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OZET

Aytulun A., Nikotinamid Ribozid Uygulamasinin Alzheimer Hayvan Modelinde
Bilissel ve Davramssal Belirtilere Etkisi ve Mitofaji Ile Iliskisi, Hacettepe
Universitesi Tip Fakultesi Ruh Saghg ve Hastahiklar1 Anabilim Dah Tipta
Uzmanhk Tezi, Ankara, 2023. Alzheimer hastaliginda (AH) gorilen noropsikiyatrik
belirtiler hem hastalar hem de bakimverenler i¢in zorlayicidir. AH nin ndropsikiyatrik
belirtilerinden olan depresyon hem klinik 6zellikleri hem de tedaviye yanit agisindan
major depresyondan farklidir. Antidepresanlarin Alzheimer hastalarinda bilissel
belirtilere eslik eden depresyonun tedavisinde umulan faydayi gdéstermemesi,
Alzheimer hastaligindaki depresif belirtilerin  mekanizmasinin diger depresyon
sendromlarindan farkli oldugu diistindiirmektedir. Alzheimer hastaliginin olusumunda
ve sirdirdlmesinde mitokondriyal islevlerde bozulmanin Kritik bir roli oldugu
diistiniilmektedir. Hasarli mitokondrilerin se¢ici olarak ortadan kaldirilmasi anlamina
gelen ‘mitofaji’de bozulma goriildiigi bildirilmektedir. Calismalar nikotinamid adenin
dinlikleotid (NAD*)’y1 artirarak mitofajiyi indiklemenin amiloid B (Ap)
kiimelenmesini azalttigim1 ve AH hayvan modellerinde bilissel islevlerde goriilen
bozulmayi iyilestirdigini gostermistir, ancak NAD ™ nin AH’ye eslik eden depresyonun
tedavisinde kullanimima yonelik ¢alismaya rastlanmamistir. Bu amagla tek doz
intraserebroventrikiiler (ICV) AB*2 enjeksiyonu yapilan sigan AH modelinde, NAD*
oncull olan nikotinamid ribozidin (NR) hem bilissel hem de ndropsikiyatrik belirtilere
etkisinin degerlendirildigi bir calisma yapilmasi amaglanmistir. AH modelinde
sicanlar, bellek islevlerinde bozulmanin yani sira noropsikiyatrik belirtilere benzer
sekilde depresyon benzeri davranis gostermislerdir. Yirmi ii¢ giin boyunca orogastrik
gavaj yoluyla 700 mg/kg NR verilen siganlarda tedavi verilmeyen (APB+salin) gruba
gore bellek islevlerinin daha iyi oldugu, depresyon benzeri davranisin daha az,
agresyon skorlarinin daha diisiik ve kilo alimimnin daha yavas oldugu gosterilmistir. Bu
calisma Alzheimer hastaligi modelinde gorilen néropsikiyatrik semptomlarin ve
biligsel kotiilesmenin tedavisinde bir NAD* oncili olan NR’nin etkili oldugunu
gostermistir.

Anahtar kelimeler: Alzheimer hastaligi, Noropsikiyatrik belirtiler, Mitofaji, NAD,
Nikotinamid ribozid

Bu ¢alisma Hacettepe U niversitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir. Proje numarasi: THD-2022-20013
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ABSTRACT

Aytulun A., The Effect of Nicotinamide Riboside on Cognitive and Behavioral
Symptoms in Alzheimer's Disease Animal Model and Its Relation with
Mitophagy. Hacettepe University Medical Faculty Department of Psychiatry
Residency Thesis, Ankara, 2023. Neuropsychiatric symptoms in Alzheimer's disease
(AD) are challenging for both caregivers and patients. Depression as one of the
neuropsychiatric symptoms of AD, differs from major depression in terms of both
clinical features and response to treatment. Antidepressants do not show the expected
benefit in the treatment of depression accompanying cognitive symptoms in
Alzheimer's patients, thus the mechanism of depressive symptoms in Alzheimer's
disease are thought to differ from other depression syndromes. Therefore, studies to
explain the pathophysiology of the disease have gained importance. Mitochondrial
dsyfunction is thought to play a critical role in the development and maintenance of
Alzheimer's disease. In many studies impairment in mitophagy, the selective
elimination of damaged mitochondria, has been reported. Studies have shown that
inducing mitophagy by increasing nicotinamide adenine dinucleotide (NAD™) reduces
amyloid B (AP) aggregation and improves cognitive dysfunction in animal models of
AD, but there is no data about its' effect on depression observed in AD. The aim of the
present study was to investigate the effect of the NAD* precursor NR on cognitive and
neuropsychiatric symptoms in single dose intracerebroventricular (ICV) Ap2
injected rat model of AD. In this AD model, rats showed depression-like behaviors
similar to neuropsychiatric symptoms in addition to memory impairment. Rats treated
with 700 mg/kg NR via orogastric gavage for 23 days, had better memory
performance, less depressive like behavior and lower aggression scores, and slower
weight gain rate compared to the no treatment (AP+saline) group. This study has
shown that the NAD™ precursor NR is effective in the treatment of neuropsychiatric
symptoms as well as cognitive deterioration in an Alzheimer's disease model.

Keywords: Alzheimer's Disease, Neuropsychiatric symptoms, Mitophagy, NAD,
Nicotinamide riboside

This study is supported by Hacettepe University Scientific Research Projects
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1. GIRIS

Alzheimer hastaligi (AH), genellikle bellek sikayetleriyle baslar, kisa siire
icinde diger biligsel, noropsikolojik ve davranigsal belirtiler de tabloya eklenir.
Noropsikiyatrik belirtiler (NPS) demans hastalarindaki bilissel olmayan belirti ve
davranislart temsil eder ve Alzheimer demans: hastalarinin %95’inde en az bir
noropsikiyatrik belirti goruldr (1, 2). Ajitasyon, anksiyete, irritabilite, sanri, illii zyon,
apati, depresyon, disinhibisyon, belirgin motor ve obsesif kompulsif davranislar ve
uyku bozukluklar1 sik gorilen noropsikiyatrik belirtilerdir (3).

Dr. Alois Alzheimer, gectigimiz yiizyilin basinda hastalarinin beyin
otopsilerinde norofibriler yumak (NFY) ve amiloid plaklarin varligini tanimlamis, bu
patolojilerin hastaliga neden olabilecegini ileri stirmistiir (4). Dr. Alzheimer’in
1907°de tanimladig 1 ilk vaka olan Auguste D.’den beri, noropsikiyatrik belirtilerin
demansa eslik edebileceg i bilinmektedir. Auguste D.’nin sikayetleri ilk olarak
duygudurum deg isiklikleri ve sadakatsizlik sanrilari ile baslamis, ilerleyici bellek
kayb1 ve dil problemlerinden olusan biligsel sorunlar klinik tabloya sonradan
eklenmistir (4). 2015 yilinda yapilan Cache County Demansa Ilerleme Calismasi hafif
diizeyde belirtileri olan Alzheimer demansi hastalarinda agresyon, psikotik belirtiler
ve duygudurum semptomlarinin (anksiyete ve depresyon) varliginin yagam siiresinde
kisalma ile iligkili oldugunu, agresyon ve psikotik belirtilerin ek olarak islevsellikte
hizli koétillesme ile iliskili oldugunu gostermistir (5). Ayrica son yillarda yash
bireylerde ilk kez g6 rii len NPS’lerin n6 robiligsel bozukluklarin ve yeni baslayan
biligsel bozulmanin erken belirtileri olabileceg i go sterilmis (6) prodromal demans
do nemlerini yansittig 1 di gini len bu go i nim son yillarda daha ¢ok dikkat gekmistir
(7).

Alzheimer hastaliginin patogenezini agiklamada kolinerjik hipotez, amiloid
kaskad hipotezi, tau hipotezi, inflamasyon hipotezi ve mitokondriyal hipotez gibi
hipotezler kullanilmakla (8,9) birlikte hastaligin patofizyolojisini agiklayabilecek
kesin bir mekanizma bulunmamaktadir. Mitokondriyal hipotez hastaligin olusumunda
cesitli mitokondriyal iglevlerde bozulma oldugunu, belki de bu bozulmanin hastaligin
tetikleyicisi oldugunu o6ne siirer (9). AH’de bozulan mitokondriyal islevlerden biri de
hasarli mitokondrilerin uzaklastirilmasini saglayarak saglikli mitokondri havuzunun

olusumunda roll olan ‘mitofaji’dir. Alzheimer hastalarinda bozulmus olan otofaji ve



mitofajinin noronlarda hasarli mitokondrilerin  birikimine neden olabilecegi
diisiiniilmektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar Alzheimer hastalarinin beyinlerinde,
insan kok hiicrelerinde ve farkli AH hayvan modellerinde mitofajinin bozuldugunu
gostermis, mitofajiyi indiklemenin biligsel bozulmayr ve AH patolojisini
azaltabilecegine dair calismalar hiz kazanmistir. Mitofajiyi indiuklemek amaciyla
PINK1, Parkin gibi modulatorler, rapamisin, metformin gibi ilaclar (MTOR
inhibitorleri), bitki metabolitleri (Urolithin, spermidin) ve nikotinamid adenin
dintikleotid (NAD™) 6ncalleri (nikotinamid mononikleotid, nikotinamid ribozid gibi)
kullanilmaktadir (10).

Major depresyonun tedavisinde kullanilan antidepresan ilaglarin Alzheimer
hastaligina eslik eden depresyonun tedavisinde yeterince etkili olmadigi bilinmektedir
(11). Alzheimer hastaligina bagh oldugu diistiniilen depresyon benzeri bu belirtilerin
yaslt ve kirillgan olan demans hastalarinda giivenli ve etkili tedavi secenekleri azdir.
Demansa eslik eden bu belirtilerin depresyonu ne kadar yansittig1 tartismalidir. Bu
nedenle demans hastalarinda NPS’leri tanimaya ve tanimlamaya, patofizyolojik
mekanizmalarin1 aydinlatmaya, etkili ve giivenli tedavi seceneklerini gelistirmeye
yonelik caligmalar artmaktadir (12). Alzheimer hastaligina eslik eden NPS’lerin
norotransmitter sistemlerinde degisiklikler, farkli beyin bdlgelerinde gorilen
norodejeneratif degisiklikler gibi mekanizmalar nedeniyle ortaya ¢ikiyor olabilecegi
ileri stirilmiistiir (13,14), ancak NPS’lerin patofizyolojisinde mitofajinin rolinin
degerlendirildigi bir caligmaya rastlanmamustir.

Bu arastirmada bir mitofaji diizenleyicisi olan nikotinamid ribozid (NR)
tedavisinin amiloid B ile indiiklenmis ve uykusuz birakilmis sigan Alzheimer hastaligi
modelinde bilissel islevler, ve agresyon, anksiyete ve depresyon gibi noropsikiyatrik
belirtiler iizerindeki etkisinin aragtirilmasi hedeflenmektedir. Tedavi ile depresyon
benzeri davranista iyilesme olmas1 dngoriilmektedir. Onceki calismalarda NAD*’y1
artirmanin bilissel islevler tizerinde olumlu etkileri oldugu gosterilmis olup bu ¢alisma
ile literatlirdeki bu bulgunun desteklenmesi ongoriilmektedir. Ancak calismanin asil
amaci ve orijinal yani, bu tedavi ile depresyon benzeri davranista iyilesme olup

olmayacagini gostermektir.



2. GENEL BILGILER
2.1.  Alzheimer Hastahgi

En yaygin norodejeneratif hastaliklardan biri olan AH, dinya genelinde
yaslilarda gorillen demans vakalarinin % 80’inden fazlasini olusturur. Altmisbes yasin
altinda yaklasik 200 bin kisinin erken baslangi¢li AH tanisi oldugu, 65 yas Ustlinde ise
bu saymin yaklastk 5 milyon oldugu tahmin edilmektedir. 2050 yilina kadar
prevalansin 13.8 milyona ulasacagi diistiniilmektedir (15). Glrvit ve arkadaslari
tarafindan yapilan ‘Tiirkiye Alzheimer Hastalig1 Prevalansit Calismasi’nda 70 yas iistii
kigilerde Alzheimer demans: (AD) prevalanst %11 olarak saptanmis, baska bir
calismada Eskisehir’de 55 yas Ustu bireylerde AD prevalanst %4,6 bulunmustur
(16,17).

Alzheimer hastalig1 genellikle bellek yakinmalari ile baslayan ve sonunda
birden ¢ok bilissel, noropsikolojik ve davranigsal alani igerecek sekilde ilerleyen,
biligsel islevlerde ilerleyici bir bozulma ile karakterize olan bir hastaliktir. Hastalik
erken (<65 yas) ve ge¢ baslangich (sporadik) AH olarak siniflandirilir. Erken
baslangich vakalarin pek ¢ogu tek gene bagli otozomal dominant kalitim bi¢imine
sahiptir. Amiloid prekdrsor protein (APP), presenilin (PSEN) 1 veya 2 genlerindeki
patojenik varyantlardan kaynaklanir ve olgularin %1’inden azinda gértlmektedir (18).
Geg baslangicli AH nin ise tek bir genin bilylik katkis1 yerine, birgok genin kiigiik
oranlarda katkisinin oldugu, cevresel faktorlerin de devreye girdigi kompleks bir
kalitim bigimine sahip oldugu disiiniilmektedir. Bu vakalarin gogu sporadiktir, ailesel
gecis gostermez. Apolipoprotein E (APOE) geni risk faktorii olarak tanimlanmistir
(19).

Alzheimer hastaliginin kesin tanisi, beyindeki ndropatolojik degisikliklerin
Oliim sonrasi analizinden gelir. Hem klinik hem de patolojik 6zelliklerin analizleri,
yani klinikopatolojik korelasyon ¢aligsmalari, patolojinin biligssel durumla nasil iligkili
olduguna dair 6nemli bilgiler saglamistir. Giiniimiizde ilerleyen teknoloji ile, erken
evrelerde in vivo patolojinin gosterilmesi ve erken tani konulmasi1 konusunda ilerleme
kaydedilmistir. In vivo tekniklerin hastaligin ¢esitli safhalarinda kullanilmasi, canl
bireylerde klinik ve patolojik korelasyon g¢aligmalarmin yapilmasina izin vermistir.

Ancak arastirma merkezleri ve 6zellesmis Klinikler disinda, gunlik klinik pratikte tani



icin halen anamnez ve ¢esitli bilissel islevleri 6lcen ndropsikolojik degerlendirmeden

yararlanilmaktadir.
2.2.  Alzheimer Hastahgimin Patofizyolojisi

Alzheimer hastalig1 beyinde ekstraseliiler AP kiimelenmelerinden olusan senil
plaklar ve hicre ici hiperfosforile tau (p-tau) ve néroflamanlardan olusan NFYler ile
karakterize ndrodejeneratif bir hastaliktir. Bunlarin disinda gliyozis, inflamasyon,
néronal, sinaptik ve kolinerjik kayiplar gibi farkli noropatolojik degisiklikler de
goriilmektedir (20, 21, 22). Hastaligin erken donemlerinde NFY’ler entorinal korteks
ve hipokampuse lokalize olup (Braak evre I-11), daha sonra inferior temporal korteks
ve asosiasyon korktekslerine yayilirlar (Braak evre III-IV) (23, 24). Bu evre AH nin
erken donem bellek belirtileri ile iliskilidir (25, 26). NFY’lerin yayilimi demansin
derecesi ve hastalik stresi ile iliskili bulunmustur (27, 28). Ote yandan saglikli bilissel
islevlere sahip kisilerin (29, 30, 31, 32), ve hafif bilissel bozukluk ya da demans tanisi
olan kisilerin (30, 33, 34) dahil edildigi ¢alismalarda noropsikiyatrik semptomlar ve
AR birikimi arasinda iliski gosterilmistir.

Alzheimer hastaliginin néropatolojik simiflandirmast igin 2012 yilinda (g
parametreden olusan (Amiloid, Braak, CERAD) yeni bir degerlendirme modeli (ABC)
gelistirilmistir: AR iceren amiloid plaklar (A), norofibriler yumaklarin Braak
Evrelemesi (B) ve noritik amiloid plaklarin skorlanmasi (C). Bir énceki néropatolojik
siniflandirma demans tanist konmasimi gerektirmesine ragmen (35) bu yeni
siiflandirma, AH’de goriilen noropatolojik degisikliklerin biligsel bozulma ortaya
cikmadan goriilmeye basladiginin altin1 ¢izer (36, 37, 38) (Sekil 2.1). Calismalar
ozellikle erken donemde amiloid plaklar ile biligsel islevler arasinda bir korelasyon
oldugunu, hastalik ilerleyip NFY’ler ve norodejenerasyon arttik¢ca bu iligkinin

zayifladigini gostermektedir (39, 40).
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Sekil 2.1. Alzheimer Hastaliginda Biyobelirtegc Modeli (Jack ve ark.’nin 2010
makalesinden alinmustir (41))

Alzheimer hastaliginin patolojisi iyi bilinmekle beraber, patogenezi ve
patofizyolojisi halen net olarak tanimlanamamistir. Hastaligin patogenezini
aciklamada kolinerjik hipotez, amiloid kaskad hipotezi, tau hipotezi, inflamasyon
hipotezi ve mitokondriyal hipotez gibi hipotezler kullanilmakla birlikte hastaligin

patofizyolojisini agiklayabilecek kesin bir mekanizma bulunmamaktadir (8,9).
2.2.1 Kolinerjik Hipotez

Asetil kolin (Ach) postsinaptik membranda nikotinik reseptorlere baglanarak
hem dogrudan hem de G protein iliskili muskarinik reseptorler araciliiyla etkisini
gosterir. Nikotinik etkilerin hiicrenin uyarilabilirligini artirdig: ve dikkat ile baglantili
oldugu, muskarinik etkilerin ise kalic1 sinaptik degisikliklerle noroplastisite tizerinde
etkili oldugu bilinmektedir (42). Kolinerjik kaybin AP kimelenmesi ve
norotoksisitede artisa neden oldugu, AB’nin ise Ach sentezi, saliverilmesi ve

postsinaptik etkisini azaltabilecegi gosterilmistir (42).

Alzheimer hastaliginin kolinerjik hipotezi, hastaliga bagl biligsel bozulmanin,
kolinerjik noronlarin ilerleyici kayb1 ve beyindeki asetilkolin diizeyinin azalmasindan
kaynaklandigi g0zlemine dayanmaktadir (43). Asetilkolinin roliini vurgulayan
caligmalar antikolinerjik tedavilerin bellegi bozmasi, AD hastalarinin otopsi

incelemelerinde Ach Uretiminde gorevli enzimlerin azalmis oldugunun gosterilmesi,



Ach’yi “asetat” ve “kolin” e hidrolize ederek post-sinaptik aktivitesini durduran
asetilkolinesteraz enzimini inhibe eden ajanlarin bilissel islevlerde iyilesmeye neden
olmasina dayanmaktadir (44). Ancak kolinesteraz inhibitorlerinin biligsel islevlerde
iyilesmeye yol acarken hastaligin ilerlemesi (zerinde bir etkilerinin olmadig
gosterilmistir. Daha yeni ¢aligmalar kolinerjik teorinin dogrulugunu sorgulamaktadir
ve artik kolinerjik tikenmenin tek basmma AH belirtilerinden sorumlu olduguna

inanilmamaktadir (45).
2.2.2 Amiloid Kaskad Hipotezi

Amiloid kaskad hipotezi amiloid iiretiminde artisa neden olan bazi genetik
mutasyonlarin  (Down sendromunda kromozom 21’deki fazladan apolipoprotein
genetik kopyalari) ve ailesel Alzheimer hastalig1 mutasyonlarinin saptanmasina (APP
geni (46), PSEN1 (47) ve PSEN2 (48) dayanmaktadir. Bu genlerdeki mutasyonlarin
APP’den metabolize edilen AP proteininin atilamamasina veya amiloid plaklar iginde
biriken AB i retiminin artisina yol agtig1 diigiiniilmektedir. Alzheimer hastalarinda A3
peptidini olusturan yolun etkinligi artmis ya da hicreler arasi sividan Af’nin
uzaklastirilmasi azalmis olabilir (49, 50).

Amiloid prekrsor protein (APP), 695 aminoasitlik bir membran proteinidir.
Asil gorevi bilinmese de, noronal plastisite ve sinaps olusumu i¢in énemli oldugu
bilinmektedir (51, 52). Yirmibirinci kromozomda bulunan APP geninin Uriinii olan
APP’nin proteolizi amiloidojenik ve non-amiloidojenik yolak olarak iki sekilde bir dizi
sekretaz enzimi tarafindan gergeklestirilir (51) (Sekil 2.2). Her iki APP metabolik
yolagi da normal fizyolojinin bir parcasi olup, AH’de amiloidojenik yolagin etkinligi
artmistir. AH’de a-sekretaz yolu baskilanirken, dengenin B ve y-sekretaz yollarina
saptig1 ileri surulmektedir (53, 54, 55).

Amiloidojenik yolakta APP, B-sekretaz (BACE) ve y-sekretaz ile parcalanir.
BACE, APP’yi N terminal amino ucundan keser. PSEN1/2’yi i¢eren bir multiproteaz
enzim kompleksi olan y-sekretaz ise karboksi ucundan keser ve A ve AB1*2 olusur
(Sekil 2.2). Kirkiki aminoasitlik form (AP C terminalindeki iki ek hidrofobik
kalint1 nedeniyle daha amiloidojeniktir ve agregasyona daha meyillidir. Bu durum
amiloid fibrillerdeki sekonder yapilar olan B katlanmalarin olusumunu kolaylastirir

(56, 57, 58). ARY*?’nin AH ile iliskili amiloid plak olusumuna yol acan oligomerleri



ve fibrilleri olusturdugu ileri strilmektedir (59, 60). Diffliz plaklar halinde agrege olan
AP yogun noritik plaklara doniisiir (61).

Bu bulgular, AH’deki norotoksisitenin mediyatorlerinin amiloid plaklari degil,
kiglk AP oligomerleri oldugu hipotezini desteklemektedir (62, 63).
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Sekil 2.2. Amiloidojenik ve non amiloidojenik APP metabolizmasi. AB: Amiloid beta,
AICD: APP’nin intraseliiler alt birimi, APP: Amiloid prekiirsor protein, CTF:
APP’nin C terminali fragmani. (Zhang ve ark.’nmin 2019 makalesinden
uyarlanmustir (64))

Amiloid immdinoterapisinin  hastaligin  tedavisinde etkisiz  oldugunun
gosterilmesi, monogenik AH formlarinin hastalarin %]1’inden azin1 olusturmasi, Af
kiimelenmesinin noronal hicre kaybi ve bilissel azalma ile orantili olmadiginin
gosterilmesi, saglikli kisilerde de amiloid birikiminin gosterilmesi amiloid kaskad

hipotezinin tiim patofizyolojiyi aydinlatmada yetersiz kaldigini gdstermektedir (65,
66).

2.2.3 Tau Hipotezi

Mikrotubullerin organizasyonu ve stabilizasyonunda rol alan tau proteini,
hiicre morfolojisinin korunmasi ve aksonal taginmada rol almaktadir. Tau proteininin
ayrica ndronlarda ve diger hiicre niikleuslarinda DNA ve RNA ile etkilesime girdigi
ve nukleolar yapmin olusmasinda da roll oldugu disiiniilmektedir (67, 68).
Hiperfosforile tau (p-tau) AD, frontotemporal demans (FTD), Parkinson hastaligi,
Down sendromu, Pick hastalig1 gibi nérodejeneratif hastaliklarla iligkilidir (69, 70).



Alzheimer hastaliginda p-tau proteini mikrotiibiillere baglanamamaktadir. Bu
proteinler birbirlerine baglanarak ikili helikal filamentler ve diz filamentler gibi
AH’nin karakteristik patolojik 6zelliklerini olusturmaktadirlar. P-tau’'nun NFY’lerde
kiimelendigi, noronal 6limi tetikledigi ve hipokampus, amigdala ve temporal
bolgelerde atrofiye neden oldugu gosterilmistir (71). P-tau kiimelenmelerinin AB’ya
kiyasla Alzheimer hastalarinda biligsel bozulma ile iliskili oldugunun gosterilmesi, AH
ve iliskili diger norodejeneratif hastaliklarda p-tau’yu hedeflemenin yeni bir tedavi
mudahalesi olabilecegini diisiindiirmiistiir. Klasik tau hipotezine goére AR
oligomerleri anormal kinaz aktivasyonunu indukler, tau hiperfosforilasyonu artar, tau
proteininin aksonlardan dentritlere translokasyonu uzun sureli guclendirme (long term
potentiation, LTP) blokajina neden olur, ilerleyici sinaptik bozulma, dentritik diken
kayb1 ve erken baglantilarda bozulma gerceklesir (72). Buna ek olarak AP
oligomerlerinin sinapslardaki N-metil-D-aspartat reseptori (NMDAR) sayisini
azalttig1, ekstraseliiler glutamat gerialimini azalttig1 ve hastaligin erken evrelerinde
dahi ndrodejenerasyonu baslattigi bilinmektedir.

Somada ve aksonlarda oldugu bilinen tau proteininin postsinaptik bolgede de
bulundugunun ortaya ¢ikmasi noroplastisitede gorevli olabilecegini diistindiirmiistiir.
Bellek olusumu icin uzun sireli sinaptik plastisite, LTP ve uzun sureli depresyon (long
term depression, LTD) gerekmektedir. Sinapslardaki NMDAR aktivasyonu LTD’yi
tetikler. LTD olusum yolaginda aktiflestirilen glikojen sentaz kinaz 33 (GSK3p), tau
proteininin miktotubil alt birimini fosforiller (73). Bu nedenle LTD olusumunda p-tau
gorev alir (74). Ote yandan fosforile olmayan tau da LTP olusumunda gérevlidir (75).
Yakin zamanda ayrica postsinaptik bdlgedeki p-tau’'nun NMDAR asiri
uyarimimidnledigi, mikrottbul alt biriminden fosforillenmis olan p-tau proteininin

klasik hipotezin aksine noroprotektif olabilecegi de gosterilmistir (76).
2.2.4 inflamasyon Hipotezi

Bu hipotez reaktif gliozis ve noroinflamasyonun AH’nin 6nemli 6zellikleri
olmasindan yola ¢ikar. Alzheimer hastalarinda mikroglia iligkili yolaklarda islev
bozuklugu oldugu diisiiniilmektedir (77). Reaktif mikroglia ve astrositler amiloid
plaklarin etrafini gevreler ve proinflamatuar sitokinler salar (78). AH’de

mikroglialardaki islev bozuklugu sonucunda plaklarin fagositozu yapilamamakta,



norotoksik  inflamasyonun  engellenememesi  sonucunda  ndrodejenerasyon
gorulmektedir (79).

2.2.5 Mitokondriyal Hipotez

Mitokondri yagam ve 6liim i¢in kritik olan hiicresel islevlerin devamliligi igin
onemli bir organeldir. Mitokondriler hiicresel enerji liretiminin %90’ 1ndan fazlasini
karsilarlar (80). Noronlarin siirli glikolitik kapasitesi ve ndronal islevlerin yliksek
enerji gerektirmesi onlar1 aerobik oksidatif fosforilasyona bagimli hale getirir (81). Bu
nedenle saglikli mitokondrilerin varligi néronlar gibi uzun yasayan hicreler igin kritik
6neme sahiptir.

Mitokondriyal islev bozukluklar1 AH’deki en erken ve belirgin
degisikliklerdendir ve yakin zamandaki ¢alismalar mitokondri aracili mekanizmalarin
AH patogenezinde yer aldig1 goriisiinii desteklemektedir (9,82). AH patogenezinde
mitokondriler pek ¢ok asamada rol alabilir. Mitokondriler hastaligin tetikleyicisi
olabilir (82, 83), membranlarinda APP (84) ve ayn1 zamanda aktif y-sekretaz enzimatik
kompleksi bulunmasi (85) nedeniyle AP iiretim kaynagi olarak rol alabilirler. Af’nin
kendisi de mitokondriyal islev bozukluguna neden olabilir ve reaktif oksijen
radikallerinin (ROS) dretimini artirabilir (86). Blass ve Gibson’in oksidatif
metabolizma ve mitokondrinin AH’de rolii oldugunu ileri stirmelerinden bu yana (87)
AH’de mitokondriyal degisiklikler gosterilmis ve olasi mekanizmalar1 aydinlatmak ve
mitokondriyal defektlerin hicresel sonuglarini aydinlatmak icin pek ¢ok calisma
yapilmistir (9). Swerdlow ve Khan sporadik ge¢ baslangicli AH’de (¢evresel ve
genetik faktorlerle belirlenmis) mitokondriyal islev bozukluklarmin birincil roli
oldugunu, mitokondrideki degisikliklerin AP plak ve NFY olusumunu tetikledigini
ileri siirmiislerdir (9).

Mitokondrinin en 6nemli fonksiyonu elektron transport zinciri (ETZ) ve
oksidatif fosforilasyonla enerji Gretmektir. Aerobik hiicrelerde farkli substratlardan
alinan elektronlarin yiikseltgenme ve indirgenme olaylar1 ile oksijene tasindigi yola
“’elektron transport zinciri’” adi verilir. Substratlarin ¢ogu bu yolu kullanir.
Elektronlarin, ETZ’de tasinmasi sirasinda olusan enerjinin adenozin difosfat (ADP) ve
inorganik fosfor (Pi) ile birlesip ATP (adenozin trifosfat) olusturmasi olayina
’oksidatif fosforilasyon, OXPHOS’’ denir (88). OXPHQOS toksik endojen hidrojen
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peroksit (H202), hidroksil (OH-) ve stiperoksit (O2-) gibi serbest radikallerin temel
kaynagidir (89). Siiperoksitler siiperoksit dismutaz (SOD) ile H202’ye, nitrik oksit
varliginda ise peroksinitrite doniisebilir. Az miktardaki reaktif oksijen radikalleri hiicre
icinde ikincil mesajci olarak gorev alir ancak fazlaligi hiicreler igin yikici etkiyesahiptir
ve pek cok patolojik sirecte rol alir (90). Merkezi sinir sistemi (MSS), yiksekoksijen
mevcudiyeti ve tiikketimi, oksidatif hasara duyarli ¢oklu doymamais yag asidi i¢eriginin
¢ok olmasi, antioksidan savunmalarindaki eksikligi ve yiksek redoks metalleri
icermesi nedeniyle reaktif oksijen radikallerinden (ROS) kaynaklanan hasaradzellikle
duyarlidir (91). Alzheimer hastalarinin lenfosit ve trombositlerinde ve postmortem
beyin dokularinda mitokondriyal kompleks I, 111 ve IV enzim aktivitesininazaldig:
gosterilmistir (92, 93, 94).

+25

Mitokondrilerin bir diger islevi de sitozolik Ca™’yi esas olarak tek yonlii

tastyic1 (uniporter) yoluyla iceri almak, Na*/Ca*? veya H*/Ca*? degistiricileri ile

*2 yi tamponlamaktir (95). Anormal sitozolik Ca*?

serbest birakarak hiicre i¢i Ca
yiikselmeleri mitokondri iginde hizli Ca*? artigina neden olur. Ca*?’nin normal sinir
iletimi, kisa ve uzun siireli plastisite ve gen transkripsiyonunun diizenlenmesindeki
rolii géz oniine alindiginda mitokondrinin bu islevi énemlidir. Ca*™ homeostazindaki
bir diizenleme bozuklugu eksitotoksisite araciligiyla apoptoz ve nérodejenerasyon ile
yakindan iliskilidir (95). Yasla birlikte MSS’de Ca*? tamponlama kapasitesinin
azaldig1r gosterilmistir, mitokondrinin bu homeostaz bozulmasinda roli oldugu
diistiniilmektedir (96).

ROS iiretiminde artis, mitokondriyal Ca*™® homeostazinda bozulma ve apoptoz
indiklenmesi arasindaki molekiller baglanti mitokondriyal gecirgenlik gegis
g6zeneklerinin (mitochondrial permeability transition pore, mPTP)) agilmas: ile
sitokrom C, apoptoz indikleyici faktor (AIF) gibi proapoptotik proteinlerin sitozole
cikis1 ve kaspaz aktivasyonudur (. Mitokondriyal gecirgenlik mPTP nin olusumu ile
aktiflestiginde mitokondri i¢ zar1 biitiinliglinii kaybeder ve oksidatif fosforilasyon
proton pompasi ile eslesemez (uncoupling). Boylece membranlar arasindaki proton
farki ve ATP Uretimi azalir (98).

Mitokondriler benzer uyarilara (DNA hasari, biiylime faktorii azalmasi, stres,
hipoksi vb.) cevap olarak hem hicre oOlumunu uyarabilir hem de mitofajiyi

aktiflestirebilirler. Hasarlt mitokondrilerin mitofaji ile ortadan kaldirilmas1 sag kalimi



11

artirirken, mitokondri diger yandan apoptoz ve nekrozu da indikleyebilir. Bu yuksek
oranda korunmus slrecler hiicrenin sag kalimi ve Olumiu arasindaki dengede
onemlidirler (99). Hicre mitokondri dis zarmin gecirgenligini duzenleyen BAK
ve/veya BAX ile ya da mitokondri i¢ zarindaki mPTP’nin agilmasi ile 6ltm siirecine
girebilir. D1s zar gegirgenliginin BAX/BAK ile artmasi sitokrom C, SMAC/DIABLO,
AlF, endonlkleaz G gibi proapoptotik proteinlerin salinimina yol acar (100).
mPTP’nin agilmasi ayn1 zamanda su ve ¢ozinebilir maddelerin mitokondri matriksine
akisina neden olarak proton gradientini bozar ve ATP sentezi bozulur. Bu akis i¢
membranin sismesine ve sonunda dis zarin pargalanmasina neden olarak nekrotik
hiicre 6liimiine yol agar. Bunu 6nlemek i¢in hasarli mitokondriler otofagozomlarda
birikir ve apoptoz ya da nekroz tetiklenmeden once yikilir. Hem apoptoz hem de
nekroz mitokondri tarafindan siki bicimde denetlenir (99).

Mitokondrilerin tum bu islevleri yerine getirebilmesi icin saglikli bir
mitokondri havuzu gerekmektedir. Enerji ihtiyaci bilyliik oranda mitokondrilerden
karsilanan noronlarin akson ve dentritlerinin enerji ihtiyacinin karsilanmasi icin,
mitokondrilerin néron gévdesinden uzak kisimlara da tasinmasi gerekir. Bu nedenle
mitokondriyal dinamiklerin uygun bir sekilde g¢alistyor olmast Onemlidir (101).
Saglikli mitokondri havuzunun saglanmasi dinamik bir siirectir. Bu mitokondriyal
dinamikler siki denetlenen siireglerle kontrol altinda tutulur. Bunlar fiizyon, fizyon,
de-novo mitokondri olusumu ve istenmeyen, hasarli mitokondrilerin mitofaji ile
yikimint kapsar (101) (Sekil 2.3). Bu saglikli mitokondri havuzunun siirdiiriilmesi
ozellikle néronlarin canliligi i¢in dnemlidir. Mitokondriyal fii zyon iki mitokondrinin
birlesip tek bir yap1 olusturmasi iken, mitokondriyal fizyon bir mitokondrinin
b6 lii nerek iki ya da daha fazla yap1 meydana getirmesi islemidir. Flizyon ile defektif
mitokondriler saglikli havuza dahil edilebilirler. Bu birbirinin tersi iki mekanizma
hicredeki mitokondrilerin mimarisini ve her yoniyle mitokondri islevlerini etkiler.
Fizyon islevsiz mitokondriyi diger mitokondrilerden uzaklastirmada ve mutant
mitokondriyal DNA’y1 ayirmada rol alir. Uzamis (elongated) mitokondri fizyon ile
enkapsillasyona uygun boyutlara pargalanir, ayn1 zamanda hasarli mitokondriyal
materyalin ayrisarak mitofaji ile ortadan kaldirilmasi saglanir. Fizyon, Kkalite

kontroluniin yaninda degisen metabolik gereksinimlere uygun mitokondri sayisinin
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saglanmasi, eritrositlerin farklilagmasi gibi bazi1 6zel gelisimsel basamaklarda da gérev
alir (102) (Sekil 2.3).

Lizozomal pargalanma
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Sekil 2.3. Mitokondriyal dinamiklerin sematik gosterimi. Stresle birlikte mitokondri
hasar1 birikir ve hasarli mitokondri Drpl araciligiyla fizyona ugrar. Diger
proteinler de mitokondrinin pargalanmasina yardimci olur. Hasarli mitokondri
makrootofaji sistemi tarafindan tanmir ve mitofagozomu olusturur.
Mitofagozom lizozomla birleserek mitofaji ile pargalanir. Fizyon sonrasi
saglikli mitokondri parcast Mfnl, Mfn2, Opal proteinleri araciliiyla fiizyona
ugrayarak saglikli mitokondri havuzuna dahil edilebilir. (Guha ve ark.’nin 2020
makalesinden uyarlanmistir (103))

Noronlar post mitotik olmalar1 nedeniyle hiicre i¢inde biriken fazla materyali
bolinerek azaltamazlar, bu nedenle reaktif oksijen radikallerini iireten ve programli
hiicre 6liimiinii uyarabilen hasarli ve istenmeyen mitokondrilerin ortadan kaldirilmasi
icin temizleyici bir sistemin varligi 6nemlidir. NOronal canliliktaki bu 6nemleri
nedeniyle mitokondriyal islevlerdeki herhangi bir bozukluk néronal hicre 6limine
neden olabilir, bu da nérodejeneratif hastaliklar ile mitokondriyal islev bozukluklari

arasindaki baglantiy1 agiklar. Hicreler artmis mitokondrilere karsi secici biriktirme
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(sequestration) ve sonrasinda hiicre 6liimiinii uyarmadan bu hasarli mitokondrilerin
ortadan kaldirilmasini iceren savunma mekanizmalarina sahiptir. Bu slrec
mitokondriyal otofaji, diger adiyla ‘’mitofaji’’ araciligiyla gergeklestirilir (99). Otofaji
ve mitofaji ile ilgilenen arastirmacilar bu mekanizmalarin AH’de kismen bozulmus
oldugunu ve bu durumun néronlarda hasarli mitokondrilerin birikimine neden oluyor
olabilecegini ileri siirmiistiir. Fang ve Bohr, 2017°de mitofajide bozulmanin AH’yi
baglatmada ve hastaligin ilerlemesinde ©6nemli bir risk etmeni oldugunu ileri
stirmislerdir (10). Arastirmacilar insan beyni, insan kok hiicrelerinde ve farklt AH
hayvan modellerinde mitofajinin hasarlandigin1 gostermis, mitofajiyi indiiklemenin
biligsel bozulmay1 ve AH patolojisini azalttigini gostermislerdir (10).

Mitokondri islevlerinde bozulmanin AH’nin baslaticist m1 oldugu, yoksa
AP’nin mitokondri islevlerinde bozulmaya neden olarak hastaligin gidisatini m1
degistirdigi tartigmalidir. AH hayvan modellerinde, mitokondriyal hasarin A
uretimini  artirdigt ve mitokondriyal hasarin A kimelenmesinden 6nce
gerceklestigine dair bulgular vardir (104, 105). Noronal hiicre kiiltiirleri ile yapilan
caligmalarda da mitokondriyal islev bozuklugunun oksidatif stres araciligiyla amiloid
iretimini artirdigi gosterilmistir (106). Yine deneysel modellerle yapilan ¢alismalar
mitokondriyal islev bozuklugunun p-tau, mikrotiblil depolimerizasyonu ve
ndrofibriler yumak benzeri patoloji olusturduguna dair kanitlar sunmustur. Glutamat
artis1 ile iliskili kronik Ca*? artisin hipokampal noronlarda AH benzeri p-tau
kiimelenmesini tetikledigi gosterilmistir (107). Ratlara ETZ kompleks I inhibitorii
rotenon verildiginde noronlar, astroglialar ve oligodentrositlerde p-tau biriktigi
gosterilmistir (108). Genetik olarak mitokondriyal SOD2 eksikliginin fare noron
hiicrelerinde AH benzeri p-tau birikimine neden oldugu, ancak antioksidan uygulamasi
ile azaldig1 gosterilmistir (109).

Bunlarin yaninda AP ve p-tau da mitokondri hasarina neden olabilir.
Noronlarin AB’ya maruz birakilmalar1 mitokondriyal ATP Uretiminde azalmaya,
mitokondriyal enzimlerin aktivitesinde azalmaya, ve ROS uretiminde artisa neden olur
(105, 110). Sinaptik mitokondriler yiliksek enerji ihtiyaclart ve sinaptik aktivasyon
sirasindaki giiclii Ca*? girisi nedeniyle AP hasarina daha duyarl olabilirler (111).

Sinaptik terminallerin AB’ya dogrudan maruz birakilmasi1 mitokondriyal islevlerde
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bozulmaya, oksidatif strese, bozulmus glutamat ve glukoz taginmasina neden olarak
sinapslar1 eksitotoksik dejenerasyona duyarli hale getirebilir (112).

Alzheimer hastalarindan ve ayni hastalara AH tanis1 konmadan 10 yil 6nce
alinmig kanlardan yapilan eksozom analizleri bu hastalarda katepsin D (lizozomlardaki
primer proteaz), LAMPL (lizozomal membran komponenti) ve ubikutinlesmis
proteinlerin dizeylerinin arttigimi gostermistir. TUm bunlar lizozomal islevlerde
bozulma oldugunu ve noronlarda bulunan lizozomlarda pargalanmamis kargo
birikimleri  oldugunu gostermektedir (113). Alzheimer hastalarmin  beyin
orneklerinden elde edilen noronlarda ve mutant APP ekspresyonunun arttigi kiiltiir
hiicrelerinde mitokondriye parkin translokasyonunun, otofagozom kiimelenmesinin ve
sindirilmemis mitokondri iceren lizozomlarin arttigi gosterilmistir (114). Hasarli
mitokondrilerin néronlarda birikmesi hiicresel ATP duzeylerinde azalmaya ve ROS
Uretiminde artisa, bu da APP ve p-tau islenmesinde artisa ve AH’nin patoloji
bulgularindan olan AP plaklari ve NFY’lerin olusumuna neden olabilir (115, 116).
Tum bu bulgular birlikte AH’de néronal dejenerasyonun patogenezinde hasarli
mitofajinin yeri oldugunu desteklemektedir (10).

2.3. Otofaji ve Mitofaji

Otofaji ¢ift zarli vezikillerin (otofagozomlar), organelleri ve proteinleri
parcalanmalart i¢in lizozomlara tagima siirecidir (117). Otofajik aktivite yasla birlikte
azalir ve yasamin devamui i¢in gereklidir (118). Kanser, nérodejenerasyon, mikrobiyal
enfeksiyonlar ve yaslanmada otofajik islev bozukluklari gosterilmistir (119). Bazal
otofaji, zarar gormiis organeller, uzun Omurli proteinler ve protein agregatlarini
uzaklastirmak i¢in besin ve biiylime faktorii eksikligi gibi hiicresel strese yol agan
durumlarda hizla aktiflesmektedir (120). Otofaji sadece besin kaybinda hicresel
triinlerin geri donilisiimiinii saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda hasarli organellerin
(mitokondri, peroksizom vb.) se¢ici olarak ortadan kaldirilmasiyla kalite kontrolii de
yapar (102). Simdiye kadar mikrootofaji, saperon aracili otofaji ve makrootofaji olmak
iizere Ui¢ farkli otofaji tiirli tantmlanmistir ve bunlarin hepsi lizozom aracilidir. Mikro
ve makrootofaji sitoplazmik igerikleri secici olmadan ya da segici olarak
parcalayabilir. Mikrootofaji ve saperon aracili otofajide substratlar lizozoma vezikuler

tasinma olmadan taginirlar (121).
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Otofaji bir dizi otofaji iliskili protein (ATG) ile diizenlenir. Hiicre otofajiyi
uyaracak bir sinyal aldiginda fagofor (phagophore) denen bir membran olusur. Bu
olay, diger adiyla nukleasyon BECLIN1, VPS15 ve VPS34’ten olusan bir komplekse
ihtiya¢c duyar (122). Membran daha sonra iki ubikutin benzeri konjugasyon sistemi
(mikrotiibiil iliskili protein 1A/1B-hafif zincir 3 (LC3) ve ATG12-ATG5) araciligi ile
ATG16L kompleksi ile bir araya gelir ve sitozolik LC3 (LC3-1), fosfotidiletanolamin
ile konjuge edilerek otofagozomal membrani ¢agiran LC3-II’ye cevrilir (123, 124).
Fagofor uclar1 hedefin etrafinda birlesecek sekilde daha da genisler ve ¢ift zarli bir
yap1 olan otofagozom olusur. Otofagozom lizozomla birlesir ve igerigi lizozomal

enzimlerce pargalanir (99) (Sekil 2.4).

Fi Yikim
Niikleasyon Maturasyon uryon Geri donigim
Hiicresel ™ oy ) = —».
- P
Stres v compies < “c" ~\ \
e " P o
Y — — — —e
i e
R \ Es N b
Omegarare Phagophere Astophagotome Autesyrosome 2 .
Fagofor Otofagozom Otolizozom

Sekil 2.4. Otofaji siirecinin sematik gosterimi. Otofaji mTOR ve AMPK tarafindan
diizenlenir. Otofajinin aktivasyonu, ULK1 ve PI3K protein komplekslerinin
olusumunu icerir. Hicre otofajiyi uyaracak bir sinyal aldiginda fagofor
olusturur (niikleasyon). Otofagozom zarinin olgunlagir ve uzarken, iKi
ubikuitin benzeri konjugasyon asamasini, ATG12'nin ATG5'e konjugasyonunu
ve LC3 I'in LC3 II'ye doniisiimiinii igerir. Olgunlasmis otofagozomlar, hiicre
ici igerikleri parcalamak ve makromolekiil bilesenlerini geri doniistiirmek igin

lizozomlarla birlesir. (Chang NC ve ark. 2020 makalesinden uyarlanmistir
(125))

Bir selektif otofaji tlri olan mitofaji ise hasarli, yaslanmis, gereksiz
mitokondrilerin ortadan kaldirilmasidir, otofaji ve ubikuitin proteozom sistemine
ithtiya¢ duyar (126). Christian de Duve ve Robert Wattiaux 1966°da ilk kez memeli
hicrelerinde mitofajiyi goriintillemis (127), John J. Lemasters ise 2005 yilinda
mitokondrilerin otofajisini ‘mitofaji’ olarak adlandirmay1 onermistir (128). Yiiksek

oranda korunmus bir hticresel siire¢ olan mitofajinin molekuler mekanizmalari maya,
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Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, zebra baligi ve memelilerde
caligilmigtir (129, 130).

Mitofaji ihtiya¢ duyulmayan mitokondrilerin ortadan kaldirilmasini saglayan
bazal mitokondriyal dolagim igin gereklidir. Bununla birlikte eritrositlerin
olgunlagmasi, fertilize oositlerin gelisimi gibi baz1 fizyolojik durumlarda da mitofaji
indiklenebilir (131, 132). Bu fizyolojik durumlarin yaninda mitokondriyal membranin
depolarizasyonu, ya da hipoksi durumlarinda strese yanit olarak da mitofaji
induklenebilir (133, 134).

Bitin mitofaji tipleri genel olarak reseptor aracili bir mekanizma kullanirlar.
Bu reseptorlerin bazilar1 mitokondriyal membranda yerlesmis olan protein ve
lipidlerdir, bazilar1 ise mitokondriyal yiizeydeki ubikutinle isaretlenmis yapilara ve
olgunlasmamis otofagozomlarin yapisindaki LC3-II’ye baglanan mitokondriyal
olmayan proteinlerdir (135). Mitofajiyi kabaca ubikutin aracili ve ubikutin aracili
olmayan mitofaji olarak ikiye ayirabiliriz. Ubikutin aracili mitofajide PTEN ile
indiiklenen kinaz 1 (PINK1), parkin, dig membran translokazi (TOM) ve i¢ membran
translokaz1 (TIM) kompleksleri ve otofaji reseptorleri (OPTN, p62, NDP52,
SQSTM1/p62) rol alir. Ubikutin aracili olmayan mitofajide ise mitokondri dis
membranindaki BCL2 ve adenovirus E1B 19 kDa etkilesen protein 3 (BNIP3), NIP 3
benzeri protein X (NIX), BCL2 ve FUND1 mitofaji reseptorii olarak galisir ve
olgunlagmamis (nascent) otofagozoma ubikutine ihtiya¢ duymadan dogrudan LC3
etkilesim motifi (LIR) ile baglanir (136) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Ubikutin aracili ve ubikutin aracili olmayan mitofaji. Ubikuitine bagiml
yolda PINK1, hasarli mitokondriyal dis zar Uzerinde stabilize edilir,
sitoplazmik E3 ubikutin ligaz parkini ¢cagirir ve fosforile eder. Fosforile Parkin,
mitokondriyal dis zar proteinleri VDACI, Mfn1/2 ve Tom20'yi ubikutinler.
NDP52 ve OPTN gibi otofaji reseptorleri, ubikutinlenmis bu mitokondriyal dis
zar proteinlerini LC3'e baglayarak mitofajiyi baslatir. Ubikuitine bagiml
olmayan yolda ise BNIP3L/NIX, FUNDC1 ve PHB2 gibi otofaji reseptorleri,
dis mitokondriyal zar lizerinde kalir ve ubikutine ihtiya¢ olmaksizin dogrudan
LC3'e baglanir ve mitofajiyi baglatir. (Li ve ark.’mn 2022 makalesinden
uyarlanmistir (137))

Tum bu mitokondriyal reseptorlerin ¢esitliligi yuksek kompansatuar
mekanizmalarin varligint ve zaman zaman bir arada galistiklarin1 gosterir. Bu
reseptorler araciligiyla mitokondriyal islevlerin siirekliligi, enerji metabolizmasi ve
hlicre homeostazi igin elzemdir.

Sonug olarak, yaslanma ve nérodejeneratif hastaliklar gibi yaslanma ile iligkili
hastaliklarda mitofajinin hasarlandigina dair kanitlar her gegen giin artmaktadir. Bu
nedenle mitofajinin induklenmesini igeren terapotik mudahalelerin hastaligin yukinin

azaltilmasinda, belki 6nlenmesinde roll olabilecegi diistiniilmektedir (138).
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2.4.  Alzheimer Hastahgimin Noropsikiyatrik Belirtilerinin

Patofizyolojisi

Noropsikiyatrik  belirtilerin ~ inflamasyon,  anatomik  degisiklikler,
norotransmitter sistemlerinde degisiklikler gibi farkli mekanizmalarla gelistigini iddia
eden galismalar vardir (139). Alzheimer hastaligina eslik eden NPS’lerden beynin belli
bolgelerinde (hipokampus, frontal lob, anterior ve posterior singulat, insula, amigdala
gibi) goriilen atrofinin sorumlu olabilecegi de diisiintilmektedir. Bu bolgelerin diirtii
kontrolii, motivasyon, duygu disavurumu ve duygu diizenlemesi ile iligkili olduklar1
diistiniildiigiinde bu iligskinin NPS’lerle baglantili oldugu disiiniilebilir (14). Yakin
tarihli bir fonksiyonel manyetik rezonans goriintiileme (fMRI) ¢alismasinda AH ve
depresyon hastalar1 karsilastirildiginda hipokampal-prefrontal korteks baglantisinda
kiiciik farkliliklar olsa da her iki grupta da hasar oldugu, her iki hasta grubunda da
belirgin hipokampal hacim azalmasi oldugu gosterilmistir. Bulgular hipokampusiin
bellek ve duygu dizenlemesindeki roliine isaret etmis (140) ve AH’nin erken
donemlerinde amiloid aracili hipokampal hasarin gbzlenmesinin sonucunda AH’nin
bir sekeli olarak depresyonun gelisebilecegi algisini giiglendirmistir (141).

Beyindeki yapisal hasar ayrica serotonin, noradrenalin, dopamin gibi
monoaminlerin Uretimini etkileyerek de NPS’lere neden olabilir. Alzheimer
hastaligindaki monoamin eksikliginin major depresyon ve anksiyete bozukluklarina
benzer olduguna dair kanitlar vardir (13).

Major depresyonun norobiyolojisinde de kronik stres ile iliskili mitokondriyal
degisikliklerin (oksidatif streste artis, ATP dizeylerinde azalma, otofajide
degisiklikler gibi) roli olabilecegi diisiiniilmesine karsin (142), Alzheimer
hastalarinda goriilen depresyon benzeri belirtilerin patofizyolojisinde mitokondrinin
roliine iliskin az sayida calisma vardir. Alzheimer hastaliginda oldugu gibi (143),
major depresyonda da otofaji hasarlanmaktadir (144). Major depresyon tedavisinde
kullanilan amitriptilin ve fluoksetinin monoaminerjik transmisyona etkisinin disinda
proapoptotik etkisinin gosterilmesi (145, 146), lityumun da otofajiyi artirdiginin
gosterilmesi (147) antidepresan etkinliklerinde bu 6zelliklerinin rolii olabilecegini
distindiirmtistiir (144). Fluoksetinin ayrica kronik hafif stres ile indiiklenmis fare

modelinde otofaji ve mitofajiyi uyardig1 gosterilmistir (148).
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Yaslanma, norodejenerasyon ve depresyon serotonerjik iletimde degisiklikler,
hiicresel enerjide ve solunumda azalma ile iliskilidir (149). Serotonin mitokondriyal
biyogenezi ve mitokondriyal islevleri artirir (150, 151). Bununla birlikte segici
serotonin gerialim inhibitorlerinin (SSGI) otofajik siiregleri uyardigimna iliskin de
kanmtlar vardir (152, 153, 154, 155). Bir c¢alismada Klinik pratikte Alzheimer
hastalarinda sik kullanilan sitalopramin mutant APP hiicrelerde mitofaji ve otofajiyi
uyardigi, AP ile indiiklenmis mitokondriyal toksisiteyi azalttig1 gdsterilmistir (156).
Bu nedenle mitofajinin SSGI’lerin etki mekanizmasinda ve ndroprotektif roliinde etkili
olabilecegi diistiniilmektedir (156).

Song ve ark. intraserebroventrikiler (ICV) AB uygulanmis siganlarda
otofajinin arttigini, silibinin beyin kaynakli norotrofik faktori (BDNF) artirarak,
otofajiyi azaltarak antidepresan ve anksiyolitik etki gosterdigini belirtmistir (157).

2.5.  Alzheimer Hastahgnin Tedavisi

Gunimuizde Alzheimer hastaligini tamamen iyilestiren ve hastaligin
ilerlemesini durduran ya da geri ¢eviren bir tedavi bulunmamaktadir. Bu nedenle
mudahaleler belirtileri tedavi etmeyi veya bilissel islevleri iyilestirmeyi hedefler (158).
Simdiye kadar FDA tarafindan AH’deki bilissel belirtiler icin onaylanmig bes tane AH
ilac1 vardir. Bu tedavilerin bir kismi asetil kolin esteraz inhibisyonunu hedefler.
Bunlar; rivastigmin galantamin, takrin ve donepezildir (159). Bir Cochrane
derlemesinde 6 aylik tedavi sonucunda rivastigmin kullanan hastalarin plaseboyla
karsilastirildiginda bilissel islevler ve giinliik yasam aktivitelerindeki farklarin ¢ok
kiglk oldugu gorilmiistir (160). Glutamat aracili eksitotoksisiteyi azaltmay1
hedefleyen NMDAR antagonisti memantin ise orta-ileri evre AD’nin tedavisinde
kullanilmaktadir (161). Memantinin etkilerinin degerlendirildigi bir metaanalizde
memantin monoterapisinin bilissel islevlerde (etki biiytikligi: -0.27), davranigsal
belirtilerde (etki biiyiikligii: -0.12), giinliik yasam aktivitelerinde (etki biiytikliigii: -
0.09) ve islevselligin global degerlendirmesinde (etki biiyiikligii: 0.18) iyilesme
sagladig1 bulunmustur (161).

Bunlarin disinda kanitlarin daha zayif oldugu E vitamini, folik asit, omega 3,
ginseng, dimebon, hirudin, huperzin A, serebrolizin, statinler, kakao, souvenaid,

idalopirdin, antiinflamatuar ilaglar (endometazin, naproksen, rofekoksib gibi) ve
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AH’de etkili olmadigi gosterilen amiloidi hedefleyen monoklonal antikorlar
(solanezumab ve bapinezumab) da bulunmaktadir (162).

Son donemde caligmalar hastaligi modifiye edici ve hastaligin ilerlemesini
durdurucu/yavasglatict tedavilerin gelistirilmesine odaklanmaktadir. Bu nedenle

hastaligin ortaya ¢ikmasindaki mekanizmalarin aydinlatilmasi 6nemlidir.
2.5.1. Alzheimer Hastah@indaki Noropsikiyatrik Belirtilerin Tedavisi

Alzheimer hastalarinin = %10-30’u  major depresyon tani Kriterlerini
karsilamaktadir (163, 164). Hastalarin yaklasik %50’si ise depresif duygudurum
tariflemektedir. Bu hastalarda depresyon atipik belirtilerle seyreder ve ayirt etmesi zor
olabilir. Siklikla insomni, istahta azalma, anksiyete, irritabilite, disfori ve ajitasyon
goruliir (165). Ileri evre AH’de ise agresyon ve duygudurum degisiklikleri en belirgin
bulgulardandir (166). AH’de gorilen kilo kaybi depresyon ile artabilir ve mortalite ile
iliskilidir (166, 167, 168).

Demans tanisi olan kisiler ndropsikiyatrik belirtiler i¢in recetelenen ilaglarin
kullanimma bagl yan etki gelistirmeye daha yatkindir. SSGI’ler AH’de gorilen
depresyon ve anksiyete belirtileri icin en sik kullanilan ilaglardir. Ancak SSGi’lerin de
bulanti, istah kaybi, kilo kayb1 ve uyku bozukluklar1 gibi yan etkileri olabilir (169,
170). Demansin biligsel olmayan bu belirtilerinde ilk secenek olarak farmakolojik
olmayan mudahaleler tavsiye edilmektedir.

Demansin davranigsal ve psikolojik belirtileri i¢in antipsikotik ilaglar 6nceleri
onerilmekteyken etki biiyiikliigiiniin kiiglik olmasi (171, 172), bu hasta grubunda daha
zor tolere edilmesi ve mortalite riskinde artis (173) ile iliskili olmalari nedeniyle
kullanimlar1 tartismalidir (174). Alzheimer hastalarinda eslik eden depresyonun
tedavisinde SSGI grubu ilaglarin plaseboya 1liml1 bir iistiinliigii oldugu, mutlak etkisiz
olmadigi, ancak faydalarimi destekleyecek ¢ok kanitin da olmadigi ortaya konulmustur
(11). Bir randomize kontrollii ¢alismada ise demans hastalarinda plasebo, mirtazapin

veya sertralin karsilastirilmig, depresyon puanlarinda fark saptanmamustir (175).
2.6.  Alzheimer Tedavisinde Mitokondriyi Hedeflemek

Yaslanmada ve AH patogenezinde mitokondriyal islev bozukluklarinin rolii

oldugunun gosterilmesi mitokondriyi hedefleyen tedavi segeneklerinin etkinligini
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arastirma konusu haline getirmistir. Boyle hayati bir organeli korumak icin hiicresel
sag kalim mekanizmalar1 mitokondrileri strese kars1 korur, mitokondriyal hasar1 gozler
ve islevi bozulmus olan mitokondrilerin segici olarak ortadan kaldirilmasini saglar
(176). Bozuklugun goriildiigii pek ¢ok mitokondriyal mekanizmay1 hedef alan
muhtemel tedavi segenekleri ¢alisilmaktadir. Ornegin mitokondriyal bozukluklarm
ROS dretimini artirmasindan ve AH’de reaktif oksijen radikallerinin yiksek
oldugunun saptanmasindan Yyola ¢ikarak antioksidanlarin tedavideki etkinligine
yonelik c¢alismalar yapilmistir. Bu amagla koenzim Q (177), vitamin C ve E (178)
calisilmis, kan beyin bariyerini gecememeleri ve mitokondriye lokalize olamamalari
nedeniyle etkinlikleri gosterilememistir. Mitokondriyal lokalizasyonu artirmak igin
mitoQ (179) ve mitoVitE (180) gelistirilmis, ancak Alzheimer hastalari ile yapilan
klinik ¢alismalarda etkinlikleri gésterilememistir (181).

mPTP’nin agilmasinin mitokondriyal membran potansiyelinin kaybina neden
olmasi, mPTP’nin 6nemli bir bileseni olan siklofilin D (CypD)’nin patogenezde etkili
olabilecegini diisiindiirmiistiir. Transgenik AH modellerinde kortikal mitokondrilerde
siklofilin D ve AB-CypD kompleksi duzeylerinin arttigi, mPTP’nin agilmasini
uyarmanin noronal stresi ve mitokondriyal islev bozukluklarini artirdig1 gosterilmistir
(182). Bu nedenle siklofilin D’y1 inhibe etmenin tedavide etkili olabilecegi iddia
edilmis, bilinen bir siklofilin D inhibitori olan siklosporinin AH’deki terapdtik
potansiyeline yonelik ¢alismalar yapilmistir. Ancak siklofilinin immunsupresif olmasi
ve kan beyin bariyerini gegcememesi klinik arastirmalari kisitlamigtir (181).

Boltnme inhibitorleri, mitofaji aktivatorleri gibi mitokondriyal kalite kontroli
ile iliskili maddeler son yillarda ¢okca calisilmakta olup, bu maddelerin mitokondriyal
islevleri iyilestirdigi ve AH hayvan modellerinde biligsel iyilesmeyi sagladigi
gosterilmistir. Klinik etkinligi ile ilgili ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmakla birlikte bu
molekiiller hasarli hiicrelerde kritik mitokondriyal islevleri uyarmasi nedeniyle ilgi

cekicidir (182).
2.6.1. Mitofaji Duzenleyicileri

Alzheimer hastaliginda mitofaji ve otofajinin hasarli oldugunun gosterilmesi
ve noronal islevlerde mitokondrinin énemli bir roli olmasi AH’nin tedavisinde

mitofaji duzenleyicilerine ydnelik ¢alismalarin 6nlnd agmistir. Huntingtin, alfa-
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sinuklein, tau gibi kimelenmeye yatkin ve noOrodejeneratif hastaliklarla iliskili
proteinlerin ¢ogunun otofaji substrati oldugu gosterilmis (183, 184, 185, 186),
otofajinin indlklenmesinin bu proteinlerin hem ¢6zunebilir hem de kiimelenmis
hallerini azalttigi, ve bunun faydali etkileri oldugu gosterilmistir (183, 184, 185).

Mitofajiyi hedefleyen terapotik midahaleler PINK1, parkin gibi modulatorler,
rapamisin, metformin gibi ilaclar (nTOR inhibitorleri), bitki metabolitleri (Urolithin,
spermidin) ve NAD™ oncillerini (nikotinamid mononukleotid (NMN), nikotinamid
ribozid (NR) gibi onciilleri araciligr ile) icermektedir. Fang ve ark. drolitin A ve
aktinonin gibi kimyasal mitofaji uyaricilar1 ile transgenik AH farelerde ve C.
elegans’ta PINK1 ekspresyonunu artirarak bilissel islevleri artirdiklarini, PINK1
delesyonlu nematodlarda ise bu etkinin goriilmedigini saptamuslardir. Urolitin A
tedavisi transgenik farelerde ve C. elegans’ta AP ve p-tau proteinini azaltmistir.
Urolitin A’nin faz 1 ¢alismas1 mitokondriyal biyobelirte¢ genlerinde anlamli artis ve
uygun bir gtvenlik profili gostermistir (188).

NAD"’nin birgok canli tiiriinde kalori kisitlamasinin yasami uzatici etkisinde
rol aldig1 diistiniilmektedir. Calismalar NAD " nin kalsiyum homeostazi, mitokondri
islevleri, enerji metabolizmasi, yaslanma ve hiicre 6liimii gibi katabolik ve anabolik
hiicresel reaksiyonlar icin gerekli oldugunu gostermistir (189). NAD* hiicre zarini
gecemedigi icin NMN disinda nikotinik asit, nikotinamid adenin mononukleotid
(NAM), NR ve triptofan gibi diyet onciilleri halinde hiicre i¢ine alinir, bu onciiller
NAD" sentezinde kullaniir. NMN ise hiicre icine alinmadan ©6nce NR’ye
doniistiiriilmek zorundadir, bu doniisiim hiz kisitlayici enzim olan nikotinamid ribozid
kinaz (NRK1) ile gerceklestirilir (190).

NAD* metabolizmas1 dort kategoriye ayrilabilir, triptofandan de- novo
sentezlenebilir, nikotinik asit gibi vitamin 6nctllerinden Preiss-Handler yolagi ile, ya
da NR, NAM ve NMN gibi oncullerinden salvage yolag: ile ve nikotinamiddentemel
geri doniisiim yolag (core recycling pathway) ile sentezlenir (191, 192). Memelilerde
en yaygin 6ncil olan nikotinamid, hiz kisitlayici enzim olan nikotinamidfosforibozil
transferaz (NAMPT) ile NMN’ye (193), ikinci basamak olan NMN de NMN/NaMN
adeniltransferazlar (NMNAT) ile NAD"ya cevrilir (core recyclingpathway) (190).
Nikotinamid ribozid de NRK1 ve NRK2 ile NMN’ye cevrilir (Sekil 2.6).



23

Salvage Yolagi Preiss Handler Yolag: de Novo Sentez
A I Ao
| [Y &
NAD tiiketen .
NAM enzimler NA P n
NAMPT Sirtuins CD38 N e
PARPs CD157 NAPRT \ Quinolinate
SARM1 i
NAMN
v

NMN - -
NRK
NAD NAAD
A
NR

Sekil 2.6. NAD" olusum yolaklari. NAAD: Nikotinik asit adenin diniikleotid. NAD:
Nikotinamid adenin dinlkleotid, NADS: NAD* sentetaz, NAMPT:
Nikotinamid fosforiboziltransferaz, NAPRT: Nikotinik asit
fosforiboziltransferaz, NAT: Nikotinamid mononikleotid adenil transferaz,
NR: Nikotinamid ribozid; NRK: Nikotinamid ribozid kinaz (Okabe ve ark.’nin
2019 makalesinden uyarlanmistir (195))

Nikotinamid ribozid kinazlarin kesfinden sonra (2004) pek c¢ok alandan
aragtirmact NAD" metabolizmasin1 anlamaya ve klinik etkilerine yogunlagmustir.
Nikotinik asit tedavisinin terapotik dozun altinda ciltte kizarma (flushing) gibi yan
etkilere neden olmasi yaygin klinik kullanimimi = sinirlandirmaktadir  (194).
Calismalarin NR’nin oral aliminin insanda ve hayvan modellerinde kanda ve
dokularda NAD" konsantrasyonunu artirdig1, biyoyararlaniminin NAM ve nikotinik
asitten daha fazla olup, iyi tolere edildigini gostermesi arastirmacilart NR ’nin terap6tik
etkilerini aragtirmaya yoneltmistir (195). NR’nin metabolik sendrom, mitokondriyal

hastaliklar, DNA tamir sendromlari, AH, yagl karaciger, hepatik karsinom,



24

inflamasyon, kardiyomyopati, yaslanma, ve yaslanma ile iliskili hastaliklarda etkili
oldugu gorilmustir (191). Orta yas ve yash kisilerin dahil edildigi randomize
kontrollii bir ¢alismada 6 hafta boyunca giinde 1000 mg’a kadar NR kullaniminin iyi
tolere edildigi ve NAD™ olusumunu artirdigi gésterilmistir (196). NR’nin oral alimi
insanda hiicre ici ve tam kan NAD* konsantrasyonunu artirmaktadir. 52 yasinda
saglikli bir erkege 1000 mg tek doz NR verilmesinin tam kan NAD™ diizeyini 2,7 kat
artirdig1 bildirilmistir (197). Obezite disinda metabolik hastaligr olmayan kisilerin
katildigi randomize kontrollii ¢ift kor bir ¢alismada 100, 300 ve 1000 mg NR
uygulandiginda tam kanda NAD™ miktarinin sirasiyla yiizde 22, 51 ve 142 oraninda
artti@1 gosterilmis, ciltte kizarma ya da baska bir ciddi yan etki bildirilmemistir (198).

2.7. Alzheimer Hastaligi Modelleri

Ideal bir hayvan modelinde kullanilan bilissel testlerin, insandaki AH’de
kullanilan noropsikolojik testlerin degerlendirdigi biligsel alanlar1 degerlendirmesi
beklenmektedir. AH modellerinde referans bellek, calisma bellegi, tanima bellegi,
asosiyatif 6grenmede bozukluklar gorilebilmektedir. Referans bellegin insandaki
biligsel islevleri tanimlamak icin kullanilmasa da hayvanda 6grenilmis bir bilginin
davranigsal gorev boyunca degerlendirilmesini 6l¢tiigii icin insandaki semantik bellege
yakin bir degerlendirme sagladig diistintiliir. Calisma bellegi, bir bilginin gecici bir
stire zihinde tutularak davranigi yonlendirdigi bir zihinsel slrece isaret eder.Tanima
(recognition) bellegi ise daha dnce karsilagilan nesneleri, olaylari ya da kisileritanima
yetenegini ifade eder ve uzun siireli dekleratif bellegin bir parcasina karsilik gelir. Dil
islevlerini i¢eren sozel akicilik ve s6zel geri ¢agirma gorevleri gibi AH’de bozulan bazi

alanlar ise rodentlerde modellenemez (26).

Alzheimer hastaligi hayvan modellerini genetik ve genetik olmayan modeller

olarak iki grupta inceleyebiliriz (199) (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1. Alzheimer hastaligi hayvan modelleri

A. Genetik modeller

Transgenik modeller

Homolog rekombinasyon ile olusturulmus modeller

B. Genetik olmayan modeller

Spontan modeller

Metabolik hastaliklarin hayvan modelleri

Lezyon olusturma modelleri

Kimyasalla indiiklenmis modeller

AP temelli modeller

2.7.1. Genetik Modeller

Transgenik modeller genetik olarak kendi genomlarinin yani sira farkli bir
tiirden genleri tasimak iizere tasarlanmaktadirlar. Ilgili gen ve promotdrii proniikleer
enjeksiyonla zigota transfer edilir. Transgen, organizmanin genlerinden birinin farkl
bir versiyonu ya da genomlarinda bulunmayan bir gen olabilir. APP, tau, PSENT1 gibi
yabanci bir gen farenin genomuna yerlestirilir, ve o genin {riiniiniin ekspresyonu
arttirilir (200) (Tablo 2.2).

Homolog rekombinasyon ile olusturulan modellerde (knock-out, knock-in
modeller) ise hedef genin yerine disaridan eklenen gen gelir ya da silinir. CRISPR,
TALEN gibi genom dlizenleme teknolojileri kullanilir. APOE4 eklenmesi ya da APP,
PSEN1 ve PSEN2, BACEL genlerinin silinmesi ile olusturulan modeller mevcuttur
(201).

Tablo 2.2 Transgenik Alzheimer hastaligi modelleri

APP Transgenik Amiloid plak birikimi gortilmekte ancak ndron kaybi ve
norofibriler yumaklar gelismemektedir. Tg2576 fareler
mutant APP tasiyan ve en ¢ok kullanilan farelerdir
(202).

Tau Transgenik AH’de gorulen norofibriller yumak patolojisinin
taklidini saglar (203).

APP/Tau ikili NFY patolojisinin sadece tau transgenik farelere gore
Transgenik daha yogun oldugu goriilmistiir. Bu bulgular A
patolojisinin tau patolosini tetikledigi lehine
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yorumlanmaktadir. APP/PS1 en sik kullanilan ikili
transgenik modellerdendir (204).

APP/Tau/Presenilin Patolojinin gelisim sirasin1 gostermeye yardimci
Uclii Transgenik olmustur. Amiloid plaklari takiben tau patolojisinin
(3XFAD) gelistigini ve yogun tau patolojisi gelismeden kognitif

bozuklugun ortaya ¢ikmadigini gostermistir (205).

5XFAD Toplam 5 farkli mutasyon olusturulur ve daha hizli plak

olusumu goralir (206).

2.7.2. Genetik Olmayan Modeller
Spontan Modeller

Transgenik modeller erken baslangicli AH’yi taklit etmektedir, ancak bu da
hastalarin <%5’inden azin1 kapsamaktadir. Slrecin APP fazla dretimi ile
tetiklenmedigi spontan bir model hastaligin sebebini anlamada daha yol gosterici
olacaktir. Ozel olarak dretilen hizlandirilmis yaslanma suslarindan biri SAMPS
(Senescence Accelareted Prone Mouse), erken yaslanan, yasam siiresi kisa bir fare
tlrinin fenotipik secimi ve Uretilmesi ile elde edilmektedir. Bu farelerde oksidatif
hasar ve fazla APP uretimi, 8 ve 10. aylar arasinda erken 6grenme ve bellek
bozukluklari, sirkadyen ritim, immun sistem bozukluklari, néron kaybi, sinaptik

bozulma gibi diger bulgular da gortlmektedir (207).
Metabolik Hastaliklarin Hayvan Modelleri

Sporadik AH’de AP birikiminin mekanizmas1 heniiz aydinlatilamamustir.
Obezite, diyabet, hiperkolesterolemi gibi metabolik hastaliklar sporadik AH riskini
artirmaktadir. Bu metabolik hastaliklarda AP kimelenmesi, anormal tau ve alfa
siniiklein artis1 goriilmektedir. Bu nedenle diyetle indiiklenmis hiperkolesterolemi,
insulin direnci ve tip 2 diyabetes mellitus modelleri, obezite modelleri AH’deki bazi
noropatolojik bulgular1 ve biligsel islevlerdeki degisiklikleri modellemede
kullanilmaktadir (208).
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Lezyon Olusturma Modelleri

Mediyal temporal lob hasarlarinin bellek sorunlarina yol agtigmin goriilmesi
uzerine gelistirilmistir. Bilateral hipokampal veya radiyofrekansla lateral internal
meduller talamus hasari yapildiginda hasarli bolgenin uzaginda ndrodejenerasyon
gosterilmistir (209). On beynin kolinerjik bolgelerinde (nukleus bazalis) ve

hipokampus gibi farkli bolgelerde lezyon olusturulabilir (210).
Kimyasalla Indiiklenmis Modeller

Streptozosin (STZ), okadaik asit, skopolamin gibi kimyasallarin farkli beyin
bolgelerine enjeksiyonu ile olusturulmaktadir. Streptozotosin, pankreastaki beta
hlcrelerine toksiktir. STZ ile olusturulan diyabet modeli, instlin eksikliginin etkilerini
test etmede kullanilmaktadir. Alzheimer hastalarmmin  beyinlerinde insulin
reseptorlerinin azaldiginin gosterilmesi AH’de ndronal insulin direncinin roli
olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ventrikiil i¢erisine uygulanan STZ beyindeki insiilin
sinyalini onleyerek biligsel islevlerde ve LTP’de bozulmaya neden olmaktadir. ICV
streptozosin uygulamasi mitokondriyal islevlerde, enerji metabolizmasinda hasara,
oksidatif stres ve ndroinflamasyonda artisa, insiilin sinyal proteini olan GLUTI ve
GLUT3’iin aktivitesi ve ekspresyonunda azalmaya, tau fosforilasyonunda ve NFY
olusumunda artisa, kolinerjik bozukluklara neden olmaktadir (211). Bu modelden elde
edilen veriler, beyindeki glukoz metabolizmasi ve hipokampustaki insulin sinyal
anormalliklerinin, AH’de biligsel degisikliklerden ©6nce meydana geldigi
gOstermektedir (212).

AP Temelli Modeller

AP peptidlerinin farkli dozlari, ICV veya intrahipokampal enjeksiyon yoluyla
uygulanabilir. AH’nin tipik bulgularindan olan AP birikimi taklit edilir. AB
ndrotoksisiteyi dogrudan uyarir, bazal 6n beyinde kolinerjik yikima, bellek ve davranis
bozukluklarina neden olmaktadir. Daha hizli modelleme imkani olmasi, daha
ekonomik olmasi, sadece AP’ nin etkisini degerlendirebilme imkani saglamas1 modelin

avantajlaridir. Stereotaksik cerrahinin hasari ise modelin dezavantajidir (213).
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2.8. Amag
2.8.1. Arastirmanin Amaci

Bu c¢alismanin amaci AP ile indiiklenmis AH modelinde nikotinamid ribozid
(NR) tedavisinin bilissel ve noropsikiyatrik belirtilere etkisini degerlendirmektir.
Bunun icin bilateral lateral ventrikiillerine AR veya salin enjekte edilmis sicanlar 96
saat uykusuz birakilarak, ilk asamada AB*?’nin biligsel ve néropsikiyatrik belirtileri
modelleyen davranis deneylerinde yol agtig1 degisiklikler degerlendirilecektir. ikinci
asamada nikotinamid ribozid tedavisinin bilissel ve davranissal belirtilerde ne diizeyde

iyilesme saglayacagi arastirilacaktir.
2.8.2. Arastirmamn Hipotezleri

NR tedavisi, B-amiloid ile indiiklenmis ve uykusuz birakilmis sigan Alzheimer
hastalig1 modelinde bilissel islevlerde iyilesme saglayacaktir.

NR tedavisi f-amiloid ile ortaya c¢ikarilan duygudurum degisimlerini geri
dondurecektir.

Literatiirde mitofajiyi indiiklemenin etkileri ile ilgili ¢alismalar son yillarda
artmaktadir. Ancak nikotinamid ribozid ile yapilan ¢alismalar daha ¢ok transgenik
fareler Uzerinde ve bilissel islevlere odaklanmis olup, NR’nin p-amiloid ile
indiiklenmis sigan modelindeki etkileri ile ilgili ¢alisma bulunmamaktadir. Bunun
yanisira NR’nin, Alzheimer hastaligi modelinde ortaya ¢gikan depresyon, anksiyete gibi
noropsikiyatrik belirtiler tizerindeki etkisi ve bu etkilerin mekanizmalari ile ilgiliveri
de bulunmamaktadir. Calisma bu agidan 6 ncii ¢alismalardan biri olacaktir. Bu
calismadan elde edilen bilgiler, AH’de NPS’lerinin Onlenmesi, yeni tedavi

hedeflerinin bulunmasina ve tedavisine yardimei olacaktir.
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3. GERECLER VE YONTEM
3.1. Deney Hayvanlari

Deneylerde yaklasik 250 gram agirliginda 8-10 haftalik erkek Wistar albino
siganlar kullanilmistir.  Sigan  secilmesinin  sebebi B-amiloid enjeksiyonu ile
olusturulmus Alzheimer modelinin bu tiirde daha yaygin ve laboratuarin tecriibesi
dahilinde olmasidir. Ek olarak calisilmasi planlanan molekiiler teknikler i¢in doku

miktarinin fazlaligi da bir avantaj saglamaktadir.

Uykudaki bozulmanin bilissel iglevler ve amiloid yiikii ile iligkili oldugunun
gosterilmesi (214, 215), amiloid hipotezinin beyin hicrelerinin etrafindaki interstisyel
alanda yer alan Ap’nin Uretimi ve klirensi arasindaki dengesizligin Ap kimelenmesine
neden oldugunu ileri siirmesi, beyin omurilik sivist (BOS) ve interstisyel sivinin
degisiminin (glimfatik sistem) AH patogenezinde rolii olabilecegini diisiindiirmektedir
(216). Bulgular uykusuzlugun lenfatik dolasimi olmayan beyinde AB’nin interstisiyel
aralik araciligi ile klirensini etkiliyor olabilecegine isaret etmekte ve bu alana ilgiyi
artirmaktadir (217). Bu nedenle caligmamizda uykusuzlugun tek doz ICV AR
enjeksiyonu ile indiiklenen sigan AH modelinde AP klirensini azaltacagi 6ngoriilerek

sicanlar ICV enjeksiyonun ertesi giniinden itibaren 96 saat boyunca uykusuz

birakilmistir.

Uyku yoksunlugu aparatindan ¢ikarilan hayvanlara ertesi giinden (6. giin)
itibaren sakrifiye edilene kadar orogastrik gavaj ile 700 mg/kg NR veya %0.9’luk NaCl

(salin) verilmistir.

Sicanlar, 21°C oda sicaklig inda 12 saat gece 12 saat giindiiz (1siklar sabah
08:00°de acilmak (izere) dongusunde tutulan odalarda barindirilmis olup bdtin
sicanlarin deney suresince yem ve suya erisimleri ad libitum (serbest) olarak sag

lanmustir.

Bu calisma icin Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan 30.03.2021 tarihinde 52338575-39 sayili karar1 ile onay alinmus,
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deneyler Hacettepe Universitesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dal1 laboratuvarlarinda

yapilmistir (EK).
3.2. Deney Protokol

Siganlar, barinaga geldikten sonra 7 gun klimatizasyon icin bekletilmis, deneye
baslanan giin 0. giin olarak kaydedilmistir. Bilateral lateral ventrikiil i¢ine amiloid B
42 yygulanan (0.giin) siganlar enjeksiyonun ertesi giinii (1. giin) uyku yoksunlugu
aparatina yerlestirilerek 96 saat boyunca uykusuz birakilmistir. Siganlara uyku
yoksunlugu aparatindan alindiktan sonraki giinden (6. giin) baslayarak orogastrik
gavaj ile nikotinamid ribozid ya da %0.9’luk NaCl (salin) verilmis ve her giin tutma
testi yapilarak kaydedilmistir, bu islemler sicanlar sakrifiye edilene kadar 23 giin
boyunca (28. giiniin sonuna kadar) her giin tekrarlanmistir. Orogastrik gavajla NR ve
salin verme islemi, deneyler baglamadan 6nce 17 giin boyunca siirdiiriilmiis, davranig
deneyleri sirasinda da devam edilmistir. Bu sure ilag etkisinin goriilmesi amaclanarak,
literature bakilarak saptanmistir. Bu siirenin sonunda (23. giinde) rastgele olarak
gruplara davranis deneyleri yapilmaya baglanmistir. Bir si¢an igin toplam davranig
deneyleri streci 6 guinde, sukroz tercih testi disinda tarif edilen sekilde en az stresliden
en ¢ok stresli olan teste dogru yapilarak tamamlanmistir. Test siralamasi, agik alan
arena testi, ytiikseltilmis arti testi, T labirenti spontan alternasyon testi, Porsolt zorunlu
yilizme testi, edilgen kaginma testi ve son olarak suikroz tercih testi seklinde yapilmistir
(Sekil 3.1). Yiksek fruktoz tiketiminin bipolar bozukluk benzeri davranissal
degisikliklere neden olabildiginin gosterilmesi (218) nedeniyle, siikroz tiiketiminin
depresyon benzeri davranis testlerini etkileme olasiligini ortadan kaldirmak icin bu test

az stresli bir test olmasina karsin en sonda uygulanmastir.
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Sekil 3.1. Deney protokoli

Siganlar rastgele 3 gruba ayrilarak protokole dahil edilmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Deney gruplari

Gruplar | Uyku ICV AB ICVsalin | NR Salin
Yoksunlugu (gavaj) (gavaj)

1.Kontrol

2.APp

3.Ap +NR

3.3. Amiloid p enjeksiyonu ile siganda Alzheimer modeli olusturulmasi

Deneye alinmalarinin 0. giiniinde si¢anlar ketamin (90 mg/kg) ve ksilazin
(10mg/kg) ile anesteziye edilerek stereotaksik cerceveye yerlestirilmistir. A2
(Sigma-Aldrich), % 0.9 NaCl igerisinde 100 pg/100 pl olacak sekilde ¢ozdiiriilerek -
20°C’de saklanmustir (219). ICV ABY*2 enjeksiyonu igin anestezi altindaki sicanin
kafas1 cerrahi prosediir i¢in tirag edilmis ve asepsi prosediirlerine tabi tutulmustur,
ardindan orta hattan bir cilt kesisi agilmistir. Sonrasinda Paxinos atlasina goére

bregmanin 0,8 mm gerisine, sagital sttiriin 1,5 mm lateraline ve beyin yiizeyinin 4
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mm derinine bilateral olarak her iki lateral ventrikiile AB1-42 enjekte edilmistir (Sekil
3.2). Enjeksiyonlar 10 pl’lik bir Hamilton ignesi ile dakikada 1 pl olacak sekilde 5
dakika boyunca 5 pl Ap*? veya aymi miktarda % 0.09 NaCl olarak yapilmistir (220).
Mikroenjeksiyon ignesi sivinin geri kacisint Onlemek igin 5 dakika daha
cikarilmayarak beklenmistir. Bu siirenin sonunda igne yavasga cikarilmis ve karsi
tarafin enjeksiyonu da ayni sekilde yapilmistir. Kesi 4.0 cerrahi situr atilarak
kapatilmig, 10. giinde dikisler alinmistir. Dikislerin alinmasinin ardindan hayvanlarin

kafesleri birlestirilmistir.

0,8 mm posterior

1.5 mm lateral

3.5 mm derinlik

Hamilton ignesi

Bregma Lambda

Sekil 3.2. Ventrikul icerisine amiloid enjeksiyonu ile model olusturulmasi

3.4. Nikotinamid Ribozid Uygulamasi

NR Chloride (part: ASB-00014339-100, lot: 40C910-21203-62) ChromaDex
firmasindan hediye olarak temin edilmistir. NR Chloride %0,9’luk NaCl igerisinde 1
gr NR/2ml saline olacak sekilde ¢ozdiiriilerek +4 °C’de saklanmis, her giin tartilan
deney grubundaki sigcanlara 23 giin boyunca 700 mg/kg/giin dozda orogastrik gavaj
yoluyla uygulanmistir (Sekil 3.3). Bu doz literatiirde sicanlarda 1200 mg/giin doza
kadar NR kullaniminin glivenli oldugunun gdsterilmesi nedeniyle se¢ilmistir (221).
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Kontrol ve A gruplarina 700 mg/kg/giin dozda % 0.9 NaCl orogastrik gavaj ile 23
gun boyunca uygulanmistir.

.

Sekil 3.3. Orogastrik gavaj uygulanmasi

3.5. Uyku Yoksunlugu Olusturulmasi

Siganlar 0. giinde yapilan ICV ABY“? enjeksiyonunun ertesi ginii uyku
yoksunlugu aparatina yerlestirilerek 96. saatin sonunda her biri ayr1 kafeste olacak
sekilde kafeslere alinmislardir.

Tabani kare seklindeki, bir kenar1 26.5 cm olan, yiiksekligi 36.5 cm olan kare
prizma seklinde cam kabin icerisine yari ¢ap1 3 cm ve yiiksekligi 25 cm olan bir silindir
oturtulmustur. Kare prizma seklindeki cam kap 23 cm yukseklige kadar 34°C
sicakligindaki su ile doldurularak sigan silindirin tist kismina konulmustur (Sekil 3.4).
Sicanin kagmamasi i¢in aparatin {istii bir tel kafes ile kapatilmistir. Sigcanlara uyku
yoksunlugu aparatinda olduklari stire boyunca ad libitum su ve yemek saglanmistir .

Bu yontemle temel olarak REM uyku yoksunlugunun modellenmesi
hedeflenmektedir. REM uykusu sirasinda kas tonusu kaybi olan siganlar suya
diisecekleri icin silindir lizerinde uyusalar dahi REM uyku fazina gegemeyecekleri

diistintilmektedir (222).

Sekil 3.4. Uyku yoksunlugu aparati
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3.6. Davramssal Testler

Siganlar (ICV AB*? veya salin enjekte edilmis), 96 saat uyku deprivasyonu
aparatinda kaldiktan sonra 18 giin boyunca her giin orogastrik gavaj yoluyla NR veya
salin uygulamasini takiben davramig deneylerine tabi tutulmuslardir. Davranig
deneylerinin uygulanmasi sirasinda da siganlara gavaj uygulamasi devam ederek
toplam 23 giine tamamlanmistir. Sicanlarin 0. glinde ve orogastrik gavaj uygulanan

gunler boyunca agirliklari tartilarak kaydedilmis ve tutma testi uygulanmistir.
3.6.1. Tutma Testi

Alzheimer hastalarinda goriilen agresyon hem hastalar hem de bakimverenler
agisindan  zorlayicidir  (223). Birgok AH modelinde agresyon davranis
modellenebilmektedir (224, 225, 226) . Agresyonu degerlendirmek i¢in kullanilan bu
testte her seferinde ayni eldivenle tutulan siganlarin agresyon diizeyleri giinliik olarak
kaydedilmistir (227). Siganlarin tutmaya verdigi yanitlar O ile 4 arasinda bir deger
alacak sekilde asagidaki gibi puanlanmistir.

0 — Sigan tutmaya izin verir ve kagmak igin herhangi bir ¢abasi olmaz.

1 — Tutmaya izin verir fakat kagmaya calisir.

2 — Elden uzaga kagar ve yakalanmaktan kurtulmaya ¢alisir

3— Ellenmekten aktif olarak kagar ve tutuldugu zaman ¢iglik atar, agzini acar
Veya isirir.

4— Ellenmeye izin vermez ve yuksek sesle ¢igliklar atarak ele saldirir.
3.6.2. Acik Alan Arena Testi

Test siganlarin genel lokomotor aktiviteleri ve anksiyete ile iliskili
davraniglarinin degerlendirilmesini amaglar (228). Bir kenar1 45 cm olan kare
camlardan olusan {istli agik bir kiip deney diizenegi olarak kullanilmistir (Sekil 3.5).
Yiizii hep ayni tarafa doniik olacak sekilde birakilan sigan siyah zemin Uzerinde 60
dakika boyunca ANY-Maze video takip sistemi ile kaydedilmistir. Siganin bu siirede
aldig1 toplam yol, ortalama hizi, alttaki kare platforma gore alanin merkezinde ve
periferinde gecirdigi sureler ve rotasyon parametreleri degerlendirilmistir. Testte
degerlendirilen asil parametre merkezde gecirilen siiredir, merkezde gecirilen siirenin

uzunlugu anksiyete benzeri davranisin diisiik olduguna isaret etmektedir.
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Sekil 3.5. Agik alan arena testi

3.6.3. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi

Bu test sicanlarin anksiyete ile iliskili davranmslari degerlendirmeyi
amaglamaktadir (229). Karsilikli iki kolu ag¢ik ve karsilikli iki kolu kapali, art1 seklinde
birbirlerine dik dort koldan olusan siyah renkli platform kullanilmistir. Kollarin eni 15
cm, boyu 45 cm, kapali kollarin yukar1 dogru duvar yiiksekligi ise 40 cm’dir (Sekil
3.6). Platform yerden bir metre yiikseklige konumlandirilmigtir. Siganlar yiizleri agik
kollardan birine doniik olacak sekilde platforma birakilmis ve 5 dakika siireyle ANY -
Maze video takip sistemi ile hareketleri kaydedilmistir. A¢ik kollarda bulundugu siire,
bu kollarda aldig 1 yol ve acik olan kollara gegme sayis1 kaydedilerek anksiyete ile
iliskili duygudurum degerlendirilmistir. Anksiyete benzeri davranis arttik¢a agik kolda

gecirilen strenin kisaldigi diisiintilmektedir.

Sekil 3.6. Yiikseltilmis art1 labirent testi

3.6.4. T Labirenti Spontan Alternasyon Testi

Mekansal 6grenme Ve bellegi, kesfetme davranigini test eder. Siganlar dogalari
geregi bulunduklar1 yerden yeni bir yeri kesfetmeye meyillidirler. Hipokampus, bazal
on beyin ve prefrontal korteks gibi beyin bolgeleri bu gorevde yer alir. T seklindeki

labirentin her bir kolunun basinda dikey siirgiilii gecit bulunmaktadir. Baslangicta
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sadece sicanin konulacagi kolun ucuna dikey surguli gegit kapatilir, diger gegitler agik
birakilir. Sigan kola yerlestirildikten sonra gegit acilir ve siganin sag ya da sol koldan
hangisini tercih edecegi not edilir. Saglikli hayvanlarin daha 6nce tercih ettikleri tarafi
bir sonraki denemede daha az tercih etmeleri beklenir. Buna ‘spontan alternasyon’
denir. Alternasyon caligsma bellegi islevleri ile iligkilidir (230). Testin hipokampal iglev
bozuklugunu Morris su tanki testinden daha iyi yordadig: diistiniilmektedir (231,232,
233, 234). Yerden 50 cm yukseklikte T seklinde bir platformdan olusur. Platformdaki
kapali labirentlerin yiiksekligi 30 cm, eni 15 cm, boyu 40 cm’dir (Sekil 3.7).

Sigan 90 sn igerisinde kollardan birini se¢mezse yonlendirici olmayacak
sekilde dokunulur, eger hayvan hala bir tarafi tercih etmemigse kafesine alinir, daha
sonra tekrar baslangi¢ noktasina konur. Sigan bir kolu tercih ederse, o kolu kesfetmesi
icin kolun girisindeki dikey kapi kapatilarak sicanin 30 sn siire ile kolu kesfetmesi
beklenir. Daha sonra alinarak kafesine konur ve orada da 30 sn bekletilir. Siganin hangi
kolu kag kez ziyaret ettigi not edilir. Tiim bu se¢im islemi hayvan toplam 14 se¢im

yapana kadar devam ettirilir ve alterne ettigi segimlerin tlim segimlere orani hesaplanr.

Hipokampal lezyonu olan hayvanlarin bir tarafi daha ¢ok tercih ettikleri ve skorun %

50’nin altinda oldugu gorilmiistiir (230).

Sekil 3.7. T labirenti spontan alternasyon testi

3.6.5. Porsolt Zorunlu Yuzme Testi

Bu test sicanlarin depresyon benzeri duygudurumlarini degerlendirmek icin
kullanilmigtir (235). Test aparati {istii agik cam bir silindir seklinde olup yaricap1 10
cm, yiiksekligi 60 cm’dir. ici 40 cm vyiikseklige kadar 21°C sicaklikta su ile
doldurulmustur (Sekil 3.8). Test iki asamadan olusmakta olup, ilk agsamanin amact
sicanlarm silindir seklindeki aparattan kacamayacaklarini 6grenmeleridir. Bu ilk
asamada sican 15 dakika boyunca silindirde yiizdiriilmistiir. Bu asamadan 24 saat

sonra uygulanacak ikinci agsamada ise sican 5 dakika yilizdiiriilmiistiir. Bir 6grenilmis
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caresizlik modeli olan bu testte stres ile tetiklenen depresyon benzeri duygudurumun
goOstergesi olarak toplam hareketsiz (immobil) kalma sireleri ve immobilite epizod
sayilar1 Ol¢iilmiistiir. Depresif duygudurum arttikga immobil kalma sdreleri

uzamaktadir. Sigan gorintileri ANY-Maze video-takip sistemi ile kaydedilmistir.

Sekil 3.8. Zorunlu yiuzme testi

3.6.6. Edilgen Kacinma Testi

Bu test siganlarin 6grenme ve bellek islevlerinin degerlendirilmesi igin
kullanilmaktadir (236). Test i¢in birbirlerine 9 cm genislig inde dikey strgilu bir kap1
ile baglanan aydinlik (26x30 cm) ve karanlik (26x30 cm) iki farkli kompartmandan
olusan platform (52x30 cm) kullanilmistir. Sicanlar dogalar1 geregi karanlik
kompartmana ge¢cmek isteyeceklerdir. Platformun tabani 15 mm araliklarla
yerlestirilmis paslanmaz celik gubuklardan olusur. Karanlik alana gecen sigana
tabandaki celik ¢ubuklar araciligiyla 3 saniye boyunca, 1 mA amplitiidiinde, 50 Hz
frekansinda elektrik soku verilmistir. Test ii¢ fazdan olusmaktadir. I 1k fazda sican
aydinlik kompartmana konularak kompartmanlar arasindaki kapi agilip siganin
platformu kesfetmesi beklenmistir. Sigan karanlik kompartmana gecer gegmez aradaki
dikey surgiilii kap1 kapatilarak siganin karanlik kompartmana gecene kadar gegirdig i
stre kaydedilmistir. Sigan karanlik kompartmandan alinarak ilk faz tamamlanmustir.
I 1k fazdan 5 dakika sonra ikinci faz gerceklestirilmistir. Ikinci fazda ilk fazdan farkli
olarak sican karanlik kompartmana gecince tabandaki g¢elik ¢ubuklar aracilig 1yla
elektrik soku verilmistir. Sokun ardindan ikinci asama sonlandirilarak si¢an kafesine
gotiiriilmiistiir. I kinci fazdan 24 saat sonra hayvanin bellegini test etmek igin {igiincii
ve son faz gerceklestirilmistir. Bu asamada aydinlik kompartmana birakilan siganin

karanlik kompartmana ne kadar surede gectigi kaydedilmis, ancak sigan 300 saniye
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sonunda karanlik kompartmana ge¢memisse test tamamlanmistir (Sekil 3.9). Uzun

sureli bellegi daha kot olan siganlarin karanlik platforma gegis sireleri kisalmaktadir.

Sekil 3.9. Edilgen kaginma testi

3.6.7. Sukroz Tercih Testi

Test ile siganlardaki anhedoni davranisini degerlendirmek amaglanmistir. Test
iki asamadan olusmaktadir. ilk asamada siganlar 2 saat stireyle %2 (agirlik/hacim)’lik
sukroz cozeltisi ile tanigtirilirlar. Kafesin sag tarafina musluk suyu, sol tarafina siikroz
¢ozeltisi konur. Tiim siganlarin siikroz ¢ozeltisinin tadina baktigindan emin olunur.
Tanigtirma asamasindan 1 hafta sonra siganlarin su kaplaria 12 saat siire ile (20:00-
08:00) %?2’lik siikroz ¢ozeltisi ve musluk suyu konur. Su ve siikroz ¢ozeltisi iceren
siseler deney oncesi tartilarak agirliklari kaydedilir. Deney sonunda siselerin agirliklar
tekrar tartilir ve aradaki fark her bir sigan igin ‘tiikketilen su miktar1’ ve ‘tiiketilen suikroz
cozeltisi miktar1® olarak kaydedilir. Depresyon benzeri davranisi olansiganlar, stikroz
cozeltisini daha az tercih etmektedir. Her bir hayvan icin sikroz tercihylzdeleri

asagidaki formille hesaplanir (237).

Sikroz Tercih Tiketilen sikroz cozeltisi miktan
- X100

Tiketilen su miktan + Tiketilen sikroz ¢dzeltisi miktar

Yizdesi (%)

3.7. Sakrifikasyon ve Dokularm Cikarilmasi

Sicanlar periton igine uygulanan % 25 (agirlik/hacim)’lik 1.4 gr/kg sigan
dozunda Uretan anestezisi altinda hizlica dekapite edilerek sakrifiye edilmistir. Tiim

beyin izole edilerek soguk %0,9 NaCl c¢ozeltisine konulmustur. Soguk NaCl



39

gozeltisinde bekleyen beyinler ileri diseksiyon igin buz (zerindeki plakaya
konulmustur. Ilk olarak, serebellum nazikce ¢ikarilmistir. Daha sonra iki serebral
hemisferi birbirinden ayirmak igin orta hat kesi yapilmistir. Korpus kallozumun
onilinden yapilan kesi ile frontal korteks ayrilmistir. Frontal korteks kesitlerinden
prefrontal korteks izole edilmistir (238). Ardindan hipokampus rostral kismindan
baglanarak tek parca olarak izole edilmis ve ventral ve rostral olarak ikiye
boliinmistiir. Amigdala diseksiyonu igin ise hipokampusu ¢ikarilan doku Kkesiti lateral
ylizeyine yatirilarak 80 mg’lik doku izolasyonu olarak yapilmigtir (239). Dokularin
hasarlanmadan diseksiyonu icin iki adet kor plastik alet kullanilmistir. Diger hemisfer
icin de ayni yontemler izlenmistir. Dekapitasyondan tiim dokularin ¢ikarilmasina
kadar olan tum diseksiyon hizlica yapilmaya ¢alisarak 2 dakikayr gegcmemesi
saglanmistir. Hipokampus (ventral ve dorsal), amigdala, prefrontal korteks dokularinin

agirliklar1 protein izolasyonu protokoli igin tartilmistir.
3.7.1. Protein izolasyonu

Dokular ticari olarak satin alinan, proteaz inhibitorii ve fosfataz inhibitoru
iceren RIPA tamponuna (Santa Cruz Biotechnology, sc-24948A, lot: A2822) bir gram
doku i¢in 3 ml RIPA olacak sekilde eklenmistir. Homojenizator (Sonoplus mini 20,
Bandelin, Almanya) ile homojenizasyon saglanmistir. Daha sonra 30 dk boyuncabuzda
inklibe edilen homojenatlar +4°C’de 10.000xg de 20 dk boyunca santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasinda pelet atilarak supernatan sonraki deneylerde total protein olarak

kullanilmak (izere alikotlanarak -80°C’ye kaldirilmistir.
3.8. I statistiksel Analizler

Verilerin analizinde GraphPad Prism (GraphPad Software, ABD) yazilimi
kullanilmistir. Bulgular aritmetik ortalamatstandart hata (SEM) ile belirtilmistir.
Gruplarm normallik analizi Kolmogorov-Smirnov testi ile yapilmistir. Gruplar
arasindaki farklari aragtirmak igin tek yo nlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc
analiz icin Tukey testi kullanilmistir. Vlcut agirligi ve tutma testinin analizinde
tekrarlayan 6 Igii mler igin iki yo nlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak
Tukey testi kullanilmistir. Hesaplanan p deg erleri 0,05’den kii ¢ii k oldug unda farkin

istatistiksel olarak anlamli oldug u kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Deney Hayvanlari

Her 1i ¢ gruptaki hayvanlarin ¢aligmanin baslangicinda benzer ag irlikta ve ayni
yasta olmasma dikkat edildi. Deneyleri tamamlayarak analize dahil edilen tim
hayvanlar hareketli ve saglikliydi. AB grubundan bir hayvanda intraperitoneal
anestezik madde enjeksiyonu sonrasinda enjeksiyon bolgesinde lokal cilt enfeksiyonu
saptandi, antibiyoterapi verilmedi. izleminin 12. giiniinde yaranin kapandig1 gériildii.
Kontrol ve AB+NR gruplarindan birer hayvanda orogastrik gavaj uygulamasi sirasinda
akciger hasari gelisti, sakrifiye edildi. Izlem siiresince tedavi ile iliskili olabilecek bir
yan etki gdzlenmedi.

Hayvanlar sakrifikasyon sirasinda gozle goriilebilecek patolojiler (kitle vb.)

acisindan incelendi, kaba degerlendirmede bir anomali saptanmadi.
4.2.  Davrams Deneyleri Bulgular
4.2.1. Edilgen Ka¢cinma Testi

Test asosiyatif bellek performansinin deg erlendirilmesinde kullanilmaktadir.
Test fazinda karanlik bé Imeye gegme sii resi kontrol grubunda 266+34 s (n=8), Ap
grubunda 102,4+33,8 s (n=8) ve AB+NR grubunda ise 267+33 s (n=8)’ydi. Karanlik
bolmeye gegme siiresi hem kontrol grubunda hem de AB+NR grubunda AP grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede uzun bulundu (F(2,21)=7.9; p=0,003).
Kontrol ve AB+NR gruplarinda sadece 1 hayvan karanlik bélmeye gecti, A grubunda
ise sadece 1 hayvan karanlik blmeye gecmedi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Siganlarin edilgen kaginma testinde karanlik bolmeye gecme siireleri. Hem
kontrol grubunda hem de AB+NR grubunda karanlik bolmeye ge¢cme stiresi Ap
grubuna goére daha uzundu (n=7-8/grup). *p<0,05, tek y6 nliit ANOVA, post hoc
Tukey testi. Kontrol ICV salin, gavajla salin. Ap ICV AP, gavajla salin.
APB+NR ICV AB, gavajla NR.

4.2.2. T Labirenti Spontan Alternasyon Testi

Test mekansal Ogrenme ve  bellegin, kesfetme  davraniginin
degerlendirilmesinde kullanilan, ¢alisma bellegi islevleri ile iliskili bir testtir. Kontrol
grubunda spontan alternasyon ylizdesi 72,4+2,4 (n=7) iken, AP grubunda 58+3,9
(n=8), AB+NR grubunda ise 63,2+3,9 (n=7)’du. AP grubunda kontrol grubuna gore
spontan alternasyon yuzdesi istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulundu
(F(2,19) =4.2, p=0,03) (Sekil 4.2). Diger gruplar arasinda fark saptanmadi.
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Sekil 4.2. Siganlarda T labirenti testinin sonuglart. Ap grubunun alternasyonu (%)
kontrol grubuna gore daha diisiik saptandi. (n=7-8/grup). *p<0,05, tek yo nlii



42

ANOVA, post hoc Tukey testi. Kontrol:ICV salin, gavajla salin. AB:ICV A,
gavajla salin. AB+NR:ICV AB, gavajla NR.

4.2.3. Porsolt Zorunlu Yizme Testi

Test sicanlarin depresyon benzeri duygudurumunun deg erlendirilmesinde
kullanilmaktadir. Test asamasinda, kontrol grubunun ortalama immobilite st resi
33,1£6,6 s (n=7)’ydi. AP grubunda ortalama immobilite slresi 68,1+14 s (n=7),
AB+NR grubunda ise ortalama immobilite siiresi 26,9+5,1 s (n=7)’ydi. A grubunda
immobilite siiresi kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlamli derecede ylisektir.
AB+NR grubunda ise immobilite stresi AP grubundan istatistiki olarak anlamli
derecede diisiik bulunmustur (F (2,18) =5.54; p=0,01) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Siganlarda Porsolt zorunlu ylzme testinde hareketsizlik (immobilite)
streleri. AP grubunda immobilite stiresi kontrol grubuna gore yuksekti.
AB+NR grubunda ise immobilite sliresi AB grubuna gore distikti. (n=7/grup).
*p<0,05, tek yo6 nliit ANOVA, post hoc Tukey testi. Kontrol: ICV salin, gavajla
salin. AR ICV AR, gavajla salin. AB+NR: ICV Ap, gavajla NR.

4.2.4. Sikroz Tercih testi

Test anhedoni degerlendirmesinde kullanilmaktadir. Kontrol grubunda siikroz
tercih ylzdesi 89,7+2 (n=8), AP grubunda 59.9+6 (n=8), AB+NR grubunda ise
75.4£3,4 (n=8)’tii. AP grubunda siikroz tercihi hem kontrol grubuna hem de AB+NR
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulundu (F(2,2)=12.9;
p=0,0002) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Siganlarda stikroz tercih testinin sonuglari. Ap grubunda siikroz tercihi hem
kontrol grubundan hem de AB+NR grubundan daha diisiiktii (n=8/grup).
*p<0,05, tek yo nlii. ANOVA, post hoc Tukey testi. Kontrol: ICV salin, gavajla
salin. AB: ICV AR, gavajla salin. AB+NR: ICV AP, gavajla NR.

4.2.5. Acik Alan Arena testi

Test siganlarin spontan lokomosyonlarinin ve anksiyete benzeri davraniglarnin
deg erlendirmesinde kullanilmaktadir. Testte katedilen toplam mesafe kontrol
grubunda 30,8+8,0 m (n=7), AP grubunda 44,4+6,6 m (n=7), AB+NR grubunda
26,7+2,9 m (n=7) idi (F (2,17) =2.13; p=0,15) (Sekil 4.5. A). Merkezde gegirilen sii re
kontrol grubunda 84,1+22)5 s, Ap grubunda 310,5t56,4 s, AB+NR grubunda
93,7+22,7 saniyeydi. Kontrol grubunda ve NR tedavisi verilen Ap grubunda (AB+NR)
merkezde gecirilen siire AP grubuna gore istatistiki olarak anlamli derecede diisiiktii
(F (2,2) =11.7; p=0.0006) (Sekil 4.5. B). Kontrol grubunda rotasyon sayisi 30,7+7,2,
AP grubunda 48,3+7,1, AB+NR grubunda 25,9+3,3°tii. AB+NR grubunda toplam
rotasyon sayisi AP grubuna gore istatistiki olarak anlamli derecede disiikti (F (2,2) =
3,9; p = 0,04) (Sekil 4.5. C).
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Sekil 4.5. Sicanlarda agik alan arena testinin sonuglari A. Gruplarin toplam katettikleri
mesafe benzerdi. B. AP grubunda merkezde gecirilen sure (s) kontrol ve
AB+NR grubuna gore daha fazlaydi. C. NR verilen AP grubunda (AB+NR)
rotasyon sayist AP grubuna gore daha disiikti. (n=7). *p<0,05, tek yo nli
ANOVA, post hoc Tukey testi. Kontrol: ICV salin, gavajla salin. Ap: ICV Ap,

gavajla salin. AB+NR: ICV Ap, gavajla NR.

4.2.6. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi

Test siganlarin anksiyete benzeri davraniglarinin deg erlendirilmesinde
kullanilmaktadir. Agik kolda gegirilen sii re kontrol grubunda 26.9+£10,5 s (n=8), AB
grubunda 51,3+16 s (n=8), AB+NR grubunda ise 20,6+8,4 s (n=8) idi, gruplar arasinda
fark saptanmadi (F(2,20)=1.71; p=0,2) (Sekil 4.6. A). Kontrol grubunda kapal1 kolda
gegirilen sii re 237,3+22,9 s, Ap grubunda bu sii re 214,8+23,3 s, AB+NR grubunda
269,348,7 s idi, gruplar arasinda fark saptanmadi (F(2,20)=1.6; p=0,23). Toplam

rotasyon sayisi (saat yoniinde ve saat yoniiniin tersi yonde) kontrol grubunda 4,1+0,8,

AP grubunda 6,1+0,9, AB+NR grubunda ise 5+1,2 idi, gruplar arasinda fark

saptanmadi (F (2,20)=1.1; p=0,35). Gruplar arasinda yikseltilmis art1 testi ile

degerlendirilen anksiyete benzeri davranislar a¢isindan istatistiksel olarak anlamli fark
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saptanmamustir (F(2,20)=1.77;p=0,35).
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Sekil 4.6. Sicanlarda yii kseltilmis art1 testinin sonuglar. A. Siganlarin agik kolda
gecirdikleri sure (s) benzerdi. B. Sicanlarin kapali kolda gegirdikleri siire
benzerdi. C. Gruplar arasinda toplam rotasyon sayist benzerdi. (n=7-8/grup).
Kontrol: ICV salin, gavajla salin. AB: ICV A, gavajla salin. AB+NR: ICV A,

gavajla NR.

4.2.7. Tutma testi

Test siganlarin agresyon benzeri davraniglarii  deg erlendirmek igin

kullanilmistir. Sifirer gunde kontrol grubunda ortalama tutma testi skoru 3+0,3
(n=7), AP grubunda 3,1+0,2 (n=8), AB+NR grubunda ise 2,8+0,3 (n=7)’tii. Gruplar
baslangigtaki ortalama tutma testi skorlari agisindan benzerdir (F (2,21) =0.6, p=0.56).

Gruplarin ICV enjeksiyon uygulamasinin ertesi guninden itibaren 96 saat

uykusuz birakilmalar1 sonras1 28 giin boyunca her giin degerlendirilen tutma testi

skorlarmin degisim egrileri gosterilmistir (Sekil 4.7. A). Siganlar 0 ve 5. gunler

arasindaki giinlerde uykusuz birakma aparatinda oldugu i¢in tutma testi yapilmamustir.

ICV enjeksiyonun yapildig1 gin (0. giin) baslanan tutma testine siganlarin aparattan

alindiklari guinden (5. gun) itibaren devam edilmistir. NR tedavisi verilen Af grubunda



46

(AP+NR) tutma testi skoru kontrol grubuna ve AP grubuna gore daha hizli azalmistir.

Bu azalma kontrol grubuna gore 7., 9., 10. ve 11. glinlerde, Ap grubuna gore ise 7. ve

10. gunler arasinda istatistiksel olarak anlamliliga ulagsmistir (F (48,5) =1.54, p=0.01).

Sicanlara her giin ayni arastirmaci tarafindan, ayni saatte dokunulmasi nedeniyle 28

gundn sonunda tiim gruplarda tutma testi skorunun 0 oldugu goézlenmistir.

Her bir grup i¢in tutma testi skorlarinin ortalamasi kontrol grubunda 0,92+0,1,

AP grubunda 1,13+0,2 ve AB+NR grubunda ise 0,55+0,1 bulunmustur. AB+NR

grubunda ortalama tutma testi skoru AP grubuna gore daha diistiktiir (F (2,20) =3.76;
p=0,004) (Sekil 4.7. B).

Tutma testi skoru

B *
3
a a a a =
=
=
b s °
== 2
k=
= ®
5 B A
g = 1 1 o
- o oCo °©
< & 5
2 Ean
+—
= 0
~ Kontrol AB AB+NR

-® Kontrol
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—— AB+NR

T 1 1 1 1T 1 &+ 1 1T T 1 11
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Zaman (gin)

Sekil 4.7. Siganlarda tutma testi sonuglari. A. 28 glin boyunca tutma testi skorlarinin
takibinde AB+NR grubundaki siganlarin agresyon diizeyleri daha hizli azaldu.
B. AB+NR grubunda ortalama tutma testi skoru Ap grubuna goére daha diistiktii
(n=7-8/grup). *p<0,05, tek y6 nli ANOVA, post hoc Tukey testi. %p<0,05
Kontrole gore, °p<0,05 AB grubuna gére, iki yo nlii ANOVA, post hoc Tukey
testi. Kontrol: ICV salin, gavajla salin. AB: ICV AP, gavajla salin. AB+NR:
ICV ApB, gavajla NR.
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4.3. Nikotinamid ribozid tedavisinin hayvanlarin agirhiklar: Gizerine

etkileri

Sifirmcer giinde kontrol grubundaki hayvanlarin ortalama agirligi1 318,1+21,3 g
(n =7), AP grubunda 315,1£11,8 g (n =8), AB+NR grubunda 306+11,8 g (n=8)’ydi.
Gruplar baslangic kilolar1 agisindan benzerdi (F(2,21)=0.16, p=0.85). ICV
enjeksiyonun ertesi giiniinden itibaren 96 saat uykusuz birakilan hayvanlar 6. giinden
28. gune kadar 23 gun boyunca her gin tartildi. 6. ginde kontrol grubundaki
hayvanlarin ortalama agirhig: kontrol grubunda 295,3+23,6 (n=7), AP grubunda
287,1+9,2 g (n=8), AP+NR grubunda 283,3+8,4 g (n=8)’ydi. 6. glinde gruplar kilolar1
acisindan benzerdi (F(2,21)=0.16, p=0.85). Yirmisekizinci giinde kontrol grubundaki
hayvanlarin ortalama agirlig1 353,2+6,5 g (n=6), AP grubunda 344,846,2 g (n=8),
AB+NR grubunda ise 317,1+3,1 g (n=8)’ydi; 28. ginde AB+NR grubundaki
hayvanlarin vicut agirligi kontrol ve AP grubundan daha disiiktii, bu sonug
istatistiksel olarak da anlamli bulundu (F(2,21)=6.71, p=0.005).

Gruplarin ICV enjeksiyonu ve 96 saatlik uykusuzluk sonrasi 28 giin boyunca
viicut agirlik artisi egrileri gosterilmistir (Sekil 4.8. A). AP grubunun kilo alim egrisi
kontrol grubuna benzerdi. NR tedavisi verilen AP grubunda (AB+NR) kilo aliminin
daha yavas oldugu gorildi. Bu fark 20. glinden itibaren kontrole gore, 22. giinde ve
25. gunden itibaren ise AP grubuna gore istatistiksel anlamlihiga ulasmistir
(F=46,44)=4,59; p<0,0001).

Kontrol grubunda agirlik degisimlerinin baslangic agirliklarina orani
%32,3+3,7, AP grubunda %33,8+5,1 ve AB+NR grubunda %18,3+2,5’tir. AB+NR
grubundaki hayvanlarin viicut agirlik degisimlerinin baslangi¢ agirliklarina orant A

grubuna kiyasla daha az artmistir (F(2,19)=4,95; p=0,02) (Sekil 4.8. B).
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Sekil 4.8. 28 giinliik degerlendirmede AP ve/veya NR’nin kilo alimina etkisi. A.
Gruplarin 28 gin boyunca vicut agirhig takibinde AB+NR grubundaki
sicanlarin kilo alim1 AP ve kontrol grubuna gdre daha yavasti. B. 28 glnUn
sonunda AB+NR grubunda AP grubuna kiyasla baslangica gore viicut agirlik
degisimi (%) daha azdi. (n=7-8/grup). * p<0,05, tek y6 nliit ANOVA, post hoc
Tukey testi. 2p<0,05 Kontrole gore, °p<0,05 AP grubuna gore, iki yo nlii
ANOVA, post hoc Tukey testi. Kontrol: ICV salin, gavajla salin. AB: ICV AP,
gavajla salin. AB+NR: ICV Ap, gavajla NR.
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada ApL#

ile indiiklenen ve uyku yoksunlugu uygulanan sigan AH
modelinde nikotinamid ribozid (NR) tedavisinin biligsel islevler ve ndropsikiyatrik
belirtilere etkisinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu amagla 3 grup olusturulmus,
bir grup kontrol grubu olarak alinmis, 2. gruptaki si¢anlara sadece AH modeli
olusturulmus ve tedavi uygulanmamis, 3. grupta ise AH modeli olusturulan siganlara
NR tedavisi uygulanmis; tiim gruplara bellek islevlerini degerlendiren testlerin yani
sira, depresyon, anksiyete ve agresyonu degerlendiren deneyler uygulanmis ve
aralarindaki farkliliklar arastirilmistir. Bellek islevleri edilgen kaginma testi ve T
labirenti spontan alternasyon testi ile, depresyon benzeri davranis Porsolt zorunlu
yilizme testi ve slikroz tercih testi ile, anksiyete benzeri davranis ve lokomotor aktivite
acik alan arena testi ve yiikseltilmig art1 labirent testi ile, agresyon tutma testi ile
degerlendirilmistir.

Hayvan modellerinde daha o©nce yapilan c¢alismalar tek doz
intraserebroventrikiiler (ICV) AB**? enjeksiyonunun bellek islevlerinde bozulmaya
(240, 241) ve depresyon benzeri davraniga neden oldugunu (241, 242) gostermistir.
Uyku yoksunlugunun AP klirensini azalttig1 (243, 217) interstisyel s1ivi AP diizeyini
ve AP plak olusumunu artirdigi (244) bilinmektedir. Onceki ¢aligmalarda uyku
yoksunluguna maruz birakilan si¢anlar tek doz ICV enjeksiyonundan 21 giin sonra
degerlendirildiginde depresyon benzeri davranisin g0zlenmeye devam ettigi
gosterilmistir (241, 245). Bizim ¢alismamizda da tek doz ICV enjeksiyonunun 28.
guiniinde depresyon benzeri davranisin degerlendirilmesi planlandig: icin bu 28 glinliik
sliregte AB1#? ‘nin klirensini azaltmak ve modelin gliciinil artirmak amaciyla siganlara

96 saat sureyle uyku yoksunlugu uygulanmistir.

5.1. Alzheimer Hastahg Hayvan Modellerinde Bilissel Belirtiler ve
Nikotinamid Ribozid Tedavisinin Etkisi

Norobiligsel bozukluklarla seyreden hastaliklarda modelin gegerliligi icin
ogrenme ve bellek testlerinde bozuklugun gosterilmesi 6nemlidir (246). Tek doz ICV
ApT* enjeksiyonu ile olusturulan modellerde uzaysal olmayan uzun siireli bellegin

degerlendirildigi edilgen sakinma testi ve uzaysal ¢alisma belleginin degerlendirildigi
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Y labirenti testinde bozulma oldugu gosterilmistir (247, 248). Bizim ¢alismamizda da
tek doz ICV Ap1-“42enjeksiyonu yapilan sicanlarda 28. glinde edilgen ka¢inma testinde
ve T labirenti spontan alternasyon testi ile degerlendirilen bellek islevlerinde bozulma
saptanmistir.

Literatirde AH modellerinde NAD* 6ncillerinin ve NAD*’nin kendisinin
biligsel islevlerde iyilesme sagladiga dair bulgular vardir. NMN’nin, tek doz ICV
AR enjeksiyonu yapilan siganlarda Ap ile indiiklenmis bilissel bozulmayi azalttig
gosterilmistir (249). TG2576 transgenik AH modeli farelere 3 ay slreyle 250
mg/kg/gin dozda NR uygulandiginda yeni nesne tanima testi ile degerlendirilen
biligsel iyilesmenin beyindeki NAD* konsantrasyonunda artig ile uyumlu oldugu, NR
tedavisinin AR olusumunu onledigi gosterilmistir (250). Hou ve arkadaslar
3XTgAD/PolB +/- transgenik AH modeli farelerde NR tedavisinin (12 mM NR icme
suyuna eklenerek) Morris su tanki, Y labirenti ve yeni nesne tamima testi ile
degerlendirilen 6grenme ve bellek islevlerini iyilestirdigi, ndrogenezi artirdigi, tau
fosforilasyonunu azalttig1 ancak AP kiimelenmesini azaltmadigini gostermistir (251).
APP/PS1 transgenik AH modeli farelerde ise NR tedavisinin (12 mM NR i¢me suyuna
eklenerek) Morris su tanki ve Y labirenti ile degerlendirilen bilissel islevleri
iyilestirdigi ve mitofajiyi uyardig1 gosterilmistir (252). Ug¢ ay boyunca verilen NR
tedavisinin (2.5 g/kglyiyecek) 18 aylik APP/PS1 transgenik AH modelinde AP
birikimini azalttigi, kisa streli uzaysal bellek ve baglamsal korku bellegindeki
bozulmayn iyilestirdigi saptanmus, anksiyete zerinde etkisinin olmadig1 gosterilmistir
(253). Bizim calismamizda da NR tedavisi tek doz ICV AB*2enjeksiyonu ile bozulan
uzun stireli bellek performansini iyilestirmis, ancak T labirenti spontan alternasyon

testi ile degerlendirilen uzaysal islem belleginde boyle bir etki goriilmemistir.

5.2.  Alzheimer Hastaligi Hayvan Modellerinde Noropsikiyatrik
Belirtiler ve Nikotinamid Ribozid Tedavisinin Etkisi

Alzheimer hastaligi hayvan modellerinde noropsikiyatrik belirtilere olan ilgi
biligsel belirtilerden daha azdir. Yine de yaygin kullanilan modellerin bazilar1 bu
belirtileri gostermektedir. Hayvan modellerinde goérilen noéropsikiyatrik belirtiler
lokomotor aktivite artigi, anksiyete, depresyon, agresyon ve sirkadyen degisikliklerdir

(254). Bizim ¢aligmamizin alanyazina katki saglamasini hedefledigimiz kism1 da, AH
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modelinde ortaya ¢ikan ndropsikiyatrik belirtilerin NR tedavisine verdigi yanitin
degerlendirilmesidir.

Alzheimer hastaliginda depresyon en sik gorilen ndropsikiyatrik
belirtilerdendir (255, 256). ICV ABY*? enjeksiyonunun farede (257, 258) ve sicanda
(241, 242) depresyon benzeri davramisa neden oldugu gosterilmistir. Bizim
calismamizda da tek doz ICV ABY*? enjeksiyonundan sonra yapilan zorunlu yiizme
testi ve slikroz tercih testinde depresyon benzeri davranig degisiklikleri goriilmiistiir.

NAD"’y1 indiiklemenin AH’ye eslik eden depresyonun ve preklinik modellerde
AP aracili gelisen depresyon benzeri davranislarin tedavisinde etkinligining6sterildigi
bir calismaya rastlanmamistir. Ancak major depresyon modellerinde etkili
olabilecegine dair az sayida preklinik ¢alisma yaymlanmistir. Jiang ve arkadaslari iki
hafta sireyle 400 mg/kg/giin oral NR tedavisinin C57BL/6J farelerde alkolle
indliklenmis depresyon benzeri davranisi azalttigini gostermistir. Ayni1 zamanda bu
farelerin  hipokampuslarinda BDNF dizeyinin anlamli 6lglide yiikseldigi,
AKT/GSK3p/B-katenin yolaginin inhibisyonunun azaldigi gosterilmistir (259). Baska
bir calismada NMN’nin kortikosteroid ile indiiklenmis fare depresyon modelinde
mitokondriyal enerji islevlerindeki bozulmay1 azaltarak antidepresan etki gosterdigi
saptanmistir (260). Bizim ¢alismamizda ilk kez bir Alzheimer modelinde NR tedavisi
ile NAD"’y1 indiiklemenin zorunlu yiizme testi ve stikroz tercih testi ile degerlendirilen
depresyon benzeri davranisi iyilestirdigi gosterilmistir.

Alzheimer hastalarina eslik eden bir diger noropsikiyatrik belirti ise
anksiyetedir (254). Transgenik AH modellerinde anksiyetenin arttigi (261, 262, 263),
azaldig1 (264, 265, 266) veya degismedigine (267, 268, 269, 270) dair bulgular vardir.
Birbirinden farkli bu bulgularin nedenlerinden biri anksiyete benzeri davranigin
genellikle tek bir test ile degerlendirilmesi ve bunun yetersiz yorumlamaya yol agmasi
olabilir. Bir diger neden ise 0©zellikle transgenik modellerde patolojinin farkli
donemlerinde yapilan degerlendirmelerin tutarsiz sonuglara neden olabilecegidir
(271). Son olarak, lokomotor aktivitede artis gibi davranigsal disinhibisyondan
kaynaklanan fenotipik goruniimler anksiyete benzeri davranista azalma olarak
yorumlaniyor olabilir (270, 272). Literatiirde AH’de en ¢ok biriken ve preklinik
modellerde en cok kullamlan AB**? fragmaninin tek doz ICV enjeksiyonu ile

olusturulan modellerde, anksiyete benzeri davranislar gosterilemedigine iligkin
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bulgular meveuttur (259, 260 241, 242). Bu ¢alismamizda da tek doz ICV ABY*
enjeksiyonu yiikseltilmis art1 labirent testinde anksiyete benzeri davranisa neden
olmamigtir. Ancak AP grubunda anksiyete benzeri davranisin degerlendirilmesinde
kullanilan bagka bir parametre olan merkezde gegirilen sire daha ylksek saptanmaistir.
Bununla birlikte istatistiksel olarak anlamliliga ulasmasa da genel aktivitenin
gostergesi olarak kabul edilen toplam katedilen mesafe ve rotasyon sayis1 Ap grubunda
daha yuksek saptanmigtir. Bu durum agik alan testinde merkezde gegirilen siiredeki bu
artigin  anksiyetede azalma yerine davranigsal disinhibisyonun bir gostergesi
olabilecegini disiindiirmistiir. Bu sonuclar bazi hastalarda gorilen engelleyici
kontroluin kaybina (loss of inhibitory control) benziyor olabilir (272).

Literatlirde NAD*’y1 indiiklemenin otizm spektrum bozuklugu fare modelinde
(Gerasimenko) ve anksiyete bozuklugu tanisi olan ii¢ hastanin sunuldugu bir vaka
serisinde (Prousky) anksiyeteyi azalttigi bildirilmistir. Bir c¢alismada Xie ve
arkadagslar1 APP/PS1 transgenik AH modelinde NR’nin anksiyete iizerinde etkisinin
olmadigini gdstermistir (253). Bizim ¢alismamizda da NR tedavisi anksiyete benzeri
davranista degisiklige neden olmamistir. Ancak calismamizda AP enjeksiyonunun
anksiyetede artisa neden olmadigi da unutulmamalidir.

Transgenik AH modellerinde siklikla agresyonun arttigi (254) gosterilmekle
birlikte, degismediginin (273, 274) gosterildigi ¢aligmalar da  vardir.
Intraserebroventrikiler AP enjeksiyonunun farelerde 28 guniin sonunda sosyal
etkilesim testi ile degerlendirilen agresyonu artirdig1 gosterilmistir (275). Tamano ve
arkadaslar da 11 haftalik farelerde tek doz ICV AP*™*? enjeksiyonunun agresyonu

artirdigini gostermistir (276). Yesiltepe ve ark. Wistar sicanlara Ap*2

enjeksiyonu ile
olusturulan AH modelinde 21. guniin sonunda tutma testi ile degerlendirilen agresyon
davraniginin  kontrollere gore azaldigin1 saptamistir (241). Bizim c¢alismamizda
agresyon davranigi tutma testi ile degerlendirilmis, AR grubunda kontrollere gére fark
saptanmamigstir.

Alzheimer hastalarinda sik gériilen NPS’lerden biri olan agresyonun kisa stireli
tedavisinde FDA tarafindan onaylanmis tek tedavi risperidondur (277). Ancak
risperidonun agresyon lizerine etkilerinin incelendigi bir meta-analizde risperidonun

etkilerinin diger antipsikotiklerden farkli olmadig1 ve agresyon iizerine zayif etkili

oldugu gosterilmistir (278). Literatlirde NR’nin agresyon Uzerine etkilerinin
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incelendigi bir ¢calismaya rastlanmamistir. Bir ¢calismada CD157KO otizm spektrum
bozuklugu modelinde farelere 12 giin boyunca uygulanan NR tedavisinin erkek nakavt
farelerde U¢ odacikli kutu (three-chambered box) testi ile degerlendirilen sosyal
davranisla iligkili bozukluklar1 azalttig1, yabanil tip ve disi nakavt farelerde bir etki
gozlenmedigi, ancak zaten yabanil tip ile disi nakavt arasinda davranigsal bozulma
acisindan net bir fark olmadig1 belirtilmistir. Ancak 6zel olarak agresyon davranisi
degerlendirilmemistir (279). Bizim ¢alismamizda tek doz ICV ABY*? enjeksiyonu ile
olusturulmus ve uykusuz birakilmis sigan AH modelinde NR tedavisinin AB grubuna
kiyasla tutma testi ile degerlendirilen agresyon benzeri davranigi azalttigi
gosterilmistir.

Lokomotor hiperaktivite hayvanlarda huzursuzluk ve ajitasyonu temsil eder.
Literatiirde transgenik AH modellerinin ¢cogunda lokomotor aktivite artis1 goriilmekle
birlikte (269, 264, 279) degisiklik saptanmadigini (269, 280) ve lokomotor aktivitenin
azaldigin1 (281) bildiren calismalar da vardir. Ozmotik minipompa ile kronik AR
inflzyonunun Sprague-Dawley siganlarda lokomotor aktiviteyi degistirmedigi
gosterilmistir (282). Tek doz ICV AR enjeksiyonunun siganlarda agik alan arena
testinde lokomotor aktiviteyi degistirmedigi gosterilmistir (241,283). Bizim
calismamizda da tek doz ICV AB42 enjeksiyonu yapilan si¢anlarda agik alan arena
testinde lokomotor aktivite agisindan farklilik goriilmemis, NR tedavisinin de

lokomotor aktivite tizerinde etkisi olmamustir.

5.3. Alzheimer Hastaliginda Viicut Agirhgi Degisimi ve Nikotinamid
Ribozid Tedavisinin Etkisi

Alzheimer hastalarinda viicut agirhiginda azalma sik goriilmekle birlikte bu
durum hastaligin ilerlemesi ve ciddiyeti ile iliskilidir. Uzun siireli, uzunlamasina
caligmalardan elde edilen kanitlar kilo kaybiin demans baslangicindan 10 y1l kadar
once bagladig1 ve demans tanisi ile birlikte hizlandigin1 gostermektedir (284, 285,
286). Demans tanis1 olmayan yaglilarin 6liim ardi otopsi incelemeleri ile yapilan bir
calismada diisiik vlcut Kitle indeksi Alzheimer hastaliginin néropatolojik
degisiklikleri ile iligkili bulunmus, ancak Lewy cisimcik patolojisi ve serebral enfarkt
orani ile boyle bir iliski saptanmamistir (287). Bu iliskinin AH’de goriilen hipotalamik
ve olfaktor islev bozuklugu ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (288).
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Bazi calismalar PET ile degerlendirilen AP birikiminde artisin ve beyin
omurilik sivisinda (BOS) tau/AB*? oranindaki yiiksekligin, izlemde viicut agirliginda
azalma ile iliskili oldugunu gostermistir (289, 290). Preklinik AH’ye yonelik
biyobelirteglerin arastirilmasi i¢in tasarlanmis ALFA+ calismasinda ise 450 biligsel
olarak saglikli katilimcmin BOS belirtecleri ve (18F) flutemetamol (FTM-PET)
goriintiilemeleri degerlendirilmis, BOS ve PET AP diizeyleri ile kilo kayb1 arasinda
iligki saptanmamustir (291). Xu ve ark. ise ATN smiflandirmasina gore amiloid (A),
tau (T) ve noérodejenerasyon (N) (292) mevcudiyetine gore gruplandirdiklar
katilimcilarin degerlendirildigi calismalarinda, amiloid kiimelenmesinin (A+) kilo
kaybr ile iliskili bulundugunu, ancak nedensellik iligkisi kurulamayacagini
belirtmislerdir (293). Sonug olarak klinik érneklemlerde kilo kayb1 ile BOS Ap duzeyi
ve AP birikimi arasinda nedensellik iliskisi kurulamamistir. Klinik calismalarda
preklinik ¢alismalardan farkli olarak pek ¢ok degiskenin sonuglar iizerinde etkili
oldugu unutulmamalidir. Omegin erken doénemde Alzheimer hastalarinda AP
birikiminin yani sira gliyozis, inflamasyon, noronal, sinaptik ve kolinerjik kayiplar gibi
farkli néropatolojik degisiklikler de goriiliir (41). Bu nedenle klinik ¢aligsmalarda kilo
kaybi ile AP diizeyi arasinda iliski bulunmasi, sadece AP’ nin etkisinden ziyade eslik
eden ndropatolojik degisikliklerin de sirece katkisiyla ortaya ¢ikiyor olabilir. Bu
konuda sadece amiloid betanin etkisinin degerlendirildigi hayvan modeli ¢alismalar
yol gosterici olabilir.

Bu amacla literatiir A enjeksiyonu ile indiklenen AH modellerinde kilo
degisimi agsindan taranmustir. Kang ve ark. ICV AR enjeksiyonu ile olusturulan
AH modelinde 3. haftadaki degerlendirmelerinde siganlarin baslangigc ve son
agirliklari arasinda fark olmadigini, ancak vicut agirligi degisimine (g) gore
karsilagtirdiklarinda AB grubunun daha az kilo aldigini bildirmislerdir (294).
Hashimoto ve arkadaslar1 A *° enjeksiyonunun, Kwak ve ark. ise AB***nin viicut
agirhiginda kontrollere kiyasla degisiklige yol agmadigini belirtmislerdir (295, 296).
Bizim calismamizda da tek doz ICV AP enjeksiyonu yapilan siganlarda zaman
icindeki viicut agirligi ve % agirlik degisimi agisindan fark saptanmamustir.

Arastirmamizda kullandigimiz nikotinamid ribozidin insanda yagam siiresini
uzattigi bilinen tek yontem olan kalori kisitlamasini taklit ettigi 6ne siiriilmiistiir (297).

Bazi ¢alismalarda nikotinamid ribozidin tamamlayici Urtin olarak eklenmesinin
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yiiksek yagl diyet ile indiiklenmis obeziteye kars1 koruyucu oldugu (298) ve hepatik
islevleri iyilestirdigi gosterilmistir (197). NR’nin streptozosin ile olusturulan diyabet
modelinde (oral gavaj ile 6 hafta boyunca 400 mg/kg/gin dozda) amiloidojenez ve
inflamasyon iizerinde olumlu etkileri oldugu gdosterilmis, ancak kilo alimi iizerinde
etkili bulunmamistir (299). De Castro ve arkadaslan ise kafeterya diyeti (enerjiden
yogun, sagliksiz, istahi1 artirict diyet) veya standart diyet uyguladiklar1 Wistar
sicanlarda 6 hafta sireyle 400 mg/kg NR tedavisinin kilo alimini azalttigini
gostermislerdir. Bu etkinin NR’nin hipotalamusta inflamasyonu baskilayici etkisi ile
ortaya ¢ikiyor olabilecegi belirtilmistir (300). Xie ve arkadaslar1 da ii¢ ay siire ile NR
tedavisinin (2.5 g/kg/lyem) yash (14 aylik) C57BL/6J farelerde ve APP/PS1 AH
modelinde kilo alimini baskiladigini1 gostermistir (253).

Calismalar kalori kisitlamasinin  yasam siresini uzatmadaki etkisinin
sirtuinlerin aktivitesinin uyarilmas:1 (301), mitofaji ve otofaji artis1 araciligi ile
olabilecegini diisiindiirmektedir (302, 303). NR’nin AH modellerindeki inflamasyonu
baskilayicr etkisinin NAD+ bagimli bir deasetilaz olan sirtuin 1 araciligi ile oldugu
gosterilmistir (153, 252). Sirtuin 1’in karacigerde glikoneogenez, yag dokuda yag
mobilizasyonunu artirici, pankreastan insiilin salinimi artirici, hipotalamusta tokluk
hissini uyarici, makrofajlarda obezite ile artmis inflamasyonu azaltict etkileri oldugu
bilinmektedir (304). Bizim ¢alismamizda da NR tedavisinin kilo alimin1 yavaslatici
etkisi gosterilmistir. Bu etkinin gelecekteki ¢alismalarda yeniden incelenmesi yol

gosterici olacaktir.
5.4. Cahsmanmn Kisithhklar

Alzheimer hastaligi modeli olusturuldugunun sadece davramig testleri ile
gosterilmesi, AB kiimelenmesinin patolojik olarak gosterilmemesi bir kisitliliktir.
Calismamizda ICV salin ve gavajla salin uygulanarak olusturulmus kontrol grubu,
ICV AP ve gavajla salin ile olusturulmus AP grubu, ICV A enjekte edilmis
hayvanlarda NR’nin etkisinin degerlendirildigi AB+NR grubu olmak iizere ii¢ farklh
grup olusturulmustur. ICV salin enjekte edilmis si¢anlarda NR’nin etkisinin
degerlendirilmemesi c¢alismanin kisithiligidir. Bu tez c¢alismasi1 kapsaminda yer
almamasina ragmen projenin kalan kisminda bu dordincu grup calismaya dahil

edilecektir.
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Tez calismasina baslarken mitofaji ve otofaji ile iligkili proteinlerin Western
blotting teknigi ile degerlendirilmesi amaglanmis, ancak siire kisitlamasi nedeniyle
protein analizlerinin sonuclari tez ¢alismasinin kapsami disinda birakilmis, devam
eden projeye eklenmesi planlanmistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda protein analizi
sonuglariin sunulmamasi bir kisitliliktir. Ancak devam eden proje i¢in mitofaji ve
otofaji belirteclerinin degerlendirilmesi amaciyla protein izolasyonu yapilmuistir.

ICV AB ile olusturulmus bu modelde anksiyete benzeri davranigin gorilmemesi
NR’nin bu davranis Uzerindeki etkisinin degerlendirilmesinde bir kisitlilik

olusturmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Nikotinamid ribozid tedavisinin sicanlarda AB* ile indiiklenen ve uyku
yoksunlugu uygulanan AH modelinde biligsel islevler ve noropsikiyatrik belirtilere
etkisinin degerlendirilmesini amaglayan bu calismada bellek islevlerinin yanisira
depresyon, anksiyete ve agresyon ile iliskili parametreler de arastirilmistir. Alzheimer
hastalig1 modeli olusturulan iki grupta 28 gliniin sonunda AH’nin temel belirtilerinden
olan uzun siireli bellekte ve islem belleginde bozulma goériilmesi modelin APY*#’nin
bellek Uzerindeki etkilerini degerlendirmede uygun bir hayvan modeli oldugunu
gostermistir. Nikotinamid ribozid tedavisi AH modeli gruplarindan birindeki
hayvanlara uygulanmis ve AB*?’nin neden oldugu uzun siireli bellek bozuklugunu
diizelttigi gosterilmistir, bu bulgu literatlirdeki ¢alismalarla uyumludur.

Arastirma sonunda siganlarda APY2 ile indiiklenen AH modelinde depresyon
benzeri davramis degisikligi goriilmiis, ancak anksiyete benzeri davraniglarda ve
agresyon davraniginda artis goriilmemistir. Bu calismanimn en 6nemli bulgusu,
nikotinamid ribozidin AB*?nin neden oldugu uzun sireli bellek bozuklugunu
dizeltmenin yanisira, depresyon benzeri davranislar1 da duzelterek antidepresan
etkisinin gosterilmesi olmustur. Sicanlarda AB'™? ile indilklenen AH modelinde
kontrollere gore agresyon skorunda degisiklik saptanmadig1 halde, NR uygulamasinin
AP grubunda agresyon skorunu daha hizli bir sekilde azalttigi da gozlenmistir.
Calismamizda NR uygulamasmnin AH modelinde hem bellek islevlerini hem de
noropsikiyatrik belirtileri  diizelttiginin gosterilmesi, AH’nin patofizyolojisinin
aydmlatilmas1 hakkinda literatire ©nemli katki saglayacaktir, ayrica gelecekte
Alzheimer hastalig1 tedavisinde mitofajiyi hedefleyen ajanlarin kullaniminin daha
fazla arastirilmasini da saglayacaktir.

Aragtirmanin temel hipotezlerine yo nelik sonuglarin yani sira NR tedavisi
kontrol grubunda ve ABY*? ile indiiklenen AH modelinde kilo alimimi yavaslatmstir.
Literatiirde farkli hastalik modellerinde NR’nin bu etkisi gosterilmistir. Bu bulgunun
NAD"y1 uyarmanin kalori kisitlamasi ile ortak patofizyolojik mekanizmalari
uyarmasi nedeniyle olabilecegi diistiniilmistiir.

Sonug olarak, Alzheimer hastaliginin tedavisini hedefleyen gelecekteki
calismalarda NAD"’y1 artirmak ve dolayisiyla mitofajiyi uyarmak yeni bir tedavi

secenegi olarak degerlendirilmelidir. Nikotinamid ribozidin kronik uygulamasinin
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etkileri, NR’nin antidepresan etkisinin ve bellek tizerindeki iyilestirici etkisinin altinda

yatan mekanizmalar da arastirilmalidir.
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