cause of Dementia, which is a common public health issue,
is Alzheimer’s Disease. Alzheimer's Disease is characterized by the accumulation of
B-amyloid plaques and the formation of neurofibrillary tangles in various regions of
the brain. Many studies have investigated the effects of caffeine on cognitive
functions. This study explored the effects of caffeine, an adenosine receptor
antagonist, in an experimental Alzheimer's model performed in mice treated with
aluminum or biperiden, a selective muscarinic M1 receptor antagonist. For this
purpose, the Morris Water Maze test was applied. Additionally, the brain tissues of
the subjects were examined histopathologically.

In the Morris test, which was repeated four times daily for five days, the
control group's time to find the platform decreased starting from the second day
compared to the first day. Histopathological examinations in this group did not
reveal any cellular damage in the cerebral cortex or B-amyloid accumulation in the
hippocampus. In the biperiden-treated groups, there was no decrease in the time to
find the platform. In the aluminum-treated group, a decrease was only observed on
the 5th day. Histopathological examinations in the aluminum or biperiden-treated
groups revealed B-amyloid accumulation in the hippocampus and cellular damage
in the cortex. In groups treated with caffeine alone or in combination with aluminum
or biperiden, no reduction in platform finding time was observed. However,
significant reductions in B-amyloid accumulation and cellular damage were found
in the brain tissues of these groups.

These findings suggest that not only aluminum but also biperiden causes
amyloid accumulation in brain tissues, and that high-dose caffeine use reduces
amyloid deposition and cell damage caused by biperiden or aluminum, while
impairing learning function.

Keywords: Dementia, Alzheimer, aluminium, biperiden, caffeine
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1. GIRIS VE AMAC

Toplumlarin ortalama yasam 6mrii uzadik¢a, demans 6nemli bir is giicli kaybi, halk
saglig1 sorunu ve ekonomik olarak iilkeleri zorlayan bir saglik sorunu olarak one
cikmaktadir. Santral Sinir Sisteminde (SSS) nérodejeneratif siire¢lerin sonucunda ortaya
¢ikan demansin en sik sebebi Alzheimer hastaligidir. 2018’de yayimlanan “Alzheimer’s
Disease International”in raporuna gore Diinya ¢apinda 50 milyon insan demanstan
muzdariptir ve bu saymin yarisindan daha biiylik bir kismi1 orta ve dar gelirli tilkelerde
yasayan kisilerden olugsmaktadir. 2050 yilinda diinyada bu sayimin ii¢ katina ¢ikacagi ifade
edilmektedir (1). Avrupa’da yapilan son degerlendirmelerde ise demans hastaligi olan kisi
sayisinin 2050 yili itibariyle iki katina ¢ikacagi ongoriilmektedir (2). Arastirmalar demans
sikliginin yiiksek gelirli iilkelerde sabit kaldig1 ya da azaldigi yoniinde bulgular1 icermekle
birlikte, belirli bir koruyucu faktore isaret edilememektedir (3).

Alzheimer hastaligi1 progresif nitelikte olup, hafiza ve kognitif yeteneklerin ilerleyici
bir sekilde kaybr ile kendisini gostermektedir. Beyin dokusunda B-amiloid plaklar ve tau
proteinlerinin neden oldugu norofibriler tiggenler/yumaklar (NFY) goriilmesi belirleyici
nitelik olarak goze ¢arpmaktadir. (1) Ancak bu yapilarin temizlenmesini hedef alan deneysel
caligmalar sonucunda Alzheimer Hastaliginin belirtilerinde bir gerileme olmamasi, ilgili
yapisal degisikliklerin sebep degil sonu¢ olduguna isaret etmektedir (4). Alzheimer
Hastaligi’nin fizyopatolojisi ile ilgili bilimsel arastirmalar halen devam etmektedir.

SSS hastaliklarinda deneysel bir model olusturmanin zorlugu bilinmekle birlikte,
Alzheimer hastaligi ile ilgili arastirmalar genetigi degistirilmis hayvanlar veya kimyasal
ajanlar kullanilmak suretiyle olusturulan deneysel Alzheimer modelleri {izerinde
yapilmaktadir. Aliminyum maruziyeti sonucunda farelerde olusan Alzheimer modeli buna
bir 6rnek olarak verilebilir (5,6). Glinlikk yasamda ve tipta oldukga genis alanda kullanilan
Aliiminyumun kronik maruziyetine dair siipheler gittikge artmaktadir. Aliiminyum’un
Alzheimer Hastalig1 patogenezinde rol alan faktorleri artirdig1 ve hastaliga yol agtigina dair
goriisler bulunmaktadir. Nitekim i¢gme suyuna ilave yoluyla aliiminyuma maruz birakilan
deneysel hayvan modellerinde 6grenme ve hafizada Alzheimer Hastaligina benzer etkiler
gozlenmistir (7).

Bir muskarinik reseptor alt tipi olan M1 reseptorlerinin 6grenme ve bellek tizerindeki

etkilere aracilik ettiginin bilinmesi SSS’deki hafiza ve bellek yolaklarina dair ¢alismalarda



ilgili reseptorlerin 6nemini arttirmistir (8). M1 reseptorii Alzheimer Hastaliginin tedavisinde
bir ilag hedefi olarak diigiiniilmiis ve deneysel ¢alismalarda onay alan M1 reseptor agonistleri
icin klinik c¢alismalar baslatilmistir (9). Ancak bu grup maddelerin (6r: ksanomelin,
sevimelin) SSS’¢ etki etmesi gereken konsantrasyona ulasabilmesi i¢in hastaya verilmesi
gereken ila¢ dozu oldukga yiiksek oldugundan, tedavi edici doza ulasmadan ¢ok once ortaya
¢ikan yan etkiler nedeniyle ¢alismalar devam ettirilememistir.

Kafein, bir adenozin reseptor antagonisti olup, SSS iizerinde stimiile edici etki
yapmaktadir. Oksijen ihtiyaci artan veya enerji tiiketimi nedeniyle oksijen kaynagi azalan
hiicrede adenozin trifosfat (ATP)/adenozin dengesi adenozin lehinde degismektedir ve
ekstraseliiler sivida adenozin seviyeleri artmaktadir. Hiicrede adenozin reseptorlerinin
aktivasyonu, GABA/glutamat diizeylerinde degisime neden olmakta ve uyku/uyaniklik
dongiistiniin kontroliinde rol oynamaktadir (10). Kafein tizerine yapilan ¢alismalar, uzun
donem kafein kullaniminin Alzheimer hastalifi tiizerine koruyucu etkisi oldugunu
gostermektedir. Ancak koruyucu etkisinin mekanizmasi heniiz agiklanamamistir (11).

Alzheimer Hastaliginin etiyolojisine dair teoriler bulunmakla birlikte, yeni
fizyopatolojik bulgular bu hastaliga karsi profilaktik veya semptomatik tedavilerin
gelistirilme siirecine katkida bulunabilir.

Yaptigimiz literatiir aragtirmalarina gore, Alzheimer Hastaliginin klinik sonucu olan
O0grenme, hafiza, biling bozuklugunun ve B-amiloid birikiminin bir ¢evresel etken olan
aliminyum ile olusabildigi bilinmektedir (12,13). Bunun yaninda, bir selektif M1 reseptor
antagonisti olan biperidenin biligsel fonksiyonlar {izerine etkisi netlik kazanmamakla
birlikte, B-amiloid birikimindeki rolii hi¢ arastirilmamistir. Calismamiz biperidenin B-
amiloid birikimi {izerinde etkisini arastiran ilk c¢alismadir. Bu c¢alismada farelerde
aliminyum veya biperiden ile deneysel olarak olusturulan 6grenme bozuklugu, beyin
dokularinda olusabilecek B-amiloid birikimi ve hiicresel hasar {lizerine kafeinin olasi etkileri

arastirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastahgi

Demansin en sik nedenlerinden olan Alzheimer Hastali§i (AH) progresif bir
hastaliktir. Alman psikiyatr Alois Alzheimer’in 1906 yilinda, demansin klinik 6zelliklerini
tanimlamasi sonrasinda, 1910 yilinda Emil Kraepelin tarafindan adlandirilmistir. Alois
Alzheimer’in inceledigi vaka 51 yasinda bir kadin hastadir ve ilk yillarda Alzheimer hastalig
65 yas altinda bir demans formu olarak kabul edilmistir. Ancak ilerleyen yillarda, 65 yas
istii demans olgularinin ¢ogunun da benzer klinik semptomlara sahip oldugu goriilmistiir.
Gilintimiizde hastaligin, demansin bir nedeni oldugu ve en biiyiik risk faktoriiniin 65 yas tistii
olmak oldugu kabul edilmistir. Baslarda, cesitli alanlar1 etkileyen ilerleyici kognitif
bozulmalar ve bozulmus nérodavranissal belirtilere bakilan bir demans asamasi klinik olarak
tan1 koydurmaktaydi. Giiniimiizde Alzheimer Hastalig1 tanist genel olarak, “National
Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer’s
Disease and Related Disorders Association” tarafindan belirlenmis kriterlerle konulmaktadir
(14). Tam kriterleri klinik olmakla birlikte, “preklinik AH” tanimi da mevcut olup
norogoriintiilleme yontemleri ve serum biyomarkerler1 da tanida yardimci olmaktadir.

AH, SSS’de B-amiloid plaklar ve norofibriler yumak (NFY)’larla karakterize,
progresif, norodavranigsal bozukluklar ile bagslayarak demansa ilerleyen Oliimciil bir
hastaliktir. Hastaliga yonelik tedavi yaklasimlari giliniimiizde ya hastaligin ilerleyisini
yavaglatmak ya da semptomlar1 gidermekle sinirlidir. Hastaligin tedavisine dair umut verici
caligmalar devam etmekle birlikte, fizyopatolojisindeki bosluklar1 aydinlatma ¢aligmalari da

devam etmektedir.

2.1.1. Alzheimer Hastahg: Risk Faktorleri

AH’nin en gii¢lii iki risk faktord, ilerlemis yas (>65) ve herhangi bir Apolipoprotein
E-4 (APOEg4) allelinden birisine sahip olmaktir (1). 60 yas 6ncesi AH goriilme oram diisiik
iken, 65 yas sonrasi ilerleyen her bes yil i¢in {i¢ kat, 75 yas sonrasi bir buguk kat artmaktadir
(15). Bunun yaninda, birinci derece akrabalarinda AH oykiisii olanlarda risk artmistir. En
giiclii risk faktorlerinden olan APOEe4 alleli, ge¢ baslangicli AH vakalarmin neredeyse
yarisindan sorumlu tutulmaktadir (16). Yapilan calismalar, AH riskinin %60-80 oraninda



kalitimsal oldugunu gdstermektedir (17). APOEg4 alleli en yiiksek riske sebep olmakta ise
de bugiine kadar en az 40 genetik varyasyonun AH riskini artirdig1 saptanmistir (18).

AH i¢in bir diger risk faktorii kadin cinsiyettir. Egitim durumu da risk faktorii olarak
degerlendirilmekte, diisiik egitim seviyesi, bir bucuk kat daha yiiksek AH riskine sebep
olmaktadir (19). Ayrica uzun stireli alkol kullanimi (20), hipertansiyon (21), Down sendromu
(22), menopoz (23,24,25), diyabet hastaligi (26), posterior kortikal atrofi (27), yiiksek
pestisit diizeyi (28), ateroskleroz, felg, gecici iskemik ataklar, kalp hastaligi, hiperlipidemi,
metabolik sendrom, obezite ve diyabet (29), gibi faktorler de demans hastaliginda oldugu
gibi AH’da da mindr risk faktorii olarak kabul edilmektedir.

Bazi caligmalar sebze, meyve, balik ve doymamis yag igeren Akdeniz diyeti, C ve E
vitamini, selenyum, nonsteroidal antiinflamatuar ila¢ kullanimi, dstrojen kullanimi, egzersiz
ve biligsel aktivitelerin AH riskini azalttigini bildirmistir (30). Finlandiya’da yapilan uzun
stireli randomize kontrollii FINGER ¢aligmasi, saglikli beslenme, fiziksel egzersiz, kognitif
caligmalar ve sosyal aktivitelerin, risk grubundaki insanlarin AH’na yakalanma riskini

azaltabilecegini gostermistir (31).

2.1.2. Alzheimer Hastahi@ginin Fizyopatolojisi

AH’nin en 6nemli patolojik Ozellikleri, ¢oziinebilir olmayan bir protein olan B-
amiloid proteinlerinin birikimi ile olusan B-amiloid plaklar ve tau proteinlerinin
hiperfosforilasyonu sonucunda olusan ¢ift filamenli sarmal olan norofibriler yumak (NFY)
lardir. Hiperfosforile olmus tau proteini mikrotiibiiller yoluyla néronal hasara neden olur
(32). AH’nin erken evrelerinde hipokampiis ve temporal loblarin medial kisimlarinda
belirgin olan serebral atrofi de makro patolojik bulgulardandir.

SSS’de olusan amiloid prekiirsér protein (APP), fizyolojik olarak a-sekretaz ile
¢oziinebilir (soluble) amiloid prekiirsoér protein o (SAPP a)’ya doniisiir ve fizyolojik
mekanizmalar ile bu protein ¢oziinerek yok edilir. Alzheimer Hastaliginin fizyopatolojisinde
ise APP, B-sekretaz (BACE-1) enzimi araciligiyla ¢oziinlir (soluble) amiloid prekiirsor
protein ° (sAPP-B)’ya doniisilir. Her iki ¢Oziiniir protein, a-sekretaz ile ¢dziiniir ancak s-
APP- o proteini tam olarak ¢0Oziiniitken sAPP-B proteinin ¢dzlilmesinden geriye
coziinemeyip plaklara neden olan -amiloid proteinler kalir (33).

Subkortikal niikleuslarda olusan dejenerasyon ve biyokimyasal bozukluk, kortikal

norotransmisyonun bozulmasina neden olur. Nukleus bazalis (kolinerjik), substansia



nigra'nin A4 subgrup ¢ekirdekleri (dopaminerjik), lokus seruleus (noradrenerjik) ve median
rafe (serotonerjik) ¢ekirdegi en ¢ok etkilenen bolgelerdir. Kolinerjik sistemin 6grenme ve
bellek tizerindeki rolii Ozellikle M1 reseptorleri aracilifiyla olmaktadir. Bu nedenle
kolinerjik sistemi etkileyen ilaglar AH ile gozlenen 6grenme ve bellek kaybi tedavisinde en
sik kullanilan ilaglardir (34).

Kognitif bozukluk klinik olarak goriilmeden once, ndronlar, mikroglialar ve
astroglialarda bozulma (dejenerasyon) baglamaktadir. Bu durum hastaligin sinsi ilerlemesine
neden olmaktadir (35). B-Amiloid birikimi tau patolojisine sebep olmakla birlikte bu yolak
tam olarak aydinlatilabilmis degildir (36).

Alzheimer hastaligimin  fizyopatolojisinde noéroinflamasyonun yeri oldugu
bilinmektedir. Biriken amiloid plaklarin néroinflamasyona neden oldugu diisiiniilmektedir.
Ancak son zamanlardaki ¢aligsmalar, inflamasyonun yalnizca nérodejenerasyonun bir sonucu
olmadigini, ayn1 zamanda bu siirecte 6nemli bir yeri olabilecegini de diisiindiirmektedir.
Birikmis olan protein kiimeleri, protein agregasyonunu ve ndrodejenerasyonu daha da
kotiilestiren noroinflamasyonu indiikleyebilir. Goriilen odur ki, inflamasyon protein
agregasyonundan daha erken gerceklesmeye baglamaktadir. SSS hiicrelerindeki genetik
varyasyonlar veya periferik bagisiklik hiicreleri tarafindan indiiklenen néroinflamasyon,
bazi duyarli popiilasyonlarda protein birikimini indiikleyebilir. Norodejenerasyonun
patogenezinde ¢ok sayida sinyal yolu ve bir dizi SSS hiicresinin rol oynadigi One
stiriilmiistiir, ancak bunlar hala tamamen anlasilmaktan uzaktir (37).

Fizyolojik kosullarda, bagisiklik tepkisi yararlidir, kendini sinirlar ve doku hasari
onarildiktan veya enfeksiyon ortadan kaldirildiktan sonra ¢oziiliir. Ancak bazi1 durumlarda,
inflamatuar bir uyaranin temizlenememesi nedeniyle normal ¢dziiniirlilk mekanizmalar
dogru islemeyebilir ve bunun sonucunda ndrotoksik faktorlerin salinmasina ve hastaligin
siddetlenmesine yol acabilen kronik inflamasyon meydana gelir (37). Kalic1 bir uyaran,
endojen faktorler (0rn. protein agregatlari), cevresel faktorler (0rn. sistematik enfeksiyon,
bagirsak komensal disbiyozu, yaslanma, diyet), ve genetik duyarlilik (6rn. prograniilin
(PGRN) mutasyonlari, apolipoprotein E4 (APOE4) mutasyonlari) tarafindan olusturulabilir
(398).

Aktive edilmis mikroglia ve astrositler noronlar1 korumak i¢in birden fazla reseptor
araciligiyla AP'y1 fagosite eder (39), ancak agregalari temizleyememek kalict kronik

inflamasyona ve sitokinler, kemokinler, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve nitrik oksit (NO)



dahil olmak iizere cesitli proinflamatuar ve toksik iiriinlerin salinmasina yol agar; bu da
bagisiklik tepkilerini gii¢clendirir ve noérotoksisiteye yol acar (40). Glial hiicrelerin
aktivasyonu, baslangigtaki AP agregasyonu ile daha sonraki tau agregatlarinin gelisimi
arasinda bir baglant1 saglayabilir, Mikroglia aktivasyonu tau agregasyonunu Onceler ve tau
hiperfosforilasyonunu tesvik eder, bu da daha sonra norofibriler yumaklarin olusumuna yol
acar (41). Sinir liflerinde tau diiglimlerinin birikmesi noronal fonksiyon kaybina ve en
sonunda apoptoza ve bagisiklik hiicresi aktivasyonuna yol agar. Ayrica, hiperfosforile
edilmis tau'nun membran ¢ift katmanlarin1 bozabilece§i ve TLR4 araciligiyla insan
makrofajlarin1 aktive edebilecegi gosterilmistir. Son zamanlarda, ¢oziiniir ve oligomerik
amiloid protein yiiklii ndronlarin benzersiz bir inflamatuar profil sergiledigi bulunmustur.
Bu néron-spesifik inflamatuar yanit, ¢oziinmeyen A plak ve tau yumak olusumundan 6nce
bile gerceklesebilir ve bu durum, Af'nin intranéronal birikiminin hastaligin gelisimi
sirasinda ¢ok erken bir olay oldugunu ve Alzheimer hastalifi patogenezinde 6nemli bir
immiinolojik bilesen oldugunu diisiindiirmektedir (37).

Ozetle, patojenik protein agregasyonu ve ndroinflamasyonun nérodejenerasyonu
kotiilestirmek i¢in karsilikli bir durum sergiledigi agiktir. Ancak hangisinin baslatici oldugu

hala net degildir (37).

2.1.3. Alzheimer Hastaliginin Epidemiyolojisi

2018°deki “Alzheimer’s Disease International”in raporuna gore Diinya ¢apinda 50
milyon insan demanstan muzdariptir ve bu saymnin (2/3’1 orta ve dar gelirli iilkelerde
yasayanlardan olusacak sekilde) 2050 yilinda 3 katina ¢ikacagi diistiniilmektedir (1). AH nin
de 2050 yilina kadar 100 milyon insan1 dogrudan etkileyecegi tahmin edilmektedir (42).
Diinya ¢apinda halk saglig1 sorunu olarak AH nin 6nemi artmakta ve bu hastalikla miicadele
saglik harcamalarinin 6nemli bir kismin1 olusturmaktadir. Bunda hastalifa dair etkin bir
tedavi olmamasi, hastaligin semptomlarina yonelik tedavi yontemlerinin hakim olmasinin
yani sira hastaligin ileri evrelerinde artan bakim masraflari, isgiicli kayb1 ve bakim verenin
sosyal hayattan ve is yasamindan kopmasi da etkindir (43). Radikal bir tedavisi olmayan bu
hastalik 6liim sebeplerinde dordiincii veya besinci sirada yer almaktadir (44). Tiirkiye’de
2015’te yapilan bir arastirmaya gore Alzheimer hastaliginin prevalanst %6,4 civarindadir

(45).



2.1.4. Alzheimer Hastali@inin Genetik Faktorleri

Alzheimer Hastalig1 %60-80 oraninda kalitsal faktorlere baglidir (17). AH riskini
artiran 40°tan fazla genetik allel bulunmustur. Bunlarin ¢ogunlugu nadir goriilen alleler olup,
en sik goriilen APOEe4 alleli 3-4 kat artmis riskle iliskilendirilmistir (18). Allelere sahip
olup olmadig1 lizerinden yapilan bir poligenik risk skorlamasi, kontrol grubu ile AH grubunu
%75-85 oraninda dogru tespit etmistir (46, 47).

APOE¢4 alleli riski artirmakta iken, APOEg2 alleline sahip olmak AH riskini, sahip
olmayanlara gore 2 kat azaltmaktadir (48). Nadir bir allel olan APP°**’deki Ala673Thr
Icelandic mutasyonu, uzun siireli kognitif saglikla iliskilendirilmistir. Yine nadir bir
mutasyon olan PLCG2 genindeki Pro522Arg amino asit degisikligi, sadece AH degil
Demans’in tiim tiplerine kars1 2 kat risk azalmas1 saglamakta ve 100 yasina kadar siirebilen

kognitif saglikla iligkilendirilmektedir (49 , 50).

2.2 Aliiminyum — Alzheimer Hastahg iliskisi

Aliiminyum (Al), uzun siiredir ilag sektorii ve giinlilk yasamda sik¢a kullanilan bir
metaldir. Son yillarda Aliiminyuma kronik maruziyetin sistemik etkileri konusunda
tartigmalar giderek artmaktadir. Metalin ¢evresel etkenlerde bulunmast bir saglik sorunu
olarak goriilmemekle birlikte, ge¢gmiste kullanilan aliminyum iceren fosfat baglayicilari
nedeniyle diyaliz demansina (51) ve demir eksikligi olmaksizin mikrositer anemiye (52)
neden oldugu gésterilmistir. Aliiminyum bir ndrotoksin olarak tanimlanmistir (53). Igme
suyunda yiiksek doz aliiminyum maruziyeti serebral dokuda azalmaya, konsantrasyon ve
kisa-donem hafiza problemlerine yol agmaktadir (13). Aliminyum kan-beyin bariyerini
asabilmekte ve beyin dokusunda birikmektedir (54 , 55). Insan viicudundaki herhangi bir
biyolojik siire¢ aliiminyum gerektirmemektedir. Ancak aliiminyumun beyindeki yiizlerce
reaksiyonu etkileyebildigi, aksonal transport, ndrotransmiter sentezi, sinaptik ileti, protein
fosforilasyonu ve defosforilasyonu, gen ekspresyonu ve inflamatuar cevap gibi olaylari
bozabildigi bilinmektedir (56). Aliiminyumun amino asitlerle baglanmas1 sonucu
agregasyon ve fazla fosforile olmus proteinler olusmakta ve bu mekanizma ndronlar ve glial
hiicrelerde apoptoza yol agmaktadir (57).

Aliiminyum maruziyeti noérodejenerasyona yol agmaktadir (58). Yapilan ¢alismalar
aliminyumun norofibriler dejenerasyona yol actigmmi ve ndrofibriler yumak/iicgen

(NFY)’lerin olusumuna neden oldugunu gostermistir (59,60). AH hastalarmin beyin



dokusunda yiiksek oranda aliiminyum bulundugunu gosteren ¢aligmalar mevcuttur (61, 12,
62). Aliminyumun bu etkisinin, tau proteinin fosforilasyonunu engelleyerek tau
agregasyonuna yol agmasi lizerinden oldugu diisiiniilmektedir (63) ancak bu konuda daha
fazla caligmaya ihtiya¢ vardir.

Tau proteini iizerinden etkisinin yaninda, Aliiminyumun B-amiloid proteinin
liretimini ve agregasyonunu artirdigi, c¢oziilmesini engelledigi goriilmiistiir (64,65).
Farelerde oral Al maruziyeti, B-amiloid plaklarin olusumunu artirmistir (66) B-amiloid
plaklarin aliiminyum ile birlesmesi sonucu daha toksik diizeye ulasarak, sadece AH
olusumunda degil, hastaligin ilerlemesini de hizlandirdig: diistiniilmektedir (67).

Aliiminyum ayrica, lipid peroksidasyonunu artirarak oksidatif strese neden
olmaktadir (68). Bu etkisi, demir metali ile girdigi etkilesim sonucunda olmaktadir (69).
Aliiminyumun selatérii olan desferrioksamin kullanilan AH hastalarinda kognitif
gerilemenin  azaldigr  goriilmesi de Aliiminyum-AH iliskisine dair kanitlan

gliclendirmektedir (70).

2.3. Kafein ve Alzheimer

2.3.1. Adenozin Reseptorleri

Adenozin viicutta yaygin olarak bulunan, etkisini G protein bagimli dort adet reseptor
araciligiyla gosteren endojen bir piirin niikleotididir. 1981°de bir bakteride yapilan arastirma
ile hiicre enerji mekanizmasindaki rolii ilk defa ortaya konulmustur (71). Oksidatif enerji
uretimi ile Adenozin molekiiline fosfat baglanmasi yiiksek enerjili bir bilesik
olusturmaktadir. Adenozin Mono Fosfat (AMP), Adenozin Di Fosfat (ADP) ve nihayet
Adenozin Tri Fosfat (ATP) olusturan hiicreler, enerji gereksinimleri durumunda ATP’yi bir
fosfat bilesigini ektoniikleozid trifosfat difosforilaz (CD39) enzimi araciligiyla kopararak
ADP veya AMP’ye doniistiirmek suretiyle kullanirlar.
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Sekil 2.1. Adenozin metabolizmasinin ekto-enzimler ve adenozin ve piirinerjik reseptorlerle olan bagini
gosteren sema. (72) No’lu kaynaktan alinmistr.

Enerji gereksiniminin arttig1 ve/veya oksijen yetersizligi gibi sebeplerle yeterli ATP
tiretilemedigi durumlarda AMP’deki yiiksek enerjili fosfat da 5’-niikleotidaz (CD73) enzimi
araciligiyla koparilir ve ortaya Adenozin molekiilii ¢ikar (73). Oksijen ihtiyaci artan veya
enerji tiiketimi nedeniyle oksijen kaynagi azalan hiicrede adenozin trifosfat (ATP)/adenozin
dengesi adenozin lehinde degismektedir ve interseliller bolgede adenozin seviyeleri
artmaktadir. Hiicrede adenozin reseptorlerinin aktivasyonu, GABA/glutamat diizeylerine

degisime neden olmakta ve uyku/uyaniklik dongiisiiniin kontroliinde rol oynamaktadir (10).
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Sekil 2.2. O, azalmasi sonucunda artan adenozin seviyeleri adenozin reseptorlerini aktive ederek fizyolojik
degisikliklere neden olur (10) No’lu kaynaktan alinmistir.

Adenozin molekiiliiniin artis1, hiicrenin enerji ihtiyacinin karsilanamadiginin bir
gostergesi olarak goriilebilir. Adenozin molekiilii, daha az olarak “konsantratif niikleozid
transporterlar’” (CNTs) ve daha fazla “dengeleyici niikleozid transporterlar’” (ENTs)
araciligiyla hiicre zarmi gecer. ENTs konsantrason gradyenti yonilinde gegise izin verirken
CNTs konsantrasyon farkinin tersi yoniinde gegisi saglamaktadir. Fizyolojik kosullarda
adenozin akisi daha ¢ok hiicre disindan hiicre i¢ine dogru olmakta ise de hipoksi durumunda
hiicre disina dogru daha fazla olmaktadir (74).

Adenozinin etkileri 4 adet reseptdr araciligiyla olmaktadir. Isimlendirmeleri, Al,
A2a, A2b ve A3 seklindedir. Adenozin reseptorleri, sinir sisteminde oldugu kadar,
kardiyovaskiiler, solunum, gastrointestinal, iirogenital ve immiin sistemlerde yaygin olarak
bulunmaktadir (75). Bu reseptorlerden A2b reseptorii adenozine en az afiniteye sahiptir. Al
ve A3 reseptorleri Gi, A2a ve A2b reseptorleri ise Gs bagimlidir. A1 veA2a reseptdrleri
birbirine aksi yonde etki etmekte, adenozin diizeyleri diisiik oldugunda A1 reseptorii etkisi
ortaya c¢ikmakta, Gi bagiml reseptor, adenilat siklaz (AC), protein-kinaz-A (PKA) ve
dolayistyla -merkezi sinir sisteminde inhibitor etkisi olan- GABA’nin geri alinimini
azaltmaktadir. Adenozin diizeyleri yiiksek oldugunda ise daha ¢cok A2a reseptdrlerini aktive
etmektedir. A2a reseptorleri, Al reseptorlerini inhibe etmekte ve hem bu yolla hem de Gs

proteini araciligiyla AC/cAMP/PKA yolu ile GABA geri alinimini artirmaktadir (76).
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Al reseptorii, kalp atriumunda, bdbrekte, adipoz dokuda ve pankreasta
bulunmaktadir ve kalpteki etkileri negatif kronotropik, inotropik; bobrekte renal kan akimin
ve renin salinimini azaltmak, pankreas ve adipoz dokuda da liplolizi ve insiilin sekresyonunu
azaltmak yoniinde olmaktadir (77,78,79,80). Merkezi sinir sisteminde ise Al, temel olarak
korteks, serebellum, hipokampiis, otonom sinir ganglionlari, spinal kord ve glial hiicrelerde
tiretilmektedir (81). Uyku/uyaniklik dongiisii, agr1 iletimi, sedasyon, konviilsiyon ve
anksiyeteye dair etkileri, muhtemelen bu genis dagilimindan kaynaklanmaktadir (82). Al
agonistlerinin anti-nosiseptif ve antihiperaljezik etkileri iizerine ¢caligmalar mevcuttur (83).
Ancak bu agonistlerin sistemik uygulanmasinda ortaya ¢ikan SSS ve kardiyovaskiiler yan
etkiler nedeniyle klinik ¢aligsmalarda basarili olunamamuistir (10).

A2a reseptorleri viicutta yaygin olarak bulunmakla birlikte en yogun striatumda ve
immiin sistemde yerlesmektedir. A2a reseptorlerinin pre ve postsinaptik ndronlarda
yerlestigi gosterilmistir. Periferik immiin hiicre gog¢iinli, Kan-Beyin Bariyerini (KBB)
noronal glutamat salinimini organize etmesi, bu yerlesimi ile baglantili oldugu
disiiniilmektedir (84). Striatumda A2a’lar dopamin 2 reseptérii (D2R) ile birlikte
bulunmaktadir (85). A2a’larin aktivasyonu D2R’a agonistlerin baglanmasini azaltmaktadir.
Bu durum A2a antagonistlerinin Parkinson Hastaligi i¢in yeni bir terapdtik ajan olarak
degerlendirilmesine yol agnustir (86). Ilk olarak Japonya’da kullanima giren A2a antagonisti
istradefylline, 2019 yilinda Parkinson Hastalig1 icin FDA onay1 almistir.

A2a’larin, AH, Huntington, epilepsi gibi nérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde bir
hedef olarak kullanilmasina yonelik ¢alismalar devam etmektedir (87,88). AH hastalarinin
Amiloid prekiirsor protein (APP) iireten astrositlerinde A2a’lar arttigi gdzlemlenmistir.
Astrositlerinde A2a tiretimi olmayacak sekilde transgenik olarak iiretilen farelerde uzun
donem hafizanin giiclendigi goriilmiistiir (89). A2a’larin  blokaji, hipokampiiste
glutamat/GABA oranint normale dondiirmekte, noroinflamatuar markerlarin ve TAU
hiperfosforilasyonunun 6niine gegmektedir (87). Kafein’in noroprotektif etkisinin esasen
A2a reseptoriiniin antagonizmasi nedeniyle olduguna dair goriisler mevcuttur (90).

A2b reseptorleri daha ¢ok periferde bulunmaktadir. Gastrointestinal sistemde,
mesanede ve endotel, immiin sistem hiicreleri trombositler gibi bircok hiicrede
bulunmaktadir. SSS’te ise astrosit néron ve mikroglialarda bulunmaktadir (86),(91). A2b

reseptorii diger adenozin reseptorlerine kiyasla adenozine daha diisiik afiniteye sahiptir (92).
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A3 reseptorlerinin beyin dokusundaki konsantrasyonlari nispeten diistiktiir ve
talamus, hipotalamus, korteks, retina ganglion hiicreleri ve pia dokusunda goriilmektedir
(93). Bazi kanser hiicrelerinde asir1 ekspresyonun goriilmesi, antitimoral bir roli
olabilecegini dislindirmiistiir (94). A3 reseptorleri genel olarak Gi aracilifiyla cAMP
seviyelerini diistirmekte ise de diger bir yolak olarak RhoA ve fosfolipaz-D yolagimi da
etkilemektedir. A3 reseptoriiniin noroprotektif etkisinden RhoA yolaginin sorumlu oldugu

diistiniilmektedir (10).

2.3.2. Kafein ve Alzheimer Hastalhig Iliskisi

Kafein, kahve ¢ekirdekleri, kola igecegi, ¢cay yapraklari ve kakao igerisinde bulunan
dogal bir ksantin alkaloididir (95). Baz1 opioid (6r: Kodein) veya ates diistiriicii (Or:
Parasetamol) ilaglarda olarak kullanilabildigi gibi, enerji icecekleri, spor takviyeleri gibi
rekreasyonel gidalarla da kulalnilabilmektedir. Metil gruplari 1,3,7 pozisyonunda bulunup
‘1,3,7-trimetilksantin’ olarak isimlendirilmektedir (96). Kafeinin etkisi, daha sik A1 ve A2a
reseptorleri olmak iizere adenozin reseptér antagonizmast yoluyla olmaktadir. Bu
reseptorlerin  blokaji ile glutamaterjik, dopaminerjik, serotoninerjik, kolinerjik ve
noradrenerjik yolaklar ile GABA reseptor fonksiyonunu modiile ettigi diisiiniilmektedir.
Kafein, Adenozin reseptorlerini bloke ederek GABA’nin inhibe edici etkilerini azaltir
(97,98,99). Kafeinin oral biyoyararlanimi yiliksek olup diyetle alimi1 sonrasit %99 oranda
gastrointestinal sistemden emilmektedir ve ortalama 15-20dk igerisinde plazma doruk
konsantrasyonuna ulagmaktadir (100). Temel eliminasyon yolu, (%70-80) karacigerde
CYP1A2 enzimi ile indiiklenen metabolizasyondur (101). Dolayistyla CYP1A2 enziminin
down veya up-regiilasyonu, kafeinin metabolizasyonunu degistirmektedir. Sigara icenlerde
kafeinin eliminasyonu hizlanmakta, kan kafein seviyeleri daha hizli diigmektedir (96).
European Food Safety Authority (EFSA)’nin raporuna gore giinde 400mg’a kadar kafein
alimi, ek hastalif1 olmayan saglikli yetiskinler i¢in giivenli kabul edilmektedir (102).
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Sekil 2.3. Kafeinin kimyasal yapist

Kafeine yonelik son donemlerde yapilan calismalar, Tip-2 DM, kardiyovaskiiler
hastaliklar, Parkinson Hastaligi ve muhtemelen Alzheimer Hastaligina yonelik koruyucu
etkilerinin olabilecegini gostermistir (103,104). Yetiskinlerde kafein kullanimi ile AH
arasinda negatif korelasyon gdsteren ¢alismalar mevcuttur ancak kafein kullanimi ile beraber
olabilecek farkli yasam tarzlarinin de etkisi olabilecegi goz ardi edilmemelidir (105-107).
Ayrica kafeinin noroprotektif etkisi degerlendirilirken, en sik alim yolu olan kahve ve cay
icerisindeki antioksidanlarin da bu etkiye katkis1 oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin kahvenin
icerisinde kafeinin yanisira, Kan-Beyin-Bariyerini onardigi diisliniilen klorogenik asit,
antioksidan 6zelligi olan kafeik asit ve oksidatif stresi azalttig1 gdsterilmis olan trigonelline
gibi bilesikler de bulunmaktadir (96,108).

Kafeinin kognitif faaliyetleri artirdigina yonelik degil, kognitif fonksiyonlarin
normallesmesine yardimci olduguna dair bulgular daha giigliidiir. Kognitif faaliyetleri zaten
azalmis olan deneklerin kafeinden yararlanimi olduk¢a diisiik veya yoktur (109,110).
Mevcut literatiirdeki gerek insan ¢alismalar1 gerekse hayvan in vivo ve in vitro ¢aligmalari,
kafeinin AH’na yonelik koruyucu etkisini gostermektedir ancak bu baglantinin yolaklarinin

aciklanmasi icin daha fazla ¢aligmalara ihtiyag vardir (96).

2.4. Alzheimer Hastalig1 Hayvan Deney Modelleri

Alzheimer hastaligimin fizyopatolojisinin aydinlatilmasi ve ilag c¢alismalar1 i¢in
olusturulan hayvan modelleri, transgenik olan ve transgenik olmayan olarak ikiye ayrilabilir.
Transgenik modeller, tau iiretimine neden olanlar ve B-amiloid birikimine neden olanlar
olarak ikiye ayrilabilir. Transgenik olmayan modeller kimyasal bilesik uygulamalari,

iatrojenik lezyon olusturma, SSS’ne direkt olarak B-amiloid uygulanmasi, hiperinsiilinemi
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ile instilin/fosfoinazitid-3-kinaz yolagi uyarilmasi, streptozosin ile indiiklenen model,
yiiksek kolesterolle beslenme ve D-galaktoz uygulanmasi olarak sayilabilir.

Patolojik sonuglar1 bilinmesine ragmen Alzheimer hastaliginin fizyopatolojik yolagi
tam olarak agiklanabilmis degildir. Risk faktorleri arasinda genetik mutasyonlar goriilmiistiir
ancak tim genetik varyasyonlar géz Oniine alindiginda dahi hastaligin ancak %70-80
oraninda tahmin edilebilmesini saglamistir. Olusan B-amiloid plaklar ve tau proteinlerinin
neden oldugu NFY ’lar ise hastaligin sebebi degil sonucu olarak diisiiniilmektedir. Hastaliga
neden olabilen dis etkenler (yiiksek kolesterol, insiilin direnci, aliiminyum maruziyeti gibi)
hastaliga yol agmakla birlikte hem genetik olarak degisiklik gostermekte hem de hangi
yollarla hastaliga sebep oldugu tam agiklanamamaktadir. SSS’de 6grenme ile ilgili 5neminin
bilindigi muskarinik reseptorleri antagonize etmek, kognitif bozukluga neden olmakta ise de
tam bir Alzheimer modeli olup olmadigi tartismalidir. Tiim bunlar, tam biz Alzheimer modeli
olusturabilmek i¢in bilimsel ¢aligmalarin 6niinde engel olarak durmaktadir.

Hastaligin genetik yatkinligin1 temel alan transgenik modeller, zigot halindeki,
embriyonun proniikleusuna mikroenjeksiyon yoluyla rekombinant DNA’nin verilmesi ile
iretilmektedir. Bu sekilde dogan hayvanlar ana¢ kabul edilerek, normal rodentler ile
ciftlestirilmesinden sonra dogan yavrularda transgenin varlig arastirilarak kendi aralarinda
ciftlestirilme yolu ile tiretim hatlar1 olusturulur.

Transgenik olmayan modellerde, direkt olarak SSS’ne B-amiloid protein uygulamasi
kullanilabilmektedir. Hastaligin fizyopatolojisini agiklamaktan ¢ok, ilag iiretimi ve
davranigsal testlerin kiyaslanmasi i¢in kullanilmaktadir. Diger bir transgenik olmayan
yontem, overektomi yapilarak Ostrojen eksikligine neden olunmus rodentlere D-Galaktoz
uygulamasi yontemidir (111). Bu uygulama ile 6 hafta sonunda néronal kayip ve B-amiloid
plaklar gozlenmistir (112).

Yiiksek kolesterolle beslenme veya hiperinsiilinemi yoluyla metabolik siireclerle
Alzheimer benzeri model iiretilebildigi gibi, metabolizmasi sonucunda pankreastaki beta
hiicrelerini yok eden bir metabolit olusturan streptozosinin intraserebral enjeksiyonunun da
beyin dokusunda kiigiilme, tau ve B-amiloid plak olusturma yoluyla Alzheimer hastalig
modeli olusturabildigi goriilmiistiir (113).

Viicutta herhangi bir mekanizma icin esansiyel olmayan aliiminyumun kronik

maruziyeti sonucunda Alzheimer hastaliginin olusabildigi goriilmiistiir. Aliiminyumun

14



intraperitoneal ve oral kronik maruziyetleri ile AH hayvan modelleri olusturulmustur
(57,114).

SSS’de 6grenme ile iligkisi gosterilmis olan M1 reseptorlerinin antagonizmasi da bir
Alzheimer modeli olarak karsimiza ¢ikmaktadir (115,116). En sik kullanilan skopolamin,
non-selektif bir muskarinik reseptér antagonistidir (117). Skopolamin, antikolinerjik
Alzheimer modeli olusturmak i¢in neredeyse bir altin standart molekiil olarak kullanilsa da,
yaygin periferik etkileri ve tiim muskarinik reseptdrlere olan afinitesi, davranis testlerindeki
gerilemeye yan etkilerin sebep olmasinin goz ardi edilemeyecegini de akilda tutmak gerekir

(118).

2.5. Santral Sinir Sisteminde Kolinerjik Sistemin Rolii

Norotransmiter olarak asetilkolinin kullanildig1 kolinerjik sistem, G-protein kenetli
5 adet muskarinik reseptér (M1-5) ve iyon kanali olan nikotinik reseptorler iizerinden etki
etmektedir (119). Kolinerjik sistemdeki bozulmalar, hafiza kaybi1 ve kognitif bozuklukla
iligkili bulunmustur (120). Nitekim giiniimiizde AH tedavisinde kullanilan temel ilaclar,
kolinesteraz inhibitorleridir (6r:donepezil, rivastigmin, galantamin). Ancak genis etki ve yan
etkileri bulunan kolinesteraz inhibitorlerinin Alzheimer hastaligini tedavi etmekten ¢ok
semptomlarin geriletilmesi veya hastaligin yavaslatilmas: gibi etkileri olmaktadir. Son
zamanlarda, SSS’de yaygin olarak bulunan ve Ogrenme-bellek-kognisyonla iligkisi
gdriilmiis olan M1 reseptorleri {izerine arastirmalar yogunlasmustir. Oyle ki, M1 reseptdr
agonisti olan ilaglar (6r: cevimeline, xanomeline) Faz-0 deneylerinde umut vaat etmis ancak
insan deneylerinde, tedavi edici doza ulagsmadan Once ortaya ¢ikan genis yan etkiler
nedeniyle calismalar1 durdurulmustur. Giinlimiizde héala devam etmekte olan, Ml
reseptorlerinin pozitif allosterik modiilatorleri (PAM) {izerine ¢alismalar devam etmektedir

(121).

2.6. Morris Water Maze Davranis testi

Water Maze testi, ilk olarak 1984’te Richard Morris tarafindan gelistirilmis, fare ve
siganlarda hafiza mekansal alg1 ve 6grenmeyi arastiran bir testtir (122). Bulundugu giinden
itibaren ¢esitli protokol farkliliklar1 ile denenmesine ragmen testin temel prensibi, su dolu
bir tankin igerisine birakilan deney hayvanlarinin, tankin bir bdliimiinde bulunan platformu

bularak sudan ¢ikmasi tizerinedir. Genel olarak beyaz hayvanlar i¢in siyah, siyah hayvanlar
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icin ise beyaz veya pleksiglas tanklar tercih edilmektedir. Platformun etrafinda hayvanlarin
gorebilecegi sekilde belirtecler asilmaktadir. Bu belirtegler genelde yon belirten (N,S,W,E
gibi) isaretler olmaktadir. Tank miimkiinse bir kamera tarafindan izlenmekte ve hayvanlarin
tiim hareketleri kayit altina alinmaktadir. Tank hayali olarak belirli bélmelere ayrilmis kabul

edilmektedir.

: i
Sekil 2.4. Morris Water Maze su tanki ve bolmeler. Mevcut ¢calismamizda kullanilan su tankinin yukaridan
kamera goriintiisii, bilgisayar ortaminda sar1 renkte goriilen ¢izgilerle bolmelere ayrilmistir. A resminde mavi
ile boyal1 kisim, platformun bulundugu bolmeyi isaretlemektedir. B resminde ise tankin periferi mavi ile
boyanmistir.

Hayvanlar suyun icerisinde platformu belirli bir siire aramakta, eger belirlenen
siirede bulamazsa platforma arastirmaci tarafindan gikarilarak bir siire bekletilip sonra
kafesine alinmaktadir. Siire dolmadan platformu bulan rodentler ise bir siire platformda
bekletildikten sonra kafeslerine alimmaktadir. Giinler igerisinde hayvanlarin platformu
bulma siiresinin kisalmasi1 beklenmektedir. Son giin platform ortadan kaldirilmakta, hafiza
bozuklugu olmayan fareler platformu arayarak onceden platformun oldugu boliimde daha
fazla vakit gecirmektedir. Farelerin platformun oldugu bolime ilk giris yapma siireleri,
platformu bulma siireleri, periferde gegirdikleri siireler ve son giin platformun olmasi
gerektigi bolmede gecirdikleri siireler kayit altina alinmaktadir.

Hayvanlarin ortalama yiizme hizlar1 da ayr1 bir parametre olarak degerlendirilmekte,
deney gruplar1 arasinda fark olup olmamasi, gruplarin hafiza ve biligsel aktivite disinda bir

farki olmadig1 yoniinde degerlendirilmektedir (123).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gere¢

3.1.1. Deney Hayvanlan

Bu calisma, Cukurova Universitesi Saglik Bilimleri Deneysel Uygulama ve
Arastirma Merkezi (SABIDAM) ile Tip Fakiiltesi Tibbi Fizyoloji Anabilim Dali arastirma
laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir. Calismaya baslamadan 6nce Cukurova Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan; 05.03.2020 tarih ve 2020/11 sayili karar
geregince calisma izni alinmistir. Calismamizda 25-35 gram agirliginda 10-12 haftalik 66
adet Swiss albino erkek fareler kullanildi. Fareler 90 giin boyunca SABIDAM’da 12 saat
aydinlik-12 saat karanlik ortamda 1siklandirilan, 22 + 2 °C” deki odalarda, standart pelet yem
ile beslenip, yem ve su alim1 serbest birakilarak, standart kafeslerde barindirildi. Daha sonra
fareler Morris Water Maze testi i¢in Cukurova Universitesi Fizyoloji Anabilim Dali’na alind:

ve davranis deneyleri gergeklestirildi.

3.1.2. Kullamilan Kimyasallar

Calismamizda deneysel Alzheimer modeli olusturmak amaciyla, ilgili gruplara
AICl3.6H20  (Aluminum chloride hexahydrate/Sigma-Aldrich) kullanildi.  Model
olusturulabilmek i¢in hesaplanan aliiminyum kloriir miktar1 hassas terazide tartilarak igcme
suyunda ¢oziildii. Hazirlanan soliisyon, farelerin suluklarina doldurularak, literatiire gore
giinde yaklasik 50 mg/kg/giin dozunda aliiminyum kloriir alacaklar1 sekilde hesaplanarak
0.3mg/ml olarak eklendi (124). Ayrica ilgili gruplardaki farelere Kafein (Cafteine/ Sigma-
Aldrich) igme suyuna hassas terazi ile tartilarak 0,3mg/ml dozunda hazirlanarak eklendi. Bu
sekilde farelerin, insanlarda giinliik 500mg (giinde 5 kupa kahve) tiiketimine es kafein almasi
hedeflendi (124). llgili gruplara Biperiden (Biperiden hydrochloride/ Sigma-Aldrich)
intraperitoneal olarak 3mg/kg olacak sekilde (125) haftada 1 kez uygulandi, diger gruplara
ayni giinde 1.p olarak sham (SF) uygulandi. Davranis deneylerinin bitiminde farelere servikal
dislokasyon anestezi altinda yapablmek i¢in dncesinde, 100 mg/kg Ketamin hidrokloriir
(Keta-Control) + 10 mg/kg Ksilazin hidrokloriir (Bayer) kombinasyonu intraperitoneal

olarak uygulandi.
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3.1.3. Kullamilan Cihazlar ve Malzemeler
Deneysel Alzheimer modeli olusturulan farelerin davranig, 6grenme ve belleklerini

degerlendirmek amaciyla Morris Water Maze deney diizenegi kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Cahisma Yeri ve Sartlar

Calismada kullanilan fareler SABIDAM’ da barindirildi. Calisma boyunca farelere
aliminyum klortir, kafein verilmesi, ilag uygulanmasi, su tiikketimi takibi ve farelerdeki
agirlik degisimi gibi rutin ¢alismalar Cukurova Universitesi SABIDAMda yapildi. Morris
Water Maze testi igin fareler 90 giinliik ilag uygulamalarinin ardindan Cukurova Universitesi
Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Norofizyoloji laboratuvara gotiiriilerek bir hafta
ortama alismasi i¢in bekletildi ve bu laboratuvarda Morris Water Maze deneyleri
gercgeklestirildi. Calismanin sonunda fareler SABIDAM’a gétiiriilerek servikal dislokasyon
ve dokularin alinmasi islemi uygulandi. Olusan tibbi atiklar kirmizi renkli tibbi atik

posetlerine konuldu.

3.2.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Deneyin Yapilisi
Calismada kullanilan aliiminyum kloriir ve kafein igme suyuna oral yoldan, biperiden
ise intraperitoneal (i.p.) yoldan uygulandi.

Calismada toplam 6 grup olusturuldu:

1. Kontrol grubu (n=11): Bu gruptaki farelerin 7/24 normal i¢gme suyu ve yiyecege
erisimi vardi. Biperiden verilen gruba biperidenin uygulandigi giin, i.p. yolla bu
gruba sham olmasi amaciyla sadece SF iceren soliisyon uygulandi.

2. Aliiminyum grubu (n=11): Bu gruptaki farelerin igme suyuna, hassas terazi ile
hesaplanarak 50mg/kg/giin olacak sekilde aliiminyum 90 giin boyunca eklendi.
Biperiden verilen gruba biperidenin uygulandig1 giin, i.p. yolla bu gruba sham
olmasi amaciyla bos SF uygulandi.

3. Kafein grubu (n=11): Bu gruptaki farelerin igme suyuna, hassas terazi ile

hesaplanarak 0,3mg/ml olacak sekilde kafein 90 giin boyunca eklendi. Biperiden
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verilen gruba biperidenin uygulandigi giin, i.p. yolla bu gruba sham olmasi
amaciyla bos SF uygulanda.

4. Biperiden grubu (n=11): Bu gruptaki farelerin 7/24 normal igme suyu ve
yiyecege erisimi vardi. Deneyin son 1 ayinda haftada 1 giin i.p. yolla 3 mg/kg
olacak sekilde biperiden uygulandi.

5. Aliiminyum-+Kafein grubu (n=11): Bu gruptaki farelerin igme suyuna, hassas
terazi ile hesaplanarak 50mg/kg/gilin olacak sekilde aliiminyum ve hassas terazi
ile hesaplanarak 0,3mg/ml olacak sekilde kafein 90 giin boyunca eklendi.
Biperiden verilen gruba biperidenin uygulandigi giin, i.p. yolla bu gruba sham
olmasi amaciyla bos SF uygulandi.

6. Kafein+Biperiden grubu (n=11): Bu gruptaki farelerin igme suyuna, hassas
terazi ile hesaplanarak 0,3mg/ml olacak sekilde kafein 90 giin boyunca eklendi.
Deneyin son 1 aymda haftada 1 giin i.p. yolla 3 mg/kg olacak sekilde biperiden
uygulandi.

Doksan giinliik uygulama siiresinin sonunda hafiza ve bellek fonksiyonlarini
degerlendirmek amaciyla farelere Morris Water Maze testi uygulandi. Her grup igin 6
giinlik deney siirelerinin bitiminden sonra, calismada kullanilan test ajanlarinin beyin
dokulart tizerine etkilerini inceleme amaciyla dokular kimyasal yolla anestezi uygulanan
farelerden hizla izole edilerek histopatolojik incelemeye alinmak {izere formaldehite

konuldu.

3.2.3. Davrams Testleri

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim dalindaki Norofizyoloji
laboratuvarina gotiiriilen hayvanlara Morris Water Maze davranis testi uygulandi.

150cm capinda 50cm derinliginde siyah renkte su tanki, igerisinde platformu lcm
asacak sekilde su ile dolduruldu, her deneyden once su elektrikli 1sitict ile 25+/-1 derece
olacak sekilde 1sitild1, deney esnasinda su sicakligi ara ara kontrol edildi. Tankin igerisinde
farelerin gorebilecegi yiizeye su seviyesinin {istliine, Giiney(S)-Kuzey(N)-Bati(W)-Dogu(E)-
Gilineydogu(SE)-Giineybati(SW)-Kuzeydogu(NE)-Kuzeybati(NW) yonleri belirten beyaz
renkte kagitlar iizerine siyah yazilar yazildi. Platform SE yo6niine yakin bir sekilde, merkez

ile periferin ortasina gelecek sekilde yerlestirildi
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Kafesler sira ile tankin oldugu odaya alindi, her fareye giinde 4 kere olacak sekilde
yiizme testi uygulandi: fareler her seferinde rastgele olacak sekilde bir bolmeden nazikge
suya birakildi. Farelere platformu bulmasi i¢cin 60sn siire verildi. Bu siire igerisinde
platformu bulabilen fare eger platformda 10sn beklerse deneyi sonlandirmis kabul edilerek
nazik¢e almarak kurutuldu. 60sn sonunda platformu bulamayan fareler 60sn sonunda
nazikge alinarak platforma birakildi, 10sn bekletilerek platformdan alindi ve kurutuldu. Bu
islem her fare i¢in glinde 4 kere olacak sekilde tekrarlandi. Testin altinc1 giinii ise platform
kaldirildi, tiim fareler sirayla, yine glinde 4 kere olacak sekilde suya nazikce ve her seferinde
platformun kars1 kosesi olan kuzeybati (NW)’dan suya birakildi. Farelerin 60sn yiizmesi
beklendi ve 60 sn sonunda sudan alinarak kurutuldu. Tiim bu siiregler kamera ile kayit altina
alindi ve EthoVision® ile video goriintiilerinin analizi Tibbi Fizyoloji Anabilim Dali
tarafindan yapildi.

Deneyler sirasinda giinler igerisinde platformu bulma stireleri ve periferde
gecirdikleri silirenin azalmasi 6grenmenin gostergesi olarak degerlendirildi. 6. giin ise,
normalde platformun bulundugu kadran olan 3’iincii kadranda gegirdikleri toplam siirenin
fazlaligi, periferde gecirdikleri siirenin azligt hafiza ve bellegin gostergesi olarak

degerlendirildi.

3.3. Histolojik analizler

3.3.1. Doku Orneklerinin alinmasi ve Parafin Doku Takibi

Deney siiresinin tamamlanmasini takiben, hayvanlarin genel anestezi altinda
otenazisi yapildi. Kafatas1 kemikleri siitur boyunca diseksiyon makas1 yardimi ile agilarak
beyinler c¢ikarildi ve %]10’luk noétral formalin sollisyonunda 48 saat fikse edildi.
Fiksasyondan sonra dokular, 1 gece akarsu altinda yikanarak nétral formalin soliisyonunun
uzaklastirilmasi saglandi. Dokular, %50°den %100°e artan etil alkol serilerinden gecirilerek
dehidrate edildi. Ksilen ile seffaflastirma isleminin ardindan parafin infiltrasyonu yapildi ve

dokular parafin bloklara gémiildii (Tablo 3.1) (126).
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Tablo 3.1. Parafin Takip Protokolii

Islem Kullanilan Madde Siire
Fiksasyon % 10’luk Notral Formalin 48 saat
Fiksasyon Solusyonunun Uzaklastirilmasi Akarsu 1 gece
Dehidratasyon % 50 Etil Alkol 30 dakika
% 60 Etil Alkol 30 dakika
% 70 Etil Alkol 30 dakika
% 80 Etil Alkol 30 dakika
% 90 Etil Alkol 1 saat
% 95 Etil Alkol 1 saat
% 100 Etil Alkol 1 saat
Seffaflagtirma Alkol-Ksilen (1:1) 30 dakika
Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat
Infiltrasyon  (60°c Etiivde) Ksilen-Parafin (1:1) 30 dakika
Parafin 1 saat
Parafin 1 saat
Bloklama Parafin

3.3.2. Histokimyasal Boyama

3.3.2.1. Hematoksilen-Eozin Boyamasi

Parafin bloklardan mikrotom (RM 2135, Leica) ile 5 um’lik seri parafin kesitleri
alindi. Parafin doku kesitlerinin bir kism1 genel histolojik yapiyr belirlemek amaciyla
Hematoksilen ve Eozin yontemi ile boyandi. Kesitler, deparafinizasyon amaciyla 1 gece
60°C’lik etiivde ve ardindan iki degisim ksilenden geg¢irildi. Ardindan azalan etil alkol
serilerinden (%95, %80, %70 ve %60) gegirilerek rehidrate edildi ve 5 dakika akarsu altinda
yikandi. Yikama isleminden sonra doku kesitleri 5 dakika Hematoksilen (01562E, Surgipath,
Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile, ardindan 30 saniye Eozin (01602E, Surgipath,
Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile boyandi. Akarsu altinda 5 dakika yikama
yapildiktan sonra dehidratasyon i¢in artan etil alkol serilerinden (%80 ve %095) ve
seffaflastirma amaciyla iki degisim ksilenden gegirildi. Daha sonra boyanan doku 6rnekleri

entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi (Tablo 3.2). Tiim gruplara ait
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ornekler kamera atagmanli (SC50, Olympus, Germany) 151k mikroskobu (BX43, Olympus,
Japan) altinda incelenerek gruplar arasindaki farkliliklar degerlendirildi (126).

Tablo 3.2. Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii

iIslem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C Etiivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon % 95 Etil Alkol 2 dakika
% 80 Etil Alkol 2 dakika
% 70 Etil Alkol 2 dakika
% 60 Etil Alkol 2 dakika
Yikama Akarsu 5 dakika
Boyama Hematoksilen 5 dakika
Yikama Akarsu 5 dakika
Diferansiyasyon Asit-Alkol 1-2 saniye
Yikama Akarsu 5 dakika
Boyama Eozin 20 saniye
Yikama Akarsu 5 dakika
Dehidratasyon % 80 Etil Alkol 1 dakika
% 95 Etil Alkol 1 dakika
Seffaflagtirma Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat
Kapama Entellan

3.3.2.2. Congo Red Boyamasi

Parafin bloklardan alinan 5 pm’lik parafin kesitlerinin bir kismi néronlarda B-amiloid
plaklarini belirlemek amaciyla Congo Red yontemi ile boyamasi yapildi.

Doku kesitleri, 1 gece 60°C’lik etiivde ve ardindan iki degisim ksilen islemleri ile
deparafinize edildi. Daha sonra azalan etil alkol serileri ile rehidratasyon ve 5 dakika akarsu
altinda yikamanin ardindan Congo Red (234610, Merck, Darmstadt, Germany) ile boyandi.
Akar su altinda 5 dakika yikama yapildiktan sonra alkali alkolde dedifferensiasyon islemi

uygulandi. Dehidratasyon igin artan etil alkol serilerinden ve seffaflagtirma amaciyla iki
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degisim ksilenden gecirildi. Daha sonra doku ornekleri entellan (UN 1866, Merck,
Darmstadt, Germany) ile kapatildi (Tablo 3.3). Tiim gruplara ait 6rnekler kamera atagmanlt
(SC50, Olympus, Germany) 151k mikroskobu (BX43, Olympus, Japan) altinda incelenerek
gruplar arasindaki farkliliklar degerlendirildi (127,128).

Tablo 3.3. Congo Red Boyama Protokolii

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C Etiivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika

Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon % 95 Etil Alkol 2 dakika

% 80 Etil Alkol 2 dakika

% 70 Etil Alkol 2 dakika

% 60 Etil Alkol 2 dakika
Yikama Akarsu 5 dakika
Boyama Congo Red 15-20 dakika
Yikama Distile su 5 dakika
Dedifferensiasyon Alkali Alkol (%50 alkol + %1 | 5-10 kez batir

sodyum hidroksit) cikar
Yikama Akarsu 1 dakika
Boyama Hematoksilen 5 dakika
Yikama Akarsu 5 dakika
Dehidratasyon % 80 Etil Alkol 1 dakika

% 95 Etil Alkol 1 dakika

% 95 Etil Alkol 1 dakika
Seffaflagtirma Ksilen 5 dakika

Ksilen 5 dakika
Kapama Entellan

3.4. Istatistiksel Analizler
Tanimlayici istatistikler frekans, ylizde, ortalama ve standart sapma degerleri ile
sunulmustur. Normallik varsayimi Shapiro Wilk Testi ile kontrol edilmistir. Uygulamalarin

sayisal verileri arasindaki farkin analizinde veriler normal dagilima uymadig: i¢in Kruskal
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Wallis H testi kullanilmistir. Anlamli ¢ikan farklarin analizinde Bonferroni Dunn prosediirii
uygulanmigtir.

Her bir uygulama grubuna ait sayisal Ol¢limlerin zamana bagli degisimlerini
karsilastirmak amaciyla Friedman S testi kullanilmistir. Friedman S testi sonrasi ikili
karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmesi kullanilarak yapilmistir. Analizler SPSS 23.0
programi ile yapilmistir. Tim testlerde istatistiksel olarak p< 0,05 degerleri anlamli olarak

kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Deney Siiresince Farelerde Gozlenen Ozellikler
Doksan giin boyunca kontrol grubunda (n=11) yer alan hayvanlardan bir tanesi,
Aiiminyum-+Kafein alan (n=11) hayvanlardan ii¢ tanesi, kafein+biperiden alan (n=11)
hayvanlardan bir tanesi, biperiden alan (n=11) hayvanlardan bir tanesi, sadece kafein alan
(n=11) hayvanlardan iki tanesi, sadece aliiminyum alan (n=11) hayvanlardan iki tanesi
doksan giinliik siirecte hayatini kaybetti. Sonug olarak deneyler 56 fare ile gerceklestirildi.
Doksan giinliik siirede tiim gruplardaki hayvanlarda kilo azalmasi goriildiiyse de
sadece kafein alan gruptaki agirlik kaybi diger gruplara gore anlamli derecede fazlaydi.
Tablo 4.1°de farelerin ilk ve son kilolar1 arasindaki farkin gruplara gore karsilagtirilmasi yer
almaktadir. Gruplara gore kilo farklar1 bakimindan istatistiksel olarak fark go6zlendi
(p<0,0001). Kafein uygulanan grubun kilo kayb1 diger gruplardan istatistiksel olarak anlamli

olarak fazladir. Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamaktadir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Farelerin ilk ve son kilolar1 arasindaki farkin gruplara gore karsilastirilmas.

Kilo_farki (mg) Tedavi n  Ort+SS
Kontrol 10 7.20+3.88
AlICl; 9 5.89+4.11
Kafein 9 16.33£3.16*
Biperiden 10 5.50+4.45
AICl;+Kafein 8 8.38+4.47

Kafein+biperiden 10 2.22+2.33
Kruskal Wallis H testi kullanilmigtir.
*:Kontrole gore istatistiksel olarak farklilig1 gostermektedir (p<0,05).

4.2. Morris Su Tanki Testi

4.2.1. Egitim Calismalan

Gruplara 5 giin boyunca, her giin her deney hayvani i¢in 4’er kere olmak {lizere yiizme
testi uygulandi. Gruplarin giinler i¢erisinde platformu bulma stiresinin kisalmasi ve periferde
gecirdikleri siirenin azalmasi, 6grenme ve bellegin gostergesi olarak degerlendirildi.

Tablo 4.2°de her bir deney grubunun kendi i¢inde giinlere gdére ve her bir egitim
giinlinde gruplar arasinda platformu bulma siiresinin karsilastirilmasi yer almaktadir.

Kontrol grubunda siire bakimindan egitim giinleri arasinda, 3. giinden itibaren istatistiksel
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olarak anlamli bir azalma gozlendi (p<0,0001). Ancak ne aliiminyum ne de biperiden
uygulanan grupta platformu bulma siireleri bakimindan egitim giinleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark gozlendi. Bununla beraber, kafein grubunda da platformu bulma
siireleri bakimindan egitim giinleri arasinda istatistiksel olarak fark gozlenemedi.
Aliiminyum ve kafeinin birikte kullanildigi ya da Biperiden ve kafeinin kombine
uygulandig1 gruplarda da siire bakimindan 5 egitim giinii arasinda istatistiksel olarak fark

gorilmedi.

Tablo 4.2. Her bir gruptaki farelerin giinlere gore ve her bir giinde gruplar arasinda gruplarin platformu
bulma siiresinin karsilastirilmasi (sn)

Test Giinii 1 Test Giinii 2 Test Giinii 3 Test Giinii 4 Test Giinii 5

Gruplar Ort+SE Ort+SE Ort+SE Ort+SE Ort+SE pt
Kontrol 56,08+1,91 49,60+2,99 40,61+3,18" 38,54+3,13" 40,34+3,3% <0,0001
AlCl3 58,13+1,44  56,33+1,7 56,42+1,94" 53,14+2,68" 48,38+3,42 0,075
Biperiden 58,20+1,25 56,49+1,68 58,33+1,22" 554142,1" 56,84+1,45" 0,378
Kafein 56,00+2,18  5545+1,94 53,1842,67" 50,42+2,93" 44,6143 ,52 0,06
AlCIs+Kafein  55,5642,55  50,98+3,01 55,24+2,52" 50,23+2,83" 49,66+3,17 0,17
Bip+Kaf 56,19+41,67  5520+2,28 55,16+2,15" 55,89+1,98" 57,29+1,63" 0,841
p? 0,780 0,288 <0,0001 <0,0001 <0,0001

p':Her bir gruptaki farelerin giinlere gore platformu bulma siirelerinin karsilastirilmasi, p?: Her bir test
giiniinde gruplarin karsilastirilmasi. Satir boyunca Friedman S testi kullanilmistir. Siitun boyunca Kruskal
Wallis H testi kullanilmistir.

*: Siitun icerisinde kontrole gore istatistiksel olarak anlamli fark: ifade etmektedir (p<0,05).

*: Satir boyunca mevcut grubun ilk gliniinden istatistiksel olarak farkliligi gostermektedir (p<0,05).

Birinci ve ikinci giinlerdeki platformu bulma siireleri gruplar arasinda istatistiksel
olarak fark gostermedi (Tablo4.2).

Uciincii ve dordiincii egitim giiniinde gruplar arasinda platformu bulma siiresi
bakimindan sadece kontrol grubu diger uygulama gruplarindan istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde diisiik bulundu (p<0,0001). Diger uygulama gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
fark goriilmedi.

Besinci egitim giinlinde, kafein uygulanan grubun ve kontrol grubunun platformu
bulma siireleri, kafein+biperiden ve sadece biperiden uygulanan gruplarin platformu bulma
stirelerinden istatistiksel olarak anlaml1 bir sekilde azdir (p<0,0001). Kafein uygulanan grup
ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemektedir. Aliiminyum ve

aliiminyum-kafein uygulanan gruplar da diger gruplardan istatistiksel olarak farkli degildi.
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Sekil 4.1°de egitim gilinline gore gruplarin platformu bulma siirelerinin degisimi

goriilmektedir.
70.000 Tedavi Gruplan
=== Kontrol
= Biperiden
m— AICIs
T === Biperiden+afein
2 60000 AICI:+Kafein
W s | afiin
5
w
©
E
3 50000
3
E
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&
o
40,000

Sekil 4.1. Giinlere gore gruplardaki platformu bulma siirelerinin (sn) degisimi

Tablo 4.3’te her bir deney grubunun kendi i¢inde giinlere gére ve her bir egitim
giinlinde gruplar arasinda periferde gecirilen siire karsilastirilmistir. Biperiden, kafein ve
kontrol uygulamalarinda egitim giinleri arasinda perifer zaman1 bakimindan istatistiksel
olarak fark goriilmedi. Kafeint+biperiden uygulamasinda egitim giinleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir artig goriildii. (p<0.05). Kontrol uygulamasinda birinci, ikinci giinler ile
ticlincii, dordiincli ve besinci glinler arasinda giinler arasinda istatistiksel olarak anlamli
derecede azalma goriildi (p<0,0001). Aliminyum uygulamasinda ise birinci, ikinci ve
ticlincii giinler ile dordiincii ve besinci giinler arasinda periferde gegirilen siirenin istatistiksel

olarak anlamli derecede azaldig1 gézlendi(p=<0,05).
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Tablo 4.3. Her bir gruptaki farelerin egitim giinlerine gore ve her bir egitim giiniinde gruplarin arasinda

perifer zamani karsilagtirilmasi

Perifer zaman Perifer zaman Perifer zaman Perifer zaman Perifer zaman
Giin 1 Giin 2 Giin 3 Giin 4 Giin 5 pt

Treatment Ort+SE Ort+SE Ort+SE Ort+SE Ort+SE

Kontrol  28,40+2,0 24,58+2,34 15,53+2,32F 14,11+12,12* 16,63+2,85" <0,0001
AICl, 27,76+2,36 27,50+2,05 25,08+2,58 18,42+2,28" 21,012,66% 0,002
Biperiden 42,17+1,97* 43,4242,4% 46,84+2,28* 42,1042,77* 44,3542 89* 0,06
kafein 27,08+2,53 24,2942,72 26,04+2,73 22,78+2,52 21,78+2,65 0,527
AlICls+Kaf 24,42+2,94 22,3942,98 25,1742,87 19,7242,88 24,14+3,06 0,109
Bip+Kaf  34,10+2,24 432242,6%" 43,73+2,38*" 43,05+2,33*" 46,115+2,23%* 0,007
p? <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

p':Her bir gruptaki farelerin giinlere gore karsilastirilmasi, p* Her bir egitim giiniinde gruplarm
kargilagtirtlmasi. Satir boyunca Friedman S testi kullanilmustir. Siitun boyunca Kruskal Wallis H testi

kullanilmustir.

*: Siitun boyunca kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli farklilig1 gostermektedir (p<0,05).
+: Satir boyunca mevcut grubun ilk giinlinden istatistiksel olarak farkliligi1 gostermektedir (p<0,05).

Birinci egitim giiniinde periferde gecirilen en yiiksek siire biperiden uygulamasinda

goriildii ve tek basina biperiden uygulamasi ile gozlenen periferde gecirilen siire diger

gruplardan istatistiksel olarak anlamli derecede fazla bulundu ( p<0,0001).

Ikinci, {iglincii, dérdiincii ve besinci egitim giiniinde periferde gegirilen en yiiksek siire

biperiden ve biperiden+kafein uygulamalarinda goriildii ve istatistiksel olarak anlamli fark

bulundu (p<0,0001).
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Sekil 4.2. Giinlere gore gruplardaki periferde gecirilen zamanlarin (sn) degisimi
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4.2.2. 6. Giin Deneyleri

Tablo 4.4°te 6. giinde tiim uygulamalardaki kadran 3’te ve periferde gecirilen siireler
karsilastirilmistir.

Tablo 4.4. 6. giindeki uygulamalardaki kadran 3’te gegirilen siire (sn) ve perifer zamanlarinin (sn)

karsilagtirilmasi
Ort+SE p

Kadran 3’te gegirilen siire (sn) 0,035

Kontrol 8,76+3,15

AICl; 1,59+0,76

Biperiden 2,45+1,35

Kafein 1,30+0,62*

AICl;+Kaf 2,86+1,09

Bip+Kaf 2,13£0,67
Perifer zamani 0,005

Kontrol 34,77+3,24

AIClI; 45,934+2,57*

Biperiden 51,25+3,92*

Kafein 46,23+3,10*

AlCIl;+Kaf 48,99+3,14*

Bip+Kaf 50,58+1,66*

Kruskal Wallis H testi kullanilmagtir.

*:Kontrol grubundan istatistiksel olarak farkliligi gostermektedir (p<0,05).

Kadran 3’te gecirilen siire degerlendirildiginde kontrol grubunun en uzun siire kalan
grup oldugu goézlendi. Gruplar aras1 degerlendirilme yapildiginda, kafein uygulanan grubun
kadran 3’te gecirdigi siirenin kontrol grubuna gore istatistiksel yonden anlamli olarak diisiik

oldugu goriildii (p<0,05) (Sekil4.3)
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Tedavi gruplar1

Sekil 4.3. 6. giinde uygulamalardaki kadran 3’te gecirilen siirenin (sn) karsilastirilmasi.
* kontrol grubuna gore anlamli fark1 gdstermektedir.

6. Gilinde periferde gegirilen en yiiksek siireler, biperiden ve kafein+biperiden
uygulamalarina aittir. Ancak istatistiksel olarak sadece kontrol grubu diger tiim
uygulamalardan anlamli olarak farklidir ve en diisiik perifer zamanina sahiptir. (p=<0,05).

Sekil 4.4°te 6.giindeki perifer zamanlarinin karsilastirmasi goriilmektedir.
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Tedavi gruplari

Sekil 4.4. 6. giinde uygulamalardaki perifer zamanlarinin (sn) karsilastirilmasi.
* kontrol grubuna gore anlamli farki gostermektedir.
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4.3. Histopatolojik Bulgular

4.3.1. Hematoksilen-Eozin Boyama Bulgular1

4.3.1.1. Serebral Korteks Histopatolojisi

Tim gruplara ait serebral korteks bolgeleri hematoksilen ve eozin boyamasi
yapilarak incelendi. Kontrol farelerin serebral korteks bolgelerinin histolojik yapisinin
normal oldugu saptandi. Pia mater’den medullaya kadar stratum graniilaris eksterna, stratum
piramidalis eksterna, stratum graniilaris interna, stratum piramidalis interna ve stratum
multiformis olmak iizere alti tabakanmin varligini korudugu izlendi. Ozellikle piramidal
noronlarin hiicre smirlarinin diizgiin oldugu, hiicre ¢ekirdeginin yuvarlak ve merkezde
yerlesim gosterdikleri goriildii. Kafein ve kafein + biperiden gruplarinda da beyin histolojik
yapist, kontrol grubunda oldugu gibi normal idi (Resim 4.1, 4.2 ve 4.3).

Resim 4.1. Kontrol grubu farelerin beyin dokusuna ait histolojik goriintiileri, Hematoksilen ve Eozin
boyama. K: Korteks, M: Medulla. Biiyiitmeler: 100 um (A), 50 pm (B).
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Resim 4.2. Kafein grubu farelerin beyin dokusuna ait histolojik goriintiileri, Hematoksilen ve Eozin boyama.
K: Korteks, M: Medulla. Biiyiitmeler: 100 um (A), 50 um (B).

Resim 4.3. Kafein+Biperiden grubu farelerin beyin dokusuna ait histolojik goriintiileri, Hematoksilen ve
Eozin boyama. K: Korteks, M: Medulla. Biiyiitmeler: 100 um (A), 50 pm (B).

Biperiden ve AICls gruplar kontrol gruplar ile karsilastirnnldiginda serebral korteksin alti
tabakadan olustugu, ancak hiicresel hasarlarin varligi saptandi. Piknotik cekirdege sahip hiicre

sayisinda artis ve serebral vakuollerin olustugu goriildii (Resim 4.4 ve 4.5).
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Resim 4.4. Biperiden grubu farelerin beyin dokusuna ait histolojik goriintiileri, Hematoksilen ve Eozin
boyama. K: Korteks, M: Medulla, Oklar: Serebral vakuoller. Biiylitmeler: 100 um (A), 50 um

(B).

Resim 4.5. AICI3 grubu farelerin beyin dokusuna ait histolojik goriintiileri, Hematoksilen ve Eozin boyama.
K: korteks, M: Medulla, Oklar: Serebral vakuoller. Biiyiitmeler: 100 pm (A), 50 pm (B).

AICI3 modeli olusturulan farelere es zamanli kafein verilmesiyle serebral hasarin belirgin
sekilde azaldig1 goriildii. Bu farelerde serebral hasarin onarildigi, noron sayisinin artarken serebral
vakuollerin azaldig1 ve korteksi olusturan alti1 adet katmanin kontrol grubuna benzer diizenlenim

gosterdigi saptandi (Resim 4.6).
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Resim 4.6. AICl; + Kafein grubu farelerin beyin dokusuna ait histolojik goriintiileri, Hematoksilen ve Eozin
boyama. K: korteks, M: Medulla, Oklar: Serebral vakuoller. Bilyiitmeler: 100 um (A), 50 pm

(B).

4.3.1.2. Congo Red Boyama Bulgulari

Deney sonrasinda alinan beyin dokular1 Congo Red ile boyanarak korteks ve hipokampiisiin
CA1 bolgesinde B-amiloid plaklarinin varligr degerlendirilerek gruplar arasinda karsilastirma yapildi
(Grafik 4.1 ve 4.2). Kontrol ve kafein gruplar incelendiginde, korteks ve CA1l bolgesindeki
noronlarm biiyiik 6kromatik c¢ekirdege sahip olduklari ve hiicre siirlarmin diizgiin oldugu tespit
edildi (Resim 4.7 ve 4.8). Kafein + biperiden grubunda da kontrol grubuna benzer bulgular elde
edilmis olup doku hasarinin giderildigi saptandr (Resim 4.9). AICIs ve biperiden gruplarina ait CA1l
bolgesinde ise, normal goriiniimlii néron sayisinin azalarak yerini piknotik ¢ekirdekli ve bazofilik
boyanmis ¢ekirdege sahip noronlarin aldigi saptandi. Bazofilik g¢ekirdekli noronlarda belirgin
norofibriler yumaklarin dolayisiyla B-amiloid plaklarinin olustugu izlendi (Grafik 4.8). (Resim 4.10
ve 4.11). AICl; grubunda korteks bolgesinde de B-amiloid plaklarinin varligi saptandi (Grafik 4.7).
AlICl; ile birlikte kafein verilen farelerde hem kortekste hem de hipokampiisiin CA1 bolgesinde B-

amiloid plak sayisinda azalma meydana geldigi saptandi (Resim 4.12).
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Grafik 4.1. Ttiim gruplarda beynin korteks bolgesindeki f-amiloid plak sayilarinin karsilagtirilmast
*k Fx%: kontrole gore anlamli farkliligi gostermektedir. (***p<0.001; **p<0.01).

a: AlCl3 grubuna goére anlamli farklilig: ifade etmektedir. b: biperiden grubuna gore anlaml
farklilig1 ifade etmektedir.
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Grafik 4.2. Tiim gruplarda beynin hipokampiis CA1 bdlgesindeki f-amiloid plak sayilarinin karsilastiriimasi
*x #%%: kontrole gore anlamli farkliligr gostermektedir. (***p<0.001; **p<0.01).
a: AlCls grubuna gore anlamli farklilig ifade etmektedir. b: biperiden grubuna gore anlamli
farklilig: ifade etmektedir.
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Resim 4.7. Kontrol grubu farelerin beyin dokusu okampiisiin CA1 bolgesine ait histolojik

gorintiileri, Congo Red boyama. K: Korteks, H: Hipokampiis. Biiyiitmeler: 100 um (A), 50 um (B).

Resim 4.8. Kafein grubu farelerin beyin dokusunda korteks ve hipokampiisiin CA1 bolgesine ait histolojik
goriintiileri, Congo Red boyama. K: Korteks, H: Hipokampiis. Biiyiitmeler: 50 um (A), 50 pm (B).

¢

Resim 4.9. Kafein+Biperiden grubu farelerin beyin dokusunda korteks ve hipokampiisiin CA1 bolgesine ait
histolojik goriintiileri, Congo Red boyama. K: Korteks, H: Hipokampiis. Bitylitmeler: 50 pm (A), 50 um (B).

36



Resim 4.10. Biperiden grubu farelerin beyin dokusunda korteks ve hipokampiisiin CA1 bolgesine ait
histolojik goriintiileri, Congo Red boyama. K: Korteks, H: Hipokampiis, Oklar: Amiloid plaklar.
Biiyiitmeler: 50 pm (A), 50 um (B).

Resim 4.11. AICl; grubu farelerin beyin dokusunda korteks ve hipokampiisiin CA1 bolgesine ait histolojik
goriintiileri, Congo Red boyama. K: Korteks, H: Hipokampiis, Oklar: Amiloid plaklar.
Biiyiitmeler: 100 um (A), 100 um (B).

. 3 -
o~

oy

Resim 4.12. AICl; + Kafein grubu farelerin beyin dokusunda korteks ve hipokampiisiin CA1 bdlgesine ait
histolojik goriintiileri, Congo Red boyama. K: Korteks, H: Hipokampiis, Oklar: Amiloid plaklar. Biiyiitmeler:
50 um (A), 50 pm (B).
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5. TARTISMA

Bu calismada, bir selektif kolinerjik M1 reseptor antagonisti biperidenle veya bir
trivalen katyon aliiminyum ile Alzheimer modeli olusturulan farelerde, bir adenozinerjik
sistem antagonisti olan kafeinin etkisi ilk kez arastirildi. Caligmamiz ayrica, biperiden ile
muamele edilen farelerin hipokampal kesitlerinde B-amiloid birikimini gosteren bulgulari
iceren ilk ¢alismadir. Bulgularimiz biperidenin, aliiminyuma benzer sekilde, 6grenme hafiza
ve bellek fonksiyonlarini bozarken ayni zamanda B-amiloid birikimine neden oldugunu
ortaya koymustur. Bununla birlikte, kafeinin ise kullandigimiz dozlarda biperiden ile veya
aliminyum ile bozulan biligsel fonksiyonlar iizerinde herhangi bir iyilestirici etkiye neden
olmaksizin, aliiminyuma bagli 3-amiloid birikimini kismen azalttigini, biperidene bagl B-
amiloid birikimini ise neredeyse tamamen onledigini géstermektedir.

Calismamizda farelerde Morris Water Maze testi kullanilarak hafiza, mekansal algi
ve 0grenme arastirildi. Morris Water Maze testi, hipokampal 6grenmeyi ve hafiza ve bellek
performansini 6lgmek icin sik¢a kullanilmakta olan bir testtir (122,123). Mekansal
hipokampal 6grenme, hafiza ve bellek yetenekleri saglam olan deney hayvanlari, gilinler
icerisinde platformu daha hizli bulabilmektedir. Ayrica, platformun yeri su tankinin daha
merkezi bir noktasinda oldugu i¢in, bir platformun varligini hatirlayan deney hayvanlari
merkezde daha ¢ok vakit gecirirken, hafizas1 gerilemis hayvanlar tanktan ¢ikabilmek i¢in
periferde daha ¢ok vakit ge¢irmektedirler. Glinler icerisinde platformun yerini 6grenmis olan
hayvanlar son giin, platformu olmayan tankta yiizdiiriilmektedir. Mekansal/hipokampal
o0grenme yetenekleri yerinde olan hayvanlar, platformun bulundugu yerde daha c¢ok vakit
gecirerek platformu aramasi beklenmektedir. Uyguladigimiz protokolde hayvanlar, ilk 5
giindeki deneylerde 4 er kez platforma her seferinde farkli bir noktadan birakildilar. Son giin
ise, platformun normalde olmasi gerektigi yerin tam karsisindan birakildilar.

Alzheimer Hastaliginin fizyopatolojisinde B-amiloid plak ve tau proteini birikimi ile
birlikte noéronal hasar ve sonucunda norofibriler tiggenler olusmasi vardir (1,15—
17,23,27,30,32-36,44). Hastaligin genetik temelleri ortaya konmus olmakla birlikte genetik
faktorlerin %60-%80 arasinda hastaligin olusumunda rol oynadig1 goriilmektedir (1,17,47).
Aliiminyum gibi dig etken maruziyetlerinin de genetikten bagimsiz olarak Alzheimer

Hastaligi’na neden olabilecegine dair kanitlar mevcuttur (13,54,56,57,60,62,64,65,66,67).
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Deney hayvanlarinda ¢esitli Alzheimer modelleri olusturulabilmektedir. Deneysel
Alzheimer modeli olusturulurken genelde transgenik fareler kullanilmakla birlikte (66,90)
alliminyumun farelerde Alzheimer benzeri sonu¢ dogurduguna dair ¢alismalar mevcuttur.
Ayrica non-selektif bir muskarinik reseptor blokeri olan skopolamin ile yapilmis ¢cok sayida
Alzheimer modeli ¢calismast mevcuttur (117,118,125,126). Beyindeki 6grenme yolaklarinda
M1 reseptorlerinin 6nemi bilinmektedir (8,9). M1 reseptorlerinin 6grenme ve bellekte
oynadig1r rolden dolay1 calismamizda, selektif bir M1 reseptdr blokorii olan biperiden
kullanilmis, bu maddenin davranis lizerindeki etkisinin yaninda ayni zamanda histopatolojik
olarak Alzheimer benzeri bir sonug ortaya ¢ikarip ¢ikarmayacagi incelenmistir.

Calismamizda farelere oral yoldan, ¢esme suyu igerisinde ¢oziilmiis AICI3+6H>0
¢ozeltisi uygulandi ve hayvanlarda hem 6grenme fonksiyonlarinin bozuldugu ve hem de B-
amiloid birikiminin oldugu tespit edildi. Bu sonugla aliiminyumun Alzheimer hastalig
fizyopatolojisindeki rolii ve 3-amiloid birikimine yol a¢tig1, bizim ¢alismamiz tarafindan da
dogrulanmustir.

Kolinerjik sistemin santral sinir sisteminde yer alan M1 reseptorlerinin, hafiza ve
bellekle ilgili fonksiyonlardaki 6nemi bilinmektedir (8,118,125,129). Calismamizda, M1
reseptorlerini selektif olarak bloke eden biperiden, farelerde tek bagina mekansal 6grenme
ve hafiza parametrelerini bozdu. Klinkenberg ve arkadaglar tarafindan 2010°da yapilan bir
calismada, (125) skopolamin ve biperiden’in kisa-siireli hafiza, yemek motivasyonu dikkat
tizerindeki etkisi arastirilmig, skopolaminin hem yemek motivasyonu ve dikkati, hem de kisa
stireli hafizay1 bozdugu, biperidenin ise yemek motivasyonu ve dikkati bozmadan, kisa-
stireli hafizay1 bozmakta etkili oldugu bulunmustur. Benzer sekilde Blokland ve arkadaslari
tarafindan 2016’da yazilan bir goriis yazisinda da (118) biperiden’in hafizay1 bozmakta
yeterli oluguna dair goriis belirtilmekle birlikte daha ileri ¢aligmalara ihtiyag oldugu ifade
edilmistir. Ote yandan Szczodry ve arkadaslarinin 2014’te (130) 6grenme fonksiyonu
tizerine biperidenin etkisinin arastirildigr bir caligmada ise biperidenin 6grenme lizerine
anlamli bir etkisinin olmadig1 ve dolayisiyla skopolamine bir alternatif teskil etmeyecegi
ifade edilmistir.

Bizim bulgularimiz Klinkenberg ve arkadaslarinin ve Blokland ve arkadaglarinn
bulgularini desteklemekte, Szczodry ve arkadaslarinin bulgulan ile catismaktadir. Bunun
nedenleri, Szczordy ve arkadaslarinin yaptigi calismanin siganlar {izerinde yapilan davranig

modeli ¢aligmasi olmasi olabilir. Ayrica bizim c¢aligmamizdan bir farki da kullanilan
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biperidenin davranig testinden sadece 90dk Once intraperitoneal yoldan verilmis olmasi
olabilir, bizim ¢alismamizda biperiden, 6grenme ve bellek fonksiyonu 6lgen testlerden 1 ay
Once baglanarak haftalik doz olarak verilmistir. Bizim ¢alismamizda kullandigimiz doz
3mg/kg olup yukarida refere edilen ¢alisma da ayni sekilde 3mg/kg biperiden uygulamasi
yapilmistir ancak si¢an ve fare arasindaki agirlik farki diigiiniildiigiinde kullanilan dozun esit
olmadig1 sdylenebilir.

Alzheimer Hastalifinin fizyopatolojisinde  B-amiloid  birikiminin  oldugu
bilinmektedir. (1,15-17,23,27,30,32—-36,44) Daha 6nce biperiden ile yapilan ¢alismalarda f3-
amiloid olusumunun arastirilmadig1 gézlemlenmekle birlikte bizim ¢aligmamizda biperiden
ve B-amiloid birikimi arasindaki iliski 6zellikle degerlendirilmistir. Bunun nedeni olarak,
skopolamin’in daha oOnceki caligmalarda beyinde B-amiloid birikimine yol ag¢tiginin
bilinmesi, skopolaminin non-selektif muskarinik reseptdr blokaji yapmasi ve beyinde
ogrenme ve bellek fonksiynu iizerinde dnemli rolii oldugu bilinen M1 reseptdriiniin B-
amiloid birikiminde ana rolii oynayabileceginin diistiniilmesidir. Yapilan ¢aligmamizda
biperiden hem 6grenmeyi bozup, hem de B-amiloid birikimine neden olmustur. Bu bizim
calismamizin orijinal bulgularindandir. Onceden yapilan bir calismada, non-selektif
muskarinik reseptor antagonisti olan skopolamin uygulanmasi sonucu farelerde kolinerjik
reseptor blokajimnin hem hafiza ve bellek fonksiyonlarimi bozdugu ve hem de B-amiloid
birikimine neden oldugu gosterilmistir (117). Bizim ¢alismamizda biperiden uygulanmis
farelerde histopatolojik incelemelerde B-amiloid birikiminin oldugu gozlendi. Bu bulgu,
santral kolinerjik muskarinik reseptdrlerin inhibisyonunun B-amiloid birikimine neden
olarak Alzheimer patogenezinde roliiniin olabilecegini ve bunda esas olarak kolinerjik
muskarinik reseptorlerinin M1 alt tipinin sorumlu olabilecegini telkin etmektedir.

M1 reseptorlerinin biperiden ile blokaji sonucu beyin kesitlerinde yapilan
histopatolojik incelemede B-amiloid birikimi ilk kez ¢calismamizda gosterilmistir. Bu bulgu,
MI reseptorlerinin B-amiloid drenajina neden olabilecegini telkin etmektedir. Nitekim daha
once yapilmis olan bir calismada, bir selektif M1 reseptor agonisti olan ksanomelin’in,
amiloid prekiirsor proteininden beta amiloidlerin olusumunu azaltip ¢6ziinebilir APP (sAPP)
olusumunu artirdigr gosterilmistir. (9) Bu sonu¢ dolayli olarak, bizim bulgularimizi
desteklemektedir.

Kafein adenozinerjik sistemde A1 ve A2a reseptorlerinin nonselektif antagonistidir.

(98,104) Purinerjik sinyal yolaklari; B-amiloid birikimi, tau proteini fosforilasyonu, oksidatif

40



stres, metal iyonu diizensizligi veya kronik néroinflamasyon gibi mekanizmalarda rol oynar.
Bu nedenle, niikleotid reseptorleri (P2X ve P2Y) ve adenozin reseptorleri (Al, A2a, A2b,
A3) santral sinir sistemindeki hastaliklarda Onemli bir aragtirma alanidir.(11,96—
98,100,104,106,107,124)

Ektopurinler ve ektopirimidinler, santral sinir sisteminin hiicrelerarast ortaminda
bulunur ve sinyal molekiilleri olarak gorev yaparlar. Bu bilesikler norotransmisyona,
inflamatuar siireglerin indiiklenmesine ve agri sinyallerinin iletimi de dahil olmak {izere
sinyallerin modiilasyonuna katilir. Ayrica niikleotidler ve niikleozidler kan basincinin
diizenlenmesine, kan trombosit agregasyonu ile hemostazda ve immiinolojik siireclere
katilirlar.

Bir iyonotropik glutamat reseptdrii olan N-metil D-aspartat reseptorii (NMDAR),
noronlarda ve glial hiicrelerde eksprese edilen bir reseptdr olup Alzheimer hastaliginda hedef
yapilardan biridir. Alzheimer Hastaligi tedavisinde kullanilan ajanlardan birisi olan
memantin bir negatif NMDAR allosterik modiilatoriidiir. Yapilan caligmalarda, A2a
reseptorleri ile NMDAR’lerin ¢apraz antagonizmada oldugu ve A2a blokajinin, negatif
NMDAR modiilasyonu yoluyla Alzheimer hastaligindan korumada etkili olabilecegini
gostermistir. Calismalar A2a reseptor blokdrlerinin Parkinson Hastaliginda kullanildig: gibi
Alzheimer’da da kullanilabilecegini ortaya koymustur. (131)

Bu bilgiler dogrultusunda, bir adenozinerjik sistem antagonisti olan kafein, biperiden
ve aliiminyuma bagli gelisen etkileri tersine ¢evirebilir. Bunu anlamak amaciyla, mevcut
calismada kafein, biperiden ve/veya aliiminyumla birlikte uygulandi. Histopatolojik
sonuglar kafeinin, biperidenle ortaya ¢ikan B-amiloid birikimini neredeyse tamamen,
alliminyum tarafindan ortaya ¢ikan B-amiloid birikimini ise kismen onledigini gosterdi.
Kafein gibi metil ksantinlerin 2 ve 3 degerli katyonlarla etkilesmeye girerek bu maddelerin
gastrointestinal kanaldan absorpsiyonunu Onledigi bilinmektedir, aliiminyuma bagl B-
amiloid birikiminin engellenmesine bu yolla ayrica katki saglanabilir (132). Bu perspektiften
bakildiginda, aliiminyuma bagli 3-amiloid birikiminin kafein ile daha yiiksek oranda geriye
cevrilmesi beklenirdi oysa kafein, biperidenin etkisini tamamen Onlerken aliiminyumun
etkisini 6nlemekte sinirl kaldi. Bu sonug, aliiminyuma bagli 3-amiloid birikiminin sadece
M1 reseptorlerin blokajim1 degil, fakat ayn1 zamanda baska faktorleri de igerebilecegini
telkin etmektedir. Ayrica, selektif bir M1 reseptor antagonisti olan biperidenin etkisinin

tamamen Onlenmesi, kafeinin Alzheimer hastaligina kars1 koruyucu etkisinin ¢ogunlukla M1
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reseptorler lizerinden oldugu sonucunu da dogurabilir. Ancak bu sonuglarin hem skopolamin
ve hem de biperiden varliginda selektif M1 agonistleri kullanilarak dogrulanmasi gerekir.

Mevcut ¢alismada biperiden ve/veya aliiminyum uygulanan deney hayvanlarinda
kafeinin hafiza ve 6grenme fonksiyonlarina yonelik anlamli bir iyilestirici etkisi goriilmedi.
Bu sonuglar, Alzheimer hastaliginin patogenezinde B-amiloid birikiminden baska etkenlerin
de igerilebilecegini telkin etmektedir. Calismamizda, daha dnce Arendash ve arkadaslarinin
(124) transgenik farelere oral kafein uygulamasi ile kafeinin 6grenme ve bellegi gelistirip B-
amiloid plaklar1 azalttigin1 bildiren ¢alismasinda kullanilan doz uygulanmistir.
Calismamizdaki bulgular, Arendash ve arkadaslarinin ¢alismasinin davranigsal sonuglari ile
uyumsuzluk gostermekle birlikte histopatolojik B-amiloid bulgular ile Ortigmektedir.
Bulgularimiz dahilinde farkli bir agiklama da su sekilde olabilir: farkli olarak transgenik fare
yerine oral Alzheimer modeli olusturan aliiminyum/biperiden kullanilmis olmasi ve kafein
kullanilan farelerde anksiyete olusmasi bu sonuca sebebiyet vermis olabilir. Bir bagka
aciklama: deneylerde kullanilan konsantrasyonda kafein anksiyete yaratmis olabilir. Bunun
anlasilabilmesi i¢in yapilacak olan ileriye doniik ¢caligmalarda kafeinin doz bagimli etkilerine
bakilabilir. Nitekim hayvanlarin izlenmesinde kafein alan gruplarin yemek yeme ve kilo
kaybinda anlamli farklilik oldugu gdzlenmistir. Ogrenme ve bellegin engellenmis olmasi
kafeinin bu etkisi ile paralellik gdstermis olabilir.

Sonu¢ olarak mevcut ¢alismadan elde ettigimiz tiim bu bulgular biperidenin,
aliminyum gibi, 6grenme hafiza ve bellek fonksiyonlarini bozarken ayni zamanda 3-amiloid
birikimine neden oldugunu gostermektedir. Bunun yaninda kafeinin ne biperiden ne de
aliiminyum ile bozulan biligsel fonksiyonlar tizerinde herhangi bir iyilestirici etkiye neden
olmaksizin, aliiminyuma bagl B-amiloid birikimini kismen azalttigini, biperidene bagh B-

amiloid birikimini ise neredeyse tamamen onledigini géstermektedir.

42



6. SONUC VE ONERILER

Bulgularimiz biperidenin, aliiminyuma benzer sekilde, 6grenme hafiza ve bellek
fonksiyonlarin1 bozarken ayni zamanda B-amiloid birikimine neden oldugunu ortaya
koymustur. Bununla birlikte, kafeinin ise kullandigimiz dozlarda biperiden ile veya
aliminyum ile bozulan biligsel fonksiyonlar lizerinde herhangi bir iyilestirici etkiye neden
olmaksizin, aliiminyuma bagli B-amiloid birikimini kismen azalttigini, biperidene baglh B-
amiloid birikimini ise neredeyse tamamen 0nledigini gdstermektedir.

Aliiminyumun Alzheimer hastalig1 fizyopatolojisindeki rolii ve B-amiloid birikimine
yol agtig1, bizim ¢alismamiz tarafindan da dogrulanmistir. Yapilan ¢alismamizda biperiden
hem 6grenmeyi bozup, hem de 3-amiloid birikimine neden olmustur. Histopatolojik sonuglar
kafeinin, biperidenle ortaya c¢ikan B-amiloid birikimini neredeyse tamamen, aliiminyum
tarafindan ortaya ¢ikan B-amiloid birikimini ise kismen o6nledigini gosterdi. Bu sonug,
aliminyuma bagli 3-amiloid birikiminin sadece M1 reseptorlerin blokajini degil, fakat ayn1
zamanda baska faktorleri de igerebilecegini telkin etmektedir. Ayrica, selektif bir M1
reseptor antagonisti olan biperidenin etkisinin tamamen Onlenmesi, kafeinin Alzheimer
hastaligina kars1 koruyucu etkisinin ¢ogunlukla M1 reseptdrler iizerinden oldugu sonucunu
da dogurabilir. Ancak bu sonuglarin hem skopolamin ve hem de biperiden varliginda selektif
M1 agonistleri ve/veya kolinesteraz inhibitorleri kullanilarak dogrulanmasi gerekir.

Kullandigimiz dozda kafein B-amiloid birikimine engel olmustur ancak 6grenmeyi
bozmustur. Calismamizda 90 giin boyunca yiiksek doz kafein verilmis olmasi anksiyete
yaratip 6grenmeyi bozmus olabilir. Tek doz kullanilmis olmasi bu ¢alismanin zay1f tarafidir.
Elde ettigimiz bulgular1 degerlendirmek i¢in daha ileri ¢aligsmalara ihtiyag¢ vardir. Bu amagla
kafeinin oral yoldan olan etkisi doza bagimli olarak incelenebilir veya parenteral yoldan
kafein uygulamasi yapmak suretiyle aliiminyum veya biperidenle olusturulan 6grenme ve

bellek fonksiyon bozuklugu ve 3-amiloid birikimi lizerinde kafeinin net etkisi dngoriilebilir.
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