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OZET

Alzheimer Hastalarimmn Beyin ve Iskelet Kas Hiicrelerinde Amiloid-Beta
Toksisitesi Uzerine Huperzin-A’min Etkileri

Alzheimer hastahigi (AH), kolinerjik noronlarin kaybi, serebrovaskiiler
inflamasyon ve serebral kan damarlarinda ve beyin parankimasinda amiloid
plaklarin (AB) birikimi ile karakterize, kronik norodejeneratif bir hastaliktir.
AH’da diger AP ile iliskili kas hastaliklarinda saptanan bazi motor fonksiyon
bozukluklar1 goriiliir. Bu arastirmada, AH’nin ilerleyen siirecinde Af plaklarinin
kas dokusunda asir1 birikmesi sonucu gelisebilen ve AH patofizyolojisine c¢cok
benzerlik gosteren inkliizyon cisimcikli miyozitin (ICM), ¢alismada kullanilan
deneysel AH modelinde gelisip gelismediginin, kullanilan modelin kognitif
fonksiyonlara etkisinin ve Huperzin-A’nmin (Hup-A) AP kaynakh olas1 doku
hasarlari iizerindeki terapotik yararinin arastirilmasi planlanmistir.

Calismaya, 68 adet 13 haftahik disi Sprague—Dawley sican alindi. Alzheimer
modeli olusturmak ve Hup-A uygulamasi yapmak iizere sicanlar kontrol ve 4
deney grubu olarak rastgele S gruba ayrildi. Deneysel AH modeli olusturmak i¢in
overektominin ardindan 10 hafta, her giin 100 mg/kg dozda D-galaktoz (i.p.)
uygulamasi yapildi. AH’da norodejeneratif patolojinin etkilerini degerlendirmek
iizere davranis testleri uygulandi. Sonrasinda, sicanlarin beyin ve kas dokular:
biyopotansiyel ile biyomekanik kayitlar, histolojik ve biyokimyasal analizler
yapilmak iizere kullanildi.

Alzheimer modelinin patolojik bulgular1 immiinohistokimyasal analizler ile
gosterilerek, davrams testleri ile desteklendi. AH’nin ilerleme siirecinde olusum
gosterebilen ve AH patolojisiyle paralellik gosteren ICM patolojisi biyopotansiyel,
biyomekanik, histolojik parametlere bakilarak degerlendirildi. Ekstensor
dijitorum longus (EDL) kasindan kaydedilen elektromiyografi (EMG) verilerinde
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farkhihk saptanmadi. EDL kasina tek
ve farkh frekanslarda (10, 20, 40, 80, 100 ve 150 Hz) uyarilar verilerek elde edilen
sars1 egrilerine ait parametrelerde kontrole gore deney gruplarinda anlamh
azalma olustugu saptandi. Ancak kas dokusunun histolojik incelemesinde ICM
patolojisi bulgular1 gozlenmedi. EDL kas giiciindeki azalmanin overektomi
kaynakhh oldugu diisiiniildii. Calisma sonucunda Hup-A’min AH patolojisi
iizerinde iyilestirici etkisi oldugu belirlendi.

ICM patolojisinin olusumu icin daha agirlastirlmus AH modelinin
gelistirilmesi gerektigi ve bu amacla D-galaktoz uygulamasi1 bitiminden sonra
sicanlarin kendi halinde yaslanmaya birakilmasi ya da D-galaktoz uygulama siiresi
ve/veya doz miktarmin arttirllmasi gerektigi diisiinillmektedir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer Hastaligi, Beyin, Ekstensor Dijitorum Longus Kasi,

Kasilabilirlik, Huperzin-A
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ABSTRACT

Effects of Huperzin-A on the Cytotoxic Effects of Amyloid Beta in the Brain and
Skeletal Muscle Cells of a Rat Model for Alzheimer’s Disease

Alzheimer's disease (AD) is a chronic neurodegenerative disease which is
characterized by the neuronal loss, cerebrovascular inflammation and the
accumulation of amyloid plaques (AP) on the cerebral blood vessels and the brain
parenchyma. Also, certain motor dysfunction in the AD is seen as like muscle
diseases associated with the accumulation of AB. In this study, it’s planned to
research whether inclusion-body myositis (IBM) which is very similar to AD
patofizyoloji and can develop on the muscle tissue of Ap plaques in the advanced
process of AD occur in the experimental AD model used in the study or not. It is
also aimed to find out the effect of the model on cognitive functions and the
therapeutics benefits of Huperzine-A (Hup-A) on tissue damage as a result of Ap.

Sixty-eight healthy female Sprague—Dawley rats (200-250 g) were included
in this study. Rats were randomly divided into five groups for create a model of
Alzheimer's and to perform application Hup-A. Ovariectomy following the D-
galactose injection during 10 weeks, every day to 100 mg / kg were performed in
rats to create an animal model of Alzheimer's. The behavioral tests were done on
the rats to assess the effects of neurodegenerative pathology in AD. Then, the brain
and muscle tissues were dissected for biomechanics and biopotential records,
histological and biochemical analyzes.

The results of behavioral tests and immiinohistochemical analysis showed
that the Alzheimer’s model was successful. Data of IBM which may occur in the
progression of AD and show parallels with AD pathology were evaluated based on
biopotentials, biomechanical, histological and biochemical parameters.

No statistically significant differences were observed in electromyography
(EMG) activity of extensor digitorum longus (EDL). In biomechanical analysis of
data, statistical significance was found between the groups. Measured parameter is
occurred significant reduction between groups that biomechanical value is
acquired by giving stimulation at different frequencies on EDL muscle (10, 20, 40,
80, 100 and 150 Hz), was seen Alzheimer's disease pathology-induced in some
frequency protocols whereas ovariectomy-induced in the other frequency
protocols. However, histological examination of muscle pathology was not
observed findings of IBM pathology. It was considered that the decrease in the
EDL muscle force was related by ovariectomy. As a result of study, the healing
effect of Hup-A was determined on the Alzheimer's pathology.

In conclusion, the formation of IBM pathology needs to be improved AD
model that is further aggravated. For this purpose, after the last injection of D-
galactose, rats should be allowed to form their own aging or the execution time or
the dose of D-galactose should be increased.

Keywords: Alzheimer’s Disease, Brain, Extensor Digitorum Longus Muscle,
Contractility, Huperzin-A
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1. GIRIS

Alzheimer hastaligt (AH), yasa bagl olarak biligsel fonksiyonlarda ilerleyici
bozulma, giinlilk yasamin temel aktivitelerini gergeklestirmede azalan yeterlilik ve
kisilik 6zelliklerinde dalgalanmalar ile seyreden geri doniigsiiz ndrolojik bir hastaliktir
(1). ik olarak 1907 yilinda Alman Hekim Alois Alzheimer tarafindan klinik ve
noropatolojik ozellikleri ile tanimlanmistir (2). En sik demans nedeni olup biitiin
demanslarin %50-80’ini olusturur. Giiniimiizde yasam siiresinin uzamast, gittikce artan
sayida bireyin basta AH olmak iizere pek c¢ok ndrodejeneratif hastaliklara
yakalanmasina neden olmaktadir. Bugiin tiim diinyada 24,3 milyon Alzheimer hastasi
belirlenmistir ve her yil tiim diinyada yasl niifusun artmasina bagli olarak 4,6 milyon
yeni AH olgusu gelistigi tahmin edilmektedir (3).

AH’na bagli kognitif bozukluklarin yanisira, olast periferdeki patolojik
tutulumlarin da yasam kalitesini diislirdiigli ve mortaliteye zemin hazirlamakta oldugu
distiniilmektedir.

AH ve ilgili noro-dejeneratif rahatsizliklarin patogenezi altinda yatan
mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilamamustir.

AH ve diger norodejeneratif hastaliklar icin birincil risk faktorii olan
mitokondriyal fonksiyonun yasla birlikte azaldigim1 gosteren Onemli kanitlar
bulunmaktadir (4). Yapilan ¢aligmalar, mitokondriyal disfonksiyonun hiicre dig1 amiloid
birikmesinden 6nce olustugunu gostermektedir (5).

AH’nin fizyopatolojisi karmagik siirecleri icerir. AH’nin patolojisini, beynin
belirli bolgelerinde fazla miktarda olusan senil amiloid plaklar, norofibriler yumak
yapisi, belirgin diizeyde sinaps ve kolinerjik kayiplar ile noron atrofisi olusturur (6).
Alzheimer hastalarinin 6zellikle hipokampuslarinda %45-55 oraninda sinaptik kayip
oldugu bilinmektedir (7). AH’nin ilerlemesi ile sinaptik fonksiyon kayiplar1 arasindaki
korelasyona bagli olarak, protein modifikasyonlari, degisen néronal aktivite ve sinaptik
yogunlukta azalma ¢ok iyi anlasilmis olmakla birlikte, biitiin bunlarin altinda yatan

mekanizmalar hala belirsizligini korumaktadir.



Alzheimer hastalarinda en belirgin noropatolojik degisiklik, 6zellikle
hipokampus ve kortekste senil amiloid plaklarin yogunlagmasidir. Amiloid-f (AP)
peptid (BAP), senil plaklarin major komponentidir ve néronlar, astrositler, glial hiicreler
ve beyin endotelyumu lizerinde ¢ok sayida toksik etkisi vardir (6). AP peptidi daha
biiylik bir transmembran protein olan amiloid prekiirsor protein (APP)’den proteolitik
yolla olusur (1, 8). Bu proteolitik siire¢ sonucunda olusan 6zellikle AB40-42 formu
norotoksik etkiye sahiptir. Alzheimer hastalarinin beyin dokularinda ve serebral
damarlarinda AP, plaklar halinde birikerek norovaskiiler fonksiyonlarin bozulmasina ve
kronik norodejenerasyona yol acar. Ayn1 zamanda oksidatif stres, apoptosiz ve
kalsiyum dengesinin bozulmasi gibi yolaklarla ve ndron membranlarindaki iyon
kanallarinin yapisini bozarak uzun siireli elektriksel aktivitenin bozulmasini tetikleme
ve bu yolla noronal fonksiyon kaybi ve nihayetinde néron 6liimiine yol agabilir (9-11).
Olusum mekanizmalari arasinda bu yollardan herhangi biri ya da birilerinin bulundugu
AH, demansin en sik goriilen sebebidir. AR peptidi, AH nin beyinlerinde oldugu gibi
deri ve kas da dahil olmak flizere diger periferal dokularda da uzun, ¢oziilemeyen
fibriller olusturarak birikir. AB’nin AH’nin beyinlerinde bulundugu bilinen formunun
(APa42), hastalarin iskelet kaslarinda da onemli 6lgiide artmis oldugu bildirilmistir (12).
-amiloid, hem beyinde ve hem de periferde olmak iizere her yerde bulunan bir peptid
olup, hiicresel kan (eritrositler, lenfositler gibi), fibroblastlar ve kaslar1 da i¢eren ¢esitli
dokularda toksik etkileri gosterilmistir (12). Yapilan ¢alismalar, AH’na bagh kas
bozukluklarinin, hem iskelet ve hem de kalp-miyositlerini etkileyebildigini gostermistir
(13, 14).

AH’nda giinliik yasamin temel aktivitelerini gerceklestirmede gozlenen
yetersizlikte Oonemli bir katkinin da, azalan biligsel fonksiyonlarin yaninda kas
fonksiyonunun kaybi oldugu diisiiniilmektedir. Son zamanlarda kas bozukluklarinin
AH’nin igsel bir yonii olabilecegi kabul edilmistir. Beyin manyetik rezonans
goriintileme (MR) ve dual enerji X-1s1n1 absorpsiyometri (DEXA) kullanilarak viicut
kitlesinin saptanmasit konusunda yapilan calismalar, yagsiz kas Kkiitlesi kaybinin
Alzheimer hastalarinda hizlandig1 ve bunun hippokampal atrofi ve bilissel yetersizlikle
iligkili oldugu gosterilmistir (15).

Kurbaga iskelet kas liflerinin dinlenim membran potansiyeli iizerine BAP’in

etkisini ve mekanizmalarin1 aragtirmak icin geleneksel elektrofizyolojik teknikleri



kullanarak yapilan bir ¢aligmada, BAP’in iskelet kas1 plazma zarlarinda belirgin bir
depolarizasyona yol acarak, iskelet kas liflerinin dinlenim membran potansiyelini
bozdugu ve bunun hem Na'/K'-ATPaz inhibisyonuna ve hem de BAP-porlarmin
olusumuna bagh oldugu gosterilmistir. BAP-porlarinin olusumu zar gegirgenliginin
artmasma neden olmaktadir. BAP’in neden oldugu iskelet kasi plazma zarlarinin
depolarizasyonunun, iskelet kaslarimin fonksiyonunu onemli 6l¢iide bozabilecegi ve
boylece Alzheimer ve BAP birikimiyle iliskili diger bozukluklarda gézlenen motor
fonksiyon bozukluguna 6nemli 6lglide katkida bulunabilecegi bildirilmistir (16).

Genetik yapisi degistirilmis (transgenik) alzheimer farelerinde yapilan bir diger
calismada, diyafram kas liflerinde elektriksel aktivitenin bozuldugu ve gézlenen motor
bozukluklarin, AH’larinin giinliik yasamlarinda meydana gelen aktivite azalmalarinda
O6nemli bir anahtar rol oynayabilecegi ve kas patofizyolojisinin dikkate alinmasinin
AH’de yasam kalitesini gelistirebilecegi bildirilmistir (12).

Yapilan literatiir taramalarinda AH’na bagli olarak iskelet kas lifleri
membranlarinda elektriksel mekanizmanin bozuldugu konusunda c¢ok sayida ¢aligmalar
bulunmasina karsin, AH’ nin iskelet kasinin mekanik aktivitesi (kasilabilirligi) lizerine
etkilerini inceleyen caligmaya rastlanmamistir. Bu nedenle bu calismanin amaci,
AH’nin iskelet kasinin kasilabilirligi tizerine etkilerini incelemek ve elde edilecek
sonuclarla, onemli Olgiide, AH’nda iskelet kasi fonksiyon bozuklugu ve motor
rahatsizliklarin mekanizmalar1 konusundaki mevcut bilgileri genisletmektir.

Gilinlimiizde Alzheimer tedavisi, hastaligt ortadan kaldirmaktan ziyade
semptomlarin1 iyilestirmek ya da ilerlemesini durdurmak odaklhidir. Bu amagla,
Alzheimer siirecinde kolinerjik kayiplarin en basinda gelen beyindeki asetilkolin (ACh)
diizeylerindeki azalmanin Oniline gecilmesi amaciyla ¢ok cesitli asetilkolin esteraz
inibitorleri (AChE) gelistirilmis ve ila¢ olarak kullanim onayr alinmistir (17). Bu
ilaglarin hepsi de farkli farmakolojik 6zelliklerinin yani sira, etkinlik dereceleri ve yan
etkilerinin bulunmasi sebebiyle kullanim sinirlamasi icermektedir. Bu nedenle yetersiz
kalmakta olan konvansiyonel tedavi yaklasimlarina bir yenisini ekleyebilmek ve
deneysel AH modelinde dogal bir asetilkolin esteraz inhibitorii olan ve 6zel bir bitkiden
elde edilen Huperzin A (HupA)’'nin hem beyinde ve hem de periferde etkinliginin
degerlendirilmesi, bu ¢aligmanin bir diger amacidir. Hup A’nin kan-beyin bariyerini

gecme kapasitesi, penetrasyonu ve yarilanma siiresi gibi 6zellikleri bakimidan diger



kullanimdaki ilaglara oranla belirli avantajara sahip bir molekiil oldugu bildirilmistir
(17, 18).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Alzheimer Hastalig1 Tarihcesi

1901’de Alman noérolog ve patolog olan Alois Alzheimer senil plaklar ve
norofibriler yumaklarla birlikte progresif kognitif yikimi ve davranis degisikligi olan 51
yasindaki bir kadin hastayi rapor etmistir (2). Bu ilk bulgunun yayinlanmasindan sonra
ise hastaliga “Alzheimer” adini klinik sefi Dr. Emil Kraepelin vermistir. Alzheimer’in
bu ilk olgusunda hastanin kocasi ile ilgili asir1 kiskanglik hezeyanlari bulunmaktaydi
(19). Daha sonra bellek basta olmak iizere yiiksek beyin fonksiyonlarinda bozukluk
saptanmisti. Hastalik belirlendikten 5 yil sonra hastanin 6lmesiyle birlikte yapilan
otopsisinde noritik plaklar, norofibriler yumaklar ve serebral kortekste belirgin yaygin
atrofi ve hiicre kayb1 gozlenmistir (20). 1960'lara kadar ¢ok nadir bir hastalik oldugu ve

sadece presenil yas grubunda goriildiigii diistiniilmiistiir.

2.2. Alzheimer Hastahig1 Epidemiyoloji ve Etiyolojisi

Genel olarak AH prevalansi 65 yas Ustii kisilerde % 3-5 iken 85 yas {isti
kisilerde %50’dir (21). Diinya genelinde hali hazirda 24 milyon kadar yiiksek bir oranda
demans hastas1 oldugu bilinmekte ve bu oranin 2050 yilina kadar 4 kat artacag
ongoriilmektedir (3, 22). 2008 yilinda gergeklestirilen Tiirkiye Alzhemier Hastaligi
Prevalans1 Calismasi’nda 70 yas iizerindekiler arasinda AH prevalansinin %11 oldugu
saptanmistir. Bu prevalans degerine gore Tiirkiye’de 250-300 bin Alzheimer hastasi
oldugu varsayilmaktadir (23).

AH’nin etiyolojisi kesin olarak bilinmemektedir. Epidemiyolojik calismalar
AH’nin tek bir faktore bagli olmadigina isaret etmektedir. Hastaligin etiyolojisinde
genetik ve cevresel faktorler etkili olmaktadir. AH nda genetik faktorler biiyiik oranda
hastaligin gelisimi icin ¢evresel faktorlere bir yatkinlik zemini yaratacak sekilde birer
risk faktorii niteligindedirler. Monozigotik ve dizigotik ikizlerde yapilan calismalara

gore, ikizlerden birinde AH belirtileri goriildiigiinde, diger ikizde hastaligin goriilme



olasilig dizigotik ikizlerde daha diisiiktiir. Ikizlerle ilgili yapilan calismalarin ortak
olarak ulastig1 sonu¢, AH’nda hem cevresel hem de genetik faktorlerin rol oynadigiyla
ilgilidir. AH ile iliskili oldugu belirlenen ¢ok sayida genetik risk faktorii olmasina
karsilik, Alzheimer vakalarinin sadece ¢ok az bir kisminda spesifik gen mutasyonlari
tanimlanabilmistir (24).

Alzheimer olgularinin ¢ogu sporadiktir. Bununla birlikte, tim Alzheimer
olgularinin %1’inden az1 otozomal dominant kaliim Ozelligi tasir. 21 numaral
kromozomda bulunan amiloid prekiirsor protein (APP) geni, 14 numarali kromozomda
bulunan presenilin-1 (PSEN1) geni, 1 numarali kromozomda bulunan presenilin-2
(PSEN2) geni ve 19 numarali kromozomda bulunan apolipoprotein E (APOE) geni
ailesel Alzheimer’da otozomal gegisten sorumlu oldugu belirlenen genlerdir (25). Bu
genlerin kodladig: proteinler normal islevleri ¢ok iyi bilinmeyen, néronal plastisitede rol
oynadiklar1 yoniinde varsayimlar ileri siiriilen transmembran proteinlerdir (26). Bu dort
lokus (APP, PSEN1, PSEN2, APOE) AH’nin toplam genetik etiyolojisinin yarisini
olusturur ve geri kalan %50 igin heniiz bulunmayan genler ve otozomal dominant
olmayan geg¢is bigimleri ileri siiriilmektedir.

S6z konusu genlerdeki mutasyonlarin hepsi APP’den metabolize edilen A
proteininin atilamayarak amiloid plaklar i¢inde biriken daha uzun seklinin (Ap42)
tiretiminin artisina yol agar. Erken baslangiclhh AH’nda belirlenen ilk mutasyon APP
geninde belirlenmistir (27). Bu mutasyon, APP geninin 17. eksonunda AP peptidinin
kodlandigi  bolgede meydana gelen Valin=>Izolésin  degisimini  (Val7171le)
icermektedir. Bu mutasyon sonucunda AP peptidinde meydana gelen degisimin
Alzheimer patolojisine yol agtigi gosterilmistir. AB oncii proteininin ilerleme siirecini
etkileyerek Alzheimer patolojisinde rol oynayan 26 farkli APP gen mutasyonu daha
belirlenmis durumdadir (28).

Erken baslangigh ailesel AH’ndan 14. kromozom iizerindeki PSEN1 ve 1.
kromozom {izerindeki PSEN2 genlerinin sorumlu oldugu gosterilmistir. PSEN1’deki
mutasyonlar ailesel AH’nin en sik sebebidir (29). PSEN1 ve PSEN2 genlerinde 160’dan
fazla mutasyon tanimlanmigtir. Erken baslangicli Alzheimer bulunan 34 ailede yapilan
calismada, %56 oraninda PSENI1 mutasyonu, %15 oraninda APP mutasyonu oldugu
bulunmustur (30). Diger bazi c¢alismalarda %18-56 oraninda PSEN1 geninde

mutasyonlar oldugu belirlenmistir (31, 32). Presenilinler APP’nin vy-sekretaz ile



boliinmesinden sorumlu atipik aspartil proteaz komplekslerinin merkezi bilesenleridir.
Presenilin mutasyonlari, amiloid p42/amiloid P40 oranim artirirlar. Bu degisim
muhtemelen  fonksiyondaki degisim neticesiyle olusmaktadir (33). PSEN1
mutasyonlarinin preklinik evresinde amiloid 42 depozisyonu erken bir bulgudur (34,
35). Transgenik hayvan modellerinde yapilan calismalar, y-sekretaz aktivitesinde
azalmanin, AP depozitleri olmaksizin tau hiperfosforilasyonuna yol agiyor olabilecegini
diistindiirmiistiir (36). Buna gore, ailesel Alzheimer olgularinda yapilan arastirmalar,
amiloid kaskadi hipotezinin temelini olusturmakta, amiloid p42’deki artisin tim
Alzheimer olgularmdan sorumlu oldugunu, norofibriler yumak olusumu, néron
dejenerasyonu ve demansin amiloid 42 olusumuna bagli ve onu takip ederek
olustugunu diisiindiirmektedir.

Son genetik ¢alismalar Alzheimer noropatogenezinde, oOzellikle de geg
baglangicli AH’nda APOE’nin 6nemli rol oynadigini ortaya koymustur (37). 19.
kromozom {izerindeki APOE’nin kalittminin ge¢ baslangigli Alzheimer ile birlikte
oldugu ve ApoEe4’i pozitif hastalarin  negatiflere oranla artmis amiloid
depolanmalarina maruz kaldig: gosterilmistir (38). Apolipoprotein E epsilon 4 alleli
ApoE&4 molekiillerinin néronal membran igine uygulandiklari zaman, hipokampal
noronlardaki potasyum kanallarinin aktivitesini hizla baskiladigi, patch clamp ile
gosterilmis olup (39); bu sonu¢ ApoEe4’iin AH ile kesinlikle iligkili oldugunu kanitlar
niteliktedir. Boylece, noronlarda ApoEe&4’iin  asir1  iiretimi, normal potasyum
kanallarinin aktivitesini baskilayabilir ve boylece AH’nin patogeneziyle iligkili noronal
hasarlardan sorumlu olabilir.

AH’nda rol oynayan ¢evresel risk faktorleri arasinda en gii¢lii kanitlar ilerlemis
yas i¢cin mevcuttur. Hastaligin goriilme sikligi 60 yasindan once nadirken, 85 yas ve
tizerindeki yaslarda yaklasik %50’ye yiikselir. AH riski her 5 yilda bir 65 yasindan 6nce
5 kat, 75 yasindan once 3 kat ve 85 yasindan once 1,5 kat artar (21). Kadinlarda
hastaligin erkeklerden daha fazla oldugu bilinmektedir. AH gelistirme orani erkeklerden
%10 fazla bulunmustur (40). Cinsiyetler arasinda 80 yas ve alti grupta kiiciik ama
anlaml bir fark varken, 85 yas ve istii grupta kadinlarda AH insidansi belirgin yiiksek
bulunmustur (41). AH insidansi diisiik egitim seviyesi olanlarda daha yiiksek egitim

seviyesinde olanlardan 1,5 kat fazla bulunmustur (42).



Ayrica, yaslilik, uzun siireli alkol kullanimi1 (43), posterior kortikal atrofi (44),
kanda yiiksek homosistein diizeyi (45), hipertansiyon ve inflamasyon (46), Down
sendromu (47, 48, 49), ostrojen eksikligi ve menapoz (50, 51, 52), diyabet (53),
serumda pestisit diizeyinin yiikselmesi (54), arteroskleroz, felg, gecici iskemik ataklar,
kalp hastaligi, hiperlipidemi, metabolik sendrom, obezite ve diyabet (55), gibi ¢ok
sayida mindr risk faktorii de genetik etkenlerle birlikte hem vaskiiler demans ve hem de

AH’na yakalanma oranina katkida bulunmaktadir.

2.3. Alzheimer Hastalig1 Patolojisi

AH, bilissel islevlerde bozulma, giinliikk yasam aktivitelerinde azalma ve
davranigsal ve psikolojik bozukluklarla sonuglanan ilerleyici bir noérodejeneratif
hastaliktir (1). Yashilikla birlikte ortaya ¢ikan bir hastalik olmakla birlikte, AH’nin
patogenezi anormal beyin siireclerinin  bir sonucu olarak gelisir. AH’nin
histopatolojisini, beynin belirli bolgelerinde fazla miktarda olusan senil amiloid plaklar,
ndrofibriler yumak yapisi ile belirgin diizeyde sinaps ve noron kaybi (atrofi) olusturur.

AH ile ilgili olarak amiloid kaskad hipotezi ve kolinerjik hipotez olmak tizere 2
onemli hipotez bulunmaktadir (56) (Sekil 2.1). Amiloid kaskad hipotezine gore,
Alzheimer patogenezi ekstraseliiller olarak Ap peptidinin ve intraseliiler olarak
norofibriler yumak yapisinin agir1 birikmesiyle baslar. Bu birikim, ndronlarda Ca*?
homeostazinin bozulmasi, eksitotoksisite, serbest radikal {iretimi ve inflamasyon gibi
cok sayida norotoksik yolagi harekete gecirir. Kolinerjik hipoteze gore, kolin asetil
transferazin (ChAT) kaybi sonucunda bir norotransmitter olan asetilkolinin azalmasiyla

biligsel ve hafiza ile ilgili fonksiyonlarda bozulma ortaya ¢ikar (57).
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Sekil 2.1. Alzheimer hastaligiyla ilgili en 6nemli hipotezler (ChAT: Kolin Asetiltransferaz) (56).

2.3.1. Amiloid Beta Prekiirsor Proteini ve Amiloid Beta Peptidi

AH’nda goriilen en belirgin noéropatolojik degisiklik, 6zellikle hipokampus ve
kortekste senil amiloid plaklarin yogunlagmasidir. Alzheimer hastalarinin beyin
dokusunda ve serebral damarlarinda AP’nin birikmesi, norovaskiiler fonksiyonlarin
bozulmasina ve kronik ndrodejenerasyona yol acar.

AP peptid, senil plaklarin major komponentidir ve ndronlar, astrositler, glial
hiicreler ve beyin endotelyumu iizerinde ¢ok sayida toksik etkisi vardir (6). AP peptidi,
40-42 aminoasitten olusan bir proteindir ve daha biiyiik bir transmembran protein olan,
21. kromozomda kodlanan amiloid prekiirsor protein (APP)’den proteolitik yolla olusur.
Yani, AP, APP’nin metabolizma iiriinlerindendir. APP, ndron hiicrelerinin normal
biyolojik fonksiyonlar:1 lizerindeki rolii ile ilgili yapilan ¢aligmalar, APP’nin ndron
gelisimi ve noronal aktivitenin diizenlenmesinde ¢ok 6nemli oldugunu gostermistir (58).

APP’nin kaybi, kiiltiire edilmis hipokampal noronlarda sinaps olusumunu ve
iletimini engellemistir (59). AH’nda APP, enzimatik reaksiyonlar tarafindan daha kiigiik
fragmentlere doniistiiriilmektedir (60). Bu fragmentler, néron hiicreleri disinda beta

amiloid fibriller olarak birikerek senil plaklar denilen formlar1 olustururlar (61). Onciil



proteinin birikimi amiloid olusumunu baglatan ilk basamaktir. Ayni amiloid Onciil
proteinleri bir araya gelerek amiloid fibrillerini olusturur. Bu sebeple fibrillerin kiitlece
biiyiik kismin1 amiloid onciilii proteinler olusturur. Amiloid peptid birikiminin, AH’yla
sonuglanan bir patojenik kaskadin baslangici oldugu diistiniilmiistiir (62).

Amiloid plaklarin, igerdikleri AP peptidinin yapisi ve toksisite potansiyeline
gore bazi tiirleri vardir: diffiiz, kompakt ve noritik plak (63). Diffiiz plaklar, toksik
etkisi ¢ok sinirli olan ya da olmayan plaklardir. Pre-amiloid plaklar olarak kabul
edilirler ve demansi olmayan yashi bireylerde siklikla bulunurlar. Diffiiz plaklar
inflamasyon, serbest radikallerin etkisi, oksidatif stres gibi nedenlerle kompakt plaklara
doniisebilirler. Kompakt plaklar toksik etkilidir ve noron dejenerasyonuna yol acarlar.
Noritik plaklar, dejenere olmus AP peptid iceren dentrit ve akson parcalarindan olusan
ve ¢ogu norofibriller yumak da igeren olusumlardir. Hem kompakt hem de ndritik
plaklar Alzheimer hastalarinda yaygmn olarak bulunur. Toksik olup olmama
potansiyeline bakilmaksizin, plaklar, serebral korteksin limbik yapilarindan ziyade
neokortikal bolgelerinde yerlesme egilimindedirler.

Senil plaklarin olusumu hastaligin en &nemli histopatolojik belirtisidir. Ote
yandan, AH’nin kesin tanist i¢in norofibriler yumak ve senil plaklarin saptanmasi
gerekli ancak yeterli degildir. Her iki lezyon da, hem normal yaslanmada hem de bazi
baska norodejeneratif hastaliklarda goriilebilir. AH nin kesin tanisi i¢in norofibriler
yumak ve senil plaklarm belli bir ndroanatomik dagilimda ve belli miktarlarda olduklart
gosterilmelidir. Tipik noritik, klasik veya kompakt plaklar, ortalama ¢aplari 30 um olan
kiiresel ekstraseliiler lezyonlardir. Diffiiz senil plaklar biiyiikliik bakimindan daha
heterojen olma egilimindedir ve bunlarin biiylik bir kismi 20 pm’den daha kiiclik
ortalama c¢apa sahiptir. En fazla serebral korteks olmak {iizere cesitli neokortikal
alanlarda dagilmis halde bulunurlar (64).

Biitiin transmembran proteinlerde oldugu gibi APP’nin de hiicre i¢i karboksi
ucu, membran iginde seyreden 28 aminoasitlik boliimii ve hiicre dis1 amino ucu vardir.
AB, APP’nin membran i¢i 28 aminoasitlik bdlgesini de igeren bir pargasidir. APP bir
dizi proteolitik enzimle kesilerek metabolize edilir. Bu enzimlere o, p ve y sekretaz
adlart verilir. AB’nin onciilii olan APP hiicrede iki farkli sekilde yikilmaktadir. APP, vy-
sekretaz ve/veya a-sekretaz enzimleriyle kesildiginde olusan peptid yikilabilmektedir ve

bu nedenle de amiloid plak olusturacak ozellikte degildir (65). Ancak APP’nin y-

10



sekretaz ve B-sekretaz ile kesilmesi durumunda olusan 40-42 aminoasitlik bir peptid
(AP) amiloid olusturabilme 6zelligindedir (66) (Sekil 2.2).

APP
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Sekil 2.2. Alzheimer hastaliginda goriilen amiloid beta peptidin olusum mekanizmasi (66).

a-sekretaz APP’yi yaklagik olarak ortasindan keser. Bu kesim sonunda Ap
yerine a-APPs ya da SAPP-a adi verilen ekstraseliiler yeni protein meydana gelir. B ve
y-sekretazlar, APP’yi amino ucundan (B-sekretaz ile) ve/veya karboksi ucundan (y-
sekretaz ile) boler ve iiriin olarak AP olusur (67) (Sekil 2.3). Olusan AP’ler 40 veya 42
aminoasit uzunlugundadir. Bunlardan daha fazla amiloidojenik olani1 42 aminoasitlik
form olup ilk ¢oken de odur (68, 69). Ardindan AP diffiiz plaklar halinde agrege olur ve
bunlar yogun noritik plaklara dondsiir (70). AB’nin 40 ve 42 rezidiilerinin AH’nda
goriilen plak olusumunun major komponentleri oldugu ve Alzheimer’da goriilen

noronal dejenerasyonda ¢ok 6nemli rol oynadiklar1 gosterilmistir (11, 71).
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Sekil 2.3. APP ve onun baslica metabolik tiirevlerini gosteren diyagram. En istteki diyagram,
APP’nin 770 aminoasitlik bilinen en biiylik alternatif splayz formudur. N-terminalinde 17
rezidiiliik bir sinyal peptidi olusur. 56 aminoasitlik ekson bir serin proteaz inhibitér domaini
icerir (KPI). 700-723. aminoasitlerde hiicre membran domaini (TM) gosterilmistir. Amiloid B
bolgesi, kirmizi ile gosterilmistir. Ortadaki diyagramda, o sekretaz tarafindan yapilan kesimle
olusan biiyiik, ¢oziilebilir ekto-domain formu (SAPP-a) gériilmektedir. En alttaki diyagramda, 3
ve y-sekretazlarin APP’nin 671 ile 711 veya 713. rezidiilerindeki kesim aktivitesi sonucu 340 ve
B42 peptidlerini olusturmast goriilmektedir. Aynit zamanda B sekretazin 671. rezidiide yaptigt
alternatif proteolitik kesim sonucunda ¢oziilebilir APP-B (sAPP-B) formunun olusumu
gosterilmistir (67).

AP oligomerleri; oksidatif strese, apoptosize ve kalsiyum homeostazinin
bozulmasina yol agabilir ve hiicre membranlarindaki genis, voltaja duyarli olmayan ve
non-selektif iyon kanallarinin iginde kendi kendine bir araya gelip birikerek
hiicrelerdeki elektriksel aktivitenin uzun siireli bozulmasini tetikleyebilir.  Wistar
sicanlarin kortikal noronlarindan hazirlanan primer kiiltiirlerde, Ap’nin endoplazmik
retikulumdan (ER) Ca*? salinimuni arttirdigi, bu durumda ER ile mitokondrinin fiziksel
yakinlig1 nedeni ile mitokondrinin ¢ok miktarda Ca*? iyonunu yakalayabildigi ve bunun
da mitokondriyal apoptotik yolagi aktive ettigi gdsterilmis ve boylece AH nda goriilen
noron kaybinin mekanizmalarindan birisi anlagilabilmistir (72).

Noron hiicrelerindeki iyon dengesinin bozulmasinin, AH’nin patogenezinde rol
oynadig1 bilinmektedir. AB’nin lipid vezikiillerindeki Ca*™ kanallarini bigimlendirdigi

. . . . . .. +2 - . ee .
ve astrositlerde ve ndron hiicrelerinde hiicre i¢i Ca™* konsantrasyonunu degistirdigi,
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hiicre kiiltiirlerinde standart floresan goriintiileme teknikleri kullanilarak gosterilmistir
(73). Elektrofizyolojik g¢alismalar in-vitroda AB’nin sigcan giruslarinda uzun-donem
potansiyelini arttirdigin1  ve bu sekilde sinaptik plasitisiteyi  kolaylastirdigini
gostermistir. Akut olarak geng sicanlarin hipokampuslarina diisiik miktarda AB1-40
uygulanmasi (70-120 giin), bazal sinaptik iletimi degistirmezken, uzun siireli
potansiyelde (LTP) artisa neden olmustur (74).

Ayrica AP, yaglar ve proteinler gibi ¢esitli biyomolekiillere baglanarak, hiicre
membraninin molekiiler yapisin1 da bozabilir ve bu sekilde; membran akiskanligi,
molekiiler diizeni, iyon kanallarinin formasyonu, membran potansiyeli ve gecirgenligi
gibi biyofiziksel 6zelliklerinin degismesine neden olabilir (75, 76). AP uygulanmasinin
ardindan, néronal membranlarin depolarize oldugu ve néron hiicre gévdesi boyunca
sirkiilasyonda degisiklikler ortaya ciktigi, floresan voltaj duyarl problarin kullanildig:
bir ¢alismada gosterilmistir (77). AB’nin norodejenerasyonda rol oynayan diger bir
fonksiyonu da, mitokondrial membranda biriktiginde, mitokondrial disfonksiyona neden
olarak serbest oksijen radikallerinin olusmasini saglamasidir (78, 79). Serbest radikaller
proteinler, lipidler ve DNA gibi hiicresel makromolekiillerin bir¢cogu ile etkilesebildigi
icin toksiktir. Cesitli patolojik durumlarda normalden fazla miktarda serbest oksijen
radikali olusmasi veya organizmanin yapisinda bulunan antioksidan sistemin yetersiz
kalmasi sonucunda artan serbest radikaller, hiicrenin gesitli bilesenlerini etkileyerek
hiicre hasarina yol agarlar (80).

Beyinde Af’nin birikmesinin serebral endotelyum iizerine de etkileri vardir.
Serebral endotelyum hiicrelerinin biyomekanik o6zellikleri, adezyon, sinyal iletimi ve
morfoloji gibi ¢ok sayida hiicresel fonksiyonun diizenlenmesinde 6nemlidir ve kan-
beyin bariyerinin gecirgenliginin ve beyin parenkimasinin dengesinin korunmasinda
hayati bir rol oynar. Serebral endoteliyal hiicre sinir1, kan-beyin bariyerinin major
komponentidir. AH’nda; senil plaklarin birikimiyle birlikte serebral endoteliyal hiicre
smirinin yapt ve fonksiyonlar1 bozulur; serebral kan akisi azalir, mikrovaskiiler
yogunluk artar, membranlardaki kalsiyum kanallarimin formasyonu ve hiicresel

kalsiyum seviyesi degisir (55).
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2.3.2. Norofibriler Yumaklar (NFY)

Norofibriler yumaklarin (NFY) temel bileseni hiperfosforile tau proteinidir.
Hiperfosforile tau proteini olustuktan sonra diger tau proteinleri ile dimerler yaparak
noron hiicresi igerisinde norofibriler yumak denilen yapilar1 olusturur (81). Norofibriler
yumaklar meydana geldiginde mikrotiibiillerin yap1 biitiinliigii bozulur ve néronlarin
transport sistemi dagilir (82). Bunun sonucu olarak ndronlar arasindaki biyokimyasal
etkilesim ortadan kalkarak hiicre 6liimiine neden olabilir.

Tau, baslica fonksiyonu ndronal mikrotiibiillerin stabilizasyonu olan ve 17.
kromozom tarafindan kodlanan mikrotiibiil asosiye proteinler (MAP) ailesinden bir
proteindir (83, 84). Mikrotiibiillerin stabilizasyonu, hiicre iskeletinin biitiinliigii ve
aksonal transportta onemli rol alir. Tau ayn1 zamanda ndronlarin nukleus ve plazma
membranlarinda da lokalizedir ve DNA tamiri ve sinyal iletiminde rol alir (85).

Tau proteininin ana fonksiyonu, mikrotiibiillere baglanmak ve onlari stabilize
etmektir. Norofibriler yumak olusumu, tau bu fonksiyonunu gergeklestiremedigi zaman

yani mikrotiibiillere baglanamadiginda gergeklesir (86) (Sekil 2.4).

Mikrotiibiil-bagh F Baglanmamis
tau fosforile tau

Reversible néronal
disfonksiyon

Fosforillenmis tau
biraraya toplanir

\

P Norodejenerasyon
)
-
ﬂ%/@///j/
Wnt” d
4 : ;
) 2
Stabil hiperfosforile tau Fonksiyonel AN
filamentleri bozukluk

Sekil 2.4. Noronal dejenerasyon siirecinde tau proteini diizenlenmesi (86).

14



Alzheimer patogenezinde hiperaktif kinazlar ve/veya hipoaktif fosfatazlar tau
proteininin hiperfosforilizasyonuna yol agarak mikrotiibiillere baglanma yetenegini
bozarlar. Baglanmamig fosforilize tau ¢oziilemeyen ¢ift sarmalli filamentlere (PHF-
paired helical filaments) polimerize olur (82). Bunlar zaman iginde intranéronal
NFY’lar haline gelirler (Sekil 2.5). Anormal hiperfosforile tau proteini, Alzheimer’li
beyinlerde; diiz filamentlerle ¢ift sarmal filamentlerin birleserek olusturdugu
norofibriler yumaklara polimerize formda ve sitozolde non-fibrilize formda olmak tizere
2 subseliiler durumda bulunur (87). Tau proteini, norofibriler yumak haline enzimatik
defosforilasyon yoluyla doniisebilir (Sekil 2.5).

NFY’lar, hiicre iskeletinin biitiinliiglinii ve aksonal transportu bozarak hiicre
Olimiine neden olur. Transgenik farelerde yapilan c¢alismalar primer norotoksik
olusumun NFY’lardan daha ¢ok mutant tau proteini oldugunu diisiindiirmektedir (88).
Ancak ailesel AH’ndaki mutasyonlarin tau proteininden ¢ok AP tiretimini artirmalari ve
AH’na benzemeyen bazi ndrodejeneratif hastaliklarda da tau proteininin bulunmas,
Alzheimer patolojisinde tau proteininin 6nemini tartismaya agmaktadir (81). Bununla
birlikte beyinde tau proteini olustugu zaman, dogrudan nérodejenerasyona sebep oldugu
gosterilmistir. Alzheimer hastalarinin beyinlerinde anormal hiperfosforile tau protein
seviyesi kontrol bireylerine gore 4-8 kat artmis olarak bulunmustur (89). Sitozolik
anormal hiperfosforile tau proteini Alzheimer beyinlerindeki total anormal tau
proteininin yaklasik %40’ m1 olusturur ve tiibiilin/mikrotiibiillerle interaksiyona
girmeden mitojen aktiviteli proteinler (MAP1A, MAP1B ve MAP2) normal tau
proteinlerini ayirarak mikrotiibiillerin ¢ziilmesi ve inhibisyonuna yol acar (82, 90, 91)
(Sekil 2.5).

Saglikli beyinler, tau proteininin optimum aktivitesi i¢in 2-3 molekiil fosfat
gerekir. Tau proteininin hiperfosforilasyonu normal biyolojik aktivitesini baskilar. AH
ve diger tau ile iliskili patolojilerde, tau anormal sekilde hiperfosforillenir. Bu olaya
birden fazla mekanizma katilir. Normal tau proteininin aksine Alzheimer’da bu protein
N-glikozillenir ve bu glikolizasyon tau proteinini fosforilasyon igin daha uygun hale
getirir. PP-2A (Protein fosfataz 2A) tarafindan yapilacak defosforilasyon igin ise daha
az uygun halde bir tau proteini olusur. Fakat sadece defosforilasyon aktivitesinin
azalmas1 degil aynm1 zamanda CaMKII (kalmodulin-bagimli protein kinaz II), PKA

(protein kinaz A) ve MAP kinaz enzimlerinin aktivitesinin artmasi da anormal tau
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proteini hiperfosforilasyona yol acar. Anormal hiperfosforile tau proteini, sadece
mikrotiiblillerin olusumunu uyarmakta basarisiz olmakla kalmaz ayn1 zamanda o
mikrotiibiillere baglanir. Ayrica normal tau proteinlerini, MAP1A/MAPIB ve MAP2’yi
ayirarak mikrotiibiil ¢oziilmesine ve inhibisyonuna yol agar. Etkilenmis ndronlarda
mikrotiliblil aginin yikilmasi, aksonal transportu engelleyerek noron dejenerasyonunun
artmasina ve en nihayetinde de demansa neden olur.

Alzheimer’da anormal fosforile tau ve normal tau arasindaki iliski glikosilasyon
varliginda gerceklesir ve norofibriler yumak olusumuyla sonug¢lanir. Yumaklar, non-
lizozomal ubikitin yolag: tarafindan parcalanmak {izere ubikinasyona ugrar. Fakat bu
parcalanma ¢ok minimal diizeyde gergeklesebilir. Non-polimerize anormal
hiperfosforile tau’nun aksine ndrofibriler yumaklar daha etkisizdir. Fakat hastalik

ilerledik¢e bu lezyonlar da biiyiiyerek hiicre 6liimlerini arttirarak demansi kuvvetlendirir

(82).
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Sekil 2.5. Norofibriler dejenerasyonun mekanizmasi (82).
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2.3.3. Sinaps ve Noron Kaybi

Sinaptik kayip, AH’nin erken déneminde meydana gelen ve Alzheimer siirecini
yavaslatmak ve biligsel ve fonksiyonel yeteneklerin korunmasini saglamak igin
koruyucu tedavilerde iizerinde durulan bir prosesdir. Sinaps kayb1, bilissel bozuklukla
en 1iyi iligkilendirilen patolojidir ve sinaptik disfonksiyon, sinapslar ve ndronlar
kaybedilmeden 6nce belirgindir. Sinaptik fonksiyon bozuklugu basladiginda, eger hala
saglam noron hiicreleri ile baglantilar1 varsa, hastalik siirecine etkin bir sekilde
miidahale etmek i¢in kii¢iik bir sans olabilir (92).

Sinaptik kaybin derecesi degisken olmakla birlikte frontal korteks en fazla,
oksipital korteks ise en az etkilenen beyin bolgeleridir (93). Sinapslarda en goze garpan
azalma, muhtemelen azalan entorhinal korteks input’unun bir sonucu olarak dentat girus
smirinin  dis kisimlarinda bulunmustur (94). Klasik senil plaklarin yogun amiloid
merkezleri igerisindeki sinapslar tamamen kaybedilmistir (95). Entorhinal korteks,
beyinde AH’ndan etkilenen ilk alandir; yeni bir fonksiyonel manyetik rezonans
gorlintlileme  calismas1  lateral entorhinal korteks alana lokalize olarak
gergeklestirilmistir (96).

Sinaptik fonksiyon bozuklugu veya kaybi, noronal iletisimin agik bir sekilde
bozulmasiyla demansin klinik isaretlerine katkida bulunur. Alzheimer’da temporal ve
frontal korteksteki noron ve sinaps yogunlugunun kantitatif analizleri, sinaps-néron
oraninin %48’lik bir oranda azaldigin1 gostermistir (97). Sinapslar yapisal olarak intakt
durumda goriilse bile fonksiyonel olmayabilirler. Bu durum, transmitter sentezi,
transportu, salinimi ve geri alimindaki defektler, vezikiil trafigindeki diizensizlikler
(98), degismis veya azalmig transmitter reseptorlerinin, pompalarinin ve iyon
kanallarinin varlig1 ve ikinci haberci sistemlerdeki bozukluklar nedeniyledir (92). Ayni
zamanda sinapslardaki fonksiyon bozuklugu, ndérodejeneratif siiregle baglantili olabilen,
metabolik aktivitede, serebral kan akisinda (99), mikroglial aktivasyonda azalma (100)
ve nikotinik reseptorlerin kaybi (101) gibi dejeneratif siireglerle de iliskilidir.

Noron Oliimii, ndronal enerji metabolizmasindaki degisiklikler veya besleyici
faktorlerin azalmasi sonucunda meydana gelen sinaptik baglantilardaki kayip, biligsel
gerilemeye sebep olabilir (102). AP peptid depolanmalar1 ise; oksidatif stres,
eksitotoksisite, enerji kaybi, inflamasyon ve apoptozisi iceren olast mekanizmalar

yoluyla ndronal dliime sebep olur (56). AH’nda, bir¢ok canli néron hastalanmigtir ve
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sinapslarint  kaybetmistir. Canli olarak kalan bir ndronun sinaptik fonksiyonunu
kaybedebilecegi 6nemli bir gézlemdir. Postmortem beyinlerde ndron diizeyinde yapilan
histopatolojik caligmalarda yasayan bir néron igin 2 kriter belirlenmistir. Bunlardan
birisi, ndronun nukleus icermesi ve digeri de bozulmamis mRNA’ya sahip olmasidir.
Alzheimer hastalarinin beyinlerinde ¢ok sayida bu kriterleri tasiyan néronlarin oldugu
goriilmistiir. Bu noronlarin hala transkript olusturabildikleri in-situ hibridizasyon veya
baska yontemlerle gosterilmis ve bu sekilde canli olduklar1 sonucuna vartlmistir (92).

AB, vyapist geregi lipidler, proteinler ve proteoglikanlar gibi c¢esitli
biyomolekiillere baglanma yetenegine sahiptir. AP’nin  membran lipidlerine
baglanmasinin, membranlarin akigkanligi (11) ya da iyon kanallarmin formasyonu gibi
ozellikler tizerinde yikici yonde etkisi vardir (71). Bu yikici etkinin sonucunda
membran yapisi bozulan noéronda hiicre olimi gerceklesebilir. Lipidler, hiicre
membraninin yapisinda oldugu gibi, lizozom, golgi kompleksi ve endoplazmik
retikulum dahil hiicre organellerinin de membran yapisini olusturan biyomolekiillerdir.
AP bu yapilarin membranlarina da giiclii bir sekilde baglanabilir (103). AP agregatinin
boyutu ve hidrofobik 6zelliginin yiiksekligi ile membran akigkanliginin azalmasi
birbiriyle iliskilidir (104). Oligomerik AP, kolesterol, fosfolipid ve monosialogangliosid
gibi lipidlerin néronal membranlardan serbest kalmasini saglayarak noron hiicresinin
lipid dengesini bozarak noéron kaybina neden olur (105). Ayni zamanda, amiloid
peptidler lipid tabakadaki iyon kanallarin1 bigimlendirebilir (106). AP kanallar,
biiyiikliik, secicilik, blokaj ve geg¢irgenlik bakimindan heterojendir. Genellikle de genis,
voltaj-bagimsiz ve nispeten de Ca™?, Na', K*, Cs*, Li* ve CI™ gibi fizyolojik iyonlara
kars1 zayif seciciligi olan kanallardir (107). Hipokampal noéronlardaki AP agregatlari,
Ca'? kanal reseptorlerini uygun olmayan bir sekilde aktive ederek kanal gegirgenligini
artirir ve Ca*’un agi yiikselmesine yol agarak ndronal fonksiyon bozukluguna neden
olur (108).

AP ve oksidatif stresin birlikte, sigan beyninde ndron Oliimiinii, amiloid
depositlerinlerin  olusumunu, glikozisi ve hafiza bozukluklularin1 indiikledigi
gosterilmistir (109). Transgenik farelerde yapilan bir ¢alismada ise oksifatif stres
olusturularak  beyinde amiloid plak olusturulabildigi  bildirilmistir  (110).
Amiloidogenezis hipotezine gore, kalsiyum dengesinin bozulmasi, oksidatif stresin

indiiklenmesi ve tau proteininin hiperfosforilasyonu Alzheimer patolojisine yol agar.
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Ayni zamanda beyinde amiloid plak agregatlarinin fazlaligi, amiloidin mitokondri
membranlarina baglanarak membran biitiinliigiinii bozmas1 nedeniyle noronal oksidatif
strese sebep olur (Sekil 2.6). Bu konuda 6zellikle insandaki APP mutasyonlarina gore
olusturulan transgenik fare modelleri ile yapilan ¢ok sayida ¢alisma olmasina ragmen,
stirecin ilerleyisi henliz ¢ok net degildir. Astrosit kiiltiirlerinde yapilan bir caligmada,
AP’nin antioksidan sistemin destegini bozarak Ca™a bagli oksidatif strese neden

oldugu ve noron Slimiine yol a¢tig1 gosterilmistir (111).

. . ‘
v - hd b - = .
. . s . & . . A O y D
e =y =y
. . . . ‘A . o Y .
o - . - .
. . . ‘».- e - °
x . . . . .
- . o
a b

&z ;

3 .Wu.’ [t W
- .

. -

@ Amiloid p1-42
AP42-bagimli oksidatif stres
AB42-bagimsiz oksidatif stres

=== Mikrotiibiiller
%48 Norofibriler Yumak

Sekil 2.6. AB42 varliginda gergeklesen plak ve yumak olusumuyla ilgili 6ne siiriilen
mekanizmanin sematik sunumu. a) Saglikli bir kiginin néronu b) Alzheimer hastasinin
beyninde AP42 konsantrasyonunda artis. Peptid, biyokimyasal ya da patolojik
sonuclar1 olmayan oksidatif 6zellikler gosteriyor. ¢) Antioksidan savunma ¢aligmadigi
ya da AB42 agregasyonu, plak olusumu ve ndrofibriler yumaklar olusmasi i¢in serbest
radikal tiirlerine uygun bir ortam olusturdugu i¢in oksidatif stresin olugmasi. d) Noron
oliimii (109).
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2.3.4. Kolinerjik Kayip

AH’ndaki patolojilerden bir digeri ise beyindeki kolinerjik sistemin, 6zellikle
o0grenme ve bellek ile ilgili bolgelerde, bozulmasidir. Hastaligin anahtar noktalar1 olarak
diisiiniilen senil plaklar ve norofibriler yumaklar disinda Alzheimer hastalarinda
beyinde basta asetilkolin (ACh) olmak {iizere ¢ok sayida ndrotransmiter sistem
etkilenmektedir. ACh, AH’nda en fazla azalma gosteren norotransmitterdir (112). ACh
seviyesindeki azalma, sinaptik bozuklugun da en erken belirtilerinden birisidir (87).

ACh Dbelli kolinerjik néronlarin gévdesinde, kolinin asetil CoA ile kolin asetil
transferaz (ChAT) enzimi sayesinde katalize edilmesiyle olusur (113). Asetil CoA
glikoliz reaksiyonlarinin bir triiniidiir. Kolinin ise besinler ve hiicre membranindaki
fosfolipidler disindaki en 6nemli kaynagi ACh hidrolizi sonucu agiga ¢ikan ve yeniden
asetilkolin sentezinde kullanilan kolindir. ACh’in sinapstaki varligi, asetilkolini
sentezleyen ChAT ve asetilkolini pargalayan asetilkolin esteraz (AChE) enzimlerinin
etkinligine baglidir. ChAT enziminin seviyesi AH nin hipokampus ile neokorteksinde
azalmustir (113, 114).

ACh sentezlendikten sonra, presinaptik noronlardaki vezikiillerde depolanir ve
bu vezikiiller, ndrona sinir uyaris1 geldiginde igerigini sinaptik aralia doker. Sinaptik
araliga salinan ACh molekiillerinin ¢ogu postsinaptik reseptorlere baglanir. Reseptorlere
baglanmayan ACh molekiilleri AChE tarafindan yikilir. Postsinaptik nérona baglanan
ACh molekiilleri, sinir uyarisinin diger norona iletilmesinin ardindan reseptdrden
ayrilir, AChE tarafindan yikilir ve agiga ¢ikan kolin yeniden kullanilmak {izere

presinaptik noérona gonderilir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Asetilkolin metabolizmasi. (115)

Asetilkolin, merkezi sinir sisteminde yer alan bir kimyasal iletici olmasinin yani
sira insan da dahil bircok organizmanin parasempatik sinir sisteminde yer alir. Iskelet
kas1 liflerindeki asetilkolin reseptorlerine baglanarak, lifin kasilmasina neden olur.
Asetilkolinin 6grenme ve hafiza ile de derin bir iliskisi bulunur (116). Presinaptik
noronlardaki vezikiillerden salinir ve postsinaptik reseptorlere baglanir. Sinaptik aralikta
difiizyonla 1ilerleyen asetilkolin postsinaptik membranda nikotinik reseptorlere
baglanarak dogrudan, muskarinik reseptorlere baglanarak G-proteini iliskili ikincil
mesajcilar lizerinden etkisini gosterir. Nikotinik etkilerin hiicrenin uyarilabilirligini
artirarak dikkat tonusunun saglanmasinda rol oynadigi, muskarinik etkilerin ise kalici
sinaptik  degisikliklerle yeni bilginin depolanmas:  seklindeki noéroplastisite
mekanizmalariin unsuru oldugu bilinmektedir. Hem nikotinik, hem de muskarinik
stimiilasyon kaybinin AP olusumunu ve norotoksisitesini artirdifi in vitro olarak
gosterilmis, AP’nin asetilkolin sentezini, salimimmini ve postsinaptik etkinligini
azaltabilecegi de ortaya konmustur. Sinaptik bosluga salinarak gérevini tamamladiktan

sonra asetilkolin, AChE yardimiyla kolin ve asetata gevrilerek yikilir. Farkli alt {inite ve
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hidrodinamik 6zellikleri nedeniyle farkli molekiiler formlarda asetilkolin esteraz
enzimleri vardir. Memeli beyinlerinde tetramerik formda (G4 formunda), daha az
miktarlarda da monomerik formda (G1) bulunurlar (116, 117).

AH’nin baglamasi ile birlikte gergeklesen néron ve akson kaybi daha diisiik
diizeylerde asetilkolin salinimina neden olur. Diislik konsantrasyondaki norotransmiter
diizeylerinde sinir iletilerinin devamlilifini saglamak daha gii¢ bir hal alir. ACh
diizeylerini arttirmay1 saglayacak mekanizma ise ACh’i yikan AChE enziminin
baskilanmasidir. Calismalar, AChE inhibisyonuna bagli ACh diizey artislarinin, AH nin

erken evrelerindeki kognitif yetmezligi iyilestirebilecegini gostermistir (118).

2.4. Asetilkolin Esteraz inhibitorleri

Sinir uyarisinin néron boyunca ilerlemesi sonucunda, sinir son ucu aksonda
asetilkolin salinir. Asetilkolin, istirahat halindeki hiicrede sinir iletisini yeniden
olusturmak i¢in sinaptik boslugu gecgerek takip eden norona baglanir. Asetilkolini
sinaptik araliktan uzaklagtirmak icin AChE enzimi norotransmiteri hidroliz eder.
Kolinerjik noronlarda AChE, hiicre govdesinde, aksonlarda ve dentritik uzantilarin
proksimalinde yer alir (119).

AH’nin baslamasi ile birlikte gerceklesen noron ve akson kaybi, daha diisiik
diizeylerde ACh salinimina neden olur. Daha diisiik konsantrasyondaki ndrotransmiter
diizeylerinde sinir iletilerinin devamliligin1 saglamak ve sonug olarak bilgilerin aktarimi
daha gii¢ bir hal alir. Bu durumu diizeltmek igin ya kisiye ACh benzeri maddeler
verilmelidir ki bu miimkiin goriinmemektedir, ya da mevcut ACh seviyesinin daha da
diismesini onleyici tedbirlerin alinmasi1 gerekmektedir. Bunu saglamak iizere kullanilan
tedavilerin odaginda ACh’i yikan AChE enziminin baskilanmasi vardir. Bu baskilama
olayr icin ¢ok sayida AChE inhibitorii kullanilmaktadir. AChE inhibisyonuna bagli
asetilkolin dilizey artiglarinin, AH’nin erken evrelerindeki kognitif bozuklugu
tyilestirebilecegi diislintilmistiir. Kolinerjik eksikligin klinik tablo ile olan yakin iligkisi
nedeniyle ACh’in sinaptik aralikta daha uzun kalmasini saglama amaci, giiniimiizde

hastaligin semptomatik tedavisinde en sik uygulanan stratejidir.
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Memelilerde; bir tanesi segici olarak ACh’i hidroliz eden AChE, digeri ise ACh
ve diger kolin esterlerini hidroliz edebilen butirilkolin esteraz (BuChE) olmak tizere iki
tip kolinesteraz bulunur (119, 120). Kolinesterazlar, plazma ve diger viicut sivilarinda
da bulunmak iizere kolinerjik ve kolinerjik olmayan dokularda genis bir dagilima sahip
enzimlerdir. Substrat o6zgiilliigline, asir1 substrat varlifindaki davraniglarina ve
inhibitorlere kars1 duyarliliklarina gore iki gruba ayrilmiglardir. Farmakolojik 6zellikleri
bakimindan birbirinden farkli olan biitiin AChE inhibitorlerinin hepsi de ortak bir
sekilde, ACh’in yikiminin inhibisyonunu saglamak {izere fonksiyon gosterir (121).
AChE veya ger¢ek kolinesteraz (AChE: E.C.3.1.1.7, asetilkolin asetil hidrolaz) ve
biitirilkolinesteraz (BuChE: E.C.3.1.1.8 agilkolin agilhidrolaz), spesifik olmayan
kolinesteraz veya psodokolinesteraz olarak bilinir (117). AChE, beyin ve eritrositlerde
yiiksek konsantrasyonda bulunurken; BuChE, serum, pankreas, karaciger ve santral
sinir sisteminde bulunur (122, 123). Beyindeki kolinesteraz aktivitesinin %80'inden
AChE, geriye kalan %20'inden BuChE'nin sorumlu oldugu diistiniilmektedir (124).

AChE’'m GI1,G2 ve G4 olmak flizere li¢ izoformu oldugu bilinmektedir.
Alzheimer hastalarinin beyinlerinin belirli bolgelerinde G4 formunun kaybi nedeni ile
G4/G1 oraninin azaldigini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (125).

Simdiye kadar, Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Komitesi (FDA)
tarafindan AH’nin tedavisi i¢in AChE inhibitorii olarak 4 ilag (Takrin, Donepezil,
Galantamin ve Rivastigmin) onaylanmig ve birka¢ tane de yeni AChE inhibitorii

deneme asamasindadir (17) (Sekil 2.8).

23



NN __~_ _OCH
7 N Ny ” \ B J §
N /7 TocH

0

Takrin Donepezil

CH,

b o
CY ?
CH; O
HC N/CHB

CHy

Rivastigmin Galantamin

Sekil 2.8. Alzheimer tedavisinde kullanmilmak iizere ABD Gida ve flag Komitesi
(FDA) tarafindan onay alinan asetilkolin esteraz inhibitdrlerinin biyokimyasal

yapisl.

Hafif ve orta derece Alzheimer demansi i¢in Donepezil (Aricept®), Rivastigmin
(Exelon®) veya Galantamin (Reminyl®) kullanilmaktadir. Fakat bu ilaglarin klinik
kullanimlarinin, yarilanma siirelerinin kisa olmasi, periferal kolinerjik sistem iizerindeki
yan etkileri ve hepatoksisite nedeniyle kisitli oldugu bildirilmektedir (126) (Cizelge
2.1). Ornegin; takrinin kullanimi karaciger harabiyetine neden olmasi bakimindan
smmirhdir  ve bu nedenle artik kullanilmamaktadir (127). Donapezil, takrinin
dezavantajlarinin tistesinden gelmek iizere gelistirilmis ve onay almistir. Kullaniminda
karaciger flizerinde olumsuz etkiler goriilmemistir fakat kolinerjik yan etkiler
gostermistir (128). Yan etkileri daha ¢ok da gastrointestinal sistem iizerinde olmustur.
Rivastigmin, preklinik biyokimyasal ¢aligmalarda belirgin santral sinir sistemi segiciligi

gosterilmis olan kismi geri doniisiimlii bir AChE inhibitoriidiir (129).
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Cizelge 2.1. Alzheimer tedavisinde kullanilan ABD Gida ve Ilag Komitesi (FDA) onayli AChE
inhibitorlerinin 6zellikleri, yararli ve zararl yonleri (126).

Asetil Kolin Esteraz inhibitdrii | Ozellikleri ve Kullanim Sekli w
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Rivastigmin

Galantamin

Sadece tablet ve agizda dagilan
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hastalarda tercih edilmektedir. Sabah
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giinde bir kez alinabilen uzatilmig
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ay sonunda giinde 16 mg'a cikilabilir.
Maksimum giinlik doz 24 mg'dr. ilag
yemeklerle birlikte alinmalidir.

2.4.1. Huperzin-A
Huperzin A (Hup A), AH’nin patolojisinde dnemli bir yeri oldugu biyokimyasal,
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-Hastaligin ilerlemesini
durduramaz.
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etkili degildir ya da cok az etkisi
goriilr.
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v
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histolojik, genetik ve fizyolojik calismalarla belirlenmis dogal bir asetilkolin esteraz

inhibitoridir. Hup A, Huperzia serrata’dan elde edilen bir enantiomerik likodin

alkaloiddir (116) (Sekil 2.9). Potansiyel,

geri dontisimlii bir asetilkolin esteraz

inhibitoridir (EC 3.1.1.7, AChE) ve BChE’lara benzer (EC 3.1.1.8, BChE). Yapilan
caligmalar, FDA onay1 alan diger AChE’lara gore kan-beyin bariyerine olan ilgisi

nedeniyle daha iyi penetre oldugunu ve biyolojik aktivite siiresinin daha elverisli

oldugunu ortaya koymustur (18).
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Huperzin A

Sekil 2.9. Hup A’nin elde edildigi Huperzia serrata
bitkisi ve Hup A’nin biyokimyasal yapisi. (117)

Su anda pek ¢ok iilkede ilag sektoriinde kullanilabilmesi i¢in Faz IlI-Faz IV
caligmalar1 yapilmaktadir. Ciinkii Hup A’nin oral yolla kullanildiginda ¢ok kisa siirede
ve etkin bir sekilde kan-beyin bariyerini asip, Ozellikle de beynin korteks ve
hipokampus boliimlerine penetre olabildigi bilinmektedir. Asetilkolin esteraz inhibitor
aktivitesi ise, bugiin i¢in kullanilan diger ilaglara gére daha uzundur. Kemirgenlerle ve
saglikli goniilliillerle yapilan ¢alismalar Hup A’nin hizla absorbe edildigini, viicutta
genis oranda dagildigini ve oral yolla alindiginda yavas ve uzun siirede salindigini ve
yavag elimine oldugunu gostermistir (17). Cin’de insanlarla denendiginde yagslilarda
yaslanmayla ve Alzheimer’la ilgili hafiza bozukluklarini, vaskiiler demansi iyilestirdigi,
minimal diizeyde periferal kolinerjik yan etkisi oldugu ama toksisitesi olmadig:
gosterilmis ve potansiyel tedavi segenegi olabilecegi onerilmistir (130).

Hup A’nin asetilkolin esteraz inhibisyonu spektrofotometrik yontemlerle hem in
vivo hem de in vitro degerlendirilmistir. Bu calismalar, Hup A’nin Alzheimer

tedavisinde kullanilan diger ilaglarla benzer veya daha iistiin 6zellikleri oldugunu
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gostermistir (131). Hup A ve takrin’in Kolin esteraz aktivitesi karsilastirildiginda, Hup
A’nin korteks ve hipokampusta daha segici aktivite gosterdigi ve biyolojik olarak
kullaniminin daha elverisli oldugu c¢alismalarla gosterilmistir. Hup A’nin Alzheimer
tedavisinde AChE inhibitorii olarak kullanilmasinin daha ideal bir durum oldugu ifade
edilmistir (132).

Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklarda serebral iskemi-reperfiizyon
hasarlar1 ve kafa hasarlarmin oksidatif metabolizmalardaki degisiklikler ve serbest
radikal artisiyla iliski oldugu distniiliir. Saglikli kisilerde normal metabolizma
esnasinda Uretilen serbest radikaller organizmadaki antioksidanlar tarafindan
etkisizlestirilir. Ancak serbest radikallerin asir1 artisi veya antioksidan sistemlerin
yetersizligi oksidatif stresle sonuclanir. Serbest oksijen radikalleri ile temel hiicre
komponentlerinin oksidatif hasari, AH’nin olusumunda rol oynar. Hup A’nin
sicanlarda, hiicre kiiltiirlerinde ve kortikal ndronlarin primer hiicre kiiltiirlerinde,
hidrojen peroksite ve AP indiikli hiicre lezyonlarina karsi koruyucu etki gosterdigi,
lipid peroksidasyonunu azalttigi ve antioksidant enzim aktivitesini arttirdigi
bulunmustur. (133). Béylece Hup A, hiicreleri, staurosporin (protein kinaz ¢ inhibitorii)
kaynakli sitotoksisite ve apoptoza, ve beta-amiloid protein (veya peptid), hidrojen
peroksit, glutamat ve iskemiye karst koruma yeteneginde olan, hem merkezi ve hem de
periferal aktiviteye sahip oldugu sdylenen kompetitif, geri doniisiimlii bir asetilkolin
esteraz inhibitoridiir (134). Hup A’nin bu etkisi, Alzheimer’dan korunma ya da
hastaligin ilerleyisinin yavaslamasi agisindan 6nemlidir.

Hup A’nin, anti-iskemik 6zellikleri global beyin iskemisi, 6n beyin iskemisi ve
kronik serebral hipoperfiizyon gibi bir¢ok beyin iskemi modellerinde yapilan
caligmalarda gosterilmistir (133). Wang ve ark. (2008) tarafindan gecici fokal serebral
iskemi olusturulmus sigan modelinde yapilan bir diger ¢alismada, Hup A’nin koruyucu
etkileri arastirilmis ve bu ¢alismada klinik senaryoya daha uygun olarak Hup A ile post-
iskemik tedavinin, bolgesel serebral kan akisimi biiyiik oOlgiide diizenledigi, hem
ipsilateral korteks ve hem de striatumda enfarktiis alanlarmin boyutunu azalttig1 ve
norolojik hasari iyilestirdigi bildirilmistir (133). Bu ¢alismada, dikkat edilmesi gereken
diger bir nokta da, klinik senaryoya uygun olarak hasardan 14 giin sonra baslayan Hup

A tedavisinin bile norolojik hasari iyilestirmesidir (133).
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2.5. Alzheimer Hastahgina Bagh Kas Hastah@ (Inkliizyon Cisimcikli
Miyozit-ICM) Patolojisi

2.5.1. Normal iskelet Kas Morfolojisi

Iskelet kaslar1, konnektif doku (endomizyum) ile ayrilmis kas lifi adin1 alan ¢ok
sayida hiicreden olusur. Olgunlagmis kas hiicresi olan kas lifi, boyu birka¢ santimetreye
kadar ulasabilen, ig goriiniimiinde ve ¢ok ¢ekirdekli bir yapidadir. iskelet kasi, liflerin
birbirine paralel seyrettigi demetler (fasikiiller) seklinde diizenlenir (Sekil 2.10).
Endomisyumda kapillerler ve intramiiskiiler sinir lifleri bulunur. Fasikiiller ise
birbirinden perimisyum adi verilen bag dokusu ile ayrilir. Perimisyal alanda, arteryol ve

veniillerle birlikte kas liflerine yonelmis motor sinir demetleri bulunur.

Kas Fasikiil
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== "% (tek hiicre)
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Sekil 2.10. Tipik bir iskelet kas lifi yapisi.
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Iskelet kas liflerinin uzunluklar1 ortalama 3 cm olmakla birlikte 1 mm’den kisa
ve 4 cm’den uzun lifler de vardir. Liflerin ¢ap1 10-100 mikrometre arasindadir. Bir kas
lifi, hiicre i¢i jelimsi sivi i¢ine dalmis 1000-2000 dolayindaki 0,5-2 um kalinlikta
miyofibrillerden olusur (135). Genislikleri yasa, cinsiyete, yash tiirtine, kas lifinin
uzunluguna, kasin yaptigi isin agirligina, bireyin beslenme durumuna gore degisebilir.
Kas i¢inde merkezdeki lifler daha genis ¢aplidir. Liflerin fasikiil i¢cindeki yerlesimlert;
fasikiilin bir ucundan diger ucuna uzananlar, bir ucundan baslayip fasikiil i¢inde
sonlananlar ve iki ucu da fasikiil i¢cinde bulunanlar olmak tizere {i¢ sekildedir. Kas hiicre
zar1 sarkolemma olarak adlandirilir. Diger hiicrelerin zarlar1 gibi yaklasik 90 °A
kalmliginda birim zar yapisindadir. Iskelet kas hiicresinin sitoplazmasinda yani
sarkoplazmada organel ve inkliizyonlarin disinda homojen ve az yogun bir matriksten
olusur. Matriks, miyoglobin gibi protein yapisinda pigmentler ve bir miktar da enzim
igerir. Sekilli elemanlarin baslicalar1 sarkolemmaya yakin olarak yerlesmis ¢ok sayida
cekirdek, cok sayida mitokondri, golgi kompleksi, sarkoplazmik retikulum gibi
organeller ile miyofibriller ve glikojen ve lipid damlaciklaridir. Uzun oval bigimli
¢ekirdekler bir kas lifinde birkag yiiz tanedir ve lifin uzun eksenine paralel olarak
sarkolemmanin altinda yerlesiktirler. Cekirdekler lif boyunca oldukg¢a diizenli
araliklidir, tendona baglanma yerinde daha fazla sayida ve diizensizdirler (136).

Sarkoplazma i¢inde uzun, iplik seklinde, kas lifinin uzunlugunca bulunan
miyofibrillerin 1-2 pum c¢apta olup elektron mikroskobunda yine uzunlamasina
diizenlenmis, ince miyofilamentlerden olustugu goézlenir. Biiytikliik ve kimyasal yapist
farkli iki tip miyofilament ayirt edilir. Bunlardan biri digerinden kalin, 10 nm ¢apta, 1,5
um uzunlukta olup ¢ogunlugu miyozinden ibarettir. Daha ince olan filamentler ise 5 nm
¢apta, 1 pum uzunluktadir. Baslica aktinden yapilmistir. Aktin filamentleri aktin,
tropomiyozin ve troponin proteinlerinden yapilmistir. Globuler aktin molekiilleri ard
arda dizilerek fibriler aktini olustururlar. iki fibriler aktin bir sarmal olusturur.
Tropomiyozin de aktine uygun sarmallar yapar. Troponin molekilleri ise diizgiin
araliklarla (miyozin bagina uyacak sekilde) tropomiyozine baglanirlar.

Kalin miyozin filamentleri, orta kisimda, M ¢izgisi hizasinda daha kalindir,
uclara gidildik¢e incelirler. Orta kisimlar1 diizgiin oldugu halde u¢ kisimlari, filament
eksenine dik olan, kisa ¢ikintilar igerir. Bu ¢ikintilar miyozin filamentini ¢evreleyen 6

aktin filamentine dogru uzanirlar. Bu uzantilar miyozin filamentlerini meydana getiren

29



molekiillerin diizenlenmesine baglidir. Her bir molekiil bir bas ve bir kuyruk kismindan
olusur. Molekiillerin kuyruk kisimlar1 birbirine paralel olarak uzanir ve dyle diizenlenir
ki orta kisim yalniz kuyruktan olustugu icin c¢ikint1 icermez, diizdiir. Bas kisimlari
filamentin incelen kisimlari boyunca dik olarak yanlara dogru ¢ikar. Cikintilar
birbirinden 6-7 nm araliklarla ve her 6 ¢ikint1 45 nm de bir heliks tamamlayacak sekilde
diizenlenir. Miyozin filamentlerinin bas kisimlarinda, kas kontraksiyonu i¢in gerekli
enerjiyi aciga ¢ikarmak iizere adenozin trifosfati parcalayan adenozin trifosfataz enzimi
bulunur.

| bandim1 sadece aktin filamentleri olusturmaktadir. | bandinin ortasindaki Z
cizgisi ise komsu sarkomerlerdeki aktin filamentlerinin tutunduklari yerdir. A bandi
miyozin filamentlerinin boyu kadardir. A bandinda miyozin filamentler igine her iki
taraftan aktin filamentleri sokulur. Aktin filamentleri M ¢izgisine kadar
sokulmadiklarindan A bandinin ortasinda agik renkte gézlenen H bandi olusur. Yani H
bandinda sadece miyozin filamentleri vardir. H bandinin genisligini aktin
filamentlerinin giris derecesi belirler. Bagka bir deyisle kasin kasilma derecesine
baglidir. Miyozin filamentlerinin kalin olan orta kisminda bulunan M ¢izgisinde
miyozin filamentleri, miyozin yapisinda olmayan kopriilerle birbirlerine baglanirlar.
Aktin ve miyozin filamentlerinin diizenlenisini ti¢ boyutlu disiiniirsek altigen prizmalar
yapacak bigimdedir. Enine kesitte her kalin miyofilament alti ince miyofilament ile
altigen yapacak sekilde gevrilidir. Ug boyutlu durumda orta ekseni olusturan miyozin
filamenti c¢evresinde 6 aktin filamenti, altigen prizmanin koselerini yapacak sekilde
diizenlenmistir. Bunun disin1 da yine altigen prizmanin koselerini olusturacak bicimde 6
miyozin filamenti ¢evreler. Bu diizenlenmeye ¢ift hekzagonal alan ad1 verilmistir. Enine
kesitte her aktin filamentinin gevresinde ii¢ miyozin filamentinin bulundugu gozlenir.
Kalin ve ince filamentler arasindaki uzaklik sabit olup 45 nm kadardir ve miyozin
molekiillerinin olusturdugu enine kopriiciikler tarafindan kat edilir.

Kasilma sirasinda A bandinin uzunlugu degismez. | ve H bandinin her ikisinin
uzunlugu azalir. Z ¢izgisi A bandinin sonuna yaklagir. Aktin filamentleri miyozin
filamentleri i¢inde daha derine girerek filamentlerin boyu degismedigi halde | ve H
bantlarini, buna bagli olarak da sarkomerlerin boyunu kisaltmis olurlar. Bu da
miyofibrillerin boyunun kisalmasi demektir. Kasilma sirasinda aktin ve miyozin

filamentlerinin boyu degismez; birbiri i¢inde kayarak sarkomerin boyunu kisaltirlar.
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Filamentlerin kayma islemi, miyozin molekiillerinin bas kismi ile komsu aktin
filamentleri arasindaki baglantilarinin yapilip bozulmasinin tekrarlanmasiyla saglanir.
Miyozinlerin bas kisimlar1 aktin filamentlerine baglandiktan sonra dik olan ag1 M
cizgileri tarafinda daralir. Boylece aktin filamentleri M ¢izgisine dogru ilerler.
Baglantilar agildiktan sonra miyozin tekrar eski durumuna gecer ve sonraki noktada
aktinlere baglanir. Bu is icin gerekli olan enerji sarkoplazmik retikulumundan salinan
kalsiyum iyonlarinin uyarmasiyla, kopriiciiklerdeki adenozin trifosfatazin, adenozin
trifosfati pargalamasindan agiga ¢ikar.

T tiibilleri, sarkolemmanin hiicre igine yaptiklar1 girintilerden olugur.
Miyofibrilleri g¢evrelerler ve komsu miyofibrillerde birbirleriyle devam ederler. T
tiipciikleri hiicre yiizeyinde hiicreler arasi araliga agilirlar. Sarkoplazmik retikulum
denen graniilsiiz endoplazmik retikulum ¢izgili iskelet kasinda olduk¢a modifiye bir
sekil gosterir. Bu dokuda ¢ok gelismis olan sarkoplazmik retikulum, T tiibilleri gibi
miyofibrilleri ¢evreler ve onlarin etrafinda ag yapan enine ve boyuna seyirli
tiipgiiklerden olusur. Miyofibrilin uzun eksenine dik olarak onlar1 enine saran tiibiiller A
ve | bandi birleskesinde bulunan T tiibiillerine komsudur; genisce olduklari i¢in terminal
sisterna da denir. T tiibiiller ve iki yaninda bulunan terminal sisternalarin olusturdugu
tclii yapiya iskelet kasi triyadi adi verilir. Bir miyofibrilin ¢evresini saran terminal
sisterna T tiibiillerinde oldugu gibi komsu miyofibrilinkiyle baglantilidir. Boyuna
tiibiiller ise her bantta enine tiibiiller arasinda uzanir ve onlara agilirlar. Boyuna tiibiiller
A bandinda H bandi diizeyinde, | bandinda daha az olmak iizere Z ¢izgisi hizasinda
birbirleri arasinda baglantilar yaparlar. T tiibiilleri sistemi hiicre zarina gelen uyarmin
lifin disindan miyofibrillere hizli tasinmasini saglar ve boylece uyumlu bir cevap elde
edilir. T tiibiilleri terminal sisternalarla sikica yan yana olduklari i¢in T tiibiillerine gelen
uyar1 kolayca terminal sisternalara ve boyuna tiibiillere gecer. Uyarmin sarkoplazmik
retikuluma ge¢mesi, kasilmayi saglayan elemanlarin calismasini baglatacak olan
kalsiyum iyonlarinin sarkoplazmik retikulumdan salinmasina sebep olur (136).

Her kas bir veya daha fazla sinir sonlanmasi ile donanmigtir. Tek bir sinir lifinin
sonlandig1 kas lifi sayis1 motor birim olarak adlandirilir. Motor birim aktivitenin tam
kontroliiniin gerektigi kaslarda kiiciik yani her kas lifinde ayr1 bir sinir lifi sonlanacak
sekilde, kaba aktivite gosteren kaslarda ise biiylik, yani bir sinir lifinin bir¢ok kas lifinde

sonlanmasi seklindedir. Biiyllk ekstremite kaslarinda bir sinir 1500-2000 kas lifinde
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sonlanir. Kas lifindeki motor sinir sonlanmalarina motor plak veya kas-sinir baglantisi
denmektedir. Baglant1 kas lifi {izerinde biraz kabarik bir plak gibi goriliir. Sinir lifi
sonlanmaya yaklasirken once miyelin kilifin1 kaybeder, kas ylizeyinde Schwann
hiicreleri kilifi da kaybolur. Kas hiicresinde sinir sonlanmasinin yerlestigi girintiye
primer sinaps olugu denir. Sinir uzantisinda sinaps oluguna girmeden ve girdikten sonra
dallanmalar goriiliir. Dallanmalarin uglar1 kiiremsi kiigiik kabartilarla sonlanir. Terminal
buton denen bu kabartilar primer sinaps olugunda kendilerine uyan g¢ukurcuklara
yerlesmislerdir. Sinaps oluklarinda sarkolemma kiigiik katlantilar gosterir. Bu bolgede
sarkolemma i¢inde veya ¢ok yakininda asetilkolin esteraz enzimi vardir. Kas lifi
cevresindeki eksternal lamina sarkolemma ve aksolemma arasinda da devam eder. Sinir
sonlanmasi bolgesinde sarkoplazmada fazla sayida ¢ekirdek, bol mitokondri, ribozomlar
ve graniilsiiz endoplazmik retikulum vardir. Terminal buton i¢inde de ¢ok sayida
mitokondri ve asetilkolin igeren vezikiiller (sinaps vezikiilleri) bulunur (137) (Sekil
2.11).

Lot

Achiceren
)\ sinaptik
\\ vezikiiller

Noromiiskiler

kavsak %

Sarkolemmanin motor

son plag:

Sekil 2.11. iskelet kasi-sinir kavsag1 ve ilgili yapilar (137)
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Iskelet kasi, miyelinsiz sinirlerin kas lifini sarmasi seklinde basit duyu
sonlanmalar1 yaninda, kas igcikleri (sinir-kas igcikleri) denen yiiksek derecede organize
ugramis ¢izgili kas lifi ve bunlar1 saran uzunca oval kapsiilden ibarettir. igcik i¢indeki
kas liflerine intrafiizal lifler denir. Bu liflerin orta kisimlarinda ¢izgilenme kaybolur ve
biiyiikk olan tipte genislemis olan bu bolgede ¢ekirdek kiimesi bulunur. Daha fazla
sayida olan ince tip intrafiizal liflerde ise bu bolgede c¢ekirdekler bir dizi olusturur. Her

intrafuzal lifin orta kisminda lifi spiraller seklinde saran duyu siniri sonlanmalar1 vardir.

2.5.2. Ekstansor Dijitorum Longus (EDL) Kasi

Bacak bolgesi kaslari, diz eklemi ile ayak bilegi eklemi arasinda yer alan
kaslardir ve 6n bolge, lateral bolge, arka bolge olmak tizere 3 grupta incelenir. Tibialis
anterior (TA), ekstensor dijitorum longus (EDL) ve ekstensor hallusis proprius (EHP)
kaslar1 bacagin 6n kisminda yer alan ekstensor kaslardir. Kiitle olarak en biiyiligii TA
olup, bunu EDL ve EHP izlemektedir (kiitlesi 300 g olan bir siganda sirasiyla yaklasik
450, 150 ve 12 mg). On grupta yer alan kaslardan M. tibialis anterior kas1 ayaga
ekstansiyon ve inversiyon hareketlerini yaptirir. M.ekstensor digitorum longus kasi ayak
bilegi ekleminden sonra 4 tendona ayrilir ve her bir tendon 2-5.parmaklara kadar uzanir.
Bu sayede bu kas 2-5. parmaklara ve ayaga ekstansiyon hareketini yaptirir.

Ekstansor digitorum longus ve ekstansor hallucis longus kaslari, tibialis
anteriorun altinda uzanir. Ekstansor digitorum longus kaval kemiginin tepesine ve
neredeyse boylu boyunca tiim kaval kemigine (tibia) tutunur. Kasin diger ucu, dort
bagimsiz tendonla dort kiiclik parmagin kemiklerine tutunur. EDL, ayag: digsa dondiiren
kuvvetin bir kismin1 da saglar. Tiim bacak kaslar1 ayak ve ayak bileginin motor ve
dinamik stabilizatorii olarak ¢alisir. Bu nedenle bacagin kaslar1 6n, yan, yiizeyel arka ve
derin arka kompartmanlar olmak iizere dort kompartmana ayrilir. Bacagin arkasinda
bulunan kaslar iki kompartmanda bulunur. Yiizeyel arka kompartmanda gastroknemius
ve soleus kaslari bulunmaktadir. Ayak bilegine dogru bu iki kas birleserek Asil
tendonunu olusturur. Asil tendonu kalkaneal tuberasiteye yapismadan Once hafifce i¢

rotasyon yapar. Sonu¢ olarak arka grup kaslart kasildigi zaman bu tendon topugun
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plantar fleksiyon-supinasyon hareketini saglar. Asil tendonunun kalkaneal tuberesitasa
yapigma yeri distale dogrudur. Bu nedenle tendonla kemik arasinda olusacak siirtiinme

kuvvetini azaltmak icin bir tendokalkaneal bursaya gereksinim olusmustur.

2.5.3. Inkliizyon Cisimcikli Miyozit (ICM) ve Alzheimer Hastahg
Etkilesimi
AH’nin kas hiicrelerinde AB’nin etkilerini anlamak 6nemlidir. Ciinkii Alzheimer
hastalarinda da diger AP ile iliskili kas hastaliklarinda oldugu gibi bazi motor fonksiyon
bozukluklar1 goriiliir. Alzheimer hastalarindaki AP’nin toksik etkileri sadece sinir

sistemini degil, kaslar gibi diger baz1 dokular1 da kapsiyor olabilir.

Inkliizyon cisimcikli miyozit (ICM), dzellikle 50 yas iizerindeki insanlarda en
fazla goriilen idiyopatik inflamatuar miyopati hastahigidir (138, 139). Ozellikle yash
erkeklerde kadinlardan daha fazla goriiliir (140). Tam olarak nedeni bilinmeyen ve
heniiz herhangi bir tedavisi olmayan bir hastaliktir (141). ICM’de tipik olarak distal {ist

ekstremitelerdeki zayifliga, alt ekstremitelerdeki kas zayifligi da eslik eder.

Lenfotik inflamasyonun kas hiicrelerinde hasara yol agtigi ancak ICM
hastaliginda bunun ¢ok az bir etkisi oldugu distinilmistir. Bununla birlikte,
proteinlerin yanhs katlanmalari, kiimelesmeleri ve anormal birikimlerinin kas liflerinin
atrofisi ve vakuolar dejenerasyonunda daha etkin oldugu ve ICM hastalarinda bu
durumun spesifik oldugu 6ne siiriilmiistiir (141). APP’nin ve AB’nin anormal birikimi
kas hiicrelerinde yaslanmayla iliskilidir ve bu nedenle ICM’ nin patolojik siireclerinde
anahtar rol oynadig diisiniilmektedir (141, 142). ICM patogenezinde dnemli oldugu
diisiiniilen, Alzheimer patolojisiyle de baglantili fakat heniiz kesinlesmemis siiregler
sOyle Ozetlenebilir (142, 143):

1. APP’nin artmis transkripsiyonu ve birikimiyle buna eslik eden AP birikimi

2. Fosforillenmis tau ve diger Alzheimer-iligkili proteinlerin birikimi

3. Kolesterol ve diisiik yogunluklu lipoprotein reseptorlerinin, apolipoprotein

E’nin birikimi

4. Oksidatif stres

5. Kas ¢evresinde hiicresel yagslanma
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6. Yanlis katlanan/katlanmayan proteinlerin anormal birikimi

Kas hastaliklarinin tanisinda kas enzimlerinden kreatin fosfokinaz (CPK),
aldolaz ve laktik dehidrojenazin (LDH) serum diizeyleri kullanilmakla birlikte, pratikte
en sik kullanilan kreatin kinaz (CK) diizeyidir. Kas hastaliklarinda serum CK diizeyi
genellikle ytikselir. Bu artis 6zellikle kas membran1 bozukluklar1 ve kas nekrozu ile
giden miyopatilerde ¢ok yliksek degerlere ulasabilir. ICM, diger miyozitlerden farkli bir
hastalik tablosudur. Patogenezi kesin olarak belirlenmemistir. Orta yash erkeklerde,
sinsi baslangigcli ve ilerleyici proksimal ve distal kas giigsiizligii mevcuttur. CPK
seviyesi normal veya hafif yiikselmistir. Kortikosteroid ve immiinosupressif ilaglara

cevabi ¢ok zayiftir. Kreatin kinaz, ICM’de normal veya hafif yiiksek olabilir (139).

Hiicre icinde ¢ok sayida protein inkliizyonlarinin anormal bir sekilde birikmesi,
ICM fenotipinin karakteristik bir 6zelligidir ve inkliizyon cisimcigi olusumuyla birlikte
protein katlanmasindaki bozukluklarin (katlanmama ve/veya yanlis katlanma) birlikte
rol oynadig1 bir “konformasyonal hastalik” olarak da diisiiniilebilir (144). Katlanmayan
proteinlerin hiicre i¢inde anormal bir sekilde birikmesi, inkliizyon cisimcigi yapisinin

olusumuna neden olabilir.

ICM hastalarinin iskelet kaslarinda ¢ok sayida protein birikir. Bu proteinlerin
bircogu, diger kas hastaliklar1 ya da norodejeneratif hastaliklarda birikim ve/veya
anomali gosterme egilimleri olan proteinler arasindan ICM’de c¢alisilmak {izere
secilmistir. Bunlarin biiyiik bir kismi da ICM biyo-belirtegleri olarak belirlenmistir
(145) (Sekil 2.12). APP’nin AP fragmentinin 6zellikle de AB1-42 peptidinin beyinde
birikmesi, AH’nin amiloid hipotezi olarak ¢ok iyi belirlenmis bir 6zelliktir. AB, AH
hiicre disinda olusan plak yapisinin baslica bilesenidir. AH hafiza kaybu ile iliskili bir
hastalik olmakla birlikte, siklikla da miiskiiler fonksiyon kaybi gibi non-kognitif
semptomlarla da iliskilidir (12). Bu motor bozukluklarina sahip olan hastalarin biiyiik
cogunlugu dogrudan AH’nin kendisiyle iliskili olabilir. Patolojisi biiylik oranda
belirlenmemis olmakla birlikte, AP peptidinin hem beyin hem de periferde anahtar role

sahip oldugu diisiiniiliir.
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Sekil 2.12. Kas hiicrelerinde biriken ICM biyo-belirteci olarak
AP1-40 spesifik antikoruyla immiin boyama (6l¢cek 100um)
(145)

Alzheimer olusturulan transgenik farelerde, standart elektrofizyolojik teknikler
kullanilarak, iskelet kas liflerindeki elektrogenezde bozukluklar oldugu gosterilmistir
(12). Bu degisikliklerin kas hiicre membranlarindaki iyon pompalariin aktivitelerinin
bozulmasrtyla iliskisi oldugu diistiniilmektedir. AB peptidinin néron hiicreleri iizerindeki
toksik etkisi kesin olarak bilinmekle birlikte diger hiicre tipleri, 6rnegin iskelet kas
lifleri iizerine etkileri ¢cok fazla ¢alisilmamistir. Yapilan az sayida calismada ise, AR nin
iskelet kas liflerinin dinlenim membran potansiyel olusumunu bozdugu ve bunu 2
mekanizma araciligi ile depolarizasyona yol acarak yaptigi gosterilmistir (14).

1- Na', K*-ATPaz inhibisyonu

2- Amiloid kanallarin olugmasi nedeniyle membranin katyonik iyonlara

gecirgenliginin artmasi

Bazi ICM hastalarinin iskelet kas hiicrelerinde APP’nin AP fragmentinin
immiinoreaktivitesi oldugu ve kongofilik amiloid birikimleri gosterilmistir (146). APP
proteinin tamamina degil fakat AP peptidinin C-terminaline baglanan antikorlar
kullanilarak ICM hastalarinin kas hiicrelerinin sitoplazmasinda AP agregatlar1 oldugu
belirlenmistir (147).

Fosforillenmis norofilamentlerin agir zincirlerini tanimlamak icin kullanilan bir

antikor olan SMI-31 ve SMI-310 kullanilarak ICM hastalarinin kas hiicrelerinde
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fosforillenmis tau proteinin varligi da belirlenmistir. Biitiin bu bulgular AH ve ICM’nin
ayni etiyolojiyi paylastigimi disiindiirmektedir. AH’na eslik eden ICM’si bulunan
vakalar oldugu bildirilmistir (148, 149). Bu vakalarda hastanin hem kas biyopsisinde
hem de beyin dokusunda AP birikimi ve fosforillenmis tau proteinin varlig
gosterilmigtir.

ICM hastalig1, quadriseps femoris ve elin uzun fleksor kaslarii oncelikle tutar.
Bu nedenle 6nkol medial yiiziinde ve quadriseps kasinda atrofi, elleri sikma giicliigii ve
“dizlerde ¢oziilme” hissi ile sik diismelere ve bunun yaratacagi komplikasyonlara yol
acar. Hastalar ortalama 10 yilda tekerlekli iskemleye baglanir. Elektromiyografide
(EMG) miyopatik potansiyeller disinda norojen tutulum bulgularinin da olmasi bu
ayirict tani sorununu daha da artirir. Ancak dikkat edildiginde ICM hastalarinin
EMG’sinde noropatik potansiyeller arasinda miyopatik potansiyeller de goriliir.
Elektron mikroskopik olarak bazi liflerde tubulofilament6z inkliizyonlar goriiliir.
AH’nda, gerek bu inkliizyonlar, gerekse hiicre sitoplazmasinda biriken bir¢ok protein ve
AB’nin da birikmis oldugu goriiliir. Olaym baglamasina sodyum kanallarinda
inaktivasyon bozuklugu olan mutant kanallar sebep olur, ancak olay saglam olan
sodyum kanallarina bagl olarak gelisir. Bozuk kanallardaki inaktivasyon bozuklugu
depolarizasyonun uzamasina neden olmaktadir. Hafif diizeyde bir depolarizasyon
uzamasi sO6z konusu ise o sirada inaktivasyondan ¢ikmis olan ve istirahat halinde olan
saglam sodyum kanallar1 bu siiregelen depolarizasyonun etkisiyle yeniden aktif hale
gelir. Bu durumda klinik olarak miyotoni goriiliir. Bozuk kanallarin inaktive olamamasi
membranda agir bir depolarizasyon olusturursa saglam kanallarin inaktivasyondan
istirahat haline gecebilmeleri i¢in gereken membran potansiyeli yaratilamamis olur ve
saglam kanallar da inaktivasyondan ¢ikamaz. Bu durumda hiicre uyarilamaz ve klinik

olarak gii¢siizliik goriliir.

2.6. Alzheimer Hastahiginda Hayvan Modelleri

Son yillarda AH’ nin kokten tedavisine yonelik daha 6zgiin ilaclar gelistirmek,

hastaligin fizyopatolojisi ile iliskili genlerin daha kapsamli arastirilmast ve AH
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esnasinda ortaya cikan davranigsal degisiklikler ile beyindeki norokimyasal veya
noropatolojik degisiklikler arasindaki iligkiyi daha yakindan incelemek amaciyla
hastaligin bazi norolojik, genetik ve biyokimyasal Ozelliklerini taklit eden hayvan

modelleri tizerinde ¢ok fazla durulmustur.

Buna yonelik olarak gelistirilen hayvan modellerinde baslica 3 noktaya
odaklanilmistir (150):

1) Beynin korteks, hipokampus ve 06n beyin bazal niikleus bolgesi gibi
bolgelerinde stereotaksik cerrahi yontemlerle lezyon olusturmak

2) Norotoksik ajanlarla Alzheimer hastalarindakine benzer nitelikte noron
harabiyeti olusturmak

3) AH’nda yer alan genlerin transfer edildigi transgenik modeller elde edilerek

hastaligi taklit etmek
Bu esaslara dayanilarak AH i¢in kullanilan hayvan modelleri;

1) Kolinerjik fonksiyon bozuklugu esasina dayanan modeller

2) Amiloid B-Peptid (Ap) ile iliskili transgenik olmayan modeller
3) Amiloid B-Peptid (Ap) ile iliskili transgenik modeller

4)  Norofibriler yumaklarla iligkili modeller

5)  Presenilin ile iligkili modeller olarak gruplandirilabilir.

Ailesel Alzheimer’da rol oynadigi belirlenen 3 genin (PSEN-1, PSEN-2, APOE)
mutasyonlarini igeren genlerin siganlara transfeksiyonu ile olusturulan transgenik si¢an
modelleri yaygin olarak kullanilmaktadir (151). Transgenik hayvanlar kendi genomunda
baska bir organizmaya ait rekombinant bir geni tasiyan hayvanlardir. Aktarilan
rekombinant genin (transgenin) ekspresyonu, promotor gibi gen ekspresyonunu kontrol
edici dizilerin yardimiyla transgenik hayvanin belirli dokularma ydnlendirilmesi ile
olur. Transgenik hayvan iretiminde cesitli teknikler gelistirilmis olmasimna ragmen
pratikte en yaygm kullanilani tek hiicreli embriyonun (zigot) bir pronukleusuna
rekombinant DNA’nin dogrudan mikroenjeksiyon ile verilmesi en etkili yol olarak
bilinmektedir. Embriyo transferi sonrasi dogan yavrular 21 giinliik yasa eristikleri
zaman kuyruk dokularindan 1’er cm kesilerek alinir ve bunlardan genomik DNA
izolasyonlar1 yapilir. Bu DNA’larda aktarilan transgenin varligi i¢in Shouthern blot,
Slot blot veya PCR gibi molekiiler teknikler kullanilir. Transgenin varlig: tespit edilen

yavrulara founder (anac) ismi verilir ve FO olarak degerlendirilir. Ancak dogan her anag
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rodentden ayr1 ayri liretim hatlart olusturulur. Ciinkii her anacin (F0) tasidig1 transgen
kromozomlarin farkli yerlerinde olabilir. Her FO ana¢ rodent normal rodentler ile
ciftlestirilir ve bunlardan eclde edilen F1 rodentler kendi aralarinda ciftlestirilir.
Bunlardan (%25 homozigot, %75 hemizigot ve %25 bos) elde edilecek erkek ve disi

homozigot rodentler kendi aralarinda ciftlestirilerek hattin devamliligi saglanir.

Transgenik rodentlerde farkli hastalik modelleri olusturulmustur. Bunlarin
basinda Alzheimer gelmektedir. AH’na benzer belirgin bir néropatoloji sergileyen
transgenik model ilk olarak rodentlerde yaratilmistir. Bu modelde kalitsal AH ile iliskili
kromozom 21°deki amiloid prekiirsoér protein (APP) V717F mutasyonu sifreleyen bir
insan APP mini geni tasiyan rodentler (PDAPP rodentler) olusturulmustur (152). Ap
tabakalarinin olusumunda APOE geninin roliinii incelemek i¢cin APOE geni ortadan
kaldirilmis (APOE knockout) fareler olusturulmustur. APOE geni yoklugunda Af
tabakalar1 anlaml Ol¢lide azalirken, APP ekspresyonu veya AP olusumu degismemistir
(153).

Tg2576 fareler cift mutasyon gecirmis insan APP695 ekspresyonu yapilmis bir
transgenik Alzheimer modelidir (154). Tg2576 transgenik fareler su labirent testinde
uzaysal oOgrenmede bozulma ve Y labirent testinde basarisizlik sergilerler. Bu
belirtilerin yan1 sira Tg2576 farelerin beyinlerinde amiloid plaklar da gdzlenmistir.
Tg2576’da oldugu gibi APP proteinin geninde ¢ifte mutasyon olusturulan Isvec kokenli
diger bir bir transgenik model APP23’diir. Bu fareler normal APP igeren farelerden 7
kat daha fazla APP protein ekspresyonu yaparlar. Amiloid plaklar erken donemde (6
ayda) oOzellikle kortekste gelisirler. Tg2576’dan farkli olarak bu sigan modelinde,
hipokampustaki CA1l primidial ndéronlarda %14 kayip goriiliir. Neokortekse ndronal
kayip yoktur. Norofibriler yumak olusumu yoktur. Yasla dogru orantil biligsel kayiplar

vardir.

Her iki model de Alzhemir patolojisinde 6nemli yeri olan amiloid plaklar1 yogun
olarak gostermesine ragmen, Tg2576’da noronal kayip olmamasi (152) ve de APP23’i
temin etmekteki zorluklar bu iki transgenik modelle ilgili handikaplar olarak karsimiza
cikmaktadir. Genel anlamda tiim transgenik Alzheimer modellerinin temini yurt
disindan saglanma zorunluluklar1 nedeniyle kisitlidir.

AH’nin patolojik gelisimiyle iliskisi oldugu bilinen oksidatif stres ve Ostojen

kaybini temel alarak gelistirilen hayvan modellerinden birisi de, overektomi yapilarak
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Ostrojen metabolizmasi zarar goérmiis hayvanlara D-galaktoz uygulamasi yapilmasidir
(155). Uzun siireli D-galaktoz uygulamasinin metabolik anomalilere yol agtigi, reaktif
oksijen tiirevi (ROS) tiretimini arttirdig1 ve néronal hasara yol a¢tig1 bilinmektedir (155,
156). Bu iki uygulamanin birlikte yapildigi hayvanlarda, 6 haftanin sonunda ileri
derecede biligsel fonksiyonlarda ve hafizada kayiplar, 6n beyinde noronal hasar,
hipokampusta sinaptik dejenerasyon ve AP olusumu histolojik, immiinohistokimyasal

ve biyokimyasal yontemlerle gosterilmistir (157, 158).

AH’nin insidans1 ve prevalansinin kadinlarda daha yiiksek olmasi, 6strojenin bu
hastaliktaki etkisi iizerinde yapilan ¢alismalarin Oniinii agmustir. Ostrojen iiretimi,
hipotalamusun kontroliinde gergeklesir. Hipotalamustan gonadotropin salgilatici
hormon (GRH) salimimi indiiklenir. GRH da hipotalamusun pituiter bezlerinden
liiteinlestirici hormon (LH) ve folikiil stimiile edici hormon (FSH) salinimin1 saglar. LH
ve FSH hormonlar erkek ve kadinda lireme sistemini etkileyerek dstrojen ve testosteron
yapimini, cinsel farklilasmayi, yumurta ve sperm yapimini saglar. Menapozun ardindan
ise hipotalamusun pituiter bezleri tizerindeki 6strojen ve testosteronun negatif feedback
etkisinin kayb1 nedeniyle LH ve FSH sirkiilasyonu artar. FSH’1n sentezini sagladigi
inhibin hormonu azalir, FSH inhibisyonu yetersiz kalir, FSH artar. Olay ilerledikce
FSH’1n yanisira baslangigta normal olan LH seviyelerinde de artis baslar. Follikiil
gelisimi tamamen durur ve menapoz ortaya gikar. Ostrojen eksikliginin ve menopozun,
bu hastaligin meydana gelisindeki rolii tartismalidir. One siiriilen olaylar dizisine gore,
liiteinlestirici hormon, LH reseptorlerini tasityan néronlarda mitotik olaylar1 baslatarak,
metabolik ve oksidatif degisiklikler gibi gesitli hiicresel degisikliklere yol agar. Bu
degisikliklerin hepsi birlikte meydana geldiginde, ndrofibriler yumaklar, amiloid plaklar
ve noron olimii gibi Alzheimer patolojileri ve nihayetinde de demansa yol agar (159)

(Sekil 2.13).
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Tau Fosforilasyonu
(NFT)
Amiloid Birikimi
(Plaklar)

Sekil 2.13. Ostrojen eksikligi ve Alzheimer iliskisiyle ilgili
one siriilen olaylar dizisi (159).

2.7. Sicanlarin Bilissel ve Lokomotor Yetilerinin Degerlendirilmesi

Sigcanlarin biligsel ve lokomotor yetilerinin degerlendirilmesinde bugiine dek
tanimlanmis ¢ok sayida hayvan davranis deney (HDD) modeli mevcuttur. HDD’ler ile
sicanlarda anksiyete, otonom fonksiyonlar, 6grenme, hafiza ve lokomotor aktivite gibi
birgok yetinin degerlendirilmesi yapilmaktadir. Bilimsel yeterlilik 6l¢iitlerinin tiimiine
ayni anda sahip olan bir HDD modeli yoktur ve bu modellerin ¢ogu %100 kesinlikte
sonu¢ saglayamamaktadir. Bilim ve teknolojideki ilerlemelerle hayvan davranis deneyi
modelleri giderek istenen ideal diizeye ulasabilecektir (160).

Davranis deneylerinin siganlarin néromotor gelisiminin tamamlandig1 80-85.
giinlerden sonra yapilmasi 6nerilmektedir (161). Siganlarin dogumu takiben kag¢ haftalik
oldugu belirtilen ya da belirtilmeyen pek ¢ok calismada, deneylerin ortalama 180-400 g
agirhigindaki eriskin erkek sicanlarla yapildigr bildirilmistir (162, 163, 164). Tim
HDD’lerin 23 + 1°C sicakliginda, 12 saatlik gece-gilindiiz donglisiiniin saglandig1 bir

odada ses, 151k, sicaklik ve bekleme kosullarinin standardize edildigi ortamlarda
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yapilmasi Onerilmektedir. Bu standardizasyonun saglanabilmesi i¢in tiim hayvan
gruplarinin deney alanina deney giiniinden birka¢ giin Once getirilmesi ve ortama
alistirilmasi gerekliligi bildirilmistir (160).

Calismaya alinacak sicanlarin daha O6nceden yavrulayan ve onceki yavrulara
bakmis olan bir anneden alinmalari 6nemlidir. Aksi durumuda calismaya alinan
sicanlarin anne tarafindan bakilmama ve 6lme riski olabilir. Tiim siganlar ayn1 siirede
annelerinden ayrilmali, benzer sekilde beslenmeli ve benzer sayida sican ayni kafese
konmalidir. Béylece néromotor gelisimlerini etkileyebilecek diger faktorler miimkiin
oldugunca azaltilmalidir (160). Davranis deneyi modelini uygulayan aragtirmacinin da
her grup icin ayni kisi olmasi, ayni renk giysi giymesi, ayni parfiimii kullanmasi, her
zaman ayn1 yerde durmasi gibi faktorlere de dikkat edilmelidir (160).

Bu deneylerde sicanlarin cinsiyetlerine gore farkli davranislar sergiledigi tespit
edilmistir (165). Ozellikle uzaysal 6grenmenin degerlendirilmesinde erkek cinsiyetin
daha uygun oldugu saptanmistir (166, 167). Bu durumun hormonal farklilik ve
hipokampus gelisimindeki farktan kaynaklandig ileri siiriilmistiir (166). Bu nedenle
yapilan pek ¢ok ¢alismada erkek si¢an kullanilmigtir (162, 163, 168).

Ideal AH nin gelistirilmesi, AH nin patogenezlerine ve bu yikici nérodejeneratif
hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in mevcut stratejileri kesfetmek i¢in hayati 6nem
tasimaktadir (169). AH’nin patogenezi tam olarak belirlenememis olmasina ragmen,
endokrin seviyesindeki anormallikler, Ozellikle Ostrojen yoksunlugu ve AH’nin
patalojik gelisimi arasindaki yakin iligki, birka¢ yildir kapsamli bir aragtirma konusu
olmustur (170). Temel arastirma yapilan ¢alismalardan elde edilen kanitlar da genis
hiicresel metabolik ve norotransmitter seviyelerinin yani sira kognitif ve hafiza davranig
acisindan da beyin iizerinde dstrojenin néro-koruyucu etkileri gosterilmistir (171, 172,
173). Ornegin disi Sprague-Dawley sicanlarinin overektomi yapilmasini takiben uzun
donem Ostrojen yoksunlugu kaynakli bazal 6n beyinlerinde kolinerjik néron kaybr ile
ilgili olarak bir geri 6grenme ve bellek bozuklugu ile sonuglanmustir (171, 173).

Ostrojen yoksunlugu ve oksidatif stresin, AH’nin gelismesi ve ilerlemesi ile
ilgili hizlandiricr sinerjistik etkilere sahip oldugu kanitlanmistir. AH’nda goriilen
patolojik noérokimyasal ve davranmigsal degisiklikler overektomi yapilmis siganlara
intraperitoneal (i.p.) olarak uzun doénem D-galaktoz uygulanmasi sonucunda

olusturulmus ve bdylece AH’n1 taklit eden ideal bir kemirgen model elde edilmistir
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(157). Bu nedenle yaptigimiz arastirmada Alzheimer modeli olarak alinan overektomi
sonrast uzun dénem D-galaktoz uygulamasi yapilmis disi Sprague-Dawley siganlari
kullanilmustir.

Siganlarda biligsel ve motor yetilerin degerlendirilmesi amaciyla pek ¢ok farkl
diizenek kullanilmaktadir. Bunlardan bazilar1 rotarot diizenegi, sekiz kollu 1sinsal
labirent, T labirent, yilikseltilmis art1 labirent, acik alan ve Morris su tankidir. Sicanlarin
duygusal durumunu, sedasyonunu, lokomotor aktivitesini Ol¢gmede acik alanin
kullanilmasi ve ¢alismanin dogumu takiben 10. haftada yapilmasi 6nerilmektedir (174,
175). Morris su tanki Prof. Richard Morris tarafindan tanimlandigindan bu yana
kemirgenlerin 6grenme ve hafiza ¢alismalarinda sik¢a kullanilmaktadir.

Bu calismada acik alan ve morris su tanki deneyleri gerceklestirilmistir.

2.8. Sicanlarin Agriya Yanitlarin Degerlendirilmesi-Sicak Plaka (Hot Plate)
Testi

[k olarak 1953 yilinda Eddy ve Leimback tarafindan tanimlanmis ve kullanima
girmistir (176). Hot plate testi rodentlerin agri esiginin degerlendirilmesinde halen en
cok kullanilan yontemlerdendir. Temel olarak 50-56°C’ye kadar 1sitilmis bir bakir veya
aliminyum yilizeyden olusur. Hayvanin 1sitilan ylizey iizerinde belli bir bdolge
siirlarinda kalmasi i¢in hareket kabiliyetini sinirlamayacak biiyiikliikte cam veya
pleksiglas silindirler kullanilir. Yiizeye birakilmasindan hayvanin arka ayagini
cekmesine kadar olan siire hesap edilir. Literatiirde en ¢ok kullanilan yontemlerden biri
olmasina ragmen hayvanin agriy: algiladigr gézlemleme kriteri ¢esitlilik gosterir, hangi
davranigin agr1 belirtisi olarak kabul edilecegi konusunda sorunlar vardir ve zor bir
deney metodudur. Davranis sadece arka ayagin ¢ekilmesi olabilecegi gibi ayak ¢ekme
ve yalama, sallama veya sigrama seklinde olabilir. Nadiren hayvan sadece 6n ayaklarini
yalayabilir veya On ayaklarla baslayan reaksiyon arka ayagin yalanmasiyla sonlanabilir.
Bir farenin normal reaksiyon siiresi ortalama 5 ile 20 saniye arasinda degisir. Doku

hasarina neden olacagi igin test 30 s’den fazla uygulanmamalidir (177).
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Sekil 2.14. Sicak plaka (Hot plate) cihazi test diizenegi (178)
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deney Hayvanlarimin Saglanmasi

Ankara Kobay Deney Hayvanlar1 Laboratuvar Merkezinden saglanan 68 adet 13
haftalik disi Sprague—Dawley siganlar (250-300 g) ile ¢alisma gruplari olusturulmustur.
Calismaya baslanmadan 6nce Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu onayi
(2012/HADYEK/24) alinmistir. Bu si¢anlar sirkadyen ritme uygun olarak 12 saat
aydinlik ve 12 saat karanlik dongiisiinde, uygun nem ve sicaklik (22-25 °C) kosullarinin
kontrol altinda tutuldugu bir ortamda muhafaza edilmistir. Ortam kosullarina uyum
saglamalar1 i¢in 1 hafta bekletilmiglerdir. Mevsimsel kosullarda, her kafeste 6 adet
olacak bicimde plastikten yapilmig kafeslerde (20x35x45 cm boyutlarinda)
tutulmuslardir. igme suyu yukaridan sarkitilan, ucunda pipet bulunan cam siselerde
istenildiginde ulasilabilecek bigimde verilmis, hazir palet yem kullanilmis ve haftada 2
giin sicanlarin kafesleri temizlenmistir. Calismanin baglangicinda, bitiminde ve her

hafta olacak sekilde sigan kiitleleri kaydedilmistir.

3.2. On Cahsma

On ¢alismanin amaci, 6ncelikle AH nin patolojik bulgularini beyin dokusunda
histolojik yontemlerle belirlemektir. Sonrasinda, AH’nin ilerleyisine paralel olarak,
beyinde olusan AP plaklarin hiicre disinda yayilip yayilmadigini da belirleyerek
ilerlemis Alzheimer patolojisinin ICM kas hastaligim1 da tetikleyebilecegini
gosterebilmek i¢in, bu arastirmaya ayrilan siire igerisinde en uygun ve etkili enjeksiyon
zamanin1 belirlemektir. Bu dogrultuda istedigimiz olgularin olusumu i¢in bilateral
overektominin ardindan yapilan D-galaktoz enjeksiyonun zaman aralifini
belirleyebilmek icin 6n ¢aligma yapildi.

Mersin Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvar’indan saglanan 2
adet 13 haftalik disi Sprague—Dawley siganlar sirkadyen ritme uygun olarak 12 saat
aydinlik ve 12 saat karanhk dongiisiinde, uygun nem ve sicaklik (22-25 °C) kosullarinin

kontrol altinda tutuldugu bir ortamda muhafaza edildi. Ortam kosullarina uyum
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saglamalar1 i¢in 1 hafta bekletildiler. igme suyu yukaridan sarkitilan, ucunda pipet
bulunan cam siselerde istenildiginde ulasilabilecek bigimde verildi, hazir palet yem
kullanild1 ve haftada 2 giin sicanlarin kafesleri temizlendi.

Alzheimer hastalik bulgularini olusturmak i¢in segilen modelin birinci agamasi,
sicanlara ketamine HCI (Ketalar) 80 mg/kg ve xylazine HCI (Rompun) 10 mg/kg
intraperitonel (i.p.) yolla uygulanarak anestezinin saglanmasini takiben asagida cerrahi
prosediir kisminda belirtildigi gibi bilateral overektomi yapildi. Bir hafta iyilesme
stirecinin ardindan siganlarin birine 8 hafta digerine 10 hafta her giin, serum fizyolojik
(SF) soliisyonu iginde ¢ozdiiriilen, 100 mg/kg dozda D-galaktoz i.p. yolla uygulandi. 8.
haftayr tamamlayan sicana ketamine HCI (Ketalar) 80 mg/kg ve xylazine HCI
(Rompun) 10 mg/kg i.p. yolla uygulanarak anestezi saglandiktan sonra vaskiiler
perfliizyonla tespit islemini takiben kas ve beyin dokusundan biyopsi alindi. Alinan
dokular ayn1 tesbit soliisyonunda bekletildi. Immiinohistokimyasal isaretleme ile AP
plaklarin ~ olusumunu belirlemek i¢in 151k mikroskobik doku takibi ve
immiinohistokimyasal isaretleme protokolii asagida belirtilmis oldugu sekilde
gerceklestirildi. Ayni islem siras1t 10. haftayr tamamlayan sican i¢in de uygulandi.
Uygulamalar sonucunda 8. ve 10 haftasin1 tamamlayan si¢anlarin frontal korteksinde
goriilen A plaklarin yogunluguna bakilarak sirastyla; Alzheimer patolojisinin baslangig
evresinde ve Alzheimer patolojisinin ilerlemis evrede oldugu sonucuna ulasildi.

Her iki sicanin EDL kas dokusuna da ayni sirayla islemler uygulanip 1sik
mikroskobunda incelendiginde, beyinde (sekil 3.1) gozlenen patolojik bulgular kasta
(Sekil 3.2) goriilmedi.
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(b)

Sekil 3.1. (a) 8 hafta ve (b) 10 hafta boyunca D-galaktoz enjeksiyonu yapilan sican frontal
korteksinde immiinohistokimyasal isaretleme ile elde edilen AP peptitlerin ekspresyon
diizeylerinin 151k mikroskobundaki goriintiileri (biiyiitme giicii: x40 )

(b)

Sekil 3.2. (a) 8 hafta ve (b)10 hafta boyunca D-galaktoz enjeksiyonu yapilan sigan EDL kas
dokusunda immiinohistokimyasal isaretleme ile 1g1tk mikroskobundaki goriintiileri (biiylitme
giicii: x40) Her iki uygulama sonucunda da AP peptitlerin olugsmadigi gérillmektedir.
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3.3. Caliyma Gruplarinin ve Alzheimer Hayvan Modelinin Olusturulmasi

Calismaya alinan 68 adet 13 haftalik disi Sprague—Dawley siganlar (250-300 Q)
rastlantisal olarak bes gruba ayrild1 (Cizelge 3.1).

K: Kontrol (n=12)

SH: Sham (n=14)

O+D: Overektomi + D-galaktoz (n=14)

O: Overektomi (n=14)

O+D+H: Overektomi + D-galaktoz + Hup A (n=14)

Siganlar Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvar’inda
bir hafta ortama uyum sagladiktan sonra kiitleleri tartildi. Ayni1 giin igerisinde O+D;
Overektomi + D-galaktoz, O+D+H; Overektomi + D-galaktoz + Hup A ve O;
Overektomi gruplarindaki siganlara ketamine HCI (Ketalar) 80 mg/kg ve xylazine HCL
(Rompun) 10 mg/kg i.p. yolla uygulanarak anestezisinin saglanmasini takiben bilateral
overektomi yapildi. Bir hafta iyilesme siirecinin ardindan kiitle tartimi gergeklestirildi.
Alzheimer patolojisinin gergeklesip ger¢eklesmediginin kontrolii agisindan, deneylere
baglamadan 6nce yapilan 6n g¢alismaya dayanarak, O+D ve O+D+H gruplarindaki
siganlarda Alzheimer hayvan modelini olusturabilmek i¢in overektominin ardindan 10
hafta boyunca her giin 100 mg/kg dozda D-galaktoz i.p. yolla uygulandi. 10 haftalik D-
galaktoz uygulamasinin 8. haftasinda 6n ¢alismamizda goriildigii iizere frontal korteks
dokusundaki amiloid plaklarin varligi patoloji baslangici olarak ele alindi. On
calismamizin 10. haftasinda elde ettigimiz ilerlemis patolojik bulguyu hedeflemek
amaci ile 8. haftadan itibaren O+D grubu sicanlarina i.p. yolla D-galaktoz uygulamasi,
10. haftaya tamamlamak kosulu ile devam edilirken, O+D+H tedavi grubunda ise 10.
haftaya kadar uygulanan D-galaktozla birlikte SF soliisyonu iginde ¢ozdiiriilen 0,1
mg/kg’lik dozda Hup A uygulanip, ek olarak 11. haftaya kadar devam edildi. O
grubundaki siganlara sadece bilateral overektomi yapildi. SH grubundaki siganlara 0,5-
1,0 cm’lik bir insizyon agilarak, overektomi yapilmayip emilemeyen iplikle dikildi. SH
grubundaki sicanlarin iyilesmesini takiben, O+D ve O+D+H ile ayni siireyle 10 hafta
boyunca her giin 100 mg/kg dozda D-galaktoz i.p. yolla uygulanmis olup, HUpA yerine
de 5 ml SF uygulamasi yapildi. K grubuna da 11 hafta boyunca, 5 ml SF enjeksiyonu
yapilan saglikli siganlardan olusturuldu (157).
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Cizelge 3.1. Deney semasi: Kontrol ve deney gruplari. K: Kontrol; SH: Sham; O+D:
Overektomi + D-galaktoz; O: Overektomi; O+D+H: Overektomi + D-galaktoz + Hup A.
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Grup O+D ve O+D+H’da yer alan tiim sicanlarda AH olusturmak i¢in segilen
modelleme protokolii yerine getirildikten sonra, ndrodejeneratif patolojinin etkilerini
saptamak igin, ¢alismada yer alan tiim siganlarin,

1. Acik alan deneyi ile lokomotor aktivitesine,

2. Morris su tanki deneyi ile spasyal bellek performansina,

3. Hot plate deneyi ile agr1 esigine olan etkisine bakildi.
Buna ek olarak bu ¢alismada;
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4. Sigan hipokampus ve frontal korteksinde olusan A peptitlerin ekspresyonlarinin
ve AChE aktivitelerindeki degisikliklerin immiinohistokimyasal isaretleme ile
151k mikroskobunda boyama yapilarak goriintiillenmesi gerceklestirildi.

5. AH’nin ilerleyen evrelerinde gelisebilen ICM hastalig1 neticesinde olusan
patolojinin kas iizerine etkilerini incelemek igin, biyokimyasal olarak serum ve
kas dokusunda TOK ve TAK parametreleri 6l¢iildii.

6. EDL kasmin elektriksel ve mekanik aktivite kayitlart incelendi.

Bu amagla, oncelikle, ¢calismada olusturulan kontrol ve deney gruplarinda yer
alan sicanlarin tamaminda davranis testleri ve hot plate testi yapilmis ve sonrasinda, her
grupta yer alan sicanlarin 6 tanesi histolojik analizler i¢in, her bir gruptan geri kalan
sicanlar ise biyopotansiyel ve biyomekanik kayitlarda ve biyokimyasal analizlerde
kullanilmak tizere ayrildi.

Tim incelemeler ve kayitlar yapildiktan sonra sicanlar anestezi altinda

eksanguinasyon yontemiyle sakrifiye edildi.

3.4. Cerrahi Prosediir: Overektomi

Sicanlar Ankara Kobay Deney Hayvanlari Laboratuvar’indan getirildikleri
giinden itibaren 1 hafta Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuvar’ma uyum saglamalari i¢in bekletildikten sonra, ketamine HCI (Ketalar) 80
mg/kg ve xylazine HCI (Rompun) 10 mg/kg i.p. yolla uygulanarak anestezinin
saglanmasini takiben 2. ve 5. lumbar vertebralar hizasinda linea alba tizerinde 0,5-1,0
cm’lik bir insizyon acildi. Siganlarda deri esnek oldugu i¢in ovaryumlar alinirken,
uygun tarafa dogru cekilip esnetildi. Hafif bir manipiilasyon ile ovaryumlar ve
etrafindaki yag doku saptanip disar1 ¢ikartildi. Operasyonda oviduktun tamami
alinmadigr durumda 6strus dongiisii devam edebileceginden ovaryumdan hicbir parga
birakilmadi. 4-0 emilebilir bir iplik ile uterus ve damarlarinin kranial kismi ligatiire
edildi. Peritoneal ve miiskiilar aciklik ayni sutur igerisine alinarak emilebilir iplikler ile
dikildi. Deri insizyonu emilemeyen iplikle dikildi. Anesteziden uyanmanin uzun

stirecegini 6ngordiigiimiiz igin deri alt1 s1v1 takviyesi (SF) yapildi (179-182) (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Siganlarin overektomi goriintiileri

3.5. Davrams Deneyleri

Ortama uyum saglamalart ve ayni streslere maruz kalmalar1 i¢in davranig
deneylerine baslamadan bir hafta dnce tiim siganlar Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali Davranig Deneyleri Laboratuvar’ina alindi. Davranis deneyleri
27. haftasin1 tamamlamis siganlara uygulandi.

Davranig deneyleri, camlarina hem 151k hem de ses yalitimi amaciyla kopiikle

izolasyon uygulanan bir odada (2,9 mx3,9 mx3,1 m) yapildi. Bu odanin, oda sicakligini
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sabitlemek icin dijital olarak sicakligi ayarlanabilen klima yerlestirildi. Oda sicaklig
23°C’de sabit tutuldu. Ayrica deney sirasinda 151k siddeti ayarlanabilen dort adet halojen
lamba ile 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik ritmi, otomatik bir ayarlayici ile saglandi.
Tim deneyler Noldus Ethovision XT yazilimi vasitasiyla kaydedildi.

Tiim deneyler siiresince siganlar ayni arastirmaci tarafindan diizeneklere
kuyruklarindan tutularak birakildi. Bir deneyin biitiin gruplara uygulanisi siliresince
arastirmact ayni renk kiyafet giydi ve odada ayni yerde durdu. Davranis deneylerine
sabah saat 09:00°da basland1 ve en geg saat 16:00’da bitirildi. Dort adet seffaf plastikten
yapilmis, talagsiz ve kuru kap bekleme kafesi olarak kullanildi. Her sican diizeneklere
birakilmadan 6nce 5 dakika siireyle bu kaplarda bekletildi. Deney siiresince her kafes
degisiminde bu kaplar yikandi. Acik alan deneylerinde her siganin birakilmasindan 6nce
alan temizlendi. Morris Su tankinin dibinde biriken kirler, her giin deney bitiminde
vakumlu bir sistemle temizlendi. Hayvan kafesleri haftada iki giin diizenli olarak

temizlendi.

3.5.1. Lokomotor Aktivite Deneyi (A¢ik Alan)

Sicanlarin lokomotor aktivitesinin degerlendirilmesi i¢in agik alan deneyi yapildi
(Sekil 3.4). Deney, tiim siganlara 27. haftayr tamamlamalarindan sonra bir giin, sadece
bir defa ve 5 dk siireyle, saat 09:00 ile 15:00 arasinda uygulandi. Ekrandaki goriintiiye
gore merkez baslangic alani olarak belirlendi ve kuyruklarindan tutulan siganlar yiizleri
alanin duvarina bakacak sekilde birakildi. 100x100 cm? Olgiilerindeki zeminde bes
dakika boyunca kat ettikleri mesafe (cm) ve hareket hizlar1 (cm/s) tiirtinden kaydedildi.

Deney bitiminde si¢anlarin kiitleleri 6l¢iildii.
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Sekil 3.4. A¢ik Alan Diizenegi (100x100 cm?)

3.5.2. Ogrenme ve Hafiza Deneyleri (Morris Su Tanki)

Siganlarin spasyal bellek performansinin dl¢iimii D-galaktoz ve Hup A
enjeksiyonlarinin bitiminden sonra dogumlarinin 27. haftasinda yapildi. R=150 cm
capli, h=60 cm derinliginde, sicaklik kontrollii, paslanmaz ¢elik bir su tanki kullanildi

(Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Morris su tankinin iistten ve yandan goriiniimii. (R=150 cm, h=60 cm)
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Tankin c¢evresine goriilebilir ve yerleri sabit gorsel ipuclart yerlestirildi (Sekil
3.6). Deneyler hergiin saat 09:00-15:00 arasinda uygulandi. Bilgisayar ekranindaki
goriintli tizerinden su tanki giliney bati, kuzey bati, giiney dogu ve kuzey dogu olmak
tizere dort esit kadrana bolindii. Tank 42 cm derinlik olacak sekilde ve 22+1 °C

sicakliginda suyla dolduruldu.

Sekil 3.6. Morris su tanki deneyine ait sabit gorsel ipuglari.

Deneyin ilk giiniinde 15 cm capli platform ilk dort giin gizlenecek bigcimde 40
cm yikseklige ayarlanip, yeri sabit olarak giiney bati kadraninin orta noktasina
yerlestirildi. Deneyin ilk glinii tiim sicanlar kuzeyden baslanip saat yoniinde ilerleyerek
her yonden bir kez olmak kosuluyla toplam dort kez, baslari su tanki duvarina doniik

olacak sekilde suya birakildi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Spasyal hafiza deneyinde 1. giinde siganlarin suya atilis semasi (ilk atis kuzey
kadranindan yapilir ve saat yoniinde ilerleyerek her sican icin giinliik toplam 4 atisla
deney tamamlanir).

Deneyin 1, 2, 3 ve 4. ginlerinde hergiin kuzey, dogu, giiney ve bati
noktalarindan atislarin yapilmasi saglandi (Sekil 3.8).
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1. Giin 2.Gin 3.Gin 4. Gin 5. Gin

Sekil 3.8. Spasyal hafiza deneyi giinlere gére uygulama semas: (KD:Kuzey-Dogu (KD3),
GD:Giliney-Dogu (KD4), GB:Giiney-Bat1 (KD1), KB:Kuzey-Bati (KD2) kadranini, oklar ise her
giiniin ilk atig yapilan yoniinii géstermektedir).

Siganlar her atista 60 saniye (s) siire ile yiizdiiriildii, bu siire i¢inde platform
izerine ¢ikip 5 s orada kalan siganlar deneyin bu asamasini tamamlamis olarak kabul

edildi ve 15 s siireyle platform tizerinde kalmalarina izin verildi (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Morris su tankinda platformu bulan bir si¢anin {istten goriiniimii.
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60 s i¢inde platformu bulamayan sicanlar elle yonlendirilerek yiikseltiyi
bulmalar1 ve 15 s siireyle platform {izerinde kalmalar1 saglandi. Dort giin boyunca her
atista platformu bulma siireleri kaydedildi. Deneyin 5. giinii platform cikarilarak bati
kadranindan tek atis yapilip 60 s siiresince kayit alindi. Bu siire sonunda eskiden
yiikseltinin oldugu giiney bati kadraninda ortalama gecirdikleri siire (S), yiizme hizlar

(cm/s) ve katettikleri mesafeler (cm) tiiriinden kaydedildi.

3.5.3. Agn Esigini Saptama Deneyi (Sicak Plaka-Hot Plate)

Bu yontemde, denekler sicakligi 52°C’ye ayarlanan metal zeminli bir pleksiglas
silindirik ortama birakildiktan sonra arka ayagini ¢ekme davranisi kriter olarak alindi ve
bu davranisi gosterdikleri zamana kadar gegen siirenin Olgiimii yapildi. Doku
zedelenmesini 6nlemek icin cut—off degeri olarak 30 s belirlenmis olup, bu siire i¢inde

teste yanit vermeyen hayvanlar cihazdan alindi (Sekil 3.10).

Sekil 3.10. Sicak plaka (Hot plate) sistemi
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3.6. Biyopotansiyel ve Biyomekanik Kayitlar

Calismada bulunan biitiin siganlarin, once sol bacaklarindan kas elektriksel
aktivite kaydi, hemen sonrasinda ise sag bacaklarindan kas mekanik aktivite kayitlari
alindi. Bu amagcla siganlarin rektal prob ile viicut sicakligimin 6l¢iilmesinden sonra
ketamine HCI (Ketalar) 80mg/kg ve xylazine HCI (Rompun) 10 mg/kg i.p. yolla
uygulanarak anestezisinin saglanmasii takiben kilolar1 tartilip, elektrikle isitilan
AOT0801-DC Hayvan Operasyon masasina (DC-Heated) yiiz {istii yatar pozisyonda
tutturuldu (Sekil 3.11). Boylece kas diseksiyonu, elektriksel ve mekanik aktivite kaydi
stiresince rektal sicakligin 37-38 °C’de tutulmasi saglandi. EDL kasinin mekanik
aktivitesini kayitlamak igin Siganlarin sag bacagi traglanarak EDL kasi fasyasindan
ayrilip, tendon kisimlarindan 2-0°lik ipek siiturla baglanarak izole edildi (Sekil 3.12).
Izole edilen EDL kas1 tendonlarma baglanan 2-0’lik ipek siiturlarla bir ucu izometrik
kuvvet cevirecine ve diger ucu da 10 ml’lik Krebs soliisyonu igeren organ banyosuna
yerlesecek sekilde baglanarak asildi ve kayit alinincaya kadar bu kosullarda bekletildi.

Sag EDL kasmin izole edilmesi ve organ banyosunun i¢inde beklemeye
alinmasini takiben, EMG kayd: i¢in sol EDL kasi etrafindaki dokulardan ayrilarak

goriilebilir duruma getirildi.

Sekil 3.11. Isitmali operasyon masasina yatirilmis siganin {istten goriiniimii.
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Sekil 3.12. Siganlarin EDL kasi diseksiyonu.

3.6.1. EDL Kasimnin Elektriksel Aktivite Kaydi (EMG-BKAP)

Etrafindaki dokulardan ayrilarak goriilebilir duruma getirilen sol EDL kasinin
1/3 proksimal kismina bipolar uyarici elektrotlar1 ve ayni anda sol EDL kasimin 1/3
distal kismma bipolar yiizeyel disk kaydedici elektrotlar1 yerlestirildi (Sekil 3.13),
toprak elektrodu ise uyari verilmeyen diger uyluga yerlestirildi. EDL kasina ait bilesik
kas aksiyon potansiyeli (BKAP) kayitlandi. Calismada, elde edilen BKAP’lara ait
tepeden tepeye genlik, motor latans, alan, siire ve pik latans parametreleri BIOPAC Veri

Toplama ve Analiz Programi ile (Santa Barbara, USA) 6l¢iildii.

59



-~

2eD

u‘

> | Uyaric Elektrotlar

—

> N

Z
A

{ 08
| KaydediciEIekrotIr

o =

/
)l

Sekil 3.13. EMG kaydi i¢gin bipolar yiizeyel disk elektrotlarinin yerlesimi.

3.6.2. EDL Kas1 Mekanik Yanitlarinin Kayit Teknigi

EDL kast mekanik yanitlarinin kayitlanmasinda izole organ banyosu (Isolated
Organ Bath Stand Set-1OB S99) ve izometrik kuvvet transduseri (¢evireci) (FDT 05
Force Displacement Transducer) kullanilmustir (Sekil 3.14). Organ banyosunda bulunan
Krebs ¢ozeltisinin igerigi mM/L; 118 mM NaCl, 4,8 mM KCI, 1,2 mM MgS04, 1,2
mM KH2PO4, 10 mM glukoz, 23,7 mM NaHCO3, 2,5 mM CaCl,’den olusturulmustur.
EDL kasi, iki adet platin tel elektrot arasina yerlestirilerek, elektrotlarin direkt olarak

dokuya temas etmesi saglanmistir.
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Sekil 3.14. Kas mekanik yanitlarinin kaydedilmesinde kullanilan izole organ banyosu
sistemi.

Banyo soliisyonu, sicakligin kontrol edilebilmesini saglayan 1sitic1 sirkiilator
(Heating Circulator/Model MAY WBC 3044-PR) ile 37 °C’de tutulup, stirekli olarak
%950, ve %5CO; karigimi ile gazlandi. EDL kasinin bulundugu Krebs soliisyonu 15'er
dakikada bir degistirildi ve kas, banyo ortamina adapte olarak dengeye gelebilmesi igin
bu ortamda 30 dakika bekletildi (183, 184). izole organ banyosuna asili doku
preparatlarinin elektriksel stimiilasyona (0,5 ms siireli, supramaksimal genlikli kare
puls) verdigi kuvvet yanitlari, izometrik kuvvet ¢evirecinden iletilen yanitlart fark
amplifikatorii aracilifiyla bilgisayar ortamina aktaran veri kayit ve analiz sisteminde
(BIOPAC MP100 Systems Inc. Santa Barbara, ABD) kaydedildi. BIOPAC MP100
sistemindeki stimulatoriin maksimum uyar1 ¢ikist £5 V degerindedir. Bu degerin,
kaslarin uyarilmasi ig¢in gereken supramaksimal uyari voltajina uygun bir aralikta
olmadig1 saptanmistir. Bu nedenle BIOPAC MP100 sistemindeki stimulator, g¢ikis
voltaj1 150 V’a kadar ayarlanabilen bir stimulus izolatore baglanarak 6n denemeler

yapilmis ve sonug olarak EDL kasinin yaklasik 40 V ile supramaksimal genlige ulastigi
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gbzlenmistir. Boylece calisma boyunca EDL kaslarinda supramaksimal genlikte
mekanik aktivite kayitlar1 elde edebilmek amaciyla uyar1 voltajinin genligi 40 V olarak
kullanildi. Kas mekanik sinyalleri, deney sonrasi analizlerinin yapilmasi i¢in, 16 bitlik
bir A/D g¢evirici iinitesi yardimiyla ve uygun Ornekleme araligi (15000 Ornek/s)

kullanilarak dijital degerlere ¢evrildi.

3.6.3. Optimum Kas Boyunun (L) Belirlenmesi

Krebs soliisyonundaki dengeleme periyodundan sonra, her bir EDL kasi igin,
maksimum kasilma kuvvetinin elde edildigi optimum kas boyu (Lo) belirlendi (Sekil
3.15).
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iZOMETRIK KUVVET
CEVIREC

MIKROMETRE

EDL KASI

Sekil 3.15. Optimum boyu (L) belirlenmis sigan EDL kasi.
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Her bir EDL kasiin tek ve farkli frekanslarda (10, 20, 40, 80, 100 ve 150 Hz)
uyarilar igin olusturacagi izometrik kuvvet yanitlarim1 kaydetmeden once, her bir kasi
optimum Lo boyuna getirecek olan 6n gerim degerleri saptandi ve her bir uyari
protokolii uygulanmadan 6nce kas preparatini optimum boya getirecek olan uygun 6n

gerim degerleri, kasin bir ucuna bagli olan bir mikrometre araciligi ile ayarlandi.

Optimum uzunluga getirilmis olan kas preparatina ait 6rnek izometrik sarsi

egrisi Sekil 3.16°da goriilmektedir.

10000000

S.000000

Stimulus Voltage
‘olts

0000000

-5.000000

185928 957

JM\\ 135928 957

28928.997 Z

Force

3528997
aat

-1071.003

0.000 0.300
seconds

Sekil 3.16. Maksimum kasilma kuvvetinin elde edilebilecegi optimum kas
boyuna (L) getirebilmek i¢in dngerim (yaklasik 2-3 g) uygulanmig bir si¢an
EDL kasindan, tek bir uyar1 uygulanmasi sonucu elde edilen izometrik sars1
egrisi i¢in ornek bir kayait.
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3.6.4. Uyan Protokolii ve Olciilen izometrik Sars1 Egrisi Parametreleri

Tek bir uyariya yanmit olarak EDL kast i¢in kaydedilen izometrik sarsi
egrilerinden,;

+« Maksimum kasilma kuvveti (P+,),

¢ Kasilma siiresi (CT),

% Yar1 gevseme siiresi (%50 RT) ve

+«»+ Toplam sars: siireleri (TCT) 6l¢iildii (Sekil 3.17).

P (kuvvet)
A

N
>t (zaman)

Sekil 3.17. Tek bir uyariya yanit olarak kaydedilmis EDL kas1 egrisinden
Olglilen parametreler (Prt,: maksimum kasilma kuvveti, CT: kasilma
stiresi, %50 RT: yari-gevseme siiresi ve TCT: toplam sarsi siiresi).

Her bir EDL kasini, kendi optimum boyuna getiren uygun O6n gerimler
saptanarak kasa uygulandiktan sonra, 5’er dakika ara ile tek uyari, 10, 20, 40, 80, 100 ve
150 Hz frekansli uyaranlar verildi ve kas mekanik yanitlari kayitlandi1 (185-187). EDL
kas1 kuvvet yanitlari i¢in 6rnek kayitlar Sekil 3.18-3.19 ve 3.20°de goriilmektedir.

Kayitlar alindiktan sonra izole organ banyosundan alinan kas preparatlari
kurutma kagitlari ile kurutulup, kiitleleri hassas terazide, boylari ise bir cetvelle 6l¢iildii.
Kas yogunlugu 1,056 g/cm2 alinarak kas kesit alan1 (CSA), asagida verilen (1) numarali
formiil ile hesaplandi (188-190).
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kas kiitlesi (g) M

CSA (cof) = :
Lﬂ[cm)tl.{}_“ﬁ gleni)

Her bir uyan protokolii i¢in kaydedilen izometrik sarsi egrilerinden kuvvet
degerleri 6lciildii ve her bir deger CSA’ya boliinerek normalize edildi. Istatistiksel
analizlerde, normalize edilmis tepe sars1 kuvvetleri P; (i=Tw, 10, 20, 40, 80, 100 ve 150
Hz), maksimum tetanik kuvvet Py (150 Hz frekansindaki uyariya karsi olusan kuvvet)

ve her bir frekans degeri i¢in hesaplanmis olan Pi/Pgy oranlari degerlendirilmeye alindu.
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Sekil 3.18. Sigcan EDL kasimin (a) 10 Hz ve (b) 20 Hz frekansh
uyaranlara kars1 olusturdugu sarsi egrileri i¢in 6rnek kayitlar.
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Sekil 3.19. Sican EDL kasinin (¢) 40 Hz ve (d) 80 Hz frekansli uyaranlara karsi
olusturdugu sars1 egrileri i¢in drnek kayaitlar.
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Sekil 3.20. Sican EDL kasinin (e) 100 Hz ve (f) 150 Hz frekansli uyaranlara
kars1 olusturdugu sarsi egrileri i¢in 6rnek kayitlar.
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3.7. Davramis, Biyopotansiyel ve Biyomekanik Deney Sonuclarinin
Immiinohistokimyasal Yéntemle Desteklenmesi icin Doku Fiksasyon
Islemi (Perfiizyon Yontemi)

Isik mikroskobik doku takibi ve immiinohistokimyasal isaretleme ile beynin
hipokampus ile frontal korteksinde AP peptitlerinin olusturdugu agregatlar1 ve AChE
aktivitesini belirlemek i¢in perfiizyon yontemi uygulandr (191).

Bu yontemi uygulamak igin, oncelikle siganlara ketamine HCI (Ketalar) 80
mg/kg ve xylazine HCI (Rompun) 10 mg/kg i.p. yolla uygulanarak derin anestezi altina
alindi. Toraks duvart processus xiphoideus’dan baslanip, kostalarin iki yanindan,
parasternal ¢izgi hizasindan kesilerek ac¢ildi ve cranial yonde kaldirilip, sabitlendi.
Diyafram ve perikardium kesildi. 5000 {inite sodyum heparin, 1 ml % 0.9’luk serum
fizyolojik i¢inde eritilerek sol ventrikiilden dolasima verildi. Sonra sag atriuma ensizyon
yapilarak kanin disar1 akisi saglandi. Kalp kontraksiyona devam ederken kaniil ile apeks

tarafindan sol ventriikiil igine girildi (Sekil 3.21).

Sekil 3.21. Doku fiksasyon islemi i¢in kullanilan perfiizyon yontemi
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Kaniil vasitastyla kan viicuttan uzaklasincaya kadar sol ventriikiile %0,9’luk
serum fizyolojik soliisyonu ( yaklagik 100 ml) verildi. Perflizyonun baslamasindan 5-10
dakika sonra siganin tiim kani disar1 akitildi ve organlar soluklasti. Ardindan ayni
sekilde 0.1 M A+B tamponlu (pH:7.4) % 4 paraformaldehit tespit solusyonu
ventriikiilden dolasima verildi. Siseler deney hayvanindan yaklagik 1-1,5 m yiiksekte
tutuldu (Sekil 3.22). Kalp kontraksiyonu durdugunda sivilarin viicuda verilmesinde bu
yiikseklikten yararlanildi. Sigana 15 dakika icinde yaklasik 200 ml tespit solusyonu
verildi. Perfiizyona biitiin viicut sertlesinceye ve 6zellikle organlar (karaciger, akciger

v.s.) beyazlasincaya kadar devam edildi.

Sekil 3.22. Dokularin 11k mikroskobik incelemesinde kullanilan fiksasyon islemi
sirasinda (perfiizyon fiksasyon yontemi) solusyonlarin yaklasik 1-1,5 m
yiikseklikten deney hayvaninin dolagimina verilmesi
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Vaskiiler perfiizyonla tespit islemini takiben beyin (Sekil 3.23) ve EDL kasindan
biyopsi alindi. Alinan dokular ayni tespit soliisyonunda bohgalanmis bir sekilde
bekletildi.

Daha sonra 151k mikroskubu i¢in dokular fikse edilmelerini takiben akarsuda
yikandi. Artan derecelerde alkollerden gegirildi (%70, 80, 90, 96). Ksilol ile
seffaflandirma islemi yapildi. Ksilol + sivi parafin karigiminda bekletildikten sonra
dokular sivi parafine gomiildi. Mikrotomla adeziv lamlara 5 um kalinliginda kesitler
alinip, deparafinizasyon islemi icin 60°C etiivde 1 saat bekletildikten sonra oda 1sisinda
3X10 dakika ksilolden gegcirildi. Rehidratasyon igslemi i¢in derecesi giderek azalan alkol
serilerinden gegirilerek distile suya alindi. Fiksasyon ve parafine gomiilmekten
kaynaklanan antijen maskelenmesini ortadan kaldirmak igin tripsin (pH:7,6) iginde
37°C’de (Bio-Optica Milano Spa®) 30 dakika muamele edilip, bu islemden sonra taze
hazirlanmis fosfatli tuz tamponu (PBS) ile 3X5 dakika yikandi.

Sekil 3.23. Doku fiksasyon islemi i¢in yapilan perfiizyon iglemi sonucu

diseke edilen beyin dokusu.
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Endojen peroksidaz aktivitesinin yok edilmesi i¢in distile suda %12,5’luk olarak
hazirlanmis hidrojen peroksit (H,0>) ile 10 dakika inkiibe edildi. Tekrar PBS ile 3X5
dakika yikandi. Nonspesifik antikor baglanmasini ve bundan dolay1 olusabilecek zemin
boyamasini engellemek i¢in Novocastra TM Protein Block ile 8 dakika inkiibe edildi.
Dokularin {izerindeki protein blok uzaklastirildi ve yikama yapilmadan PBS icinde
%0,5°1ik sigir serum albumin (BSA) ile sulandirilmis Amyloid beta precursor protein
antikoru Abcam (ab32136) veya asetilkolin esteraz antikoru Abcam (ab2802) 1/25
diliisyonunda damlatilip, kesitler nemlendirilmis kapali bir kap i¢inde oda 1sisinda 1
gece inkiibe edildi. Bir kez daha PBS ile 3x5 dakika yikandi. Biotin ile baglanmis
polivalan sekonder antikor (Scytek®) damlatilarak oda 1sisinda 10 dakika bekletildi.
Yeniden PBS ile 3x5 dakika yikandi. Streptavidin peroksidaz enzim soliisyonu ile 10
dakika inkiibe edildi. PBS ile tekrar 3X5 dakika yikandiktan sonra peroksidaz substrati
olan diaminobenzidin (DAB) damlatilip, boyanma yogunlugu mikroskop altinda kontrol
edilerek 3-5 dakika inkiibe edildi. Bu islemden sonra distile suda 5 dakika yikandi.
Hematoksilen ile 5-10 saniye zit boyama yapilip, akarsuda berraklasana kadar yikandi.
Kesitler derecesi artan alkollerden gegirilerek dehidrate edildi. Ksilolden 3x5 dakika
gecirildikten sonra entellan ile kapatildi. Kontrol amaciyla ayrilan kesitlere primer
antikor igermeyen %0,5 PBS-BSA damlatildi ve daha sonra protokole ayni sekilde
devam edildi. Dokular, 151k mikroskobu (Olympus®BX50 Olympus GmbH, Almanya)
ile incelendi. Ayni mikroskoba eklenmis dijital kamera (Nikon®CoolpiX5000, Nikon
Corp. Tokyo, Japonya) ile fotograflari ¢ekilerek AH patolojisinin temel bulgularindan
birisi olan ve bir¢ok sistemi etkileyebilen AP birikiminin gdsterilmesiyle AH olusum
ispatina gidildi ve ayrica AChE aktivitesi gosterilmesiyle de Hup-A tedavisinin

etkinligi degerlendirildi.

3.7.1. Isik Mikroskobik Degerlendirme

Isik mikroskobik diizeyde, immiinohistokimyasal isaretleme ile beynin frontal
korteksinde meydana gelen AP peptitlerinin olusturdugu agregatlar ve AChE aktivitesi,
Amyloid beta precursor protein antikoru Abcam (ab32136) veya asetilkolin esteraz
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antikoru Abcam (ab2802) ile isaretlenme diizeyine bakilarak boyanma yogunlugu
degerlendirildi.
Degerlendirme:

Hig isaretlenme yok: 0

Yer yer isaretlenme var: +

Orta diizeyde isaretlenme var: ++

Kuvvetli isaretlenme var: +++

sekilde yapildi.

3.8. Biyokimyasal Analizler

AH’nin olusum mekanizmasini agiklayabilmek amaciyla, tiim gruplarin serum
orneklerinde ve EDL kas dokusunda serbest radikal metabolizmasi (Total Antioksidan
Kapasite (TAK) ve Total Oksidan Kapasite (TOK) incelendi. inceleme Mersin
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Biyokimya Laboratuvari’nda gergeklestirildi.
Bu amagla elektrofizyolojik kayitlar1 takiben siganlarin kalpleri igine girilerek alinan
kan ornekleri 20 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra, 4000 rpm’de 5 dakika siireyle
santrifiij edildi (192). Dokular serum fizyolojik ile 1/10 oraninda seyreltilerek
homojenize edildi. Analiz yapilana kadar serum ve doku 6rnekleri -80°C’de bekletildi.
Tiim analizler Abbott Architect Plus C 8000 Auto analyzer cihazi kullanilarak yapildi.

TOK analizlerinde 6rnekteki oksidanlar ferréz iyon-selatdr kompleksini ferrik
iyonlara okside ederler. Reaksiyon ortamindaki artirict molekiiller tarafindan
oksidasyon reaksiyonu uzatilir. Ferrik iyonlar, asidik ortamdaki kromojenlerle renkli
kompleks olustururlar. Spektrofotometrik olarak Olgiilebilen renk yogunlugu 6rnekteki
total oksidan molekiil miktartyla iligkilidir (193). Yontem hidrojen peroksitle kalibre
edildi ve sonuglar litrede mikromolar hidrojen peroksit ekivalan olarak verildi (umol
H.0, Equiv. /L) (Rel Assay Diagnostics).

TAK analizlerinde 6rnek icindeki antioksidanlar koyu mavi-yesil renkli ABTS
radikallerini renksiz ABTS formuna indirgerler. 660 nm’de Oolgiilen absorbans

degisikligi ornekteki total antioksidan diizeyi ile iligkilidir (194). Yontem bir stabil
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antioksidan soliisyonu olan vitamin E analogu Trolox Equivalan ile kalibre edildi (Rel

Assay Diagnostics).

3.9. Istatiksel Analizler

Veriler SPSS 21, Statistica 8.0 ve Medcalc v13.2.2 paket programi kullanilarak
degerlendirildi. Siirekli dlgiimlere ait normallik kontrolleri Shapiro Wilk testi ile test
edildi ve verilerin normal dagilim gosterip gostermedigine bakildi. Normal dagilim
gosteren verilerde varyanslarin homojenliginin kontrolii Levene testi ile yapildi.
Calismada 2’den fazla bagimsiz grup oldugundan normal dagilim gosteren verilerde
gruplar aras1 farklilik olup olmadigi Varyans Analizi (One Way ANOVA) ile test edildi.
Istatistiksel olarak anlamli fark bulunmasmi takiben, varyanslari homojen ise bu
farkliligin hangi gruplar arasinda olduguna Bonferonni Post Hoc testi ile fakat
varyanslari homojen degilse Dunnett’s T3 Post Hoc testi ile karar verildi. Normal
dagilim gostermeyen verilerde ise gruplar arasinda farklilik olup olmadigi Kruskal
Wallis testi kullanilarak saptandi. Kruskal Wallis testi sonucu anlamli ¢ikan verilerde,
farkliligin hangi gruplar arasinda olduguna Dunn testi ile karar verildi. Spasyal hafiza
deneyinde her bir gruba ait giinler arasindaki farkliliklar tekrarlanan 6l¢iimli deneme
diizenlerinin analizi ile (Repeated measures ANOVA) incelendi. Tanimlayici istatistik
olarak normal dagilim gosteren verilerin analiz sonuglar1 ortalama ve standart sapma
(orttss) degerleri ile, normal dagilim gostermeyen verilerin tanimlayici istatistikleri ise
medyan ve ¢eyreklikler (Q1-Q3) ile verildi. Istatistiksel anlaml farklilik olarak p<0,05

alindi.
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4. BULGULAR

Calismaya alinan 68 adet 13 haftalik disi Sprague-Dawley siganlardan iki tanesi
anestezi, iki tanesi overektomi sirasinda, bir tane sigan da davranis deneylerini yapmak
tizere getirildigi fizyoloji laboratuvarinda ortam kosullarinin degismesinden dolay1 61di.

Boylece biitiin deneyler 63 sicanla yapildi.

4.1. Sicanlarmn Viicut Kiitlesi

Her bir grupta yer alan siganlarin ilk kiitle 6l¢iim degerleri (ort+ss) ve dekapite
edilmeden hemen Once alinan son kiitle Ol¢iim (ort+ss) degerleri Cizelge 4.1°de
goriilmektedir. Ilk viicut kiitle degerleri gruplar arasi karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik goriiliirken (p<0,001), son viicut kiitle degerleri i¢in gruplar
aras1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gériilmedi (p=0,393)
(Cizelge 4.1).

Her bir grup icin ilk kiitle degerleri ile son kiitle degerleri karsilastirildiginda ise

K grubu hari¢ diger gruplarda istatistiksel olarak anlaml farklilik gortildii (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.1. Sicanlarin ilk kiitle ve son kiitle 6l¢iim degerlerinin gruplar arasi karsilagtirilmasi.

(ortalamazstandart sapma)

GRUP iIk Viicut Kiitlesi (g) Son Vucut Kutlesi (g)

332123 360 +59
X

271119 33532
X

27019 359 £53

26415 ¥ 374444
X

26313 352 £ 52

P
Degerleri

*: K ile karsilastirildiginda p<0,001

77



Cizelge 4.2. Her bir grup i¢in ilk viicut kiitlesi ile son viicut kiitlesi 6l¢iim degerlerinin karsilagtiriimast.

(ortalama+standart sapma)

GRUP Ik Viicut Kiltlesi (g) Son Vicut Kitlesi () Deg"]:rleri
382423 360459 0,121
211119 335132 0,000
210419 359 £53 0,000
266£15 314144 0,000
263113 362152 0,000

4.2. EDL Kas Kiitlesi/Sigan Viicut Kiitlesi Oranm Bulgulari

Her bir grupta yer alan sigcanlarin EDL kas kiitlelerinin (mg) viicut kiitlelerine
(9) oran1 hesaplandi (Sekil 4.1). Kas kiitle (mg) / Sigan Viicut kiitle (g) oranlart gruplar
arasinda karsilagtirlldiginda istatistiksel olarak anlamli bir farkliik (p=0,177)

saptanmadi.
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Sekil. 4.1. Siganlarin gruplara gore kiitle oran (EDL kas kiitlesi/viicut kiitlesi) degerlerinin
dagilimi (ortalamaztstandart sapma) (p=0,177).

4.3. Davrams Deneyleri ile lgili Bulgular

4.3.1. Acik Alan Lokomotor Aktivite Deneyi

Agik alan deneyinde her grubun 5 dakikada ortalama katettigi mesafe, hareket
hizlar1 ve merkezde katettigi mesafe olgiildii (Cizelge 4.3). Merkez disinda ortalama
katedilen mesafe (cm), hareket hizlar1 (cm/s) ve merkezde katedilen mesafe (cm) igin
gruplar arasi karsilagtirmada her iic parametre icin de istatistiksel olarak anlamli fark
bulundu (Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4). Buna gore merkez disinda katedilen mesafe
ve hareket hizlar1 agisindan yapilan gruplar arasi karsilastirmada, O+D grubunun diger
gruplara gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterdigi saptanmistir. Buna ek
olarak, merkezde katedilen mesafe agisindan yapilan gruplar arasi karsilastirmada ise
O+D, O ve O+D+H gruplart K ve SH gruplarina gore istatisitksel olarak anlamli bir

azalma gostermistir.
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Cizelge 4.3. Ag¢ik alan deneyinde gruplarin merkez diginda katettikleri ortalama mesafe, hareket hizi ve
merkezde katettikleri mesafe degerleri ve bu degerler igin gruplar arasi kargilagtirmalar. (Ort+ss)

SH 0 P
(n=14) (n=13) degerleri
Merkez Diginda T
Katedilen Mesafe | 2486 £ 943 2248 716 19281677 | 2337:730 | 2130329 0,017
(cm)
T

HareketHizi(cm/s)| 8,301 3,14 7501239 510£226 | 780243 | T711%1,09 0,017

Merkezde *¥ *¥ *¥

Katedilen Mesafe | 367955389 | 3741212787 | 2282112468 | 2118213267 | 2264612736 | 0,000
(cm)

F: K ile karsilastinlldiginda p<0,05, *: K ile karsilagtirildiginda p<0,001, ¥: SH ile
karsilastirildiginda p<0,001.
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Merkez Disinda
Katedilen Mesafe (cm)
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Sekil 4.2. Agik alan deneyinde siganlarin katettikleri ortalama mesafenin (orttss) gruplar
aras1 karsilastirilmasi. F: K ile karsilastirildiginda p<0,05.

14,00

12,00

[y
o
=]
=]

8,00
6,00

2

4,00

Hareket Hizi (cm/s)

2,00

r

0,00

Acik Alan Deneyi

SH 0+D

O+D+H

Sekil 4.3. Ac¢ik alan deneyinde siganlarin ortalama hizlarimin (ort+ss) gruplar arasi
kargilastirilmasi. F: K ile karsilagtirildiginda p<0,05.
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Acik Alan Deneyi

50000,00 -
40000,00 - I

30000,00 - % ¥ *¥ *¥

20000,00 ~ I

Merkezde katedilen
mesafe (cm)

10000,00 -

0,00

K SH 0+D 0 O+D+H

Sekil 4.4. Acik alan deneyinde siganlarin Katettikleri ortalama mesafenin (ort£ss) gruplar
arast karsilagtirilmasi.*: K ile karsilastirildiginda p<0,05, ¥: SH ile karsilastirildiginda
p<0,001.

4.3.2. Morris Su Tanki (MST) Spasyal Hafiza Deneyleri

4.3.2.1. Dért Giinliik Ogrenme Siirecinde Elde Edilen Bulgular
Morris su tanki deneyinin dgrenme siirecini olusturan birinci, ikinci, liglincli ve
dordiincii giinlerinde her bir siganin yiikseltiyi (platformu) bulmalari i¢in ortalama

katettikleri mesafe, ylizme hizlar ve yiikseltiyi bulmalari i¢in gecen siireler hesaplandi.

4.3.2.1.1. MST Deneyinde Ortalama Katedilen Mesafe
Bu parametrelerin karsilastirilmasinda birinci giinden dordiincii giine kadar tiim
gruplarda her bir giinde yiikseltiyi (platformu) bulmalari igin ortalama katedilen

mesafeler hesaplandi (Cizelge 4.4.). Gline gore katettikleri mesafelerin gruplar arasinda
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karsilastirmasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptandi (Cizelge 4.4, Sekil
4.5).

Giine gore siganlarmn yiikseltiyi bulmalar icin Katettikleri mesafelerin gruplar
arasinda karsilastirilmasinda 1. ve 2. giin agisindan anlamli bir fark saptanmazken, 3. ve
4. giinler i¢in gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (Cizelge 4.4).

Buna gore 3. giin MST inda platformu bulabilmek i¢in katedilen ortalama
mesafe, O+D grubunda tiim diger gruplardan daha fazla olmasina karsin, istatistiksel
olarak anlamli farklilik sadece Sham grubu ile bulundu. Ayni parametrenin 4. giin
degerlerinin gruplar arasi karsilastirilmasi sonucunda, O+D grubunun ortalama degeri
K, SH ve O gruplarindan daha biiyiik olup, bunlardan O grubu disindakilerle olan farkin
anlamli oldugu bulundu (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. MST spasyal hafiza deneyinde siganlarin yiikseltiyi bulmalar1 i¢in katettikleri mesafenin
(orttss) gilinlere gore gruplar arast degerleri

: SH 0 P
Katedilen mesafe (cm) 114 n=13 Dejerter
1. Giin 14421 68119 587+ 240 1781281 8711257 0,065
2.Giin 490 £ 206 469171 M7+324 525226 647 1 349 0,092
X
3.Giin 4021195 2631146 6011268 4071225 386 1 265 0,008
#f #
4.Giin 274116 230 £ 160 5434228 352421 2911126 0,009

*: SH ile karsilastirildiginda p<0,05, £: K ile karsilagtirildiginda p<0,05, #: O+D ile karsilastirildiginda
p<0,05. (MST:Morris Su Tank1)
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Ancak tedavi (O+D+H) grubunda, platformu bulmak icin katedilen mesafe
acisindan AH modeli olusturulmus (O+D) gruba gore anlamli azalma oldugu

saptanmuistir. (Sekil 4.5)

MST Spasyal Hafiza Deneyi

—
€ 120000 -
3
S
@ 100000 - %
[t
0 £
3 800,00 - K
E 600,00 - SH
] # HO:D
= 400,00 -
T 0
3 00w -
© ’ WO+D+H
L4

0,00 -

1.Giin 2.Giin 3.Giin 4,Giin

Sekil 4.5. Giine gore platformu bulmak i¢in siganlarin Kkatettikleri mesafenin (ort+ss)
gruplar arasinda karsilagtirilmas1 *: SH ile karsilastinldiginda p<0,05, £: K ile
karsilagtirildiginda p<0,05, #: O+D ile karsilastirlldiginda p<0,05. (MST:Morris Su Tanki)

MST’de platformu bulmak i¢in ortalama katedilen mesafenin her bir grup i¢in
giinlere gore karsilagtirilmasi amaciyla yapilan tekrarlanan 6lgiimlii varyans analizine
gore; O+D grubu disinda diger gruplarda giinlere gore katedilen ortalama mesafelerin
istatistiksel olarak giin gectik¢e azaldigi saptandi (p<0,001). O+D grubunda ise giinler
arasinda katedilen ortalama mesafe karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik saptanmadi (p=0,417) (Cizelge 4.5) (Sekil 4.6).
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Cizelge 4.5. MST spasyal hafiza deneyinde platformu bulmak i¢in gruplarin giinlere goére ortalama
katettikleri mesafe (ort+ss)

: SH 0
Katedilen mesafe (cm) -y =13
1. Giin 1411231 6811196 587+ 240 1784281 8711267
£ £ £
2.Giin 490 £ 206 4691171 M7+324 525226 647 1349
£ T £ %Y
3.Giin 4021195 263 146 601 +268 4071225 386 1265
%47 % £ %Y
4.Gin 2141116 2304160 543+228 352+ 221 2911126
,P : 0,000 0,000 0,417 0,000 0,000
Degerleri

*: 1. giin ile karsilastirildiginda p<0,001, #: 2. giin ile karsilagtirildiginda p<0,001, F: 3.
giin ile karsilagtirildiginda p<0,05, £: 1. giin ile karsilastirildiginda p<0,05, ¥: 2. giin ile
karsilastirildiginda p<0,05.
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MST Spasyal Hafiza Deneyi
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Sekil 4.6. Morris su tanki (MST) spasyal hafiza deneyinde gruplarin platformu bulmak
icin giinlere gore Kkatettigi mesafenin (orttss) ve giinler arasindaki degisimin
karsilagtirmasi.

4.3.2.1.2. MST Deneyinde Ortalama Yiikseltiyi Bulma Siireleri

Birinci giinden dordiincii gline kadar her bir giin i¢in ortalama yiikseltiyi bulma
sirelerinin gruplara gore degerleri hesaplandi ve gruplar arasinda yapilan
karsilastirmada istatistiksel olarak anlamli farkliliklar (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.7)
bulundu.

Gline gore sicanlarin ortalama yiikseltiyli bulma siirelerinin gruplar arasinda
karsilastirilmasinda 1. giin anlamli bir fark saptanmazken, 2. 3. ve 4. giinler i¢in gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (Cizelge 4.6). Buna gore 2. giin
ortalama ylikseltiyi bulma siireleri, O+D+H grubunda tiim diger gruplardan daha fazla
olmasma Kkarsin, istatistiksel olarak anlamli farklilik sadece SH grubu ile bulundu
(p<0,05) Ayni parametrenin 3. ve 4. giin degerleri ag¢isindan AH modeli olusturulmus
(O+D) grubunun tedavi (O+D+H) grubuna gore daha geg yiikseltiyi bulmasina ragmen
istatistiksel bir anlamli farklilik saptanmadi. Cizelge 4.6’da, O+D grubu i¢in MST

deneyinin 3. giliniinde elde edilen ortalama yiikseltiyi bulma siiresinin K, SH ve O
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gruplarina gore daha biiyilk oldugu, ancak bunlardan sadece SH grubu ile arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik (p<0,05) saptandig1 goriilmektedir.

Ayn1 parametrenin 4. giin degerleri a¢isindan AH olusturulmus (O+D) grubun

degerinin K, SH ve O gruplarina gore daha biiyiik oldugu, ancak bunlardan sadece

kontrol ve SH grubu ile arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik (p<0,05)

saptandig1 Cizelge 4.6 ve Sekil 4.7 *de goriilmektedir.

Keza, hem 3. ve hem de 4. giinlerde bulunan ortalama yiikseltiyi bulma stireleri

tedavi (O+D+H) grubunda hasta (O+D) gruba gore azalma goOstermis ancak bu

azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur.

Cizelge 4.6. MST spasyal hafiza deneyinde, her bir giin igin ortalama yiikseltiyi bulma siirelerinin
gruplara gore degerleri (ort+ss).

Yikseltiyi Bulma $H 0 P
Siireleri (s) n=14 n=13 Degerleri
1.Gin WANET2 | 3602:708 - 30631031 | 354241080 | 372641290 | 0,600
X
2. Giln 1719865 | 159863 | 2787127 | 2023%98 | 29611183 | 002
X
3. Giln 13458799 | 8831485 21434138 | 17071208 | 1802:1311 | 0,001
it
4. Gin 8028423 | 142572 266211222 | 13991926 | 14771147 | 0001

*: SH ile karsilagtirildiginda p<0,05, £: K ile karsilastirildiginda p<0,05.
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MST Spasyal Hafiza Deneyi
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Sekil 4.7. Giine gore yiikseltiyi bulma siirelerinin (orttss) gruplar arasi karsilastirilmasi. *:
SH ile Karsilastirildiginda p<0,05, £: K ile karsilastirildiginda p<0,05. (MST:Morris Su
Tanki)

Her bir grup icin giinlere gore elde edilen ortalama yiikseltiyi bulma siirelerinin
tekrarlanan 6l¢iimlii varyans analizi ile karsilastirilmast sonucu; O+D hari¢ diger diger
dort grupta (K, SH, O ve O+D+H) istatistiksel olarak anlamli (p<0,001) bir azalma
saptand1 (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.8).
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Cizelge 4.7. Gruplarin giinlere gore ortalama yiikseltiyi bulma siireleri. (MTS Spasyal Hafiza Deneyi)
(ortalamazstandart sapma)

Yiikseltiyi Bulma SH 0
Siireleri (s) n=14 n=13

1.Giin 3431472 | 36,02£703 | 31061031 | 3542:1080 | 37,25£12,90
X % £

2.Giin 1715465 15,98 16,3 21872127 20,2398 29611183
¥ *¥ ¥ *¥

3.Giin 13454799 | 883485 21432138 | 170741208 | 18,02%13,11
*# $Y Y Y

4.Giin 8824423 1541572 256241222 | 1399:926 | 1477+1147

. i . 0,000 0,000 0,674 0,000 0,000
Degerleri

*: 1. giin ile karsilastirildiginda p<0,001, #: 2. giin ile karsilastirildiginda p<0,001, £: 1. giin
ile karsilastirildiginda p<0,05, ¥: 2. giin ile karsilastirildiginda p<0,05.
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Sekil 4.8. Gruplarin giinlere gore Yyiikseltiyi bulma siirelerinin ortalama degerlerinin ve
giinler arasindaki degisimin karsilagtirmasi1 (MST:Morris Su Tank1)

4.3.2.1.3. MST Deneyinde Ortalama Yiizme Hizlar

Birinci giinden dordiincii giine kadar her bir giin icin elde edilen yiizme
hizlariin gruplara gore ortalama degerleri hesaplandi ve gruplar arasinda yapilan
karsilastirmada istatistiksel olarak anlamli farklhiliklar (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.9)
bulundu.

Gline gore sicanlarin ortalama ylizme hizlarinin gruplar arasinda
karsilagtirlmasinda 1. ve 2. giin anlamh bir fark saptanmazken, 3. ve 4. giinler i¢in

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. MST spasyal hafiza deneyinde ortalama yiizme hizlarinin (0rt+ss) giinlere gére gruplar arasi

degerleri
Yiizme Hizlan SH 0 P

(cmls) n=14 n=13 Degerleri

1. Giin U5E3T8 | AM58301 | 191308 | 1361346 | 212241 0,089

2. Giin 208354 | 19734281 | 193£227 | 192:271 | 18641368 0,046
#

3. Giin 18731293 | 15958439 | 18743139 | 17161270 | 15311291 0,008
#

4, Giin 17651270 | 14703408 | 18008420 | 1631373 | 13621256 0,014

#: O+D ile karsilastirildiginda p<0,05.

Buna gore 3. ve 4. giin MST’inda ortalama ylizme hizlari, tedavi (O+D+H)

grubunda tiim diger gruplardan daha diisiik olmasina karsin, istatistiksel olarak anlamli
fark sadece AH modeli olusturulmus (O+D) grubu ile saptandi (p<0,05) (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Giinlere gore ylizme hizlarimin (orttss) gruplar arasi karsilagtirilmast #: O+D
ile karsilastirildiginda p<0,05. (MST:Morris Su Tank1)

Her bir grup i¢in giinlere (1., 2., 3. ve 4. giin) gore elde edilen ortalama yiizme
hizlarinin tekrarlanan Ol¢limlii varyans analizi ile karsilastirllmasi sonucu, tiim
gruplarda giin gectikce ylizme hizlarinin 6nceki giinlere gore azaldigi ve bu azalmanin

istatistiksel olarak anlamli oldugu (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.10) bulundu.
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Cizelge 4.9. Gruplarin giinlere gore ortalama yiizme hizlar1 (ortxss) (MST Spasyal Hafiza Deneyi)

Yiizme Hizlari SH 0
(cmls) n=14 n=13
1. Giin 2451378 21,15t 3,01 2191308 | 21361346 | 212:241
£ £
2. Giin 2123354 | 19731281 21931227 | 1912%271 | 18,6413,68
*¥ %¥ th f¥ %Y
3. Giin 18731293 | 15951439 18741139 | 17162270 @ 15311291
%Y f¥ £y £y *#
4, Giin 1765t270 | 14,7014,08 1800£420 | 1631373 | 13621256
,P . 0,000 0,000 0,005 0,001 0,000
Degerleri

*: 1. giin ile karsilastirildiginda p<0,001, #: 2. giin ile karsilastirlldiginda p<0,001, £: 1.

giin ile karsilagtirildiginda p<0,05, ¥: 2. giin ile karsilagtirildiginda p<0,05.
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Sekil 4.10. Gruplarin giinlere gore elde edilen ortalama ylizme hizi degerleri ve giinler
arasindaki degisimin karsilagtirmasi (MST:Morris Su Tanki)

4.3.2.2. Spasyal Hafizamin (Hatirlamanin) Test Edildigi Son Giin
(5.Giin) Bulgular:

Spasyal hafiza deneyinin besinci giiniinde siganlarin daha 6nceki giinlerde (1, 2,

3, 4) yiikseltinin oldugu Giiney-Bat1 kadraninda (KD1) gegirdikleri ortalama siire, ile

katettikleri mesafe ve ylizme hizlar1 hesaplandi.

94



4.3.22.1. MST Deneyinde (5.Giin) Yiikseltinin Bulundugu Kadranda
Gegirilen Ortalama Siire
Giiney-Bat1 kadraninda (KD1) gegirilen ortalama siirenin gruplar arasi
karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark (p=0,630) saptanmadi (Cizelge
4.10 ve Sekil 4.11).
Morris su tanki spasyal hafiza deneyinde gruplarin 5. giinde kadranlarda (KD,
KD2, KD3 ve KD4) gecirdikleri ortalama siire degerleri ve her bir kadran i¢in gruplar

arasi karsilagtirilmalar1 Cizelge 4.11°de gosterilmistir.

Cizelge 4.10. MST spasyal hafiza deneyinde gruplarin 5. giinde KD1’de gecirdikleri siirenin yiizde
olarak degerleri (ort+ss).

KD1'de Gecirilen Sure
(%) (s)

26,60 + 4,62

23,70 £ 4,31

24,48 £ 8,14

25,04 + 3,32

26,58 £ 7,03

P
Degerleri

0,630

KD1: Giiney-Bat1 Kadrani
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Cizelge 4.11. MST spasyal hafiza deneyinde gruplarin 5. glinde kadranlarda gegirdikleri siirelerin (ort+ss)
gruplar arasi karsilagtiriimasi.

R SH 0 P
0
Gegirilen Sireler % (s) il 13 Deierer
KD1 26601462 | 23702431 | 24484814 | 2504332 | 26,587,053 | 0,630
KD2 20501448 | 20971352 | 25632600 | 22,97 +445 | 23302554 | 0,201
i
KD3 2758276 | 28661271 | 23934497 | 30,8914,08 | 28532752 | 0,011
KD4 31431220 | 3149229 | 32324446 | 33.265,00 | 32974612 | 0,746

2:0 grubu ile karsilastirildiginda (p<0,05), KD1: Giiney-Bati Kadranmi (yiikseltinin oldugu kadran),
KD2:Kuzey-Bat1 Kadrani, KD3: Kuzey-Dogu Kadrani, KD4: Giiney-Dogu Kadrani.
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Sekil 4.11. Besinci giinde KD1 (Giiney-Bat1) kadraninda gegirilen siirenin (ort)
gruplara gore dagilimi (MST: Morris Su Tank1)

4.3.2.2.2. MST Deneyinde (5.Giin) Ortalama Katedilen Mesafe

Spasyal hafiza deneyinin besinci giiniinde katedilen mesafenin gruplar arasi
karsilastirmasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0,001) bir fark saptandi (Cizelge 4.12
ve Sekil 4.12).
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Cizelge 4.12. MST spasyal hafiza deneyinde gruplarin 5. giinde katettikleri mesafenin (orttss) gruplar

arasi karsilagtiritlmalart.

Katettikleri Mesafe (cm)

SH
n=14

17524172 | 16174181

n=13

16514249 = 1533198

*A
13531298

P
Degerleri

0,001

*: K ile kargilagtirildiginda p<0,001, ~: SH ile karsilastirildiginda p<0,05.
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Sekil 4.12. Morris su tanki (MST) deneyinin besinci giliniinde katedilen mesafenin (orttss)
gruplara gore dagilmi.. *: K ile karsilastirlldiginda p<0,001, ~: SH ile karsilagtirildiginda

p<0,05.
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4.3.2.2.3. MST Deneyinde (5.Giin) Ortalama Yiizme Hizlar1

Spasyal hafiza deneyinin besinci gilinlinde ylizme hizlarmin gruplar arasi
karsilastirmasinda istatistiksel olarak anlamli (p<0,001) bir fark saptandi (Cizelge 4.13
ve Sekil 4.13).

Cizelge 4.13. MST spasyal hafiza deneyinde gruplarin 5. giinde yiizme hizlarinin (orttss) gruplar arasi
karsilastirilmalari.

SH 0 P
n=14 n=13 Degerleri

£ f ¥
Yiizme Hizlart (cmisn) | 30674287 = 27264315 | 26201424 | 26811159 | 22912513 | 0,000

*: Kile karsilastirildiginda p<0,001, £: K ile karsilastirildiginda p<0,05.
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Sekil 4.13. Morris su tanki (MST) deneyinin besinci giiniinde ylizme hizlarinin (ort+ss) gruplara
gore dagilimi.*: K ile karsilastirildiginda p<0,001, £: K ile karsilastirildiginda p<0,05.
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4.4. Sicak Plaka (Hot Plate) Deneyi

Hot plate deneyi siganlarin dogumunu takiben 28. haftasinda gergeklestirildi.
Agn esiginin degerlendirilmesinde, hayvanin agriyr algiladigini gozlemleme kriteri
olarak arka ayagii ¢cekme davranisi esas alindi. Her grupta agr1 esigi siireleri ol¢iildii.
Gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (Cizelge 4.14 ve Sekil
4.14).

Cizelge 4.14. Sicak plaka (Hot plate) deneyi ile elde edilen gruplara ait agr1 esigi siirelerinin (ortss)

degerleri.

Agri Esigi Suresi (s)

7,4+1,55

Degeri
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Hot Plate Deneyi
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Sekil 4.14. Agri esigi siiresinin (0rtss) gruplara gore dagilinu

4.5. EDL Kasi Elektriksel ve Mekanik Aktivite Bulgulari

AH’nin ilerleyen siirecinde AP plaklarin kas dokusunda asir1 birikmesi sonucu
geligebilen ve AH patofizyolojisine ¢ok benzerlik gosteren ICM’nin, bu calismada
olusturulan sican modelinde gelisip gelismedigi EDL kasmin elektriksel ve mekanik

aktivite kayitlari ve histolojik analizlerle degerlendirildi.

45.1. EDL Kasi Elektriksel Bulgular1 (EMG)
Aragtirmamizda tiim gruplardan BKAP egrileri EMG kullanilarak kayitlandi.
Cizelge 4.15’de BKAP egrisinden 6lgiilen parametrelerin ortalama ve standart sapma

degerleri goriilmektedir.
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Cizelge 4.15. Gruplara gore bilesik kas aksiyon potansiyeli (BKAP) parametrelerine ait degerler (ortss).

BKAP S 0 P
Parametreleri n=b = Degerleri

TERENERE g pans | e GO | RN B0 | 0%
genlik (mv)

Genlik (mv) 6208177 | 12811 1781261 5911208 763150 | 0388

Tepelatans(ms) 4374099 | 298414 3541048 384108 33032 | 0128

Toplam Sire (ms) | 5091068 | 4241196 4191068 4011092 4151064 | 0179

DEpORIEEN 4o | om0 0N | OBH0M 0TI | 00%
siresi (ms)
u |
WUIRROREESYON g py000 | qgga0l 15046 | 150N LH0% | 0
siresi (ms)

Alan(mVms) 000940003 | 000720004 = 000920005 | 00060005 0008:0,002 | 0477

45.1.1. BKAP Tepeden Tepeye Genlik (Peak to Peak Amplitude)
BKAP’i tepeden tepeye genlik degerinde, istatistiksel olarak gruplar arasinda
anlaml bir farklilik saptanmadi (p=0,55) (Cizelge 4.15 ve Sekil 4.15).
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BKAP

=
r= 24,00
[T -
(L) 3 20,00 -
m —
> o 16,00 -
g % 1
Q
) 12,00 -
2 ©
—
5 E 8,00 -
8 ~ 4,00
>
2 0,00

K SH O+D (0] O+D+H

Sekil 4.15. Bilesik kas aksiyon potansiyeli (BKAP) tepeden tepeye genliginin (ort+ss) gruplara
gore dagilimi

45.1.2. BKAP Genlik (Amplitude)
BKAP’i genlik degerinde, istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli bir
farklilik saptanmadi (p=0,358) (Cizelge 4.15 ve Sekil 4.16).

BKAP
12,00 -
10,00
8,00 - w
6,00

4,00 -

Genlik (mv)

2,00 -

0,00 -

SH O+D (9] O+D+H

Sekil 4.16. Bilesik kas aksiyon potansiyeli (BKAP) genliginin (ort+ss) gruplara gore dagilima.
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45.1.3. BKAP Tepe (Peak) Latansi
BKAP’i tepe latans degerinde, istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli bir
farklilik saptanmadi (p=0,123) (Cizelge 4.15 ve Sekil 4.17).

BKAP

Tepe Latans (ms)

=

o

o
1

o
o
o

K SH oO+D (@) O+D+H

Sekil 4.17. Bilesik kas aksiyon potansiyeli (BKAP) tepe latansinin (ort+ss) gruplara gore
dagilimi

45.14. BKAP Toplam Siire (Duration)
BKAP’nin toplam siire degerinde, istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli
bir farklilik saptanmadi (p=0,179) (Cizelge 4.15 ve Sekil 4.18).
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BKAP

8

IS

5,00 -

4,00 - }
3,00

0,00

Toplam Siire (ms)

K SH 0+D (0] O+D+H

Sekil 4.18. Bilesik kas aksiyon potansiyeli (BKAP)toplam siiresinin (ort+ss) gruplara gore
dagilimi.

45.1.5. BKAP Depolarizasyon Siiresi
BKAP’nin depolarizasyon siiresinde, istatistiksel olarak gruplar arasinda anlaml
bir farklilik saptanmadi (p=0,096) (Cizelge 4.15 ve Sekil 4.19).
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w9100 -

c
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L

S 040 -

8_ 0,20

8 0,00 -
SH oO+D (@) O+D+H

Sekil 4.19. Bilesik kas aksiyon potansiyeli (BKAP) depolarizasyon siiresinin (ort+ss) gruplara
gore dagilimu.

45.1.6. BKAP %50 Repolarizasyon Siiresi
BKAP %50 repolarizasyon siiresinde, istatistiksel olarak gruplar arasinda
anlaml1 bir farklilik saptanmadi (p=0,634) (Cizelge 4.15 ve Sekil 4.20).
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BKAP

w
o
o

|

N
w
o

|

1,00 -

%50 Repolarizasyon
siiresi (ms)

0,50 -

0,00 -

K SH oO+D (@) O+D+H

Sekil 4.20. Bilesik kas aksiyon potansiyeli (BKAP) %50 repolarizasyon siiresinin (ort+ss)
gruplara gore dagilimu.

45.1.7. BKAP Alan
BKAP alan degerinde, istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli bir farklilik
saptanmadi (p=0,477) (Cizelge 4.15 ve Sekil 4.21).

107



BKAP

0,014000 -
0,012000 -
0,010000 -
0,008000 -

0,006000 -

Alan (mV.ms)

0,004000 -

0,002000 -

0,000000 -
K SH oO+D (@) O+D+H

Sekil 4.21. Bilesik kas aksiyon potansiyeli (BKAP) alan degerlerinin (ort+ss) gruplara gore
dagilimi.

4.5.2. EDL Kasinin Mekanik Bulgulari

45.2.1. EDL Kasim1 Optimum Boyuna Getiren On Gerim Degerleri

EDL kasinda maksimum kasilma kuvveti olusturmak i¢in kasi1 optimum boya
getiren O6n gerimler uygulandi (Cizelge 4.16 ve Sekil 4.22). Uygulanan 6n gerimler igin,
gerek her bir uyar1 protokolii i¢in yapilan gruplar arasi karsilastirmalarda (Cizelge 4.16)
ve gerekse her bir grup i¢in uyar1 protokolleri aras1 yapilan karsilastirmalarda (Cizelge

4.17) istatistiksel olarak anlaml1 bir farklilik saptanmadi.
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Cizelge 4.16. Kas mekanik aktivitesinde her bir uyari protokolii i¢in uygulanan 6n gerim (g) degerlerinin
(orttss) gruplar arasi karsilagtirilmast Tw:Tek uyari.

P
Degereri

Tw

2191031

10Hz

2121015

0 Hz

2191032

40 Hz

20110,09

80 Hz

212013

100 Hz

2221026

150 Hz

2130,04

2091017

2171010

2,1810,08

2,120,08

2231021

2161015

2201010

2191014

2141010

2111011

2,0740,06

2071010

2011023

2091027

2361023

2141019

2421048

2221094

2251030

2261019

2201013

2201013

2221016

2,131£0,07

2041019

211007

2041020

21610,16

0,209

0817

0237

0307

0471

0,208

0110
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Cizelge 4.17. Kas mekanik aktivitesinde her bir grup i¢in uygulanan 6n gerim (g) degerlerinin (ortss)
uyari protokolleri arasi kargilagtirilmast Tw:Tek uyart.

P

Tw 10K 0Hz 40Hz 80k 00 150H |-
Degerleri

2191031 | 2121015 | 2192032 | 2011009 | 2124013 | 2222026 | 2131004 | 0538

2008017 | 2172010 2184008 | 2121008 | 2231021 | 2164015 | 2298010 | 0317

2198004 | 2141010 | 2114001 | 2074006 | 2074010 | 2012028 | 2094027 | 0313

264023 | 2141019 | 2428048 | 2224094 | 2258030 | 2264019 | 2224013 | 0,585

208013 | 2228016 | 213007 | 2042019 | 2114007 | 2042020 | 2162016 = 0,160
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Mekanik Aktivite

400 -

2

E 3,00

%=

c 2 BK

0 g 2,00

e SH

T v

€T BmO+D

KB 100

u=a 0

5 B O+D+H
0,00 T T T T T T 1

Tw 10Hz 20Hz 40Hz 80Hz 100Hz 150Hz
(Uyari Frekansi Hz)

Sekil 4.22. Tek (T,) ve farkli frekansh uyar1 protokollerinde gruplara uygulanan ortalama

on gerim degerleri

45.2.2. Kas Mekanik Aktivite Parametreleri
Her bir EDL kasmi kendi optimum boyuna getiren uygun 6n gerimler kasa
uygulandiktan sonra, 5’er dakika ara ile tek uyari, 10, 20, 40, 80, 100 ve 150 Hz

frekansli uyaranlar verildi ve her bir uyaran i¢in kas mekanik aktivite yanitlari

kayitlandi (Cizelge 4.18).
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Cizelge 4.18. Kas mekanik aktivite parametrelerinin degerleri (ort£ss)

SH 0 P
n=h el Degerler
ML MAEDI QTR0 L0H0M 227H0% | 2Ms0% | 0306
gerim (o)
TWiin kasilma siresi :
38021540 053376 0528743 27691353 36,9472 0013
(CT) (ms)
TWiin yar gevgeme £ £

; ; ; 4 .
siresi(0RT) ] BOARI406 47004939 6033123 | ABROR161 | 63562254 0,008

£ £

MWGnODBMSIS | yoiore | st BUBRMA | TASTENS | WOEEE 000

siresi (TCT) (ms)

: % % ¥
Pry [NIcmz] 1932036 0698020 0641025 0574030 1458095 0,000

£ £
Py N 9441206 6391153 4464165 S08¢271 | 730301 0,007

Tw; Tek uyan ile olugan sarsi egrisi,
Pry - Tek uyan ile olugan sarsi eqrisinden elde edilen tepe sarsi kuvvet degerinin kas birim yiizey alanina béliinerek elde edilen degeri.
P - Frekansi 150 Hz olan uyan katanna kargt olugan maksimum tetanik kuvvet degerinin kas birim yiizey alanma bokinerek elde edilen degeri.

*: K ile karsilagtirildiginda p<0,001, £: K ile kargilastirildiginda p<0,05, ¥: O ile
karsilastirildiginda p<0,05.
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45221 Tek Bir Uyariya (Tw) Yamt Olarak Kaydedilen Sarsi
Egrisinin Kasilma Siiresi (CT)

Tek bir kare puls (0,5 ms siire ve supramaksimal genlik) uygulanan kaslardan

kayitlanmis sars1 egrilerinin kasilma siiresinin gruplar arasi karsilastirma sonuglarinda,

O grubunun K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma (p<0,05) gosterdigi

saptandi (Cizelge 4.18 ve Sekil 4.23).

50,00
45,00
40,00
35,00 £
30,00 I I
25,00
20,00
15,00
10,00
5,00
0,00

Kasilma siiresi (ms)

K SH O+D (0] O+D+H

Sekil 4.23. Tek kare puls (Tw) uygulanan gruplarin kasilma siireleri (ort+ss) degerleri. £:
K ile karsilastirildiginda p<0,05.

45.2.2.2. Tek Bir Uyariya Yanmit Olarak Kaydedilen Sars1 Egrisinin

Yar1 Gevseme Siiresi (%50 RT)
Tek bir kare puls (0,5 ms siire ve supramaksimal genlik) uygulanan kaslardan
kayitlanmis sars1 egrilerinden Olgiilen yar1 gevseme siiresinin, SH ve O gruplarinda K

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir azalma saptand:1 (Cizelge 4.18 ve
Sekil 4.24).
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100,00
90,00
80,00
70,00 £
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

i Hh

% 50 Gevseme siiresi (ms)

K SH 0+D (0] O+D+H

Sekil 4.24. Tek kare puls uygulanan gruplarin yar1 gevseme siireleri (orttss). £: K ile
karsilastirildiginda p<0,05.

45.2.2.3. Tek Bir Uyariya Yamit Olarak Kaydedilen Sarsi Egrisinin
Toplam Siiresi (TCT)

Tek bir kare puls (0,5 ms siire ve supramaksimal genlik) uygulanan kaslardan

kayitlanmis sars1 egrilerinden Olgiilen toplam siirenin (kasilma+gevseme siiresi), SH ve

O gruplarinda K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir azalma gosterdigi

saptand1 (Cizelge 4.18 ve Sekil 4.25).
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= K SH 0+D (o) O+D+H

Sekil 4.25. Tek kare puls uygulanan gruplarin toplam kasilma siireleri (orttss). £: K ile
karsilagtirildiginda p<0,05.

45.2.24. Tek Bir Uyariya Yamit Olarak Kaydedilen Sarsi Egrisinin
Tepe (Peak) Sars1 Kuvveti (P1y)

Tek bir kare puls (0,5 ms siire ve supramaksimal genlik) uygulanan kaslardan
kayitlanmig sars1 egrilerinden Olclilen tepe sarst kuvvetinin - gruplar arasi
karsilastirilmasinda, K grubuna gére SH, O+D ve O gruplarinda istatistiksel olarak
anlaml (p<0,05) bir azalma olustugu saptandi. Ayrica, O+D+H grubuna ait ortalama
sars1 kuvvetinin SH, O+D ve O gruplarina gore bir artis gosterdigi, ancak bu artisin
sadece O grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) oldugu bulundu (Cizelge
4.18 ve Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. Tek kare puls uygulanan gruplarin tepe sarst kuvvetleri (orttss). *: K ile
karsilagtirildiginda p<0,001, £: K ile kargilagtirildiginda p<0,05, ¥: O ile karsilastirildiginda
p<0,05

45.2.2.5. Maksimum Tetanik Kuvvet (Po)

Tiim gruplardaki siganlardan izole edilen her bir EDL kasina, 0,5 ms stireli ve
supramaksimal genlikli kare pulslarin olusturdugu frekans1 150 Hz’lik bir uyar1 katari
verildiginde, tim kas preparatlarinda tam tetanik kasilma olustugu gozlendi. Gruplar
aras1 yapilan karsilastirmalarda, O+D ve O gruplarina ait Py degerlerinin K grubuna
gore, istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir azalma gosterdigi saptandi (Cizelge 4.18
ve Sekil 4.27). Tedavi grubuna ait maksimum tetanik kuvvet degerinde, istatisiksel
olarak anlamli bir farklilik olmasa bile O+D ve O gruplarina gore bir artis oldugu

bulundu.
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Sekil 4.27. Frekansi 150 Hz olan uyar1 protokoliiniin uygulandig1 gruplarin tepe sarsi
kuvvetleri (orttss). £: K ile karsilastirildiginda p<0,05.

45.2.2.6. Belirli Frekans Arahginda (T,, 10-150 Hz) Uyaranlara Karsi
Olusan Maksimum Kasilma Kuvvetleri

Cizelge 4.19 ve Sekil 4.28, tek ve farkli frekanslarda uyaranlar (0,5 ms siireli ve

supramaksimal genlikli) i¢in kaydedilen izometrik sarsi egrilerinden Ol¢iilen kasilma

kuvvetlerinin, her bir kas i¢in hesaplanan kesit alanina bolerek normalize edilmis

degerlerini (N/ sz) bir arada gostermektedir.
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Cizelge 4.19. Kas mekanik aktivitesinde tek uyari (Ty) ve farkli frekanslarda uyaranlar igin elde edilen
maksimum sarst kuvvetleri (ort+ss).

P
Uyan Frekans () it
f x ¥ :
Ty 1838036 0892020 0642025 057400 143209 0000
e * *
f0 3300 1052028 083037 0801047 2151106 0000
f ¢ y Y
il 618141 3082082 2060% 24126 415187 0000
f ¥ ¥ {
[ §T2188 4943103 U2 391419 634194 0000
f ¥ f
] 10124126 BATH1, 45115 §36£054 3301326 0000
f f
100 10164164 635139 501,04 5341268 305308 0002
f f
(] §44£206 6392153 446165 S0BE2TT 1030 0007

* K ile karsilastirldiginda p<0,001, £: K ile karsilastirlldiginda p<0,05, ¥ O+D ile
karsilastirildiginda p<0,05 #: O ile karsilastirildiginda p<0,05.
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Her bir uyar1 protokolii frekans i¢in elde edilen kasilma kuvvetleri gruplar arasi
karsilastirildiginda, O+D grubunun tiim uyart protokollerinde K grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterdigi saptandi. Benzer sekilde, O grubu da
tiim uyar1 protokollerinde K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gostermistir. O+D+H grubunun maksimum kasilma kuvvetleri, 20 ve 40 Hz uyar
protokollerinde O+D grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis olugturmustur.
Keza, O+D+H grubunun Tw ve 20 Hz frekans uyarilarindaki degerlerinin O grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdigi saptandi. Buna ek olarak, SH
grubunda TW, 10, 20, 40 ve 80 Hz uyar1 frekanslarinda elde edilen maksimum kasilma

kuvvetleri K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma gostermistir.

Mekanik Aktivite Deneyi

14 -
T,
J
Z 10 - ’
= ¥
v £ £ £ BK
> 8- # £
2 G P X £ £ SH
¥ ;| %
@ P HO+D
@ 4 # ﬁ*_’f 0
g 7 - E**P £x & W O+D+H
E M=l Bml
=
< Tw 10 20 40 80 100 150
2 Uyar Frekansi (Hz)

Sekil 4.28. Tek (T,) ve belirli frekans araligindaki (T, 10-150 Hz) uyaranlara kars1 olusan
maksimum kasilma kuvvetleri (orttss), £: K ile karsilagtirildiginda p<0,05, ¥: O+D ile
karsilastirildiginda p<0,05, #: O ile karsilastirildiginda p<0,05.
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452217. Pi/Po Oranlan (i=Tw, 10, 20, 40, 80, 100 ve 150 Hz)

Her bir grup igin tek bir kare puls ve farkli frekansli uyaranlar uygulandi ve her
biri i¢in kaydedilen kasilma kuvvetleri kullanilarak Pi/Pg oranlar1 hesaplandi (Cizelge
4.19). Pi/Py oranlar1 gruplar arasinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar saptandi (Cizelge 4.20).

Ptw/Po igin gruplar arasi karsilastirmada; SH grubunda K grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir azalma, O+D+H grubunda ise hem SH hem de

O grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir artis saptandi.
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Cizelge 4.20. Kas mekanik aktivite parametrelerinden hesaplanan P;/P, oranlari (orttss). (i=Tw, 10, 20,
40, 80, 100 ve 150 Hz; P1y: Tek uyart igin olusan maksimum kasilma kuvveti, Po: 150 Hz frekansindaki
uyariya karsi olugan maksimum kasilma kuvveti.

$H 0 P

e n=f n=7 Degerleri

f
Y 1
P+./Py 0224007 0112001 0154003 0128004 0228011 0,019

f f ¥ i
Pl 0382013 017003 0211004 0162003 0328014 0,009

E £ E o
PPy 0678016 | 0482007 046401 0428005 | 0672004 | 0,008

t
PuPy 0941015 078007 0731015 080007 0312017 | 0044

PuPy 1,10£0,06 1,0340,04 1,0410,06 1,09£0,05 1161006 | 0441

PruPy 1,090,08 1,0340,04 11240,08 107007 1128008 | 0229

PrsiPy 1,00£0,00 1,0040,00 1,00£0,00 1,000,00 1,000,00

*: K ile karsilagtirildiginda p<0,001, £: K ile karsilastirildiginda p<0,05, ¥: O+D ile karsilastirildiginda
p<0,05, F: SH ile karsilastirtldiginda p<0,05, #:0 ile karsilastirildiginda p<0,05.

P10/Po i¢in gruplar arasi karsilagtirmada; K grubuna gore SH, O+D ve O
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi. O+D+H grubunda ise, hem

SH hem de O grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi.
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P2o/Po igin gruplar arasi karsilastirmada; K grubuna gére SH, O ve O+D
gruplarinin istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterdigi saptandi. O+D+H grubunda
ise, SH, O+D ve O gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir artis (p<0,05) elde
edildi.

P4o/Po i¢in gruplar arasi karsilastirmada ise, sadece O+D grubunun K grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir azalma gosterdigi bulundu.

45.2.2.8. Belirli Frekans Arahgindaki (10-150 Hz) Uyaranlarda
Maksimum Kasilma Genligine Ulasma Siireleri
Farkli frekanslarda uyaranlar igin elde edilen izometrik sarsi egrilerinden

maksimum kasilma genligine ulagsma stireleri dl¢iildii. (Cizelge 4.21 ve Sekil 4.29)
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Cizelge 4.21. Her bir grup igin farkli frekanslarda uyaranlara yanit olarak kaydedilen kas mekanik
aktivite yanitlarinda maksimum sarsi kuvvetlerine ulagsma siireleri (ms) (ort+ss)

P
Uyan Frekans (Hz) $H 0 Derer
f A t M
10 14684514 1091 £115,1 19143534 | 114841454 | 14354816 | 0,009
2 1043371 1036259 10382602 10363445 10428342 | 0,067
40 5231206 505593 52541715 5334064 5334201 0,067
l 473413 11248 5071468 5184304 519205 0448
100 4414150 532421 4194475 6274536 57420 0,501
150 4304155 5058399 4014120 4184634 4834704 0,684

£: K ile karsilastinlldiginda p<0,05, *: SH ile karsilastirildiginda p<0,05, ~: O ile
karsilastirildiginda p<0,05.

Sarsi egrilerinin maximum kasilma kuvvetine ulasma siireleri her uyar frekansi
icin gruplar arasi karsilastirildiginda, sadece 10 Hz frekansinda istatistiksel olarak
anlamli (p<0,05) farkliliklar saptandi. Buna goére, K grubuna gore SH ve O grubunda
istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir azalma, O+D grubunda ise SH ve O grubuna
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gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir artis goriildii. O+D+H grubunda ise, SH ve
O gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir artis elde edildi.

_ Mekanik Aktivite Deneyi

(7]
o U -
g = 1800,00 *AE A
£ 1600,00 -
4 140000 | I
= E. — 120000 - mK
E® E 1000,00 - =p- SH
32 3 800
€ o mO+D
- = 600,00 - ~ ~ o
g = L i IT] 0
Ac‘u 300 400,00 -
E E 200,00 - B O+D+H

[

0,00
o 10 20 40 80 100 150
Uyari Frekansi (Hz)

Sekil. 4.29. Maksimum kasilma genligine ulagma siirelerinin (orttss) gruplara gore
dagilimi £: K ile karsilagtirlldiginda p<0,05, *: SH ile karsilastirildiginda p<0,05, ~: O ile
karsilagtirildiginda p<0,05.
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4.6. Biyokimyasal Bulgular

4.6.1. Total Oksidan Kapasite (TOK) ve Total Antioksidan Kapasite
(TAK) Bulgular

Biitiin gruplarda hem serum hem de doku TAK ve TOK verileri hesaplandi
(Cizelge 4.22). TOK parametresi bakimindan gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptandi (p<0,05).

Cizelge 4.22°de goriildigi gibi O+D grubunda 1,53+0,07 mmol Trolox Eq/I
olan doku TAK miktarinin, O+D+H grubunda 1,27+0,16 mmol Trolox Eg/l ve O
grubunda 1,32+0,15 mmol Trolox Eg/l oldugu ve bu farkliligin istatistiksel olarak
anlamli oldugu gozlenmistir (p<0,05).

Doku TOK ve Serum TOK diizeyi dikkate alindiginda, O grubu ile K grubu
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi (p<0,05) (Cizelge
4.22).

Cizelge 4.22°de goriildiigi gibi, K grubuna gore, O+D grubuna ait serum ve kas

dokusu TOK degerleri istatistiksel olarak anlamli bir farklilik géstermemektedir.
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Cizelge 4.22. Gruplarin doku TAK, serum TAK ve doku TOK, serum TOK parametre degerleri (ortss)

SH 0 P
N6 n7 Degerleri

A %
Doku_TAK ol 1461006 1418004 1532007 | 1328015 | 1272016 | 0,008
Trolox Eq/l)

Serum_TAK (mmol

007£009 | 0084008 0182033 | 017:006 | 0102010 | 0,17
Trolox Eq/l)

£

LU TRHAT | SR | T3 | 4294195 | 653109 | 0038

Hh0:Eqll

X

UL 0402 | 4308 | ANE05 | 3750 | 4123 | 0046

H0;Eql)

*:0+D ile kargilagtirildiginda p<0,05, £: K ile karsilasgtirildiginda p<0,05, *:0 ile

karsilastirildiginda p<0,05.

4.7. Isik Mikroskobu Bulgulari
Calismada yer alan biitlin gruplarin EDL kasi ve beyin doku 6rnekleri 151k

mikroskobunda x40 biiylitmede incelenmistir.

4.7.1. Immiinohistokimyasal isaretleme ile AH Patolojisinin Dogrulanmasi
Isik mikroskobik doku takibi ve immiinohistokimyasal isaretleme ile frontal

korteks dokusunda AP hiicre sayisinda artis oldugu gozlendi. AH gelisimi esnasinda
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geligebilecegini diislindiigiimiiz ICM kas hastalig1 patolojisi i¢inde gegerli olan A
birikimi sigan EDL kas dokusunda gézlenmedi.

AH patolojilerinden bir digeri olan beyindeki kolinerjik sistemin bozulmasi
acisindan yapilan inceleme sonucu, immiinohistokimyasal isaretleme ile frontal
kortekste AChE aktivitesinde artis gozlenirken, bu artis EDL kas dokusunda
gozlenmemistir. Keza, frontal kortekste saptanan AChE aktivitesinde gozlenen artigin

Hup A ile inhibe edildigi saptanmustir.

4.7.1.1. Sican  Frontal Korteksinde ve EDL Kasinda AP
Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

AH olusturulan grup (O+D) ile K, SH ve O gruplarinda ise AP birikimi
saptanmamustir (Sekil 4.30). AH olusturulan grup (O+D) ile K, SH ve O gruplarinin
karsilastirilmast sonucu O+D grubunda AP birikiminde anlamli (sirasiyla; p<0,01,
p<0,01, p<0,01) bir artis oldugu saptandi. Tedavi grubu (O+D+H) ile AH olusturulan
model grup karsilastirildiginda ise, tedavi grubunda olusan AP birikiminin azalmasina
karsin istatistiksel olarak anlamli (p=1,000) bir farklilik saptanmadi (Cizelge 4.23 ve
Sekil 4.30). K ve SH gruplarinda ise AP birikimi saptanmamustir (Sekil 4.30).

ICM patolojisi i¢in incelenen her gruptaki siganlarin EDL kas dokusunda A
birikimi gruplar aras1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli (p=1,000) bir
faklilik saptanmadi (Sekil 4.31).
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Cizelge 4.23. Beynin frontal korteksinde A ekspresyon miktarinin gruplar arasi kargilastirilmasi (ort+ss)

BEYIN DOKUSU Grup Medyan 25% 75% p

0,00 0,00 0,00

0,00 0,00 0,00

AR Ekspresyon
Degerleri

3,00¥#:F 3,00 3,00 0000

0,00 0,00 0,25

2,00 2,00

¥:K ile kargilastirildiginda p<0,01, #: SH ile karsilastirildiginda p<0,01, F:O ile

kargilagtirildiginda p<0,01.
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Sekil 4.30. immiinohistokimyasal isaretleme ile sican frontal korteksinde AP ekspresyonu
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SH

oO+D

O+D+H

Sekil 4.31. immiinohistokimyasal isaretleme ile sican EDL kasinda AP ekspresyonu
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4.7.1.2. Sican Frontal Korteksinde ve EDL Kasinda AChE
Aktivitesinin Degerlendirilmesi

ACh’in sinapstaki varhigi, asetilkolini sentezleyen ChAT ve asetilkolini
pargalayan AChE enzimlerinin etkinligine baglidir. Bizim ¢alismamizda AChE enzimi
frontal kortekste ve EDL kasinda immiinohistokimyasal isaretleme ile incelendi. AH
modeli olusturulan O+D grubunun frontal korteksindeki AChE aktivitesinde diger
gruplara gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,001) bir artis saptandi (Cizelge 4.24).
Tedavi grubu olan O+D+H ile AH modeli olusturulan O+D grubu karsilastirildiginda
ise istatistiksel olarak anlamli (p<0,01) bir farklilik saptanmis olup, tedavi grubunda
AChE aktivitesi gozlenmemistir. K, SH ve O gruplarinda ise AChE aktivitesi
gozlenmedi (Sekil 4.32).

ICM patolojisi agisindan incelenen her gruptaki sicanlarin EDL kas dokusunda
AChHE aktivitesi gruplar arasi karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli (p=1,000)
bir farklilik saptanmadi (Sekil 4.33).
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Cizelge 4.24. Beynin frontal korteksinde AChE aktivitesinin gruplar arasi kargilagtirilmasi (ort£ss)

BEYiN DOKUSU Grup Medyan 25% 75% P
0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00
AChE Aktivite YHT 0000
Degierleri 3,00 2,75 3,00 :
0,00 0,00 0,25
0,000 0,00

¥:K ile kargilastirildiginda p<0,01, #: SH ile karsilastirildiginda p<0,01, F:0O ile

karsilastirildiginda p<0,01, A: O+D ile karsilagtirildiginda p<0,01.
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SH

O+D

O+D+H

Sekil 4.32. immiinohistokimyasal isaretleme ile sican frontal korteksinde AChE aktivitesi
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O+D+H

Sekil 4.33. immiinohistokimyasal isaretleme ile sigan EDL kasinda AChE aktivitesi
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5. TARTISMA

AH vyaslilikla beraber ortaya c¢ikan ve basta unutkanlik olmak iizere gesitli
zihinsel ve davranissal bozukluklara yol agan ilerleyici bir norolojik hastaliktir. Demans
sebepleri arasinda birinci sirada gelir. Bellek ve bilissel islevlerde giinliik yasam
aktivitelerini kisitlayacak derecede kronik ve ilerleyici kayipla karakterizedir. Yasamin
orta ve ileri evrelerinde ortaya ¢ikar ve 50 yas altinda goriilmesi pek nadirdir. Yaglilikla
birlikte ortaya cikan bir hastalik olmakla birlikte, AH’nin patogenezi anormal beyin
siireclerinin bir sonucu olarak gelisir. AH’nin histopatolojisini, beynin belirli
bolgelerinde fazla miktarda olusan senil amiloid plaklar, nérofibriler yumak yapisi ile
belirgin diizeyde sinaps ve noron atrofisi olusturur. Hastaligin erken evrede
tanimlanmas1 oldukg¢a zordur ve heniiz bir tedavisi yoktur. Bu nedenle hem tani hem de
tedaviyi hedef alan ¢aligmalar AH i¢in ¢ok 6nemlidir. Bu tiir ¢alismalarin bir¢ogu farkl
yontemlerle gelistirilen hayvan modelleri kullanilarak yapilmaktadir. AH nin kokten
tedavisine yonelik daha Ozgiin ilaglar gelistirmek ve hastaligin fizyopatolojisini,
davranigsal degisiklikler ile beyindeki norokimyasal veya ndropatolojik degisiklikler
arasindaki iliskiyi inceleyerek hem tan1 hem de tedaviye yonelik olarak kullanilmak
tizere AH’nin baz1 patofizyolojik 6zelliklerini taklit eden kemirgen hayvan modelleri
olusturulmustur. AH’da kullanilan mevcut modeller beynin korteks, hipokampus ve 6n
beynin meynert bazal niikleus bolgesi gibi bolgelerinde stereotaksik cerrahi yontemlerle
lezyon olusturma, norotoksik ajanlarla AH’dakine benzer nitelikte néron harabiyeti
olusturma ve AH’dakine benzer genetik patolojilerin taklit edilmesi esaslarina dayanir
(150). Calismada kullandigimiz hayvan modeli de bu amaglara yonelik olarak
gelistirilen ve AH’nin patolojik gelisiminde rol oynayan Ostrojen kaybi ve oksitatif
stresin olusturulmasini temel alan hayvan modellerinden birisidir. Bu hayvan modeli,
overektomi yapilarak Ostrojen kaybina ugratilan siganlara D-galaktoz uygulanarak
serbest radikal liretiminin arttirilmasi esasina dayanan bir modeldir. Ayn1 zamanda bu
model kapsaminda hem G&strojen kaybi1 hem de D-galaktoz uygulamasinin her biri tek
baglarina uygulandiklarinda iskelet kaslarinin fonksiyonunu da etkilemektedir. D-

galaktoz viicudun normal bir bileseni olmakla birlikte, viicuttaki seviyesinin
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yiikselmesinin sonucunda galaktoz oksidaz enziminin katalizlemesiyle aldoz ve
hidroperokside doniiserek siliperoksid anyon ve oksijen tiirevli serbest radikallerin
olusumuna yol agar (195). Hem Ostrojen kaybi hem de uzun siireli D-galaktoz
uygulamasi metabolik anomalilere yol agarak serbest radikal iiretimini arttirir ve bu
stireclerin bir sonucu olarak da ndronal hasara yol acar. Serbest radikaller hiicrenin
bilesenleri ile etkileserek onlarin yapilarini bozar, gesitli patofizyolojik degisimlere yol
acarlar ve bu nedenle toksiktirler. D galaktoz uygulamasinin serbest radikal olusumuna
yol agmasinin yani sira, hipokampal noronlarda apoptozisi indiikleyerek néron kaybina
yol actig1 da gosterilmistir (196).

Kronik D-galaktoza maruz birakilmasi neticesinde hayvanlarda dogal
yaslanmaya benzeyen semptomlar1 indiikledigiyle ilgili ¢aligmalar giderek artmaktadir.
Bu nedenle D-galaktoza maruz birakilan hayvanlarla olusturulan modeller yaglanma ve
yaslanmanin farmakolojik geciktirilmesi ¢alismalarinda kullanilmaktadir. D-galaktoza
maruziyetin mitokondrial fonksiyon kaybina neden olarak yaslanma ve yaslanmaya
bagli hastaliklarda hayati rol oynadig1 diisiiniilmektedir (197). Bu modelleme arastirma
hedefimiz dogrultusunda, basta beyin olmak iizere periferal dokularda da patolojiye
neden olabileceginden dolay1 se¢ilmistir.

Sunulan tez caligmasi i¢in secilen bu model AH patolojik bulgularin hepsini
kliniksel olarak karsilamaktadir. Birgok arastirmada AH i¢in kemirgen model yapisini
destekleyici davranis deneyleri yapilmaktadir. Davranis deneylerinde en yaygin
kullanilanlar lokomotor aktivite i¢in A¢ik Alan ve spasyal hafiza icin ise Morris Su
Tanki deneyleridir. Bu nedenle tez arastirmamizda olusturdugumuz AH kemirgen
modeli i¢in siganlarda Ac¢ik Alan ve Morris Su Tanki Deneyleri yapilmistir. Hayvan
davranis deneylerinde, siganlarin stres ve anksiyeteye girerek beklenenden farkli
davraniglar sergiledikleri bilinmektedir. Daha Once yapilmis g¢alismalarin bulgular
dogrultusunda Ehman ve Moser, bu durumu en aza indirmek amaciyla diizeneklerin
siyaha boyanmasini, deneyin yapildigi odanin los bir sekilde aydinlatilmasini, ayni giin
icinde tekrarlarin yapildig1 calismalarda sicanlarin yorulmamasi i¢in atiglar arasinda
yeterince siire birakilmasini, su tanki deneyinde ylikseltinin siganin biiyiikliigiine uygun
olacak sekilde su altina gizlenmesini ve siganlarin viicut sicakliklarinin korunmasini

saglamak amaciyla 6nlem alinmasini 6nermistir (198).
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Acik alan, siganlarin lokomotor aktiviteyi degerlendirmede en sik kullanilan
diizenektir. Lokomotor aktivite; katedilen mesafe ve hareket hizinin Ol¢limiiyle
degerlendirilebilmektedir (199). Yapilan calismalarda, lokomotor etkilenmesi olan
siganlarin agik alan deneyinde kontrol grubuna gére daha yavas hareket ettikleri ve
daha az mesafe katettikleri gosterilmistir. Agik alana birakilan hayvanin kendi
ortamindan alinip tek basina bilmedigi farkli bir ortama birakilmasi siganlarda anksiyete
meydana getirir. Stresin si¢anlarin kdselerde donup kalmasina neden olacagi gibi asiri
hareketli olmasina da sebep olabilecegi iddia edilmektedir (200, 201). Ancak
calismamizin bu asamasi, biitiin si¢anlar igin esit sartlarin olusturuldugu bir odada
yapilmistir. Uygulamalar ayni kisi tarafindan yapildigindan, anksiyete-stres gibi
problemlerin tiim si¢anlar1 esit diizeyde etkilemesi saglanmistir.

Hua ve ark. (157) ¢alismasinda, overcktomi yaptiklar1 ve D-galaktoz
uyguladiklart sicanlarda AH’nin davranigsal, bilissel, nérokimyasal ve histopatolojik
bulgularinin varligini1 ortaya koymuslardir. Ag¢ik alan deneyinin sonuglari, 6zellikle K
grubu ile karsilastirildiginda O+D grubunun lokomotor aktivitesinde istatistiksel olarak
anlamli (p<0,01) bir azalma gosterdigini ortaya koymustur. Bu tez ¢alismasinda da acik
alan testi sonucunda O+D grubunun lokomotor aktivitesinde K grubuna gore
istatistiksel ~olaraka anlamli (p<0,05) azalma oldugu bulunmustur. Bizim
calismamizdaki bu bulgumuz, Hua ve ark.’’nin (157) c¢alismalariyla birbirini
desteklemektedir ve siganlara overektomi ve ardindan D-galaktoz uygulanmasinin
anksiyete bulgular1 ortaya cikardigini gostermistir. Bu calismaya ek olarak, bizim
calismamizda sicanlarin agik alan deneyinde merkezde katettikleri mesafe bakimindan
O+D grubunda, hem K hem de SH grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma
saptanmigtir (p<0,001). Benzer azalma tedavi grubu (O+D+H) ve O grubunda da
belirlenmistir. Bu bulgumuz, overektomi ve D galaktoz uygulamasiyla birlikte
siganlarda strese bagl anksiyetenin olustugunu, ancak tedavinin etkili olmadigini ortaya
koymaktadir.

Spasyal hafizay1 degerlendirmek i¢in uyguladigimiz Morris Su Tanki deneyleri
1981 yilinda Morris (202) tarafindan tanimlandigindan bu yana kemirgenlerin 6grenme
ve hafiza ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (203). Calismamiz sonucunda;
yiikseltiyi bulma siireleri bakimindan giine gore gruplar karsilastirildiginda 1. giin igin

gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmazken, 2., 3. ve 4. giinde istatistiksel olarak
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anlamli farklar saptanmistir. Buna giire 2. giin Morris su tankinda ortalama yiikseltiyi
bulma siireleri tedavi grubunda (O+D-+H) diger tiim gruplardan daha fazla olmasina
karsin istatistiksel olarak anlamli farklilik sadece SH grubu ile tedavi grubu O+D+H
arasinda bulunmustur. Ayn1 parametrenin 3. ve 4. giin degerleri agisindan AH modeli
olusturulan O+D grubunun tedavi grubuna gore yiikseltiyi bulma siiresi daha geg
olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir. 3. giin
ortalama yiikseltiyi bulma siireleri gruplar arasinda karsilastirildiginda O+D grubunun
ortalama degerinin K, SH ve O gruplarindan daha biiylik oldugu ve 6zellikle de SH
grubu ile arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmistir. Ancak 4. giin
ortalama yiikseltiyi bulma siireleri bakimindan gruplar karsilastirildiginda AH modeli
olusturulan O+D grubunun hem K hem de SH grubu ile arasinda istatiksel olarak
anlamli bir fark oldugu saptanmistir. Sonu¢ olarak O+D grubundaki siganlarin
platformu bulma siiresinin 3. ve 4. ginde diger gruplara gore daha uzun oldugu
gozlendi. AH patogenezine astroglialarin potansiyel katkisinin arastirildigi  ve
overektomi ardindan D-galaktoz uygulamasiyla AH sican modeli olusturulan Hua ve
ark.’larmin (157) yaptig1 ¢alismada, si¢anlarin spasyal hafizalart Morris su tanki deneyi
ile incelenmistir. AH modeli olusturulmus O+D grubundaki siganlarin platformu bulma
stireleri, K grubuna gore daha yiliksek bulunmustur. Calismamizda elde edilen
bulgularin, Hua ve ark.’larinin ¢aligma sonuglari ile uyumlu oldugu goériilmektedir.

Calismamizda, ilk 4 giinde yiikseltiyi bulma stireleri incelendiginde, tiim gruplar
icin yiikseltiyi bulma siirelerinin giinler ilerledik¢e anlamli olarak diistiigli gdzlenmistir.
K, SH, O ve O+D+H gruplar i¢in 4. giin ve 1. giin karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir diisiis oldugu saptanmistir (p<0,001). Fakat AH olusturulmus grupta
gilinler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gériilmemistir.

Spasyal hafiza deneylerinin 5. giinlinde si¢anlarin yiikseltinin yerini bulmay1
ogrendiklerini teyit etmek ve yiikseltiyi bulmalarinin tesadiif olmadigin1 géstermek igin
yiikselti ¢ikarilmigtir. Hatirlama deneyi olan 5. giin deneyinde, Sicanlarin eskiden
yiikseltinin oldugu giliney-bat1 kadraninda gecirdikleri siire incelenmis ve gruplar
arasinda yiikseltinin bulundugu kadranda gecirilen siire bakimindan bir farklilik
bulunmamistir. Hua ve ark (157) yaptiklar ¢alismada, platform kaldirildiginda O+D

grubundaki siganlarin platformun bulundugu kadranda gegirdikleri siire ile K grubunun
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kadranda gegirdikleri siire karsilastirildiginda O+D grubunun daha az siire gecirdigi
belirlenmistir.

Ik 4 giin yiikseltiyi bulma siiresi ve giiney-bat1 kadraninda gegirilen siire
parametrelerinin hepsi birlikte degerlendirildiginde olusturulan AH modelinin sadece
O0grenim stireci olan ilk 4 giin AH patolojisine uygun davranislar sergiledigi
goriilmesine karsin son giin goriilememistir. Histolojik incelemeler, sigan ratlarinin
frontal korteksinde AP birikimi oldugunu, hipokampusta ise AP plak olusumunun
gerceklesmedigini gostermistir. Ogrenme ve hatirlama siirecinde saglam ve fonksiyonel
bir hipokampusun bulunmasi gerektigi bilinmektedir. O nedenle, hatirlama deneyi olan
MST deneyinin 5. giliniinde elde edilen bulgular ile histolojik veriler birbirini
desteklemektedir.

Yasin Alzheimer gibi ndrodejeneretif hastaliklarda primer risk faktorii oldugu
diistinilir. Ayrica yasla birlikte meydana gelen mitokondriyal fonksiyon
bozukluklarinin arttig1 da bircok calismada gdsterilmistir. Insan otopsi dokularindan ve
hastalik tasiyan transgenik sicanlardan elde edilen beyindeki mitokondriyal hasarlar
daha Onceden gosterilmistir. Fakat, santral sinir sistemi digindaki dokulardaki
mitokondriyal fonksiyondaki bozulmalar kesin olarak acgiklanmamistir. Schuh ve ark.
(5) tarafindan yapilan g¢alismada ¢ok iyi karakterize edilmis bir transgenik AH
modelinde hem beyin hem de kas dokusundaki mitokondriyal solunum bozukluklari
aragtirtlmistir. Ayrica, bu hayvanlarin beyin ve kas dokusundan izole edilen
homojenatlarda APP proteini seviyeleri incelenmistir. Sonug¢ olarak, bu hayvanlardan
izole edilen iskelet kaslarinda kas tipine bagli olarak farkli diizeylerde mutant APP
proteinleri gosterilmistir. Ayrica, daha once benzer sekilde beyin dokusunda gosterilmis
oldugu gibi, AH modeli olan gen¢ transgenik siganlardan (3 aylik) izole edilen kas
liflerinde ayni1 yastaki transgenik olmayan saglikli siganlarla karsilastirildiginda
maksimum mitokondriyal oksijen tiiketiminin azalmis oldugu belirlenmistir.

AH’nda goriilen biligsel bozukluklar disindaki diger bir anahtar katilimci, kas
fonksiyonlarmin kaybidir. Yakin zaman 6nce, kaslardaki anomalilerin AH nin igsel bir
goriintiisii olabilecegi ortaya konulmustur. Beyine manyetik rezonans goriintiileme
(MRI) yapilarak ve ¢ift enerjili x 1511 sogurma cihazi (DEXA) kullanilarak yapilan
caligmalar, AH’nda yagsiz kitle kaybimnin hizlandigin1 ve bunun beyin atrofisi ve

muhtemelen AH’nin patofizyolojisinin dogrudan veya dolayli bir sonucu olarak biligsel
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performans ile iligkili oldugunu gostermistir (204). AH’da kas kiitlesi kaybinin, beyin
hacminden bagimsiz sekilde yag kitlesi ile bilissel performans ve hipokampal atrofiyle
iliskili olarak hizlandig1 gosterilmistir (204).

Egzersiz, depresyon veya birbiri ile iliskisi olmayan kas anomalilerin
seviyesindeki degisiklikler gibi cesitli degiskenleri bu populasyondaki yag kas kiitlesini
etkiliyor olabilmesine ragmen, bu ¢alismalar viicutta yag kiitlesi kayb1 veya kaslarda
fonksiyon bozuklugu gelismesinin AH patolojisinin bir par¢asi oldugunu 6ne stirmiistiir.
AH’da hem kas fonksiyonlar1 hem de biligsel fonksiyonlarin her ikisinde de meydana
gelen bozulmalarin biyolojik temeli i¢in, mitokondriyal fonksiyon bozukluguna bagl
enerji metabolizmasindaki genis 6lgiide goriilen anomalilerin test edilebilen bir hipotez
olarak sunulabilecegi distiniilmistiir (205). Sitokrom C oksidaz aktivitesindeki
bozukluklar, yapisal defektler ve mitokondriyal DNA delesyonlar1 gibi mitokondriyal
anomaliler ICM hastalarinin kaslarinda da belirlenmistir (206, 207, 208).

Boncompagni ve ark. (209) calismasinda, si¢anlardan elde edilen kaslarda
elektron mikroskobu, degisen krebs aktivitesi ve redoks durumuna bakilarak
mitokondriyal anomaliler oldugu gosterilmistir. Askanas ve ark. (210) ¢alismasinda
ayrica, adenoviriislerle BAPP gen transferi yapilan normal kas hiicre kiiltiirlerinde de
benzer mitokondriyal anomalileri gostermislerdir.

Kaslardaki anomaliler, AH i¢in bir ig¢sel belirte¢ olarak diisiiniilmekle birlikte,
heniiz yeterli diizeyde agiklanamamistir. AH’daki biligsel fonksiyonun kas
fonksiyonuyla iligkisinin biyolojik temeli i¢in gegerli bir hipotez gelistirme cabalari,
mitokondriyal fonksiyon bozukluguna bagli enerji metabolizmasindaki anomaliler
lizerine yogunlagsmistir. APP’nin mutajenik formunun asir1 eksprese edilmesinin hem
beyin hem de kastaki oksidatif metabolizma defektlerine yol acabilecegi ve bu
defektlerin hastaligin erken evresindeki bir kanit oldugu hipotezini desteklemektedir
(211).

Transgenik hayvanlarda mutant APP uzunlugu, farkli derecelerde lif tipi i¢eren
kaslara bagl olarak degiskenlik gostermistir. APP’nin tam uzunlugu i¢in en diisiik bant,
cogunlukla yavas kasilan liflerden (6rnegin tip I lifler) olusmus soleus kasindan elde
edilen homojenatlarda belirlenmistir (205). Aksine, ¢ogunlukla hizli kasilan liflerden
(6rnegin tip II) olusan plantaris kasinda daha yogun olarak tam uzunlukta APP bantlari

goriilmiistiir. Hem yavas hem de hizli kasilan liflerden olusan gastrokinemus ve tibialis
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anterior kaslarinda ise orta diizeyde tam uzunlukta APP bantlart belirlenmistir.
AH’dakinin aynis1 olan AB42 peptidi igeren amiloid depositleri yasla iligkili bir kas
hastalig1 olan ICM hastalarinin kaslarinda da ortaya ¢ikmaktadir (212).

AP peptidi, Alzheimer hastalarinin beyinlerinde oldugu gibi deri ve kas da dabhil
olmak tizere diger bazi dokularinda da uzun, ¢oziilemeyen fibriller olusturarak birikir
(16). AP’nin noronal fonksiyonlar {izerine etkileri ¢ok genis bir sekilde arastirilmustir,
fakat iskelet kas hiicreleri gibi diger uyarilabilir hiicreler lizerine etkileriyle ilgili bilgiler
kisithdir. Baglangic seviyesindeki Alzheimer hastalarinda, fitness ve biligsel
bozukluklarin arastirildig: bir ¢alismada biligsel hastaliklarin gelisim siirecinde fiziksel
fitness’in koruyucu bir faktér oldugu bildirilmistir (213). Kasta AP birikmesinin Ca*?
saliimi ve kas kasilmasi lizerine etkilerinin arastirildigi bir baska calismada da, iskelet
kas1 lizerinde kuvvet cevirici ile kas sarsi egrilerinin kasilma kuvvetlerine bakilmis ve
AP’nin kas Kuvvetini azalttig1 belirlenmistir (214).

Kuo ve ark. (215) yaptigi bir ¢alismada, AP’nin Alzheimer hastalarinin
beyinlerinde bulundugu bilinen formunun (Aa2), hastalarin iskelet kaslarinda da 6nemli
Olciide artmis oldugu bildirilmistir. Ayrica, yashlikta ortaya ¢ikan en yaygin kas
hastalig1 olan ICM hastaliginda, AP 6ncii proteini (APP) ekspresyonunun bozuldugu ve
intraseliiler olarak AP birikiminin oldugu ve bu hastalarda Apnin Ca*? kanallarindan
Ca*? salimimini ve iskelet kasindaki kasilmay azalttigi gosterilmistir (214).

AH’nin beyin dokusunda ve serebral damarlarinda AB’nin asir1 birikmesi,
norovaskiiler fonksiyonlarin bozulmasina ve kronik nérodejenerasyonun artmasina yol
acacak sekilde periferik sinirlere de yayilarak uzun ¢oziilemeyen fibriller yapilar
olusturmaktadir. Olusan bu A plaklar ndron membranindaki iyon kanallarinin yapisini
da bozarak uzun siireli elektriksel aktivitenin bozulmasmi tetiklemektedir. Ayni
zamanda bu birikimin kas liflerinin kasilmasindan sorumlu olan asetilkolin sentezini,
salinimini ve postsinaptik etkinligini azaltabilecegi ortaya konulmustur (116).

Sunulan tez c¢alismasinda AH olusturulan model (O+D) grubunda AP
birikiminin periferik sinirlere de yayilabilecegi diisiiniilerek ortaya c¢ikabilecek
iletimdeki bozuklugu gorebilmek i¢in Hot Plate Deneyi yapilmistir. Sicanlarin agr1 esigi
siire degerleri incelendiginde gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmamustir (p=0,504).
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AH kemirgen modellerinde AH’nin bir i¢ yansimasi olarak diisiiniilen kaslardaki
anomaliler ve bunlarin patofizyolojiye katkisinin olabilecegi bilinmektedir. Beyinde
oldugu gibi, kaslardaki bu bozukluklar da amiloid plaklarin ortaya ¢iktig1 evrelerde
meydana gelmektedir (5, 204). AH’nda gelisim gosteren AP plak olusumlarinin ayni
zamanda iskelet kas dokusunu da etkileyebilecegini belirtmislerdir (16, 216, 217). AP
peptidinin, iskelet kas liflerinin belirgin sekilde depolarizasyonuna yol acarak dinlenim
membran potansiyelini bozdugu gosterilmistir. Bu, Na™?/K*-ATPaz inhibisyonuna
ilaveten AP’ nin membranda por yapisi olusturarak membran gegirgenligini arttirmasina
bagl olarak ger¢eklesmektedir (14, 217).

Bu dogrultuda calismamizda, AH’nin homologu olarak bilinen ve AH
patolojisini takiben gelisebilecegi diisliniilen ICM kas patolojisinde de yer alan A plak
birikiminin overektomize siganlarda daha uzun siire D-galaktoz uygulamasi yaparak
ICM kas patolojisi veya kas bozuklugu olusturulmaya calisilmigtir. AH ilerleyen
sirecinde AP plaklarin kas dokusunda asir1 birikmesi sonucu gelisebilen ve AH
patofizyolojisine ¢ok benzerlik gosteren ICM’nin, bu calisgmada olusturulan sigan
modelinde gelisip gelismedigi EDL kasinin biyoelektriksel ve biyomekanik aktivite
kayitlar1 ve histolojik analizlerle degerlendirilmistir. EDL kasinin elektriksel
aktivitesinin degerlendirilmesinde tiim gruplardan EMG yapilarak elde edilen BKAP’i
kullanilmistir. EMG, miyopatileri igeren kas hastaliklar1 da dahil olmak iizere periferal
sinir sistemi hastaliklarinin tanisinda en sik kullanilan yontemlerden birisidir (218). Bu
yontemde, kaslarin iizerine yerlestirilen elektrotlarla ilgili sinire ¢ok hafif bir elektriksel
uyarim verilerek sinirlerin ne kadar hizla iletim yaptigi hesaplanir. Caligmamizda
yaptigimiz EMG kaydinda, etrafindaki dokulardan agiga ¢ikarilan sol EDL kasinin 1/3
proksimal kismina bipolar uyarici elektrotlart ve ayni anda 1/3 distal kismina bipolar
yiizeyel disk kaydedici elektrotlari yerlestirilerek BKAP kayitlart alinmustir.

Bu tez arastirmasinda elde edilen EMG sonuglarina gére; BKAP tepeden tepeye
genlik, genlik, tepe latans, siire degerlerinde, istatistiksel olarak gruplar arasinda anlaml
bir farklilik saptanmamistir. BKAP egrisinin depolarizasyon ve % 50 repolarizasyon
stire degerinde, istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli farklilik goériilmemistir.
BKAP’i alan degerinde, istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli bir farklilik

saptanmamuistir.
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Calismamizda Hua ve ark. (157) olusturmus olduklari AH modellemesi
kullanilarak daha uzun D-galaktoz uygulamasi sonucu olusturulmaya calisilan ICM kas
hastaliginin molekiiler alt yapisinda yer alabilecegi diisiiniilen AP plaklarin birikimi
siganlarin EDL kasinda immiinohistolojik isaretleme ile goériilmemistir. Bu nedenle
EMG ve histokimyasal bulgular birbirlerini desteklemektedir. Fakat bu modellemede
Alzheimer patolojisi, overektomi sonrasi uzun doénem D-galaktoz uygulamasi
neticesinde olusmasindan dolayi, bazi iskelet kaslarinda sadece overektomi kaynakli
EMG aktivitesini diislirdiigii lizerine ¢calismalar da vardir.

Liua ve ark. (219) ¢alismasinda overektominin sigan genioglosus (GG) kasinin
kasilmas1 tizerine etkisi olmadig1 hipotezini test etmislerdir. Sonug olarak; overektomi
EMG aktivitesini ve GG kasinin kasilma ozelliklerini  diisiirmiis ve hipotez
reddedilmistir. GG kasinin kontraktil 6zelliklerinin overektomiye duyarli oldugunu ve
bu degisikliklerin, kismen de olsa, kontraktil proteinlerin tipleri ve miktarlarindaki
degisikliklerle iliskili oldugunu ortaya koymuslardir. Bizim calismamizdaki EMG
sonuglari, Liua ve ark. (219) bulgusuyla karsilastirildiginda EDL kasinin biyoelektriksel
ozelliklerinin overektomiye duyarli olmadigi1 sonucunu gostermistir.

Bu bulgular 1s1ginda immiinohistolojik isaretleme ile EDL kasinda histolojik
olarak AP birikiminin de goriilememis olmasi, Hot Plate ve EMG bulgularin
desteklemektedir. AP birikimi beyin dokusu haricinde periferal dokulara yayilmamustir.

Keza olusabilecegi diisiiniilen kas bozuklugunu belirleyebilmek icin siganlarin
EDL kas1 biyomekanik aktiviteleri iizerine kullanilan AH modelinin etkileri izometrik
kasilma parametreleri kullanilarak incelenmistir. Bunun i¢in, EDL kas1 supramaksimal
elektriksel pulslarla uyarilarak, kas cevaplarindaki izometrik kasilma egrileri analiz
edilip, kasin kasilabilirlik fonksiyonu arastirilmigtir

EDL kasmin mekanik aktivitesinin degerlendirilmesinde tiim gruplardan elde
edilen kas sars1 egrileri kullanilmistir. Kas tarafindan olusturulan kuvvetin miktar1 kasin
uyarilmadan onceki uzunluguna baghdir. Gerim ve dinlenim uzunlugunun ytlizdesi
olarak hesaplanan sarkomer uzunlugu ile kuvvet arasinda bir korelasyon vardir.
Sarkomerlerin boyu, dolayisiyla da kas fibrilinin boyu dinlenim uzunlugunun %80-120
arasindayken aktin ve miyozin filamentleri arasindaki etkilesim maksimum diizeyde
oldugu icin kuvvet liretebilme yetenegi de maksimum seviyededir. Calismamizda, EDL

kasiin maksimum kasilma kuvvetini olusturacak optimum boya getiren 6n gerimler
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uygulanmistir ve uygulanan 6n gerimlerde gruplar arasi karsilastirmalarda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik saptanmamustir.

On gerim uygulamasinin ardindan 5’er dakika ara ile Ty, 10, 20, 40, 80, 100 ve
150 Hz frekansh uyaranlar verilerek kas mekanik yanitlar1 kaydedilmistir. Tek bir kare
puls (Tw) (supramaksimal genlikli ve 0,5 ms siireli) uygulanan kaslardan kayitlanmig
sars1 egrilerinin kasilma siiresinde, O grubu K grubu ile karsilastirildiginda, O grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir. Ty i¢in yar1 gevseme
siireleri gruplar arasi karsilastirildiginda; O grubu ile SH grubunun, K grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha hizli oldugu saptanmistir. Jonathan ve ark.
(220) yaptiklar1 ¢alismada overektomi yaptiklari siganlarin EDL kasinda baktiklar
mekanik aktivite parametrelerinde, Tw igin kasilma siiresi overektomi grubu kontrol
grubu ile karsilastirildiginda overektomi grubunda anlamli bir azalma saptamislardir.
Yar1 gevseme siiresi i¢in ise overektomi gurubunun kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak daha hizli oldugunu gérmiislerdir. Jonathan ve ark. (220) elde ettikleri veriler ve
bizim aragtirmamizda elde edilen Ty i¢in kasilma siiresi ve yar1 gevseme siire sonuglari
birbirini desteklemektedir.

Her bir gruptaki sicanlarin EDL kas kuvvet degerlerini uygulanan her frekans
protokoliinde inceledigimizde, tek bir kare puls (supramaksimal genlikli ve 0,5 ms
stireli) uygulanan kaslardan kayitlanmig sars1 egrilerinden dlgiilen tepe sarst kuvvetinde,
SH grubunda K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
belirlenmistir. K ile O ve O+D gruplari karsilagtirildiginda istatistiksel olarak O ve O+D
gruplarinda anlamli bir azalma oldugu saptanmistir. Liua ve ark. (219) ile Hou ve ark.
(221) yaptiklar iki farkli calismada overektomi yapilmis siganlarin iskelet kasindan
aliman T, i¢in tepe sars1 kuvvet degerleri gruplar aras1 karsilastirildiginda, overektomi
grubunun kontrol grubuna gore anlamli diizeyde azaldigimmi gormeleri, bizim
caligmamizda Tw i¢in elde ettigimiz kasilma kuvveti de§eri bulgumuzu
desteklemektedir. AChE inhibitorii olan Hup A uygulanan tedavi grubu (O+D+H) ile O
gruplar karsilastirildiginda ise O grubunda O+D+H grubuna gore kasilma kuvvetinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu goriilmiistir. Bizim ¢alismamizda
overektomize siganlarin iskelet kasinda gozlenen kasilma kuvvetlerindeki azalma igin

de AChE inhibitorii olan Hup A’nin etkili bir tedavisi oldugu saptanmustir.
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Farkli frekanslarda uyaranlar i¢in kaydedilen izometrik sarsi egrilerinden
kasilma kuvvetleri 6l¢iilmiis ve her frekans igin gruplar karsilagtirildiginda, O+D
grubunun tiim uyar1 frekanslari i¢in elde edilen kas sarsi kuvvetlerinin K grubuna goére
azalmis oldugu belirlenmistir. Keza, O grubu ile K grubu, tiim uyar frekanslari i¢in
kasilma kuvvetleri agisindan karsilastirildiklarinda, O grubunda istatistiksel olarak
azalma saptanmistir. O grubu ile O+D+H grubunu, 20 Hz frekansinda
karsilastirdigimizda istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptanmustir.

Tim gruplardaki sicanlardan izole edilen her bir EDL kasina, frekansi 150
Hz’lik uyar1 katar1 verildiginde, tiim kas preparatlarindan tam tetanik kuvvet elde
edilmistir. Maksimum tetanik kuvvet (Pp) bakimindan 6zellikle O ve O+D gruplarinda
K grubuna gore istatistiksel olarak anlaml1 bir azalma saptanmustir.

Sunulan tez ¢alismasinda Tw, 10, 20, 40, 80, 100 ve 150 Hz frekans
protokollerinde EDL kasina uygulanan uyarmin overektomi yapilmis siganlarda K
grubuna goére anlamli bir azalma oldugu, ayrica AH modeli olusturulmus O+D
grubunda, O ve tedavi O+D+H gruplarina gore kasilma kuvvetinde anlamli olmamakla
beraber bir azalma oldugu tespit edilmistir. Tedavi grubunun biitiin frekans
protokollerinde kasilma kuvvet degerlerinin anlamli olmamakla birlikte K grubuna
yakin, 10, 20, 40, 80, 100 ve 150 Hz frekans protokollerinde ise diger gruplardan
anlamli olmamakla beraber artmis oldugu gosterilmistir.

Calismamizda AH olusturmak i¢in kullandigimiz model kapsaminda, sadece
overektomi yapilan ve sadece kronik D-galaktoz uygulanan gruplarda da, O+D
grubunda elde edilene benzer sekilde kas fonksiyon kayiplari gozlenmistir. Kisaca,
caligmamizda tiim uyar1 protokolleri icin elde edilen kasilma kuvvetleri, sadece D-
galaktoz uygulanan, sadece overektomi yapilan ve her iki islemin birlikte uygulandigi
gruplarda kontrole gore azalma gostermis, Hup-A verilen grup ise tim uyari
protokollerinde kontrole yakin degerlerde kasilma kuvveti olusturmus ve bu grupta
olusan kasilma kuvveti degerleri sozii edilen {i¢ gruba gbre daha fazla olmustur. Bu
nedenle de Hup-A’nin tedavi edici etkisi oldugu sonucunu ¢ikarabiliriz. Buna ek olarak,
calismamizda, 20 Hz ve tlizeri frekanslarda elde edilen kasilma kuvveti degerlerinin
O+D grubunda diger gruplara gore en diisiik degere (K’e gore anlamli, O ve SH
gruplarina gére anlamli olmayan farklarla) sahip oldugu bulunmustur. Bu sonug bize,

calismada kullandigimiz modelin baz1 modifikasyonlarla (D-galaktoz dozunun ve/veya

145



uygulama siiresinin arttirllmast gibi) kasta da AH’na bagli fonksiyon bozuklugu
olusturabilecegini diistindiirmektedir.

Chang ve ark. (197) yaptiklar1 bir arastirmada, D-galaktoza maruz birakilan
farelerde mitokondrial kompleks | bozuklugunun ortaya ¢iktigi, spasyal hafiza ve
lokomotor fonksiyonda bozulmanin olmadig: fakat kas giiclinde ciddi bozukluklara yol
actig1 bildirilmistir.

Dione ve ark. (222) ile Smith ve ark. (223) iskelet kaslarinda yaptiklari
calismada Ostrojen hormonuna ait reseptorler oldugunu bildirmislerdir. Ayrica yapilan
bir diger arastirmada Ostrojenin koyun ve sigir iskelet kaslarinda anabolik bir etkiye
sahip oldugu (224) ancak biiyiime ¢agindaki sicanlarda iskelet kas gelisimini inhibe
ettigi rapor edilmistir Eriskin siganlarda yapilan bir ¢alismada ise dstrojen eksikliginin
kasta atrofiye neden oldugu bulunmustur (225, 226).

Diger bir arastirmada ise menopoza giren kadinlar ile menopoz Oncesi ve
menopoz sonrasi hormon tedavisi goren kadinlar karsilastirildiginda birim kesit alana
diisen kas kuvvetinin azaldig1 gozlenmistir (227-17).

Calismamizda hem sadece D-galaktoz uygulanan hem de sadece overektomi
yapilan gruplardaki siganlarin EDL iskelet kas giiclinde azalma goriilmiistiir. Ayrica
hem D-galaktoz hem de overektomi yapilan AH modeli olusturulmus gruptaki
sicanlarin EDL kas giiciiniin sadece D-galaktoz ve sadece overektomi yapilan gruplarla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte daha diisiik oldugu
saptanmugtir. Sonugta overlerle ilgili hormonlarin uzaklastirilmasi neticesinde ve sadece
D-galaktoz uygulanmasi durumunda kas fonksiyonunda azalma olustugunu rapor eden
aragtirmalar, ¢calismamizdaki biyomekanik aktivitesinde goriilen azalmay1 da destekler
niteliktedir.

Bu azalmaya yol agan mekanizmalarin arastirildigi bir ¢alismada, overektominin
iskelet kas fonksiyonunu diizenleyen sinyal yolaklarindan olan ve glukoz homeostazinin
diizenlenmesinde rol oynayan AMP-aktiveli protein kinaz (AMPK) ve mitojen-aktiveli
protein kinaz (MAPK) yolaklarini etkileyerek iskelet kaslarinda fonksiyon kaybina yol
actigr bildirilmistir (228). Sonra diger bir ¢alismada overektomiye bagli olarak iskelet
kas1 hiicresi i¢inde lipid metabolizmasinin da olumsuz yonde etkilendigi ve
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ile birlikte iskelet kaslarinin metabolik profilini

degistirerek fonksiyon bozukluguna yol agtigi gosterilmistir (229). Hiicrelerdeki Enerji
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metabolizmasindaki diizensizlikler iyon dengesinide bozabilmektedir. Fares ve ark.
(230) yaptiklar bir ¢alismada uzun donem overektominin kalp kasmin hiicre i¢i Cat+2
dengesini bozdugu, sarkoplazmik retikulumdan Ca™  salmimni arttirdign  ve
miyofilametlerin Ca*® duyarliliginin azaldig1 gosterilmistir. Bu bilgiler 1s13inda bizim
calismamizda overektomi sonrasi belirledigimiz kas giictindeki azalma bu yolaklarda
meydana gelen bozukluklar ile iligkili olabilir.

Calismamizda hasta grubuna ait gerek kas dokusu ve gerekse serum igerigi TOK
degerleri kontrol grubundan farkli ¢ikmamistir. Bu, calismada kullandigimiz modelle
kas dokusunda ICM olusumunun gergeklesmemesi sonucu ile uyumludur. Sonraki
calismalarda AP olusumunu gosterdigimiz beyin dokusundan elde edilecek TOK
degerleri, beyinde gozlenen AH patolojisine iliskin sonuglarimizi serbest radikaller
acisindan degerlendirmemize yardimer olacaktir.

AH’ndaki patolojilerden bir digeri ise beyindeki kolinerjik sistemdeki
bozulmadir. Bu bozulma, beynin 6zellikle 6grenme ve hafiza ile ilgili merkezlerinde
goriiliir. Asetilkolin belli noronlarda kolin asetil transferaz enzimi tarafindan, kolin ve
asetil-CoA'dan sentezlenir ve bu enzimin seviyesinin Alzheimer hastalarinin
beyinlerinde, 6zellikle hipokampus ile neokorteksinde azaldigi bildirilmistir (113, 114).
Asetilkolin, merkezi sinir sisteminde yer alan bir kimyasal iletici olarak gorev yapar ve
iskelet kasi liflerindeki asetilkolin reseptorlerine baglanarak kas lifinin kasilmasini
uyarir. Ogrenme ve hafiza iizerine olan etkisini ise, postsinaptik ndron
membranlarindaki nikotinik ve muskarinik reseptorlere baglanarak gerceklestirir.
Asetilkolinin sentezi asetilkolin transferaz enzimi tarafindan katalizlenen kolin ve Asetil
Co-A arasindaki reaksiyonla, sinaptik bosluga salinip islevini gergeklestiren
asetilkolinin yikimi ise Asetilkolin esteraz enziminin katalizledigi reaksiyonla kolin ve
asetata cevrilerek gerceklesir. Bu nedenle, asetilkolinin yapimi ve yikimin katalizleyen
enzimlerin aktivasyonlar1 arasindaki denge, hiicrelerdeki asetilkolin diizeyinin
korunmasi ve fonksiyonlarinin saglikli bir sekilde gerceklesebilmesi i¢in ¢ok dnemlidir.

Bu tez calismasinda, AH’nin terapisindeki etkinligini arastirdigimiz Hup A,
dogal olarak elde edilen bir asetilkolin esteraz inhibitoriidiir. AH nin tedavisinde
gelistirilen stratejilere ve bu stratejiler dogrultusunda gelistirilen ilaglara baktigimizda,
hemen hepsinin beyindeki asetilkolin seviyesinin korunmasina yonelik olarak yikiminm

engellemek tizerine kurulmus oldugunu gérmekteyiz. Giiniimiizde FDA onay1 alarak
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piyasaya siiriilen, AH tedavisinde kullanilan bu ilaclar, asetilkolin esteraz inhibitorii
fonksiyonuna sahip olan ve bu fonksiyonlarini yerine getirerek, AH tedavisindeki
etkinlikleri kanitlanmis olan ilaglardir. Ancak bu ilaglar1 kullanan Alzheimer
hastalarinda goriilen yan etkiler ve daha da onemlisi bu ilaglarin kan-beyin bariyerini
geemelerindeki sikinti, kullanimlarint  kisitlamaktadir. Bu tez c¢alismasinda, AH
tedavisindeki etkinligini degerlendirmek iizere calismay1 sectigimiz Hup A’nin tercih
edilmesindeki en 6nemli neden de budur. Hup A, 6zellikle dogal olarak yetistigi Uzak
Dogu tilkelerinde AH tedavisinde kullanilan ve bu yondeki etkinligi bir¢ok ¢alismayla
belirlenmis bir asetilkolin esteraz inibitoriidiir. Tedavi edici 6zelligini belirginlestiren en
onemli nedenin kan-beyin bariyerini ¢ok hizli olarak gecebilmesi ve aktivitesini beynin
hafiza ve 6grenmeyle ilgili kisimlarda ¢ok hizli bir sekilde gerceklestirebilmesi oldugu
bildirilmistir. Hup A’nin asetilkolin esteraz inhibisyonu, spektrofotometrik yontemlerle
hem in vivo hem de in vitro degerlendirilmistir ve diger asetilkolin esteraz inhibitorleri
ile karsilastirildiginda Hup A’nin kan-beyin bariyerine penetrasyonunun daha iyi ve
inhibitor olarak etki siiresinin ¢ok daha uzun oldugu belirlenmistir (231).

Hup A’nin in vitro asetilkolin esteraz inhibisyon aktivitesi, oral yolla
verildiginde kortekse, giinimiizde AH tedavisinde kullanilan donepezil ve takrinden
sirastyla 24 ve 180 kat fazla oldugu bulunmustur (17). Mikrodiyaliz teknikleri
kullanilarak yapilan c¢alismalarda, Hup A’nin doza bagli olarak korteks ve
hipokampusta asetilkolin seviyesini arttirdig1 gosterilmistir. Hup A, asetilkolin diizeyini
donepezilden 8 kat, rivastigminden 2 kat daha fazla arttirmis ve etkisini daha uzun siire
korumustur (131). Hup A’nin en 6nemli asetilkolin esteraz inhibitér aktivitesinin
siganlarda kortekste, hipokampusta, striatumda, medial septumda, medulla oblongatada
ve hipotalamusta oldugu bilinmektedir. Hup A uygulamasiyla, ilk 30-60 dakikada
kortekste ve serumda yiiksek diizeyde asetilkolin esteraz inhibisyonu oldugu ve bu asir
inhibisyonun kortekste uzun siire devam ettigi belirlenmistir (132).

AH si¢an modeli gelistirmek iizere siganlara yapilan overektomi ve D-galaktoz
uygulamalar1 sonucunda, hem beyin hem de kas dokusunda AH patolojisi olusup
olusmadigin1 belirlemek iizere AP plaklarinin varligi test edilmistir. Bu amacla
uyguladigimiz immiinohistokimyasal isaretleme yontemi ile O+D grubunda beynin
frontal korteksinde AP plak olusumunun anlamli olarak artmis oldugu gosterilmistir

(p<0,001). Tedavi grubu olan O+D+H ile O+D grubu karsilastirildiginda ise, O+D-+H
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grubundaki A plak birikiminin O+D grubuna gore azalmis oldugu saptanmistir. Bu
azalmada Hup A’nin etkisi olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle, Hup A’nin AH’da
goriilen kolinerjik sistemdeki bozukluklar iizerindeki etkisini arastirmak amaciyla,
biitlin gruplarda beynin frontal korteks kismindaki asetilkolin esteraz aktivitesi,
immiinohistokimyasal yontemlerle incelenmistir. Bulgular degerlendirildiginde, AH
olusturulan ve Hup A uygulamasi yapilan O+D+H grubundaki asetilkolin esteraz
aktivitesinin, AH olusturulan O+D grubuyla karsilastirildiginda daha diisiik oldugu
saptanmistir (p<0,05). Elde ettigimiz bu sonug, Hup A igin diisiinmiis oldugumuz
yiiksek asetilkolin esteraz inhibitdr etkisini, AH olusturdugumuz siganlarda yerine
getirdigi ve iyilesme siirecinde rol oynadigini ¢ok net bir sekilde gostermektedir. Fakat
siganlarda elde edilen EDL kas dokusunda hem AP plaklari hem de AChE aktivitesi
goriilememistir.

Bu dogrultuda AH’na 6zgii beynin belli anatomik alanlarinda birikim gosteren
AP plak olusumlarinin sadece frontal kortekste elde edilebilmesi neticesinde, beynin
diger ilgili alanlar1 olan hipokampus ve dentat girusunda yayilmamis olmasi bizim
yaptigimiz davranig deneylerinden spasyal hafiza testi olan Morris Su tanki deneyinin
son giin boliimiinde, daha once platformun bulundugu kadranda gruplarin gecirdikleri
stire degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ saptayamadigimiz
bulgumuzu destekler niteliktedir. Ayrica AP birikimini EDL kas dokusunda
histokimyasal yontemle saptayamamis olmamiz ve yaptigimiz agri esigi siire degerleri
icin hot plate deneyi bulgulari, EDL kasinin biyoelektriksel o6zellikleri i¢in EMG
bulgular1 ve biyomekanik Ozelikleri i¢in kas sarsi egrileri parametre bulgular1 bu
baglamda birbirlerini destekler nitelikte olup, periferal dokulara yansimamis oldugunu
gostermektedir. Ek olarak bizim c¢aligmamizda EDL kast sarsi egrilerinden farkli
frekans protokollerinden elde edilen parametreler arasi farkliliklarin overektomi

kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada, 68 adet 13 haftalik disi Sprague—Dawley sigan (250-300 g), AH
patolojisini tagiyan bir kemirgen modeli olusturmak ve olusturulan bu modelde AH ile
iliskili oldugu diisiiniilen ve c¢ok benzer patolojiye sahip ICM hastaliginin gelisip
gelismedigini degerlendirmek {izere rastgele olarak gruplara ayrildi. Ayrica, AH modeli
olusturulan siganlarda dogal bir asetilkolin esteraz inhibitorii olan Hup A’nin iyilestirici
ozelligi arastirildi. Hedefleri gerceklestirmek i¢in agik alan ve morris su tanki deneyleri
ile hot plate, biyopotansiyel, biyomekanik, histolojik ve biyokimyasal yontemlerden
yararlanildi. Kurulan hipotez ve deney protokiiliiniin ardindan yapilan istatiksel

analizlerde su sonuglar elde edildi:

1. Overektomi ve ardindan uzun siire (10 hafta) D-galaktoz uygulamasi, sican
beyninde, ozellikle de frontal kortekste AH’nin en yaygin patolojik bulgusu
olan AP plaklarinin olusumunu indiiklemistir.

2. Frontal kortekste belirlenen AP plaklari, hipokampus ve dendrat girusta
goriilmemigtir.

3. Overektomi ve ardindan uzun siire (10 hafta) D galaktoz uygulamasi sonucu
meydana gelen AP plaklarindaki artig periferik dokularda (EDL kasi)
goriilmemigtir.

4. Uygulanan AH sican modeli histolojik bulgularin 1siginda beyinde Af
birikiminin basarili oldugu goriilmiistir.

5. AH modeli olusturan sicanlara Hup A uygulamasi sonucunda, frontal
korteksteki AP plaklarinda azalma oldugu saptanmustir.

6. Hup A, AH olusturdugumuz siganlarda AH’nin en belirgin ndropatolojik

semptomu olan AP plaklar1 azaltarak iyilesme siirecine katkida bulunmustur.

Bu bulgular 1s181nda, calismada kullanilan modelin molekiiler alt yapisini beynin
AH ile ilgili tiim anatomik alanlarinda gorebilmek ve olusan patolojinin periferal

dokulara da yansimasini saglamak amaciyla sonraki calismamizda D-galaktoz
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uygulamasi bitiminden sonra siganlarin kendi halinde yaglanmaya birakilmasi ya da D-

galaktoz uygulama siiresinin ve/veya doz miktarinin arttirilmasi diigiiniillmektedir.
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