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ÖZET 

Alzheimer Hastalığı Modelinde Uzun Süreli Egzersizin Moleküler Yolaklar ve 

BiliĢsel DavranıĢlar Üzerine Koruyucu Etkisinin AraĢtırılması 
 

Egzersizin nörodejeneratif hastalıkların tedavisinde ve önlenmesindeki 

rolü, yapılan çalıĢmalara rağmen belirsizliğini korumaya devam etmektedir. 

ÇalıĢmamızda skopolaminle oluĢturulan Alzheimer hastalığı modelinde, koĢu 

bandı egzersizinin moleküler yolaklar ve biliĢsel davranıĢlar üzerindeki koruyucu 
etkisi araĢtırıldı. 

Bu amaçla, 21. günde annelerinden ayrılan erkek Balb/c farelere (n=69) 12 

hafta boyunca koĢu bandı egzersizi yaptırıldı. Egzersiz uygulamasının son 4 

haftasında (28 gün) farelere skopolamin enjeksiyonu (2mg/kg, günde 1 defa) 

periton içine yapıldı. Enjeksiyonu takiben açık alan testi ve morris su havuzu testi 

ile duygusal ve biliĢsel davranıĢları değerlendirildi. Farelerin hipokampus ve 
prefrontal korteksi izole edilerek Western blot ile BDNF, TrkB, p-GSK3ßSer389

, 

immünohistokimya yöntemi ile APP ve Aß-40 seviyeleri değerlendirildi. 
Yaptığımız çalıĢmada, farelerde skopolamin uygulaması biliĢsel ve duygusal 

iĢlevlerde bozulmaya neden oldu. Skopolamin hipokampusta p-GSK3ßSer389
, BDNF 

(p=0,014) ve TrkB (p=0,01) düzeyinin azalmasına neden oldu. Prefrontal kortekste 

ise p-GSK3ßSer389
 ve BDNF (p=0,014) düzeyleri azalırken, TrkB (p=0,013) 

düzeyinde artıĢ görüldü. Ġmmünohistokimyasal analiz sonucunda skopolamin 

uygulaması ile hipokampus ve prefrontal kortekste APP ve Aß-40’ın nöronal ve 
perinöronal alanlarda arttığı saptandı. ÇalıĢmamızda uzun süreli egzersiz 

uygulamasının biliĢsel ve duygusal iĢlevlerde bozulmaya karĢı koruyucu etkiler 
gösterdiği saptandı. KoĢu bandı egzersizi yaptırılan grupta hipokampusta p-

GSK3ßSer389
, BDNF (p=0,01) ve TrkB (p=0,02) düzeyinde artıĢ bulundu. Prefrontal 

kortekste de p-GSK3ßSer389
, BDNF (p=0,02) ve TrkB (p=0,01) düzeyinde artıĢ 

saptandı. Ġmmünohistokimyasal incelemede, Aß-40 ve APP’nin egzersiz 

gruplarında azaldığı görüldü.  

Sonuç olarak, skopolamin uygulamasının neden olduğu biliĢsel ve duygusal 

davranıĢlardaki bozulmaya karĢı, uzun süreli koĢu bandı egzersizinin koruyucu 
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etkisi olabilir. Bu koruyucu etkiye artan BDNF düzeyi ve GSK3ßSer389
 

fosforilasyonunun aracılık ettiği ileri sürülebilir.  

 

Anahtar sözcükler: Alzheimer hastalığı, Amiloid beta, BDNF, Egzersiz, p-

GSK3ßSer389
, Skopolamin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xiv 

 

ABSTRACT 

Investigation of the Protective Effect of Long-Term Exercise on Molecular 

Pathways and Cognitive Behaviors in Alzheimer Disease Model 

 

The role of exercise in the treatment and prevention of neurodegenerative 

diseases continues to remain unclear despite studies. In our study, the protective 

effect of treadmill exercise on molecular pathways and cognitive behaviors was 

investigated in the Alzheimer disease model induced by scopolamine. 

For that purpose, male Balb/c mice (n=69) which was separated from their 

mothers on day 21 were subjected to treadmill exercise for 12 weeks. In the last 4 

weeks (28 days) of the exercise, scopolamine injection (2mg/kg, once a day) was 

administered intraperitoneally to the mice. Following the injection emotional and 

cognitive behaviors were evaluated with open field test and morris water maze test. 

The hippocampus and prefrontal cortex of the mice were isolated and BDNF, 

TrkB, p-GSK3ßSer389
 levels were evaluated by Western blotting, and APP and Aß-

40 levels were analyzed by immunohistochemistry. 

In our study, scopolamine administration in mice caused impairment in 

cognitive and emotional functions. Scopolamine caused a decrease in p-

GSK3ßSer389
, BDNF (p=0.014) and TrkB (p=0.01) levels in the hippocampus. In the 

prefrontal cortex, p-GSK3ßSer389
 and BDNF (p=0.014) levels decreased, while TrkB 

(p=0.013) levels increased. As a result of immunohistochemical analysis, it was 

found that APP and Aß-40 in the hippocampus and prefrontal cortex increased in 

neuronal and perineuronal areas with scopolamine administration. In our study, it 

was found that long-term exercise had protective effects against impairment in 

cognitive and emotional functions. There was an increase in p-GSK3ßSer389
, BDNF 

(p=0.01) and TrkB (p=0.02) levels in the hippocampus in the treadmill exercise 

group. There were also increases in p-GSK3ßSer389
, BDNF (p=0.02) and TrkB 

(p=0.01) levels in the prefrontal cortex. In the immunohistochemical analysis it was 

observed that Aß-40 and APP were decreased in the exercise groups.  

In conclusion, long-term treadmill exercise may have a protective effect 

against the impairment in cognitive and emotional behaviors induced by 
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scopolamine. It can be suggested that this protective effect is mediated by 

increased BDNF level and GSK3ßSer389
 phosphorylation. 

 

Key Words: Alzheimer's disease, Amyloid beta, BDNF, Exercise, p-GSK3ßSer389
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1. GĠRĠġ 

Alzheimer hastalığı (AH), yaĢlılıkta en yaygın görülen ilerleyici nörodejeneratif 

hastalıklardan biridir ve demans vakalarının %60-70'ini oluĢturmaktadır (1, 2). Dünya 

genelinde, çoğu 60 yaĢın üzerinde 40 milyon insanın demansla yaĢadığı tahmin 

edilmektedir (3, 4). Günümüzde sağlık hizmetlerinin yaygınlaĢması ve teknolojik 

ilerlemeler nedeniyle dünya genelinde yaĢam süresinin uzamasına bağlı olarak yaĢlı 

nüfus artmaktadır. YaĢlı nüfusun ve demans geliĢme riskinin artmasıyla birlikte AH 

vakalarının 2050 yılına kadar 3 katına çıkacağı tahmin edilmektedir (5, 6). 

Alzheimer hastalığı ilk kez 1906 yılında, 51 yaĢındaki “Auguste D.” adlı hastayı 

takip eden Dr. Alois Alzheimer tarafından tanımlanmıĢtır. Bu hastanın ilerleyici biliĢsel 

bozukluk, halüsinasyonlar, psikososyal yetersizlik, anlama ve hafızada azalmanın 

yanında afazi gibi klinik özellikleri bulunmaktaydı. Dr. Alzheimer, hastanın klinik 

özelliklerini tanımlayarak oluĢan makroskopik ve mikroskopik değiĢiklikleri de 

detaylandırmıĢtır. Sonrasında bu tablonun klinikopatolojik özellikleri de ayrıntılı olarak 

Emil Kraeplin tarafından tanımlanmıĢ ve önerisi üzerine bu tabloya Alzheimer‟ın adı 

verilmiĢtir (7). 

Alzheimer,  hücre içi nörofibriler yumaklar (NFY), hücre dıĢı amiloid plaklar, 

kronik inflamasyon, nöron ve sinaps kaybı ile karakterize bir hastalıktır. (5, 8). AH‟de 

erken dönemde görülen temel klinik belirti bellek bozukluğudur. Hastalığın ilerleyen 

dönemlerinde ise afazi, muhakeme yeteneğinde bozulma, apraksi, görsel-uzamsal 

iĢlevlerde eksiklik ile apati, ajitasyon ve psikoz gibi davranıĢ değiĢikliklerini de içeren 

biliĢsel bozukluklar meydana gelmektedir (9, 10). 

Alzheimer hastalığı erken ve geç baĢlangıçlı olarak sınıflandırılmaktadır. 

Yapılan çalıĢmalar geç baĢlangıçlı AH‟nin çeĢitli moleküler yolaklar arasında anormal 

etkileĢimlerin meydana geldiği bir poligenik hastalık olduğunu göstermektedir. YaĢ, 

apolipoproteinE-ε4 (APOEε4) aleli taĢıyıcılığı, kardiyovasküler ve yaĢam tarzı gibi risk 

faktörleri geç baĢlangıçlı AH‟den sorumlu temel faktörlerdir (11). AH‟nin erken 

baĢlangıçlı otozomal dominant formunun ise amiloid prekürsör protein (APP), 

presenilin-1 (PSEN1) ve (presenilin-2) (PSEN2) genlerindeki mutasyonlar sonucu 

geliĢen amiloid-beta (Aß) anormallikleriyle bağlantılı olduğu bilinmektedir (12). 
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Alzheimer hastalığının en önemli risk faktörünün yaĢ olduğu kabul edilmektedir 

(13). AH‟de beyinde oluĢan fizyolojik ve anatomik değiĢiklikler, yaĢlandıkça beyinde 

meydana gelen değiĢikliklerle paralellik gösterse de bunlar normal yaĢlanma sürecine 

dahil değildir. Alzheimer hastalığında beyinde hücre dıĢında biriken Aß plakları ile 

hücre içinde tau proteininin hiperfosforilasyonu ile oluĢan NFY‟lerin sebep olduğu 

nöron ve sinaps kayıpları meydana gelmektedir. Bu durum nörotransmitter seviyelerini 

de olumsuz etkileyerek farklı beyin bölgeleri arasında sinyal iletiminin bozulmasına yol 

açmaktadır. Bunların sonucunda beynin duygusal ve biliĢsel iĢlevlerinde eksiklikler 

oluĢmaktadır (14, 15). AH‟nin oluĢmasında rol oynayan fizyopatolojik süreçleri 

açıklamaya çalıĢan birçok hipotez bulunmasına rağmen bu mekanizmalar tam olarak 

aydınlatılamamıĢtır ve hastalığın kesin tedavisi de bulunmamaktadır.  

Üzerinde durulan mekanizmalardan biri glikojen sentaz kinaz3-ß (GSK-3ß) 

aktivasyonunu içeren sinyal yolaklarıdır. GSK-3ß, AH‟de beyinde mikroglia ve 

astrositlerin yoğun aktivasyonundan kaynaklanan nöroinflamasyonun bir düzenleyicisi 

olarak kabul edilmektedir (16). GSK-3ß aktivasyonunun inflamatuar yanıtı arttırdığı 

gösterilmiĢtir.  

AraĢtırmalar GSK-3‟ün AH‟deki nöroinflamasyondan sorumlu olan toksik Aß 

üretimine ve NFY‟lerin oluĢmasına yol açtığını göstermektedir (17, 18). Ayrıca GSK-

3‟ün kısa süreli belleğin uzun süreli belleğe dönüĢtürülmesinde, yeni nöron hücresi 

oluĢmasında görev aldığı gösterilmiĢtir (19, 20). AH‟nin fare modellerinde yapılan 

çalıĢmalarda GSK-3‟ün anormal aktivasyonunun dendritik diken kaybına yol açtığı 

rapor edilmiĢtir. GSK-3‟ün bu etkilerinin ortaya çıkmasında beyin kaynaklı nörotrofik 

faktör (BDNF) ve siklik-AMP yanıt elemanı bağlayıcı protein (CREB) 

ekspresyonundaki artıĢın rol oynadığı ileri sürülmektedir.  (21). Yapılan çalıĢmalarla 

her ne kadar GSK-3‟ün geç baĢlangıçlı AH fizyopatolojisinde rol oynadığına dair 

kanıtlar bulunmuĢ olsa da, etki mekanizmaları net bir Ģekilde ortaya koyulamamıĢtır 

(20, 22). Günümüzde mevcut olan tedavi yaklaĢımında amaç hastalığın semptomlarını 

azaltmak, ilerlemesini yavaĢlatmak ve hastanın günlük yaĢam aktivitelerindeki 

performansını iyileĢtirmektir (14, 23). GSK-3‟ün beyinde AH‟ye yol açan sinyal 

yolakları üzerinden etki mekanizmalarının açığa çıkarılmasının, hem hastalığı ortaya 

çıkaran sebeplerin daha iyi anlaĢılmasına hem de yeni tedavi yöntemlerinin 

geliĢtirilmesine katkıda bulunacağı düĢünülmektedir (22).  
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Bugün Alzheimer hastalarına uygulanan farmakolojik tedavinin olumlu 

etkilerinin çok sınırlı olması, araĢtırmacıları farmakolojik olmayan yöntemleri de 

araĢtırmaya yöneltmektedir (24). Buna paralel olarak, farmakolojik olmayan bir yöntem 

olan egzersizin, yaĢa bağlı nörodejeneratif hastalıkların tedavisinde etkili bir yöntem 

olabileceği düĢünülmekte ve bu alanda araĢtırmalar devam etmektedir. Örneğin 

egzersizin, BDNF aracılığıyla nöron hasarına karĢı koruyucu olabileceği, beyinde 

plastisiteyi artırabileceği ve böylece biliĢsel bozukluklar üzerinde olumlu etkileri 

olabileceği çeĢitli çalıĢmalarda gösterilmiĢtir (25, 26). Farelerde skopolamin ile amnezi 

modeli oluĢturulan bir çalıĢmada, skopolamin uygulanan hayvanların uzamsal öğrenme 

yeteneğinin bozulduğu ve koĢu bandı egzersizi ile bu bozulmanın iyileĢtiği 

gösterilmiĢtir. Aynı çalıĢmada, koĢu bandı egzersizinin sağlıklı farelerde de uzamsal 

öğrenme yeteneğini artırdığı bildirilmiĢtir (27). ÇalıĢmamızda kesin ve etkili bir tedavisi 

bulunmayan, moleküler mekanizmaları tam olarak aydınlatılamamıĢ AH‟de, fiziksel 

egzersizin koruyucu olabileceği düĢünülerek hipotezimiz “skopolamin ile oluĢturulmuĢ 

AH modelinde uzun süreli egzersizin duygusal-biliĢsel davranıĢlar ve sinyal yolakları 

üzerinde koruyucu etkisi vardır” Ģeklinde kuruldu. Sunulan çalıĢmamızda, skopolaminle 

oluĢturulan Alzheimer modelinde, skopolaminin duygusal-biliĢsel davranıĢlar üzerinde 

ve hücresel düzeyde yaptığı değiĢikliklere karĢı uzun süreli egzersizin koruyucu 

etkisinin araĢtırılması amaçlandı. 

Bu amaçla, 12 hafta boyunca koĢu bandı egzersizi yaptırılan Balb/c farelerde, egzersizin 

son 28 gününde skopolamin uygulamasının biliĢsel davranıĢlar üzerine etkisi moris su 

havuzu testi (MWM) ile duygusal davranıĢlar ve lokomotor aktivite üzerine etkisi açık 

alan testi ile değerlendirildi. Hücresel düzeyde de, hipokampus ve prefrontal kortekste 

western blot yöntemiyle BDNF, Tirozin reseptör kinaz-B (TrkB) ve fosforile GSK-3ß 

(p-GSK3ßSer389
) düzeyleri, immünohistokimyasal yöntemle APP ve Aß-40 seviyeleri 

araĢtırıldı.  

 



4 

 

2. GENEL BĠLGĠ 

2.1.Alzheimer Hastalığı Fizyopatolojisi 

AH, çoğunlukla görsel ve uzamsal bozulma, motor becerilerde aksaklık ve 

belirgin epizodik bellek kaybının görüldüğü ilerleyici bir klinik tablodur. Hastalara 

çeĢitli bellek testleri yapıldığında hipokampal devrenin iĢlev kaybının göstergesi olan, 

öğrenme bozukluğu, hızlı unutma, zayıf ve gecikmiĢ hatırlama görülmektedir (28).  

AH‟de en yaygın patolojik bulgu Aß birikimiyle oluĢan senil plaklardır. Aß, 

APP‟nin sekretazlar tarafından ardıĢık iki bölünme geçirmesiyle meydana gelmektedir 

(12). Aß plakları neokorteks, posterior singulat, prekuneus ve limbik korteksin 

asosiyasyon alanlarında birikim göstermektedir (29, 30). Hücre dıĢında biriken 

nörotoksik Aß plakları mitokondriyal ve sinaptik hasar oluĢturmakta ve tau proteininin 

hiperfosforilasyonuna yol açarak hücrenin iĢlevlerini bozmaktadır (9). Bunlara ek 

olarak inflamasyonla tetiklenen çeĢitli hücresel ve moleküler sinyal yolakları Aß 

birikimine neden olmaktadır (31, 32). Beyinde dentat girustaki nörogenez süreci 

sinaptik plastisite ve öğrenme-bellek için çok önemlidir, AH‟de nörogenez süreçlerinde 

de değiĢiklikler meydana geldiği bildirilmektedir (33). Nörotransmitterler beyinde 

bilginin depolanması ve iletilmesini sağlayan kimyasal habercilerdir. AH‟de, baĢta 

asetilkolin (ACh) olmak üzere baskılayıcı veya uyarıcı çeĢitli nörotransmitterlerin 

sentezi ve/veya salınımının değiĢtiği bildirilmektedir (34). ACh‟nin öğrenme-bellek 

süreçleri ve nöral plastisitede önemli role sahip olduğu bilinmektedir (34, 35). Slotkin et 

al. (36) yaptıkları çalıĢmada, AH‟de kolin asetiltransferaz (ChAT) enzim aktivitesinde 

azalma ve ACh sentezinde azalma olduğunu bildirmiĢlerdir. Özetle AH‟ye yol açan 

etkenler hala tartıĢma konusu olmakla birlikte kolinerjik iĢlev bozukluğu, Aß birikimi, 

tau hiperfosforilasyonu, inflamasyon, DNA ve mitokondriyal hasarın hastalığın 

oluĢmasında katkısı bulunmaktadır (2, 13). 

 

2.1.1.Kolinerjik Hipotez 

 Alzheimer hastalarının beyninde kolinerjik aktivite kaybının yaygın bir Ģekilde 

gözlenmesine dayanan kolinerjik hipotez AH‟yi açıklamak için öne sürülen ilk teoridir. 

Bu teori günümüzde hafif ve orta Ģiddetli Alzheimer tedavisi için kullanılan ilaçların 
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geliĢtirilmesine ön ayak olmuĢtur (37). Asetilkolinin aktiviteye bağlı nöroplastisite ve 

kortikal duyu alanlarının modülasyonunda yer aldığı çeĢitli çalıĢmalarda gösterilmiĢtir 

(38, 39). Ayrıca kortekse olan kolinerjik girdilerin hasarında, dikkat ve öğrenme 

davranıĢının bozulabildiği bildirilmiĢtir (40, 41). 

Merkezi sinir sisteminde yaygın olarak bulunan asetilkolin, korteks, bazal 

gangliyonlar ve bazal ön beyinde aktivite gösteren ana nörotransmitterdir (38, 42). 

Asetilkolin, öğrenme-bellek, dikkat, stres yanıtı, uyku-uyanıklık gibi birçok önemli 

fizyolojik süreçte rol oynamaktadır (40). AH‟deki kolinerjik kayıp, meynertin bazal 

çekirdeği (NBM) kolinerjik nöronlarının ve bunların serebral kortekse yansıttığı 

aksonların dejenerasyonuna dayanmaktadır. Bununla birlikte, serebral korteksin 

nikotinik ve muskarinik reseptörleri de değiĢikliğe uğramaktadır (38). Yeni bilgilerin 

edinilmesi, depolanması ve kullanılması yeterli kolinerjik iletime bağlıdır (43, 44). 

Dolayısıyla kolinerjik iletimdeki aksaklıklar biliĢsel ve duygusal davranıĢları büyük 

ölçüde etkileyebilmektedir. 

Merkezi sinir sistemi (MSS)‟nde genç deneklerde skopolamin uygulanarak 

bloke edilen kolinerjik aktivitenin, yaĢlı deneklerdeki gibi bellek bozukluğuna neden 

olabildiği ve bu bozukluğun bir kolinerjik agonist olan fizostigmin uygulaması ile 

tersine çevrilebileceği bildirilmiĢtir (45, 46). Bu çalıĢmalar asetilkolinesteraz (AChE) 

inhibitörlerinin de tedavi amacıyla kullanılmasına yol açmıĢtır. Donepezil, rivastigmin 

ve galantimin günümüzde hafif ve orta Ģiddetli Alzheimer tedavisinde kullanılan AChE 

inhibitörleridir ancak uygulanan bu tedavilerin biliĢsel aktivite ve genel iĢlevsellikte 

geliĢmeler göstermesine rağmen bu kazanımların kalıcı olmadığı ve biliĢsel bozulmanın 

devam ettiği bildirilmektedir (46, 47). 

 Kolinerjik fonksiyonun öğrenme ve bellek üzerindeki önemi 40 yıl kadar önce 

ilk olarak Deutsch tarafından skopolamin gibi muskarinik reseptör antagonistleri 

kullanılarak gösterilmiĢtir (48). Skopolaminin merkezi sinir sistemindeki etkilerini 

araĢtıran ilk deneyler 1950‟lerde rapor edilmiĢtir. Seçici olmayan muskarinik reseptör 

antagonisti skopolamin, deneysel olarak biliĢsel eksiklikleri indüklemek için 

nöropsikofarmakoloji alanında kullanılmaktadır (49). Skopolamin muskarinik 

reseptörler için yüksek seçiciliğe sahip olmakla birlikte yüksek dozlarda nikotinik 

reseptörleri de bloke edebilmektedir (49, 50). Muskarinik reseptörlerin M1,M2,M3,M4 

ve M5 olarak adlandırılan beĢ alt grubu bulunmaktadır. Tüm muskarinik reseptörler G 
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proteini eĢleniktir. M1,M3 ve M5 Gq'ye bağlanarak fosfolipaz C (PLC)'yi aktive 

ederken, M2 ve M4, Gi/o'ya bağlanarak adenilat siklazı veya bazı iyon kanallarını 

etkilemektedir. M1 ve M5 reseptörleri MSS de daha yaygın bulunduğundan 

skopolaminin etkilerine bu reseptörlerin aracılık ettiği düĢünülmektedir (49). 

Skopolamin muskarinik reseptörleri seçici olmayan bir Ģekilde bloke ederek MSS‟de ve 

periferde birçok fizyolojik fonksiyonu etkileyebilmektedir. Periferde M3 reseptörleri 

aracılığıyla tükürük salgısında azalmaya ve midriyazise neden olmaktadır. M2, M3 

reseptörleri aracılığıyla düz kas üzerindeki etkileri sonucunda konstipasyon, serebral 

kan akımı ve glikoz tüketimi üzerinde değiĢikliklere neden olmaktadır (49). Kolinerjik 

iletim duygusal ve biliĢsel iĢlevlerdeki etkilerini çoğunlukla M1 reseptörü üzerinden 

göstermektedir. Skopolaminin lokomotor aktiviteyi etkilediği, duygusal ve biliĢsel 

iĢlevleri bozduğu çeĢitli çalıĢmalarda gösterilmiĢtir. Yapılan bir çalıĢmada skopolaminin 

amigdalaya infüzyonunun lokomotor aktiviteyi artırdığı gösterilmiĢtir (51). Bir baĢka 

çalıĢmada skopolaminin hipokampusa infüzyonu, lokomotor aktiviteyi etkilememiĢ 

ancak anksiyete davranıĢını artırmıĢtır (52). Skopolamin uygulanan sıçanların, açık alan 

testinde hiperaktivite ve MWM testinde bellek bozukluğu gösterdiği bildirilmektedir 

(53).  

Skopolamin serebral korteksteki ACh bağlanma bölgelerini bloke ederek yüksek 

konsantrasyonlarda ACh salınımına neden olmaktadır. Yüksek seviyede ACh salınımı 

hipokampusta sinir hücrelerine zarar vererek öğrenme ve bellek bozukluğuna yol 

açmaktadır. Bu nedenle skopolamin deneysel çalıĢmalarda, AH‟deki kortikal kolinerjik 

nöron kaybı ve kolinerjik iĢlevlerdeki bozulmanın farmakolojik bir modeli olarak 

kullanılmaktadır (54). ACh, kolin asetiltransferaz tarafından sentezlenmekte ve 

asetilkolin esteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz tarafından yıkılarak etkisiz hale 

getirilmektedir. Skopolamin uygulaması, AChE ve butirilkolinesteraz aktivitelerinde 

önemli bir artıĢa neden olurken, ChAT aktivitesini azaltmaktadır (48, 55). Erkek Balb/c 

farelere 1 mg/kg (i.p.) dozda skopolamin uygulanmasının beyin dokusundaki ACh 

seviyesini kontrollere kıyasla anlamlı ölçüde düĢürdüğü bildirilmektedir (56). Ayrıca 

skopolamin, kolin asetiltransferazın ekspresyonuyla birlikte aktivitesini de 

azaltmaktadır (48) (ġekil 1 (57)).  
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ġekil 1. Skopolaminin olası moleküler etkileri(48). 

ACh: Asetilkolin, AChE: Asetilkolinesteraz, ChAT: Kolinasetiltransferaz, Aß: Amiloid beta, APP: 

Amiloid prekürsör protein, p-tau: Fosforile tau, BDNF: Beyin kaynaklı nörotrofik faktör, p38MAPK: 

Mitojenle aktive edilmiĢ protein kinaz, p-Akt: Fosforile Akt, p-GSK3ß: Fosforile glikojen sentaz kinaz3ß. 

 

 

AH‟de görülen toksik Aß birikimi, kolinerjik fonksiyonun bir düzenleyicisi 

olarak da bilinen, GSK-3ß ekspresyonunda artıĢa neden olmaktadır (58, 59). Aynı 

zamanda GSK-3ß da Aß birikimine yol açan süreçleri tetikleyebilmektedir. GSK-3ß, Aß 

üretiminin yukarı regülasyonu ve asetilkolin sentezinin baskılanması yoluyla AH 

patogenezinde rol oynamaktadır (48). Hipokampus ve prefrontal kortekste bolca 

bulunan M1 reseptörlerinin APP‟nin bölünme sürecini etkilediği gösterilmektedir. M1 

reseptör aktivasyonu PKC yolağı üzerinden, sAPPα‟nın artmasına ve BACE'yi inhibe 

ederek Aß‟nın azalmasına neden olurken, GSK-3ß'yı inhibisyonunu sağlayarak Aß‟nın 

neden olduğu apoptozu ve p-tau‟yu azaltmaktır (60, 61) (ġekil 2 (57)). Skopolamin 

apoptoz ve hücre farklılaĢmasıyla iliĢkili gen ekspresyonlarını etkileyerek kortikal 

kolinerjik nöronların dejenerasyonuna ve iĢlev bozukluğuna yol açmaktadır (53). 
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2.1.2. Amiloid Beta Hipotezi 

 Alzheimer hastalığının patogenezine dair çok sayıda hipotez bulunmakla birlikte 

en yaygın kabul edileni amiloid kaskad hipotezidir (12). Bu hipoteze göre hastalığın 

patogenezini baĢlatan Aß oluĢumudur. Aß‟nın oluĢumu ise APP‟nin çeĢitli proteolitik 

enzimler tarafından bölünmesiyle gerçekleĢmektedir (62, 63). APP birçok dokuda 

eksprese edilen ve beyinde nöronal geliĢim, sinyalizasyon, hücre içi taĢıma ve nöronal 

homeostazis gibi çok sayıda önemli fizyolojik aktivitede rol oynayan bir integral zar 

proteinidir (12). APP, membranı boydan boya geçen bir alandan, büyük bir hücre dıĢı 

glikolize edilmiĢ N-terminalinden ve daha kısa bir sitoplazmik C-terminalinden 

oluĢmaktadır. Farklı aminoasit uzunluklarına (695-770) sahip izoformları 

bulunmaktadır. Esas olarak nöronlar tarafından üretilen ve beyinde en çok bulunan 

APP659 formudur (12, 64).    

ġekil 2. Muskarinik reseptör (M1) aktivasyonu ile APP‟nin bölünme iliĢkisi . 

mAChR: Muskarinik asetilkolin reseptörü, PLC: Fosfolipaz C, PKC: Protein kinaz C, GSK3ß: Glikojen 

sentaz kinaz3ß, p-tau: Fosforile tau, Aß: Amiloid beta, ADAM17: tümör nekroz faktörü-α-dönüĢtürücü 

enzim. 
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APP, α-, β- ve γ-sekretazlar tarafından proteolize uğrayan bir öncü proteindir 

(65). Ġlk aĢamada α- veya  β-sekretaz tarafından bölünmesine göre süreç amiloidojenik 

veya amiloidojenik olmayan yolak olarak iki farklı yola ayrılır. APP ilk olarak α-

sekretaz tarafından bölündüğünde membrana bağlı α-C terminal fragmanı (CTF'ler) 

oluĢmaktadır. Bu bölünme sonucunda, suda çözünebilen sAPPα hücre yüzeyinden 

serbest bırakılır ve geriye 83 amino asitli bir C-terminal APP fragmanı (C83) kalır. 

Amiloidojenik olmayan yolağın sonraki aĢamasında, CTFα‟nın γ-sekretaz tarafından 

bölünmesi ile hücre dıĢı P3 (3 kDa) ve APP hücre içi alanı (AICD) oluĢmaktadır (12). 

sAPPa üretimi, elektriksel aktiviteye ve muskarinik asetilkolin reseptörlerinin 

aktivasyonuna yanıt olarak arttığından, nöronal aktivitenin APP'nin α-sekretaz 

bölünmesini arttırdığı ileri sürülmektedir (12, 66). APP‟nin ilk olarak ß-sekretaz 

tarafından bölündüğü amiloidojenik yolakta, bölünme sonucunda oluĢan N-terminal 

(sAPPß) hücre dıĢından serbest bırakılırken, membrana bağlı ß-C terminal fragmanları 

(CTFß veya C99) γ-sekretaz tarafından bölünerek hücre dıĢı Aß‟yı (4 kDa) ve AICD‟yi 

meydana getirmektedir. Sonrasında 99 aa‟li C terminal fragmanı internalize edilerek γ-

sekretaz ile daha çok iĢlemden geçmekte ve farklı aa uzunluklarındaki fragmanlarla 

birlikte nihai Aß formları olan Aß-40 ve Aß-42'yi oluĢturmaktadır (12) (ġekil 3 (57)). 

APP‟nin sekretazlar tarafından gerçekleĢen bu bölünme süreçleri sağlıklı 

kiĢilerde de meydana gelmektedir. Ancak Alzheimer hastalarında Aß birikimine neden 

olan amiloidojenik yolak daha aktif olmakta veya Aß‟nın temizlenme mekanizması 

bozulmaktadır (62, 63). Ayrıca APP (21.kromozom), PSEN1 (14.kromozom) ve PSEN2 

(1.kromozom) genlerindeki mutasyonların da, öncü proteinin proteolitik süreçlerini Aß-

42 seviyeleri nispeten daha yüksek olacak Ģekilde değiĢtirdiği bilinmektedir (12). Bu 

genlerdeki mutasyonlar erken baĢlangıçlı olarak da tanımlanan otozomal dominant 

geçiĢli ailevi AH‟ye neden olmakta ve hastalığın baĢlangıç yaĢı 20‟li yaĢlara kadar 

erken olabilmektedir (62).   

Amiloid hipotezine göre; Aß‟nın üretiminde artma ve/veya temizlenmesinde 

azalmayla birlikte, APP, PSEN1 ve PSEN2 genlerindeki mutasyonlar sonucu Aß-

42/Aß-40 oranında artma meydana gelmektedir. Aß-40 ve Aß-42 Aß‟nın iki temel 

formudur. Her iki formu da nörotoksik olmasına rağmen Aß-42 daha güçlü hidrofobik 

özellikte olduğundan daha çok birikme eğilimi göstermektedir (12). Aß-42‟de görülen 

bu nispi artıĢ daha sonra sinaptik fonksiyonda Ģiddetli ve kalıcı değiĢikliklere neden 
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olan oligomer oluĢumunu artırmaktadır. Ġlk baĢlarda beyin parankiminde diffüz plaklar 

Ģeklinde görülen Aß-42 formu daha sonra yerini Aß fibrillerine bırakmakta, bu durum 

mikrogliya ve astrosit aktivasyonuyla lokal bir inflamatuar yanıta neden olmaktadır. 

Bunun sonucunda sinaptik yapıda bozukluk, oksidatif stres ve iyonik dengede 

değiĢiklikler meydana gelmektedir. Kinaz ve fosfatazların aktivitesinin değiĢmesiyle 

oluĢan NFY‟ler, ve aksonal taĢınma gibi önemli hücresel aktivitelerin bozulmasına yol 

açmaktadır. Birbirini tetikleyerek ilerleyen bu olaylar sonucunda, beyinde hücre 

ölümüne neden olan yaygın sinaptik ve nöronal fonksiyon bozukluğu 

gerçekleĢmektedir. Sonuçta Aß plakları ve NFY‟lerin gözlendiği ilerleyici bir demans 

tablosu ortaya çıkmaktadır (63, 67). 

 

 

 

ġekil 3. APP bölünme mekanizması. 

sAPP: çözülebilir amiloid prekürsor protein, CTFα: C-terminal fragmanları α, CTFß: C-terminal 

fragmanları ß, AICD: Amiloid Ġntrasellüler Alanı 
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2.2. Alzheimer Hastalığı Risk Faktörleri  
AH‟nin kiĢide henüz semptomlar görülmeden uzun bir süre önce geliĢmeye 

baĢladığı bilinmektedir. Uzun süren klinik öncesi dönemi olduğundan, hastalığın 

önlenebilmesi veya geciktirilebilmesi açısından hangi risk faktörlerinin hastalığın 

patolojisinde rol oynadığının belirlenmesi önemlidir (3). Geç baĢlangıçlı AH‟de genetik 

ve çeĢitli çevresel faktörler yer almaktadır. Bu faktörler AH‟deki Aß birikimi, 

inflamasyon ve nörodejenerasyondan sorumludur (12). YaĢlanma, baĢta AH olmak 

üzere birçok nörodejeneratif hastalık için temel risk faktörü olarak kabul edilmektedir. 

YaĢlanan nöronlarda çoğunlukla mitokondriyal hasar ve iĢlev bozukluğu ortaya çıkar ki 

bunlar hem normal yaĢlanma hem de nörodejeneratif hastalık süreçleriyle de iliĢkilidir 

(13, 68). Ailede AH öyküsünün varlığı ve APOE geninin ε4 alleline sahip olmak da AH 

geliĢtirme riskini artırmaktadır (11). ApoE, kolesterolün mobilizasyonu ve 

metabolizmasında rol oynayan bir serum proteinidir. ε2, ε3 ve ε4 olarak üç aleli 

bulunmaktadır. ε4 aleli AH riskinin artmasına neden olurken, ε2 aleli‟nin ise hastalığa 

karĢı koruyucu olduğu gösterilmektedir. Amiloid plaklarda yüksek seviyede bulunan 

ApoE‟nin ε4 alelinin diğer alellere göre Aß‟nın klirensini azalttığı ve Aß plak 

birikimiyle iliĢkili olduğu bildirilmektedir (28, 69). Son yıllarda yapılan çalıĢmalarda, 

geç baĢlangıçlı demans ve AH ile iliĢkili potansiyel olarak değiĢtirilebilir birkaç risk 

faktörünün varlığı gösterilmektedir. Aynı zamanda dünya genelinde AH vakalarının 

%35-40'ının önlenebilir ve değiĢtirilebilir faktörlere bağlı olduğu bildirilmektedir (1, 2). 

Bazı çalıĢmalar kardiyovasküler ve serebrovasküler hastalıkların artan demans ve AH 

riski ile iliĢkili olduğunu göstermektedir (11, 70). Depresyon, yalnızlık, stres, uyku 

bozuklukları gibi çeĢitli psikososyal faktörlerin AH riskini artırdığına dair kanıtlar 

yeterli düzeyde olmamakla birlikte bu alandaki çalıĢmalar giderek artmaktadır. Sedanter 

yaĢam, düĢük eğitim düzeyi, sosyal ve biliĢsel aktivite azlığı, sağlıksız beslenme, sigara 

ve alkol kullanımının demans ve AH için birer risk faktörü olduğu çalıĢmalarda 

gösterilmektedir (11).   

Epidemiyolojik çalıĢmalar AH ölüm oranları ile fiziksel aktivite azlığı arasında 

pozitif bir iliĢki olduğunu göstermektedir (1, 71). Çok sayıda çalıĢmada düzenli yapılan 

fiziksel aktivite ile azalmıĢ demans ve AH riski iliĢkilendirilmektedir. Fiziksel 

aktivitenin psikolojik stresi, vasküler ve metabolik risk faktörlerini iyileĢtirdiği 

gösterilmektedir (11, 72). Bununla birlikte yapılan egzersizin türü, süresi ve Ģiddetinin 
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AH riskini azaltmada nasıl bir farklılık yarattığı konusu belirsizliğini korumaktadır (1, 

73).  

2.3. Glikojen Sentaz Kinaz-3 (GSK-3) 

Glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3) tüm dokularda bulunan, yapısal olarak aktif bir 

serin-treonin kinazdır. 1980 yılında, glikojen sentazı fosforile edebilen beĢ enzimden 

biri olarak ilk defa iskelet kasından izole edilmiĢtir (20, 74). GSK-3, glikojen sentezinde 

temel düzenleyici olarak 1984‟te tanımlanmıĢtır (75). GSK-3, glukoz ve protein 

metabolizmasını benzer mekanizmalarla düzenlemektedir. Glukoz homeostazı insülinin, 

glukoz alımını ve depolanmasını artırması yoluyla sağlanmaktadır. Glukoz baĢlıca 

glikojen olarak depolanır ve glikojen metabolizması glikojen sentaz ve glikojen 

fosforilaz tarafından düzenlenir (76). Fizyolojik koĢullarda GSK-3, glikojen sentazı 

baskılayarak glikojen sentezini inhibe etmektedir. Ġnsülin uyarısı, IR/IRSs/PI3K/Akt 

yolunu aktive ederek, Ser9/Ser21 üzerinden GSK-3‟ün fosforilasyonuna yani 

inhibisyonuna neden olur. Dolayısıyla insülin ile aktive olan bu yolak glikojen 

sentezinin uyarılmasına yol açar (77).  

GSK-3 iki farklı gen tarafından kodlanmakta,GSK3-α ve GSK3-ß olmak üzere 

iki izoformu bulunmaktadır (19, 78). Bu izoformlar farklı genler tarafından 

kodlanmakta fakat yapısal olarak %98 oranında benzerlik göstermektedir (19, 79). 

Yüksek orandaki yapısal benzerliğe rağmen bu iki izoformun farklı iĢlevsel özelliklere 

sahip olduğu, GSK-3ß‟nın MSS'de daha yüksek oranda eksprese edildiği bilinmektedir 

(80). GSK-3 beyinde nörogenez, hücre göçü, akson büyümesi ve sinaptik plastisite gibi 

önemli geliĢimsel süreçleri düzenlemektedir (81, 82). GSK-3 aktivitesi, Serin/Treonin 

kinazlar, Tirozin kinazlar ve fosfatazlar tarafından düzenlemektedir. UyarılmamıĢ 

hücrelerde GSK-3ß yapısal olarak aktiftir, dıĢardan gelen sinyallere yanıt olarak hızlı ve 

geçici bir inhibisyona uğramaktadır (80, 83). GSK-3, büyüme faktörleri, 

nörotransmiterler ve inflamatuar sitokinler gibi birçok farklı hücredıĢı uyarıya yanıt 

vermektedir. Bu uyarılar farklı sinyal yolaklarının aktivasyonuna neden olarak belirli 

fizyolojik sonuçlara yol açmaktadır (77). GSK-3ß'nın aktivasyonu, üzerindeki inhibitör 

bölgenin protein fosfataz 1 (PP1) ve protein fosfataz 2A (PP2A) tarafından defosforile 

edilmesi ve/veya tirozin-216 otofosforilasyonu ile gerçekleĢmektedir. GSK-3ß‟nın 

inhibitör bölgesinin, protein kinaz B (PKB), protein kinaz A (PKA), protein kinaz C 
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(PKC) ve ribozomal S6 kinaz dahil olmak üzere birçok kinaz tarafından Ser9 üzerinden 

fosforile edilmesi GSK-3ß‟nın inhibisyonuna neden olmaktadır (19).   

Hücrelerin insülin ile uyarılması, fosfoinositid-3 kinaz (PI3K) bağımlı 

mekanizma yoluyla PKB aktivasyonuna ve sonrasında da GSK-3ß‟nın Ser9, GSK-

3α‟nın Ser21 üzerinden fosforilasyonuna neden olmaktadır. Ser9/21 üzerinden 

gerçekleĢen bu fosforilasyonlar GSK-3‟ün inhibisyonuna yol açmaktadır (77). Ser9 

fosforilasyonu, çoğu hücrede yapısal olarak bulunmakla birlikte, insülin, büyüme 

faktörleri ve hücresel stres gibi sinyaller ile artabilmektedir (83). Serin 

fosforilasyonunun inhibe edildiği knockout farelerde in vitro ve in vivo nöral sağkalımın 

etkilenmediği bildirilmiĢtir. Bu durum beyinde GSK-3ß‟yı düzenleyen alternatif bir 

mekanizmanın varlığını düĢündürmektedir (84, 85). p38 mitojenle aktive olan protein 

kinazın (MAPK), GSK-3ß'nın Ser389 bölgesinde bir substratı olduğu gösterilmiĢtir 

(86). p38 MAP kinaz tarafından Ser389 fosforilasyonunun GSK3-ß‟yı inhibe ettiği 

bildirilmektedir (19, 87). Bu fosforilasyonun, Ser9'daki Akt aracılı fosforilasyondan 

farklı olduğu ve beyin dokusunda daha çok bulunduğu gösterilmiĢtir (86). GSK-3ß‟nın 

Ser389 fosforilasyonu fizyolojik koĢullar altında beyinde fazla miktarda bulunmasına 

rağmen, bu mekanizmanın beyindeki iĢlevi tam olarak bilinmemektedir (86). T ve B 

lenfositlerde ise DNA hasarıyla uyarılan GSK-3ß‟nın Ser389 fosforilasyonunun temel 

iĢlevinin hücre sağkalımını gerçekleĢtirmek olduğu bildirilmiĢtir (88).  

Alzheimer hastalarında ölüm sonrası yapılan incelemelerde beyinde artan GSK-

3ß düzeyinin, amiloid plaklar ve NFY‟ler ile bir arada görüldüğü bildirilmektedir (87, 

89). GSK-3ß'nın tau hiperfosforilasyonuna neden olarak NFY oluĢumuna katkıda 

bulunduğu bilinmektedir (90, 91). Philip ve et al. (90) yaptıkları çalıĢmada, GSK-3ß'nın, 

BACE1 gen ekspresyonunu yukarı doğru düzenleyerek Aß üretimini kolaylaĢtırdığını 

göstermiĢtir. AH‟nin hayvan modellerinde ve hücre kültürü çalıĢmalarında tedavi 

amaçlı bazı GSK-3 inhibitörleri kullanılmaktadır. Bunlardan biri bipolar bozukluk 

tedavisinde de yaygın olarak kullanılan, aynı zamanda bir GSK-3 inhibitörü olan 

lityumdur (92, 93). AH‟nin fare modelerinde yapılan çalıĢmalarda, GSK-3‟ün lityum ile 

inhibe edildiği, Aß patolojisini iyileĢtirdiği ve biliĢsel fonksiyonu geliĢtirdiği 

bildirilmektedir (93, 94). Lityumun AH‟de faydalı etkileri bulunsa da, özellikle 

yaĢlılarda nörotoksisite gibi ciddi yan etkilere yol açtığı ve sınırlı terapötik etkileri 
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olduğundan insanlarda kullanım için güçlü bir ilaç adayı olmadığı kabul edilmektedir 

(93, 95). 

GSK-3ß‟nın kolinerjik iletim üzerindeki etkilerinin araĢtırıldığı bir çalıĢmada, 

ChAT ve AChE enzim seviyeleri analiz edilmiĢtir. Bu çalıĢmada GSK-3ß‟nın 

Meynert'in bazal çekirdeğinde ve frontal kortekste, ChAT seviyesini düĢürdüğü böylece 

ACh düzeylerinde bir azalmaya neden olduğu bildirilmektedir (96). Aynı çalıĢmada 

GSK-3ß‟nın, ChAT‟nin hem aksonal taĢınmasını hem de eskpresyonunu bozduğu ve 

böylece ACh seviyelerini azalttığı bildirilmektedir. GSK-3ß yetiĢkin hipokampal 

nörogenezin de önemli düzenleyicilerinden biridir. Yapılan bir çalıĢmada farelerde 

gönüllü egzersizin, yetiĢkin hipokampal nörogenezde GSK-3ß aracılığıyla artıĢa yol 

açtığı ve GSK-3ß‟nın aktivasyonuyla iliĢkili olarak biliĢsel iĢlevleri geliĢtirdiği 

gösterilmiĢtir (97). AH‟de sinaptik iĢlev bozukluğu ve sinaptik kayıplar biliĢsel 

bozukluklara ve bellek kaybına neden olmaktadır. GSK-3ß, hem presinaptik hem de 

postsinaptik seviyelerde biliĢsel iĢlevlerin modülasyonunda rol oynamaktadır. 

Presinaptik alanda nörotransmitterlerin salınımını düzenlerken, postsinaptik alanda 

sinaptik proteinlerin ekspresyonunu modüle etmektedir. GSK-3ß aktivitesinin hem 

farmakolojik hem de genetik olarak manipüle edildiği bir çalıĢmada, GSK-3ß‟nın aĢırı 

aktivasyonunun iĢlevsel ve yapısal değiĢikliklere (presinaptikte glutamat salınımını 

azaltarak, postsinaptik alanda protein sentezini azaltarak) yol açarak hipokampusta uzun 

süreli potansiyalizasyonu (LTP) inhibe ettiği gösterilmiĢtir (98).  

 

2.4. Beyin Kaynaklı Nörotrofik Faktör (BDNF) 
Nöral geliĢim sırasında NGF (sinir büyüme faktörü), BDNF, NT-3 (nörotrofik 

faktör-3), NT-4/5 (nörotrofik faktör-4/5) ve NT-6 (nörotrofik faktör-6)  gibi çeĢitli 

nörotrofik faktörlerin varlığı gerekmektedir. BDNF, bu büyüme faktörlerini içeren 

nörotrofin ailesinin bir üyesi olmakla birlikte memeli beyninde en bol bulunan 

nörotrofindir (99).  Ġlk olarak 1989 yılında Yves-Alain Barde ve Hans Thoenen 

tarafından domuz beyninden izole edilmiĢ, kısa zamanda da biyokimyasal yapısı ortaya 

konulmuĢtur (99, 100). Nörotrofinler arasında sinaptik plastisite, nöronal sağkalım ve 

nöral farklılaĢmanın ana düzenleyicisi olarak kabul edilen BDNF, nörolojik bozukluklar 

için geliĢtirilen tedavilerde hedef molekül haline gelmiĢtir (101, 102).   
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Bu nörotrofik faktörler etkilerini tirozin kinaz ve p75 (pan-nörotrofik reseptörü) 

reseptörleri aracılığıyla göstermektedir. p75 reseptörü tüm nörotrofinler için düĢük 

afiniteli bir reseptör olarak tanımlanırken pro-nörotrofinler için yüksek afiniteli bir 

reseptör olarak kabul edilmektedir. BDNF öncelikle bir öncü formdan pro-BNDF‟ye 

daha sonra hücre içi/hücre dıĢı proteazlar tarafından matur BDNF (mBDNF)‟ye 

dönüĢtürülür. Bu dönüĢüm mBDNF/TrkB sinyal yolağı için önemli bir adımdır. Çünkü 

pro-BDNF ile mBDNF‟nin yüksek afiniteli reseptörlerine bağlanması MSS üzerinde zıt 

etkiler oluĢturmaktadır (99). Pro-BDNF‟nin p75 reseptörüne bağlanması c-Jun N-

terminal kinaz (JNK) ve kaspaz-3'ün aktivasyonuna yol açarak hücre ölümüne neden 

olan süreçleri tetiklemekte aynı zamanda beyinde sinaptik iĢlevleri de olumsuz 

etkilemektedir. ÇalıĢmalar p75 reseptörünün aktive ettiği bazı sinyal yolaklarının 

hipokampal plastisitede yaĢa bağlı ortaya çıkan bozukluklara neden olduğunu 

bildirmektedir (103). TrkB hipokampusta büyük ölçüde eksprese edilmektedir. BDNF 

beyinde nöral sağkalım, nörogenez, yeni sinapsların oluĢması ve farklılaĢması gibi 

iĢlevlerini TrkB reseptörleri aracılığıyla gerçekleĢtirmektedir. TrkB, TrkA ve TrkC 

birlikte nörotrofin reseptörlerinin tirozin kinaz ailesini oluĢturmaktadır. TrkB ilk olarak 

beyinde yüksek oranda eksprese edilen bir protein-tirozin kinaz olarak tanımlanmıĢtır. 

Daha sonra BDNF ve NT4/5 nörotrofik faktörleri için bir sinyal reseptörü olduğu 

keĢfedilmiĢtir. Tam uzunlukta bir izoform (TK+) ve iki kırpılmıĢ izoformu (TK-: T1 ve 

T2) olmak üzere merkezi sinir sisteminde üç izoformu bulunmaktadır. BDNF‟nin tam 

uzunluktaki TrkB‟ye bağlanması reseptörün sitoplazmik kısımda bulunan tirozin 

kalıntılarının dimerizasyonuna ve fosforilasyonuna neden olmaktadır. Bu aktivasyon 

daha sonra MAPK, PLC-γ, PKC ve PI3-K dahil olmak üzere sitoplazmik sinyal 

yollarının aktivasyonuna yol açmaktadır (104). PI3K/Akt yolağı, antiapoptotik süreçleri 

tetiklemekte, N-metil D-aspartat Reseptörü (NMDAR)‟ne bağımlı sinaptik plastisiteyi 

modüle etmekte, protein sentezi ve dendritik dallanmayı düzenlemektedir (105). 

MAPK/Ras sinyal yolu, nöronal farklılaĢmada protein sentezini düzenlemektedir (106). 

Ayrıca bu sinyal yolu, ERK ½ ve CREB aktivasyonu, erken yanıt gen ekspresyonları ve 

dendritik dalllanma için de gereklidir (107). PLC yolağının, Ca
2+

 /kalmodülin bağımlı 

protein kinazın (CaMK) ve PKC‟nin aktivasyonuyla hücre içinde diaçilgliserol ve Ca
2+

 

konsantrasyonlarını artırdığı ve PKC aktivasyonunun sinaptik plastisiteyi geliĢtirdiği 

bildirilmektedir (106) (ġekil 4) (57).   
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Deneysel çalıĢmalar, fiziksel egzersiz, zenginleĢtirilmiĢ çevre, beslenme ve 

metabolik müdahaleler gibi çevresel uyaranların BDNF aracılığıyla nörodejeneratif 

hastalıkların baĢlangıcının geciktirilmesinde veya hastalığın seyrinin yavaĢlamasında rol 

oynayabileceği bildirilmektedir. Ayrıca BDNF‟nin bu faktörler tarafından uyarılabilen 

yetiĢkin hipokampal nörogenezden de sorumlu olabileceğini göstermektedir (108, 109). 

Fiziksel egzersiz ile beynin AH‟den korunabilmesi için nörogeneze ihtiyaç duyulduğu 

ve bu korumada BDNF‟nin gerekli olduğu gösterilmiĢtir (109, 110). CREB, sinaptik 

plastisite için gerekli olan genlerin transkripsiyonuna aracılık etmektedir. CREB'nin 

aktivasyonu ile iliĢkili olan, MAPK/ERK, PI3K ve PLCγ/PKC gibi birçok hücre içi 

sinyal yolu BDNF/TrkB tarafından aktive edilmektedir (111, 112).  

AH‟nin ilerlediği süreçte nukleus bazalisteki kolinerjik nöronlarda TrkA, TrkB 

ve TrkC ekspresyonunun azaldığı gösterilmiĢtir (113, 114). Ayrıca Aß birikiminin 

BDNF azalmasıyla yakından iliĢkili olduğunu ileri süren deneysel çalıĢmalar da 

bulunmaktadır. Yapılan bir çalıĢmada, Aß-42 oligomerlerinin intraserebroventriküler 

enjeksiyonu sonucunda, BDNF mRNA ve protein ekspresyonlarının azaldığı 

gösterilmektedir (112, 115). BDNF‟nin amiloidojenik olmayan yolağı uyararak 

APP‟nin bölünme süreçlerini düzenlediği bilinmektedir (116, 117). BDNF‟nin AH‟de 

kolinerjik nöronlarda azalan ACh salınımını artırdığı bildirilmektedir. Ayrıca yapılan 

çalıĢmalarda BDNF‟nin bazal ön beyin kolinerjik nöronlarının sağkalımı ve 

farklılaĢmasını desteklediği rapor edilmiĢtir (118). Fiziksel aktivitenin ardından BDNF 

dıĢında, fibroblast büyüme faktörü ve NGF gibi baĢka büyüme faktörlerinin de arttığını 

gösteren çalıĢmalar bulunmaktadır ancak bu artıĢların BDNF‟de görülenden daha az 

miktarda ve daha kısa süreli olduğu bilinmektedir (119). Bu durum BDNF‟yi diğer 

büyüme faktörlerine göre, egzersizin hipokampüs üzerindeki kalıcı etkilerine aracılık 

eden temel aday olarak görülmesine yol açmaktadır. 
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ġekil 4. BDNF/TrkB sinyalizasyonu ile aktive olan bazı yolaklar ve etkileri (99). 

PI3K: Fosfoinozitid-3-kinaz, PLCγ: Fosfolipaz C gama, MAPK: Mitojenle aktive edilmiĢ kinaz, 

NMDAR: N-metil D-aspartat reseptörü, CAM kinaz: kalsiyum kalmodülin bağımlı kinaz, DAG: 

Diaçilgliserol, ERK: Ekstrasellüler düzenleyici kinaz, CREB: Siklik-AMP Yanıt Elemanı Bağlayıcı 

Protein, PKC: Protein kinaz C. 

 

2.5. Alzheimer Hastalığı ve Egzersiz  

Fiziksel aktivitenin insanlarda yaĢa bağlı meydana gelen biliĢsel azalmayı 

önlediği ve biliĢsel fonksiyonları geliĢtirdiği birçok defa gösterilmesine rağmen faydalı 

etkilerinden sorumlu olan mekanizmalar hala belirsizliğini korumaktadır. Son 

zamanlarda fiziksel egzersiz, iyi bir yaĢlanma için etkili ve ucuz bir seçenek olarak 

görülmeye baĢlanmıĢtır. Egzersizin yaĢa bağlı nörodejeneratif hastalıklar için hem 

önleyici hem de hastalığın seyrini yavaĢlatan bir tedavi potansiyeline sahip olduğu 

düĢünülmektedir (120, 121). AraĢtırmalara göre, hastalığın presemptomatik ve 

predemans dönemlerinde yapılacak yaĢam tarzı değiĢikliklerinin oluĢacak demansların 

üçte birini geciktirme potansiyeline sahip olduğu düĢünülmektedir (122, 123). 

Egzersizin çeĢitli nörotrofik faktörlerin (ör. BDNF, Vasküler Endotelyal Büyüme 

Faktörü, Ġnsülin Benzeri Büyüme Faktörü-1) ekspresyonunu ve sekresyonunu artırıp 
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inflamasyonu azaltarak veya kardiyovasküler ve metabolik bazı parametreleri 

iyileĢtirerek nöroplastisiteye yol açtığı bildirilmektedir (124).   

BDNF, egzersizin beyin üzerindeki faydalı etkilerinin oluĢmasında temel rolü 

oynamaktadır. BNDF/TrkB sinyaliyle aktive olan MAPK, PI3K, PLC-γ, CaMK ve 

ERK/CREB yolakları, sinaptik plastisite ve nöronal sağkalımda önemli rolleri bulunan 

sinyal yolaklarıdır (99). BDNF‟nin ERK ve PI3K yolakları üzerinden nöroprotektif etki 

gösterdiği bildirilmektedir (125). Ayrıca BDNF Akt‟yi fosforlayarak sağkalım ve 

apoptotik mekanizmalar arasındaki dengede görev almaktadır. Akt, kaspaz-9 

inhibisyonu ve GSK-3ß fosforilasyonuyla apoptozu inhibe etmektedir. Böylece GSK-

3ß‟nın PI3K, Akt ve PKC tarafından fosforilasyonu hücre sağkalımına neden olurken, 

GSK-3ß‟nın aktivasyonu apoptotik süreçlere yol açmaktadır (125) (ġekil 5 ve 6 (57)). 

Hipokampusta azalmıĢ BDNF seviyelerinin nörodejenerasyon, bellek bozukluğu ve 

AH‟de görülen biliĢsel iĢlev bozukluklarıyla, yüksek BDNF seviyelerinin ise biliĢsel 

yıkıma karĢı dirençle iliĢkili olduğu gösterilmektedir (126). Hayvan modellerinde, 

gönüllü ve zorunlu koĢu egzersizinin ikisinin de hipokampusta yüksek BDNF 

ekspresyonuna neden olduğu rapor edilmiĢtir (126, 127).  

Egzersiz, mRNA ve protein seviyesinde çok sayıda gen ürününü modüle 

edebilmekte böylece nöronal plastisiteyi destekleyen anatomik, nörokimyasal ve 

elektrofizyolojik değiĢikliklere neden olabilmektedir. Bu sebeple egzersizin birden fazla 

yolun aktivasyonuyla, Aß seviyelerini doğrudan veya dolaylı olarak düzenlediği 

düĢünülmektedir (119, 128). Egzersizle aktive olduğu bilinen PKC, MAPK ve PLC 

sinyal yolaklarının APP iĢlenmesini artırabildiği bildirilmektedir (129). Yapılan bir 

çalıĢmada egzersizin Aß-40 ve Aß-42 seviyelerini azalttığı gösterilmiĢtir. Egzersizin bu 

etkiyi, BDNF aracılığıyla artan α-sekretaz aktivitesi ile gerçekleĢtirdiği ileri 

sürülmektedir. Buna göre artmıĢ α-sekretaz aktivitesi nöroprotektif etkisi olan sAPPα 

düzeylerinin artmasına ve toksik Aß birikiminin azalmasına yol açmaktadır (130). 

Transgenik farelerde yapılan bir baĢka çalıĢmada da artan fiziksel aktivitenin Aß 

düzeyini azalttığı gösterilmiĢtir. ÇalıĢmada egzersizin bu etkiyi, Aß‟nın temizlenmesi 

için gerekli neprilisin ve IDE (insülin parçalayıcı enzim) gibi enzimlerden bağımsız 

olarak, APP bölünme süreçlerini Aß birikimini azaltacak yönde değiĢtirerek gösterdiği 

ileri sürülmektedir (128). 
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Kısa ve uzun süreli egzersizin hipokampüste BDNF ekspresyonunu artırdığı 

çeĢitli hayvan modellerinde gösterilse de egzersizin bu etkisinin yaĢlı hayvanlarda genç 

hayvanlara göre daha az olduğu vurgulanmaktadır (124, 131). Egzersizin AH‟nin 

süreçlerini nasıl değiĢtirdiğine dair belirsizliklere rağmen, hastalığın klinik öncesi 

döneminin uzun sürmesi, egzersiz gibi etkili, sürdürülebilir, hastanın uyum 

sağlayabileceği ve yan etkisi çok az olan müdahaleler ile semptomların anlamlı ölçüde 

geciktirilebileceği düĢünülmektedir (132). Kemirgenlerde oluĢturulan AH modelleriyle 

yapılan çalıĢmalarda, egzersizin nörodejenerasyon semptomlarını hafifletebildiği 

gözlemlenmiĢtir (126, 133). AH benzeri nöropatolojinin baĢlangıcından önce yapılan 

egzersizin hastalığın ilerlemesini yavaĢlatabileceğini öne süren çalıĢmalar 

bulunmaktadır. Aß patolojisi geliĢtikten sonra yapılan egzersiz müdahalelerinin biliĢsel 

ve nöropatolojik parametreler üzerinde olumlu bir etkisinin olmadığını gösteren 

sonuçlar da rapor edilmektedir (134, 135).  

Fiziksel egzersiz AH‟yi geciktirmede etkili görünse de tek baĢına yeterli 

olmadığı tahmin edilmektedir. AH için birçok risk faktörünün birlikte ele alındığı diyet, 

fiziksel aktivite ve biliĢsel eğitimdeki değiĢiklikleri içeren bütüncül bir yaklaĢımın, tek 

bir faktöre dayalı müdahalelerden daha baĢarılı olabileceği varsayılmaktadır (122). 

Sağlıklı sıçanlarda egzersiz ile zengin çevrenin kombine etkilerinin incelendiği bir 

çalıĢmada, zengin çevre uygulaması ile birlikte yapılan egzersizin, BDNF/TrkB sinyal 

yolunun ekspresyonu ve öğrenme-bellek yeteneğinin geliĢtirilmesinde önemli etkileri 

olduğu vurgulanmaktadır. Dolayısıyla kombine etkinin, egzersizin tek baĢına yapacağı 

etkiye göre, sıçanların öğrenme ve belleğini iyileĢtirmede daha etkili olabileceği ileri 

sürülmektedir (25). Yapılan çalıĢmalarda, egzersizin kardiyovasküler sistem üzerine 

faydalı etkilerinin bulunduğu ve ilaç tedavisine göre daha az yan etkisinin olduğu 

gösterilmesine rağmen mevcut kanıtlara dayanarak AH‟nin tedavisi veya hastalığın 

önlenmesi için spesifik egzersizler önermek hala zordur (136, 137).  
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ġekil 5. mAChR aktivasyonu ve BDNF/TrkB sinyalizasyonu ile aktive olan yolaklar. 

 

 

 
 

 
ġekil 6. Skopolaminin muskarinik reseptör ve BDNF/TrkB sinyali üzerindeki etkileri. 

ACh: Asetilkolin, mAChR: Muskarinik asetilkolin reseptörü, PKC: Protein kinaz C, sAPP: Çözülebilir 

amiloid prekürsor protein, BDNF: Beyin kaynaklı nörotrofik faktör, MAPK: Mitojenle aktive edilmiĢ 

kinaz, PLC: Fosfolipaz C, PI3K: Fosfoinozitid-3-kinaz, GSK3ß: Glikojen sentaz kinaz, Aß: Amiloid beta, 

p-tau: Fosforile tau. 

? 

? 

? 

? 
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2.6. AH Deneysel Hayvan Modelleri 

AH‟nin araĢtırılmasında farmakolojik ve genetik müdahalelerle oluĢturulan 

birçok deneysel hayvan modeli bulunmaktadır. Bu modeller AH‟de görülen 

nörotransmitter eksiklikleri, Aß birikimi ve NFY‟lerin oluĢumuyla meydana gelen 

patofizyolojik süreçleri taklit etmektedir. Fare ve sıçanlarda oluĢturulan deneysel 

modeller daha çok kullanılmakla beraber daha az kullanılan, zebra balığı, Drosofila 

melanogaster (sirke sineği) ve Caenorhabditis elegans (halkalı solucan) ile oluĢturulan 

modeller de bulunmaktadır (138). 

Kemirgenlerde AH modeli oluĢturmak amacıyla skopolamin, kolĢisin, 

streptozotosin ve ağır metaller gibi çeĢitli kimyasallar kullanılmaktadır (54). Bunlardan 

skopolamin, AH‟deki kolinerjik bozukluğu taklit etmek amacıyla sıklıkla kullanılan bir 

antikolinerjik ajandır. Streptozotosinin sub-diyabetojenik dozda intraserebroventriküler 

uygulanmasının, AH'dekine çok benzer ilerleyici bellek kaybına neden olduğu 

bildirilmektedir (139). AH‟deki patofizyolojiyi taklit eden kimyasallar dıĢında, direkt 

olarak Aß enjeksiyonu veya infüzyonu ile oluĢturulan modeller de bulunmaktadır. 

Aß‟nın beyne infüzyonunun nörodejenerasyona ve AH‟deki gibi öğrenme-bellek 

bozukluğuna yol açtığı bildirilmiĢtir (140). KolĢisin, kolinerjik iletimde bozulmaya ve 

kolinerjik nöron kaybına neden olmaktadır. Sıçanlara intraserebroventriküler olarak 

uygulandığında bellek bozukluğuna neden olduğu gösterilmiĢtir (141). Bunlar dıĢında, 

oluĢturulmak istenen patolojiye uygun mutant geni taĢıyan hayvanların kullanıldığı 

çeĢitli transgenik hayvan modelleri bulunmaktadır. Bu amaçla Aß, tau üretimini uyaran 

veya APOE4 mutant geni taĢıyan fare ve sıçanlar sıklıkla kullanılmaktadır (54) (Tablo 

1). Transgenik modellerde farelerde sıçanlara göre daha çok plak oluĢumu gözlendiği ve 

bu farelerde patolojinin daha Ģiddetli seyrettiği bildirilmektedir (142).  

Sunulan çalıĢmamızda, Alzheimer hastalığı modeli skopolamin (seçici olmayan 

muskarinik reseptör antagonisti) kullanılarak oluĢturuldu. Bu model, literatürde de 

belirtildiği gibi öğrenme-bellek bozukluğunu oluĢturan iyi bir model olarak sıklıkla 

kullanılmakta ve  beyinde Alzheimer benzeri fizyopatolojik değiĢiklikleri meydana 

getirmektedir. Bununla birlikte, skopolaminin kolayca uygulanabilmesi, ciddi yan 

etkilere neden olmayıĢı ve diğer yöntemlere göre daha ucuz olması çalıĢmamızda tercih 

edilme sebeplerindendir. 
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Tablo 1. Alzheimer hastalığının deneysel hayvan modelleri. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Transgenik modeller  Aß modelleri 

 Tau Modelleri  

 APOE4 Modelleri 

Kimyasal modeller 

 

 Skopolamin  

 Kolşisin 

 Streptozotosin 

 Aß infüzyonu 

 Ağır metaller 

Hipoksi ve beyin hasarı modelleri  Cerrahi veya kimyasal olarak 

oluşturulan hipoksi 
 Lezyon oluşturma 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Etik 

ÇalıĢmanın etik kurul onayı, Çukurova Üniversitesi hayvan deneyleri yerel etik 

kurulunun 12.08.2020 tarihli 5 No‟lu toplantısında alındı. 

 

3.2. Deney Hayvanlarının Bakımı 
ÇalıĢmamızda 3 haftalık (15±2 g) erkek Balb/c fareler kullanıldı. Deney 

hayvanları Çukurova Üniversitesi Sağlık Bilimleri Deneysel Uygulama ve AraĢtırma 

Merkezi tarafından temin edildi ve deney süresince bölümümüzdeki hayvan bakım 

odasında barındırıldı. Hayvan bakım odasının 12 saat aydınlık ve 12 saat karanlık 

döngüsü, ortam sıcaklığı (22±1 ºC) ve nemi (% 40-60) devamlı kontrol altında tutuldu. 

Deney hayvanlarının yemleri MBD Yem firmasından, su ihtiyaçları ise çeĢme suyu ile 

karĢılandı. Tüm hayvanların yiyecek ve su alımları için herhangi bir kısıtlama 

uygulanmadı. 

 

3.3. KoĢu Bandı Egzersizinin Uygulanması 
Zhao et., al tarafından daha önce belirtilen egzersiz protokolüne göre farelere 

gönüllü koĢu bandı egzersizi yaptırıldı. Egzersiz grubundaki farelere koĢu bandına 

adapte olmaları amacıyla 12 haftalık egzersiz uygulamasına baĢlamadan önce, 6 günlük 

bir alıĢma periyodu uygulandı. AlıĢma periyodu süresince koĢu bandında günde 15 dk, 

koĢu bandı yürüme hızı ilk iki gün 5 m/dk, 3-4. günler 8 m/dk ve son olarak 5-6. 

günlerde 12 m/dk olacak Ģekilde ayarlandı. AlıĢma periyodundan sonra farelere 12 hafta 

boyunca haftada 5 gün ve günde 45 dk (8.00-12.00 saatleri arasında) koĢu bandı 

egzersizi uygulandı. Her gün koĢu bandı yürüme hızı Ģu Ģekilde ayarlandı: 5 dk boyunca 

5 m/dk, 5 dk boyunca 8 m/dk, 30 dk boyunca 12 m/dk ve 5 dk boyunca 5 m/dk. 

Sedanter kontrol grubundaki fareler ise aynı süre boyunca hareketsiz koĢu bandına 

yerleĢtirildi (143) (ġekil 7). 
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ġekil 7. KoĢu bandı egzersizi sırasında fareler. 

 

 

3.4. Alzheimer Hastalığı Modeli OluĢturulması 
ÇalıĢmamızda Alzheimer modeli oluĢturmak için, 12 haftalık egzersiz 

uygulamasının son 4 haftası boyunca muskarinik asetilkolin reseptör antagonisti 

skopolamin (scopolamine hydrobromide trihydrate, 99%) uygulandı. Skopolamin 

uygulama dozu 2 mg/kg olacak Ģekilde SF ile sulandırılarak stok solüsyon hazırlandı. 

Hazırlanan stok solüsyon 1 ml‟lik ependorflar içinde -20
0C‟de saklandı. Enjeksiyondan 

önce stok solüsyon serum fizyolojik ile sulandırılarak enjeksiyon günlerinde +40C‟de 

saklandı. 

Skopolamin uygulanan gruplarda, günde 1 defa, egzersiz uygulamasından sonra 

olmak üzere, periton içine 2mg/kg dozunda (0,1ml/10gr vücut ağırlığı hacminde) 

skopolamin 28 gün boyunca uygulandı (144). Kontrol gruplarında ise aynı hacimde SF, 

günde 1 defa periton içine uygulandı. Enjeksiyon günlerinde hayvanların vücut 

ağırlıkları ölçüldü ve somatik büyümelerinin takibi amacıyla haftalık olarak da kilo 

takibi yapıldı. 
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3.5. Deney Grupları 
 Gruplarda N=11-15 deney hayvanı olacak (toplam N=69) Ģekilde 4 farklı deney 

grubu oluĢturuldu (Tablo 2). Egzersiz ve skopolamin uygulamasından sonra fareler 

sırasıyla, duygusal ve biliĢsel fonksiyonları değerlendirmek amacıyla açık alan testi ve 

morris su havuzu testine alındı. Her gruptan davranıĢ deneylerine alınmayan 4‟er 

farenin ise enjeksiyonların bitiminde prefrontal korteks ve hipokampusları izole edilerek 

western blot analizi ile BDNF, TrkB ve p-GSK3ßSer389, immünohistokimya analizi ile de 

APP ve Aß-40 düzeyleri değerlendirildi (ġekil 8) (57).  

 

Tablo 2. Deney grupları. 

Deney Grubu Uygulama 

S-SF            (N= 15) Sedanter + Serum Fizyolojik 

S-SCOP      (N= 11) Sedanter + Skopolamin 

E-SF            (N= 15) Egzersiz + Serum Fizyolojik 

E-SCOP      (N= 12) Egzersiz + Skopolamin 

 

 
 

ġekil 8. Deney zaman çizelgesi.  
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3.6. DavranıĢ Testleri  
Fareler 28 günlük enjeksiyon süresinin son 8 gününde, enjeksiyondan 30 dk 

sonra deneylere alındılar. Bu süreçte enjeksiyon ve egzersiz uygulaması da devam 

ettirildi. DavranıĢ testlerine baĢlamadan önce farelere 3 gün el adaptasyonu yapıldı. 

Fareler öncelikle açık alan testine ve 1 günlük ara verildikten sonra da morris su havuzu 

testine alındılar (ġekil 9). 

 

        

 

           
                     ġekil 9. Deney AkıĢ ġeması. 

 

3.6.1. Açık Alan Düzeneği  
Testte kullanılan açık alan düzeneği 60x60x24 ölçülerinde siyah pleksiglastan 

yapılmıĢ üstü açık ve kenarları 1 cm kalınlığında duvar ile çevrilidir (ġekil 10). 

Düzeneğin duvara komĢu alanı perifer, geriye kalan alanı ise merkez alan olarak 

adlandırılmaktadır. Açık alan düzeneğindeki hayvanın periferde mi merkezde mi daha 

çok zaman geçirdiği önemlidir. AlıĢtığı ortam dıĢına alınan hayvan alanın merkezine 

gitmekten kaçınır ve daha az hareket eder. 

 

 

3 gün 
adaptasyon 

Açık alan 
testi 

Morris su 

havuzu testi 
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ġekil 10. Açık alan düzeneği. 

 

3.6.1.1. Açık Alan Testi 
Fareler ortama adapte olmaları amacıyla deneyden 3 dk önce odaya getirildi. 

Ortam sıcaklığı 22±1 ºC, ıĢık Ģiddeti 100 lux olarak ayarlandı. Fareler herhangi bir 

köĢeden düzeneğin içine bırakıldı ve davranıĢları 5 dk boyunca video-kamera ile 

kaydedildi.  

3.6.1.2. Açık Alan Testinde Değerlendirilen Parametreler 

Açık alan testinde, fare düzeneğe bırakıldıktan sonra düzeneğin periferinden 

merkez alana ilk geçiĢine kadar geçen süre (sn), düzeneğin merkez alanında geçirdiği 

süre (sn), düzeneğin perifer alanında geçirdiği süre (sn) kaydedildi. 

Lokomotor aktivite ve davranıĢ ölçütleri olarak, farenin test boyunca merkezde geçme 

sıklığı, perifer ve merkez alanda kat ettiği toplam mesafe (cm) ve farenin üst 

ekstremiteleri ile düzeneğin duvarına dayanarak vertikal pozisyonda arka ekstremiteleri 

üzerinde yükselmesi (rearing) kaydedildi. Açık alan testinde farelerin lokomotor 

aktiviteleri, araĢtırmacı ve anksiyete benzeri davranıĢları değerlendirildi.  
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3.6.2. Morris Su Havuzu  

Testte kulanılan morris su havuzu 95 cm çapında, 45 cm derinliğinde, galvaniz 

kaplama saçtan yapılmıĢ, iç kısmı siyah, silindirden oluĢmaktadır. Havuzun içinde 

hareket ettirilebilen 27 cm yüksekliğinde, 10 cm çapında bir kaçıĢ platformu 

bulunmaktadır (ġekil 11).  

Deneyler sırasında havuzun içi platfom seviyesini 1cm aĢacak kadar çeĢme suyu 

ile dolduruldu. Suyun sıcaklığı 21 ± 1 0C olacak Ģekilde ayarlandı. Havuzda yüzen 

farelere uzaysal ipucu olması için, farelerin görüĢ alanı içinde laboratuvar duvarlarına, 

açık renk duvara zıt Ģekilde, siyah renkli geometrik Ģekiller asıldı. Havuzdaki ıĢık 50 lux 

olacak Ģekilde ayarlandı.  

 

 

ġekil 11. Morris su havuzu. 

 

3.6.2.1. Morris Su Havuzu Eğitim Denemeleri ve Testi   
Fareler morris su havuzunda 5 gün boyunca günde 4 defa arka arkaya eğitim 

denemelerine tabi tutuldu. Her denemede, hayali olarak bölünmüĢ dört kadranın 

herhangi birinden havuza bırakılan fareler kaçıĢ platformunu bulmaları için 60 sn 

süresince yüzdürüldü. Deney hayvanları platforma çıktıklarında burada 10 sn 

bekletildikten sonra havuzdan alındı. Fareler, eğitim denemeleri sırasında, platformu 60 

sn süresince bulamadıkları durumda, el ile yönlendirilerek platformun yerini uzaysal 
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olarak öğrenmeleri sağlandı ve 10 sn platformda bekletilerek havuzdan alındı. 

Platformun yeri eğitim denemelerin hepsinde aynı kadranda sabit Ģeklide tutuldu. 

Eğitim denemeleri arasında fareler, uygun ortam sıcaklığı sağlanarak kafeslerinde 30 sn 

bekletildi.    

Deneyin sınav günü olan 6. günde platform havuzdan uzaklaĢtırıldı ve deney 

hayvanları, platformun uzaklaĢtırılmadan önce bulunduğu kadranın karĢısındaki 

kadrandan havuza bırakıldı. Fareler test için 60 sn süresince havuzda yüzdürüldü ve 

platform uzaklaĢtırılmadan önce bulunduğu kadranda (hedef kadran) geçirdikleri süre 

kamera ile kayıtlandı. ETHOVISION XT (NOLDUS, sürüm 4.1) ile morris su havuzu 

eğitim denemeleri ve testinde farelerin uzaysal öğrenmeleri ve bellekleri değerlendirildi 

(145).   

3.6.2.1.1. Morris Su Havuzunda Değerlendirilen Parametreler  

Moris su havuzu testinde ilk 5 gün, farelerin eğitim denemelerinde 60 sn içinde 

kaçıĢ platformunu bulma süresi (sn) ve platformu bulunana kadarki ortalama yüzme hızı 

(cm/sn) kaydedildi. Deneyin 6. gününde platform kaldırıldıktan sonra 60 sn boyunca, 

platformun bulunduğu kadranda geçirilen süre (sn) ve ortalama yüzme hızı (cm/sn) 

kaydedildi.    

 

3.7. Western Blot Analizi 

Western blot, hücre veya dokulardan elde edilen protein karıĢımları kullanılarak 

spesifik proteinleri tespit etmek amacıyla oldukça yaygın kullanılan bir analiz 

yöntemidir. Bu yöntemde, çalıĢılan protein örnekleri elektriksel ortamda, sodyum 

dodesil sülfat-poliakrilamid jel (SDS-PAGE) üzerinde proteinlerin artı kutba doğru göç 

etmesi sağlanarak molekül ağırlıklarına göre sıralama iĢlemi gerçekleĢtirilmektedir. Jel 

üzerindeki proteinler moleküler ağırlıklarına göre bulundukları alanda bir bant Ģeklinde 

yığılma gösterirler. Elektriksel bir kutup oluĢturularak proteinlerin moleküler 

ağırlıklarına göre bu Ģekilde sıralanması elektroforez olarak adlandırılır. Elektroforez 

iĢlemi sonrası jel üzerinde bulunan protein bandlar PVDF membrana aktarılır. Bu 

iĢleme blotlama adı verilmektedir. Blotlama iĢlemi sonrası membran üzerinde özgül 

proteinlerin bağlanmadığı noktalarda, uygun olmayan reaksiyonların gerçekleĢmesini 

engellemek amacıyla ilgisiz proteinler ile kaplanması sağlanır, bu iĢlem bloklama olarak 

adlandırılır. Bu iĢlemlerin devamında, uygun bir birincil ve ikincil antikor kullanılarak 
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hedef proteini iĢaretlenir ve görüntüleme iĢlemi ile membran üzerindeki bantlar röntgen 

filmine aktarılır. Antikorlar yalnızca, spesifik proteinlere bağlandığından görüntüleme 

esnasında membran üzerinde tek bir bant oluĢur (Tablo 3). 

 

Tablo 3. Western Blot Analizinde Kullanılan Solüsyonlar ve Kimyasal Ajanlar. 

RIPA Lysis Buffer sc-24948 (Santa Cruz) 

Pierce BCA Protein Assay Kit 23227 (Thermo F.) 

10xTBS (Tris Buffered Saline) 170-6435 (Bio rad) 

10xTGS (Tris/Glycine/SDS) 161-0772 (Bio rad) 

APS (Amonyum Persülfat) 161-0700 (Bio rad) 

TEMED (Tetrametiletilendiamin) 161-0801 (Bio rad) 

TGX FastCast Acrylamide Kit 161-0173 (Bio rad) 

2-Mercaptoethanol 161-0710 (Bio rad) 

4x Laemmli Sample Buffer 161-0747 (Bio rad) 

Tween 20, % Nonionic Detergent 9005-64-5 (Bio rad) 

Blotting Grade Blocker Non Fat Dry Milk 170-6404 (Bio rad)  

Trans-Blot Turbo Transfer Kit RTA 170-4272 (Bio rad) 

Beta Actin Polyclonal Antibody 00085842 (Proteintech) 

BDNF Rabbit Polyclonal Antibody 00065074 (Proteintech) 

Phospho-Gsk3b (Ser389) Rabbit 

Polyclonal antibody 

00076581 (Proteintech) 

Anti-TrkB antibody STJ96109 (St John‟s Laboratory) 
Clarity Max Western ECL Substrate 170-5061 (Bio rad) 

WesternC Blotting Standards 161-0376 (Bio rad) 

Goat Anti-rabbit IgG(H+L) peroxidase-

HRP conjugate           

SA00001-2(Proteintech)  

Röntgen Banyo Solüsyonu Developer de1576 (Impact) 

Röntgen Banyo Solüsyonu Fixer de1576 (Impact) 

 

Yükleme tamponu: 100µL 2-merkaptoetanol + 900 µL 4X-Laemmli sample buffer 

Yıkama Tamponu: 900 ml saf su + 100 ml 10xTBS + 1 ml Tween 20 

Bloklama Solüsyonu: 100 ml yıkama tamponu + 5 g Süt tozu 

3.7.1. Western Blot Analiz AĢamaları 

3.7.1.1. Total Protein Örneklerinin Elde Edilmesi  

Western blot analizi öncesinde, kullanılacak doku örneklerinden proteinlerin 

elde edilmesi amacıyla, 28 gün boyunca enjeksiyon yapılan farelerin prefrontal korteks 

ve hipokampus izolasyonları yapıldı. Ġzole edilen bu dokular homojenizasyonun 

yapılacağı güne kadar -80
 oC‟de muhafaza edildi. Elde edilen bu prefrontal korteks ve 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/23225
http://www.bio-rad.com/en-ca/sku/1610747-4x-laemmli-sample-buffer
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hipokampus dokuları öncelikle hassas terazide tartıldı. Tartılan örnekler RIPA 

karıĢımıyla birleĢtirilip homojenizatörde 70-80 RPMI‟da en az 5 dk homojenize edildi. 

Tartılan her bir dokunun 1 gramı için 3 ml RIPA karıĢımı hazırlandı. Her 1 ml RIPA 

için ise 10 μl PMSF, 10 μl sodiumorthovanadat ve 10-20 μl proteaz inhibitörü eklenip 

bir RIPA karıĢımı oluĢturuldu. Protein örneği ve RIPA karıĢımı krema kıvamı alana 

kadar homojenize edildi ve 1 ml‟lik ependorflara aktarıldı. Ependorflar +4 
oC‟de 14000 

RPMI „da 10 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonucu oluĢan süpernatan kısım total protein 

olarak kabul edilip farklı bir ependorfa aktarıldı ve -20 
oC‟de saklandı. 

 

3.7.1.2. Total Protein Ölçümü  

Örneklerden elde edilen total protein düzeyi, protein miktarları bilinen albumin 

standartları kullanılarak BCA (Bicinchoninic Acid) Protein Assay testi ile saptandı. 

BCA protein testi, bir numunedeki toplam protein miktarının belirlenmesi amacıyla 

kullanılmaktadır. Bu yöntem, proteinlerin alkali bir çözeltide (biüre reaksiyonu) Cu+2‟yi 

Cu
+1‟e indirgemesi ve bisinkoninik asit ile mor bir renk oluĢumuna yol açması prensibi 

ile çalıĢmaktadır. Bakırın indirgenmesi temel olarak protein moleküllerinde bulunan 

sistein veya sistin, tirozin ve triptofan dahil olmak üzere dört aminoasit kalıntısından 

kaynaklanmaktadır (146). OluĢan mor rengin absorbans değerleri spektrofotometrede 

562 nm‟de alınmaktadır. Daha sonra standart bir protein için elde edilen bir referans 

eğrisi ile 20-2000 μg/mL aralığındaki protein konsantrasyonları hesaplanabilmektedir 

(147).  

Öncelikle BCA çalıĢma solüsyonu hazırlandı. Bu amaçla, her örnek için 200 µL 

olacak Ģekilde, BCA Protein Assay kit içerisindeki BCA Solüsyon A ve B‟den 50:1 

oranında alınıp karıĢtırıldı. Daha sonra protein miktarları bilinen 9 adet standart, Tablo 

4‟te gösterilen oranlarda, stok sığır serum albumininden (BSA) seyreltme yapılarak 

hazırlandı. 

Hazırlanan 9 adet standart ve protein miktarının tayin edileceği örnekler 96‟lık 

kültür kaplarına sırayla her biri 25 μl olacak Ģekilde eklendi (ġekil 12). Daha sonra 

çalıĢma solüsyonundan hem standart hem de örneklerin üzerine 200 µL eklendi ve 

37˚C‟de 30 dakika inkübe edildi. Ġnkübasyon sonrası 562 nm‟de spektrofotometrede 

absorbanslar ölçüldü. 
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BSA standartları için 562 nm‟deki ölçüm değerleri, her standardın µg/mL‟deki 

protein konsantrasyonuna karĢı çizilerek standart bir eğri elde edildi (ġekil 13). Deney 

gruplarındaki örneklerin protein konsantrasyonunu belirlemek amacıyla bu standart eğri 

kullanıldı. Böylece örneklerdeki proteinlerin mL‟deki µg düzeyleri belirlendi. 

 

Tablo 4. SeyreltilmiĢ BSA Standartlarının Hazırlanması. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ġekil 12. Kültür kabına yüklenen protein örnekleri. 

 

 

Ependorf 

 

Seyreltme Hacmi 

(µL) 

 

BSA‟nın Hacim ve Kaynağı 
 (µL) 

Final BSA 

Konsantrasyonu (µg/mL) 

A 0 Stoktan 300 2000 

B 125 Stoktan 375 1500 

C 325 Stoktan 325 1000 

D 175 C ependorfundan 175 750 

E 325 B ependorfundan 325 500 

F 325 E ependorfundan 325 250 

G 325 F ependorfundan 325 125 

H 400 G ependorfundan 100 25 

I 400 0 0  



33 

 

 
 

ġekil 13. BSA standartlarının protein konsantrasyonuna karĢılık gelen absorbans yanıt eğrisi. 
BSA: Sığır Serum Albumin 

 

 

3.7.1.3. SDS PAGE Jelinin Hazırlanması 
Western blot çalıĢması için firmadan temin edilen iki cam plak, girintili kısım iç 

tarafta ve camın üzerindeki “UP” yazılı kısım yukarda olacak Ģekilde kasetçerçeveleri 

arasına sıkıĢtırıldı ve kasetstandına yerleĢtirildi. Firmadan temin edilen Acrylamide Kit 

ile SDS PAGE jel‟in ayırıcı jeli aĢağıda belirtilen Tablo 5‟e uygun Ģekilde hazırlandı. 

Ayırıcı jelin üst yüzeyinin düzgünlüğünü sağlamak amacıyla üzerine 1 ml isopropanol 

eklendi ve polimerize olması için 30 dakika beklendi. Süre sonunda jel yüzeyindeki 

isopropanol kurutma kağıdı kullanılarak uzaklaĢtırıldı. Sonrasında, Tablo 6‟da 

belirtildiği gibi paketleyici jel hazırlandı ve ayırıcı jelin üzerine, camlar arasında hiç 

boĢluk kalmayacak Ģekilde eklendi. Polimerize olması beklenmeden jel içerisinde 

kuyuları oluĢturacak olan jel tarağı dikkatli bir Ģekilde paketleyici jel içerisine 

yerleĢtirildi ve +4˚C‟de bir gece bekletildi.  

 

 

 

 

 

 

y = 1162,5x - 208,12 

R² = 0,9821 

-500

0

500

1000

1500

2000

2500

0 0,5 1 1,5 2

Absorbans Değeri (562 nm) 

P
ro

te
in

 K
o

n
sa

n
tr

a
sy

o
n

u
 μ

g
/m

L 

Absorbans Değeri (562 nm) 

P
ro

te
in

 K
o

n
sa

n
tr

a
sy

o
n

u
 μ

g
/m

L 



34 

 

 

Tablo 5. Ayırıcı jel hazırlama oranı. 

 

 

Tablo 6. Paketleyici jel hazırlama oranları. 

Paketleyici Jel 

Stacker A Stacker B TEMED APS(%10) 

1 mL 1 mL 2 µL 10 µL 

 

 

3.7.1.4. Proteinlerin Jel Üzerinde Yürütülmesi 
Daha önce RIPA ile hazırlanan total protein örnekleri -20 ˚C‟den çıkarıldı ve 

buz içerisine alındı. Kuyucuk yüklemesi için her örnek 30 μg protein içerecek ve 30 μl 

hacimde olacak Ģekilde hesaplama yapıldı. Protein örneklerinin üzerlerine 3:1 oranında 

yükleme tamponu eklenerek 5 dk boyunca 95
oC‟de kuru blok ısıtıcıda bekletildi.  

Bir gece öncesinden hazırlanan jel kasete oturtularak yürütme tankına 

yerleĢtirildi ve tank içerisine TGS (yürütme solüsyonu) eklendi. Jel üzerindeki tarak 

dikkatli bir Ģekilde kaldırılarak oluĢturulan kuyular kontrol edildi. Sonrasında 10µL‟lik 

otomatik pipet yardımıyla jelin ilk kuyucuğuna jel elektroforezi standardından 3 μl, 

diğer kuyucuklara ise protein örnekleri 30 μl olacak Ģekilde sırasıyla yüklendi. 

Proteinler ilk 20 dakika 80 volt‟da daha sonra 100 volt‟da proteinler membranın sonuna 

ulaĢıncaya kadar yaklaĢık 1-1,5 saat yürütüldü (ġekil 14 ve 15). 

 

 

 

Ayırıcı Jel 
Resolver A Resolver B TEMED APS(%10) 

3 mL 3 mL 3 µL 30 µL 
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ġekil 14. Proteinlerin kuyucuklara yüklenmesi. 

 

 

 

ġekil 15. Proteinlerin jel üzerinde yürütülmesi. 

 

 

3.7.1.5. Jelin Membrana Aktarılması  
Membrana aktarım aĢamasında kullanılacak olan membran ve filtre kağıtları 

hazırlandı. Membran üstünü tamamen ıslatacak Ģekilde metanol ile 1 dk bekletildi. Daha 

sonra üzerine transfer solüsyonu eklendi. Filtre kağıtları da transfer solüsyonu ile 

ıslatıldı.  
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Yürütme iĢlemi tamamlandıktan sonra jel cam plaklar arasından çıkarılarak TGS 

solüsyonu içine bırakıldı. Transfer cihazına öncelikle 6 adet filtre kâğıdı, üzerine 

membran ve membranın üzerine jel, en üste tekrar 6 adet filtre kağıdı koyuldu. Son 

olarak arada kabarcık kalmaması amacıyla silindir çubukla filtre kağıdının üzerinden 

birkaç kez dikkatlice geçildi. Transfer iĢlemi 7 dk içerisinde tamamlandı. 

  

3.7.1.6. Bloklama   

Jelin membrana aktarılması gerçekleĢtikten sonra, membran TBS solüsyonu 

içine alındı ve 5 dakika bekletildi.  Daha sonra membran üzerindeki TBS döküldü ve 

daha önce hazırlanan 20 ml %5‟lik bloklama solüsyonu içerisinde +4
oC‟de 1 saat hafif 

derecede çalkalandı. Bir saat sonunda, bloklama solüsyonu döküldü ve membran 3 kez 

5‟er dakika boyunca yıkama solüsyonuyla +4oC‟de çalkalayıcıda yıkandı. 

   

3.7.1.7. Primer ve Sekonder Antikorlarla Ġnkübasyon  

Yıkama iĢlemi bittikten hemen sonra primer antikor uygulandı. Her örnek için β-

aktin, BDNF, TrkB 1: 500 ve p-GSK3ßSer389
 olmak üzere 4 adet primer antikor 

uygulaması ayrı ayrı gerçekleĢtirildi. Öncelikle primer antikorlar, ß-aktin 1:1000, 

BDNF 1:500, TrkB 1: 500, p-GSK3ßSer389
 1:500 oranında olmak üzere bloklama 

solüsyonuyla seyreltildi ve bu iĢlem yapıldıktan sonra membranlar üzerine uygulandı. 

Membran uygulanacak primer antikor ile 1 gece +4
oC‟de çalkalayıcı üzerinde inkübe 

edildi. 

Süre bitiminde membranın üzerindeki primer antikor döküldü ve membran oda 

sıcaklığında 3 kez 5‟er dakika çalkalayıcı üzerinde yıkama solüsyonu ile yıkandı. 

Yıkama iĢlemi sonrasında, daha önce bloklama solüsyonuyla 1:5000 oranında 

hazırlanmıĢ olan sekonder antikor membran üzerine eklendi. Membran sekonder 

antikorla 1 saat boyunca +4˚C‟de çalkalayıcı üzerinde inkübe edildi. 1 saat sonunda 

sekonder antikor döküldü ve membran 3 kez 5‟er dakika  +4˚C‟de çalkalayıcıda yıkama 

solüsyonuyla yıkandı. 
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3.7.1.8. Görüntüleme    

Görüntüleme iĢlemi karanlık odada gerçekleĢtirildi. Yıkama sonrası Enhanced 

Chemi Luminescence (ECL) solüsyonu membran üzerine döküldü ve oda sıcaklığında 

15 dakika çalkalanarak karanlıkta bekletildi. ECL solüsyonu ile muamele sonrası 

membranda oluĢan ıĢıma 18x24 cm‟lik X-ray filmine aktarılarak protein bantlarının 

görünür hale getirilmesi sağlandı. IĢımanın filme aktarılmasından sonra X-ray filmi 

sırasıyla 1 dakika developer solüsyonunda, 1 dakika fixer solüsyonunda bekletildi ve 

hemen ardından çeĢme suyuyla yıkandı (ġekil 16). Bu iĢlem sonunda spesifik 

proteinlere ait bantlar, X-ray filmi üzerinde görünür hale getirilerek değerlendirmeleri 

yapıldı.  

X-ray film üzerinde elde edilen protein bantları bilgisayar ortamına aktarılarak, 

Image Lab Programı ile bant protein yoğunluklarının kantitatif analizleri yapıldı. 

Yapılan analizde, spesifik protein yoğunluk miktarlarının, ß-aktin proteine ait bant 

yoğunluk miktarına bölünmesiyle normalize edildi. Değerler kontrol grubuna göre bant 

yoğunluk miktarları % değiĢimi Ģu Ģekilde ifade edildi: [(Prt yoğ.örnek / Prt yoğ.ß-aktin )/Prt 

yoğ.kontrol ort.X 100]. Kontrol grubunun protein yoğunluk değeri %100 olarak 

belirlenirken, kontrol grubunun protein kat artıĢı 1 olarak belirlendi.  

 

 

ġekil 16. Görüntüleme iĢleminde kullanılan materyaller. 

 

 

3.8. Ġmmünohistokimya Yöntemi    
Amiloid Prekürsör Protein (APP) ve Amiloid Beta-40 (Aß-40) aktivitesinin 

belirlenmesi amacı ile hipokampus ve prefrontal korteks dokularından elde edilen 
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histolojik kesitler, polilizin kaplı lam üzerine alındı. Buzdolabında bekletilen kesitler 

iĢaretleme iĢlemine geçilmeden önce kurutularak, tekrar buzdolabına alındı ve 15 

dakika bekletildi. Buzdolabından çıkarıldıktan sonra tekrar kurutulan kesitler, 60 °C‟de 

etüvde ksilol içerisinde 15 dakika deparafinize edildi. Daha sonra doku kesitleri, oda 

sıcaklığında ksilol serilerinden geçirildi. Derecesi giderek azalan alkol serileri içerisinde 

hidrate edildi ve distile su içerisine alındı. Kesitler daha sonra, sitrat solüsyonu (pH:6) 

içerisine alınıp 95ºC‟lik su banyosunda 45 dakika süreyle bekletilerek antijenlerin açığa 

çıkarılması sağlandı. Oda sıcaklığında 45 dk soğutulan kesitler, distile suda yıkandı ve 

endojen peroksitleri engellemek amacıyla %3‟lük hidrojen peroksit (H2O2) içerisine 

alınarak yaklaĢık 10 dk kadar bekletildi. Kesitler, saf su ve fosfat tamponundan (PBS, 

pH: 7,2-7,4) geçirildi. Her bir kesitin etrafı dikkatlice silinip, kurulandıktan sonra, 

üzerine nonspesifik bağlanmayı engellemek amacıyla bloklama solüsyonu (ab93705, 

Abcam, USA.) damlatıldı. Oda sıcaklığında 15 dakika bekletildikten sonra kesitler, 

distile su ve fosfat tamponundan geçirildikten sonra dokuların etrafı kurulandı. Daha 

sonra 1/200 oranında dilüe edilen anti-APP (27320-1-AP, Proteintech, USA) ve 1/200 

oranında dilüe edilen anti-Aß-40 (NBP1-44047, Novus Biologicals, USA) primer 

antikorları damlatıldı. Primer antikor damlatılan tüm kesitler +4°C‟de, nemli ortamda 

bir gece bekletildi. Negatif kontrol için alınan kesitlere primer antikorlar yerine, 

dilüsyon solüsyonu damlatıldı. Primer antikorla muamele edilip 1 gece +4°C‟de ve 

ardından 1 saat oda sıcaklığında bekletilen kesitler, daha sonra distile su ve PBS‟den 

geçirildi. Üzerlerine Biotin (ab93705, Abcam, USA.) damlatılarak 15 dk süreyle oda 

sıcaklığında tutuldu. 15 dk sonra distile su ve PBS‟de yıkanan kesitlerin etrafı kurulanıp 

Avidin (ab93705, Abcam, USA.) damlatılalarak, 20 dakika süreyle oda sıcaklığında 

bekletildi. Distile su ve PBS‟den geçirilen kesitler üzerine, aminoetilkarbozol (AEC, 

ab93705, Abcam, USA) solüsyonu damlatıldı ve 10 dakika bekletildi, çeĢme suyu 

içerisinde yıkandı (Tablo 7). Doku kesitleri, zıt boyama için hematoksilen ile 30 saniye 

boyandı. Boyama iĢleminden sonra kesitler, çeĢme suyunda yıkanarak kurumaya 

bırakıldı. Su bazlı kapama maddesi damlatılarak dokular lamel ile kapatıldı. Olympus 

BX53 ıĢık mikroskobu (Japonya) ile incelenerek fotoğrafları çekildi. 
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Tablo 7. Ġmmünohistokimya Yönteminde Kullanılan Solüsyonlar ve Kimyasal Ajanlar. 

Anti-APP 27320-1-AP, Proteintech, USA 

Anti-Aß-40 NBP1-44047, Novus Biologicals, USA 

Biotin ab93705, Abcam, USA 

Avidin ab93705, Abcam, USA 

Aminoetilkorbozol AEC, ab93705, Abcam, USA 

Blocking solüsyonu ab93705, Abcam, USA 

 

3.8.1. Ġmmünohistokimyasal Skorlama Yöntemi 
APP ve Aß-40 ekspresyonlarını araĢtırmak amacıyla immunohistokimyasal 

skorlama yöntemi uygulandı. Ġmmünohistokimyasal skorlama için 40‟lık objektifte 

rastgele seçilen 10 alanda H Skorlama sistemi kullanıldı. H skoru, pozitif hücre 

yüzdesiyle birlikte 4 farklı boyama yoğunluğunun çarpımı toplanarak hesaplandı (Tablo 

8).  

 

Tablo 8. Hücrelerin boyanma derecesinin değerlendirilmesi. 

 

H Skor değerini heasaplamak için „I x PC‟ formülü kullanıldı. 

I: Intensity (Yoğunluk) 

PC: Her derecede boyanan hücre yüzdesi  

Gruplar arasındaki ekspresyon farklılıkları „Mann Whitney U‟ testi kullanılarak 

değerlendirildi. 0,05‟ten küçük p değerleri anlamlı kabul edildi.  

 

3.9. Ġstatistiksel Analiz 

Veriler ortalama ± standart hata (SH) olarak ifade edildi. Ġstatistiksel analizde, 

SPSS 20.0 bilgisayar programı kullanıldı. Normal dağılıma uyan ve parametrik 

verilerde ANOVA ardından ikili grup karĢılaĢtırmalarında Tukey testi kullanıldı. 

Normal dağılıma uymayan ve parametrik olmayan veriler Kruskal Wallis testini takiben 

Boyanma Derecesi 

0 Hiç boyanma yok 

1 Zayıf derecede boyanma 

2 Orta derecede boyanma 

3 Güçlü derecede boyanma 
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ikili grup karĢılaĢtırmalarında Mann Whitney U testi ile analiz edildi. Vücut ağırlığı ve 

Morris su havuzu testi normal dağılıma uymadığı için Friedman‟ın ANOVA takiben 

grupların kendi içlerinde karĢılaĢtırmasında Wilcoxon testi, gruplar arası karĢılaĢtırmada 

Mann Whitney U testi kullanıldı. Ġstatistiksel anlamlılık p<0,05 olarak kabul edildi.  
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4. BULGULAR 

4.1. Vücut Ağırlığı 
 Vücut ağırlığı ölçümlerinde S-SF [χ2 (11) =152,3 p<0,001], E-SF [χ2 (11) 

=162,9 p<0,001], S-SCOP [χ2 (11) =103,4 p<0,001] ve E-SCOP [χ2 (11) =129,6 

p<0,001] gruplarında ANOVA ile haftalar arasında anlamlı fark bulundu. Tüm 

gruplarda vücut ağırlığında, birinci hafta ile karĢılaĢtırıldığında tüm haftalarda anlamlı 

artma saptandı (p<0,01).  

 Vücut ağırlığında gruplar arası karĢılaĢtırmalarda ikinci hafta [H (3,53) =8,32 

p=0,04], üçüncü hafta [H (3,53) =26,14 p<0,001], dördüncü hafta [H (3,53) =19,24 

p<0,001], altıncı hafta [H (3,53) =9,24 p=0,02] ve yedinci hafta [H (3,53) =13,17 

p=0,004] gruplar arasında anlamlı fark saptandı. E-SF grubunda S-SF grubuna göre 

üçüncü (U=30,0 p<0,001 z=-3,49) ve dördüncü (U=59,0 p=0,02 z=-2,28) günde anlamlı 

azalma saptandı. E-SCOP grubunda S-SCOP grubuna göre üçüncü (U=10,5 p<0,001 

z=-3,49), dördüncü (U=9,5 p<0,001 z=-3,54), altıncı (U=28,5 p=0,01 z=-2,39) ve 

yedinci (U=14,5 p=0,001 z=-3,27) günde anlamlı azalma bulundu. Birinci hafta [H 

(3,53) =1,58 p=0,66], beĢinci hafta [H (3,53) =6,19 p=0,10], sekizinci hafta [H (3,53) 

=1,03 p=0,79], dokuzuncu hafta [H (3,53) =3,43 p=0,33], onuncu hafta [H (3,53) =3,94 

p=0,26], on birinci [H (3,53) =3,09 p=0,37], on ikinci hafta [H (3,53) =1,70 p=0,63]) 

haftalarda gruplar arasında anlamlı fark saptanmadı (ġekil 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 17. On iki haftalık vücut ağırlığı. 

Veriler ortalama ±SH olarak ifade edildi Gruplarda N=11-15. Ġstatistiksel analiz için metin içine bkz. 
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4.2. Açık Alan Testi   
Açık alan testinde merkez alanda geçirilen sürede anlamlı ilaç [F (1,49) =39,17 

p<0,001] ve egzersiz [F (1,49) =7,18 p=0,01] etkisi bulunurken ilaç x egzersiz 

etkileĢimi bulunmadı [F (1,49) =1,35 p=0,25]. Merkezde geçirilen süre S-SCOP 

grubunda S-SF grubuna göre anlamlı azaldı (p<0,01). E-SF grubunda, S-SF (p=0,02) ve 

E-SCOP (p<0,001) grubuna göre anlamlı arttı. E-SCOP grubu ile S-SCOP grubu 

arasında anlamlı fark saptanmadı (p=0,74) (ġekil 18).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Açık alan testinde kat edilen mesafede anlamlı ilaç etkisi [F (1,49) =30,25 

p<0,001], egzersiz [F (1,49) =31,26 p<0,001] etkisi ve ilaç x egzersiz etkileĢimi 

bulundu [F (1,49) =4,48 p=0,039]. E-SF grubunda S-SF grubuna göre kat edilen mesafe 

anlamlı arttı (p=0,049). E-SCOP grubunda E-SF (p<0,001) ve S-SCOP (p<0,001) 

grubuna göre anlamlı arttı. Kat edilen mesafede S-SCOP grubunda S-SF grubuna göre 

artma eğilimi saptandı (p=0,09) (ġekil 19).  

 

                        ġekil 18. Açık alan testinde merkez alanda geçirilen süre. 

*p<0,05, **p<0,01 S-SF grubuna göre, ###p<0,001 E-SF grubuna göre. ANOVA takiben Tukey HSD 
testi. Veriler ortalama ±SH olarak ifade edildi. Gruplarda N=11-15. 
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Ayağa kalkma sıklığında anlamlı ilaç [F (1,49) =4,06 p<0,05] ve egzersiz [F 

(1,49) =43,79 p<0,001] etkisi bulunurken ilaç x egzersiz etkileĢimi bulunmadı [F (1,49) 

=0,10 p=0,75]. E-SF grubunda S-SF grubuna göre (p<0,001), E-SCOP grubunda S-

SCOP (p=0,001) grubuna göre ayağa kalkma sıklığında anlamlı artıĢ saptandı. S-SCOP 

grubunda S-SF (p=0,63) grubuna göre, E-SCOP grubunda E-SF (p=0,34) grubuna göre 

anlamlı fark bulunmadı (ġekil 20).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                  ġekil 19. Açık alan testinde düzenekte kat edilen mesafe (cm).  

*p<0,05 S-SF grubuna göre, ###p<0,001 E-SF grubuna göre, ^^^p<0,001 S-SCOP grubuna göre. 

ANOVA takiben Tukey HSD testi. Veriler ortalama ±SH olarak ifade edildi. Gruplarda N=11-15.  
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Açık alan düzeneğinin merkezine geçme sıklığında anlamlı egzersiz [F (1,49) 

=15,60 p<0,001] etkisi ve ilaç x egzersiz [F (1,49) =4,85 p<0,05] etkileĢimi bulunurken 

ilaç etkisi bulunmadı [F (1,49) =0,36 p=0,54].  E-SCOP grubunda S-SCOP grubuna 

göre merkeze geçme sıklığında anlamlı artıĢ bulundu (p=0,001). E-SF ve S-SCOP 

grubunda S-SF grubuna göre (sırasıyla p=0,54, p=0,68), E-SCOP grubunda E-SF 

grubuna (p=0,20) göre anlamlı fark saptanmadı (ġekil 21).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                ġekil 20. Açık alan testinde düzenekte ayağa kalkma sıklığı.  

***p<0,001 S-SF grubuna göre, ^^p<0,01 S-SCOP grubuna göre. ANOVA takiben Tukey HSD testi. 
Veriler ortalama ±SH olarak ifade edildi. Gruplarda N=11-15.   
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Açık alan testinde ilk kez merkeze geçme süresinde anlamlı egzersiz [F (1,49) 

=33,70 p<0,001] etkisi bulurken, ilaç [F (1,49) =3,35 p=0,073] etkisi ve ilaç x egzersiz 

etkileĢimi bulunmadı [F (1,49) =3,49 p=0,68].  E-SF grubunda S-SF grubuna göre, E-

SCOP grubunda S-SCOP grubuna göre ilk kez merkez alana geçme süresi azaldı 

(sırasıyla p<0,05, p<0,001). S-SCOP grubunda S-SF grubuna göre merkeze geçme 

süresinde artma eğilimi bulundu (p=0,06). E-SCOP grubunda E-SF grubuna göre 

anlamlı fark saptanmadı (p=1,00) (ġekil 22).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 21. Açık alan düzeneğinde merkez alana geçme sıklığı.  

^^p<0,01S-SCOP grubuna göre. ANOVA takiben Tukey HSD testi. Veriler ortalama 

±SH olarak ifade edildi. Gruplarda N=11-15. 
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4.3. Morris Su Havuzu Testi  

4.3.1. Eğitim Denemeleri   
 Morris su havuzu testinde eğitim denemelerinde beĢ gün boyunca gizli 

platformu bulma süresinde S-SF grubunda ANOVA günler arasında anlamlı fark buldu 

[χ2
 (4) =26,2 p<0,001]. Platformu bulma süresinde, birinci gün ile karĢılaĢtırıldığında 

ikinci (Z=-2,3 p=0,02), üçüncü (Z=-2,02 p=0,04), dördüncü (Z=-2,09 p=0,03) ve beĢinci 

(Z=-3,58 p<0,001) günde anlamlı azalma saptandı. 

 E-SF grubunda platformu bulma süresinde günler arasında ANOVA ile anlamlı 

fark saptandı [χ2
 (4) =25,7 p<0,001]. Birinci gün ile karĢılaĢtırıldığında dördüncü (Z=-

2,5 p=0,011) ve beĢinci (Z=-4,3 p<0,001) günde anlamlı azalma bulundu. 

Eğitim denemelerinde platformu bulma süresinde S-SCOP grubunda günler 

arasında anlamlı fark saptandı [χ2
 (4) =17,5 p=0,002]. Platformu bulma süresinde, 

birinci gün ile karĢılaĢtırıldığında ikinci (Z=-2,7 p=0,006), üçüncü, (Z=-4,0 p<0,001) 

dördüncü (Z=-2,7 p=0,006) ve beĢinci (Z=-2,7 p=0,007) günde platformu bulma 

süresinde anlamlı azalma bulundu. 

ġekil 22. Açık alan düzeneğinde merkez alana ilk kez geçiĢ süresi.  

*p<0,05 S-SF grubuna göre, ^^p<0,01 S-SCOP grubuna göre. ANOVA takiben Tukey HSD testi. Veriler 

ortalama ±SH olarak ifade edildi. Gruplarda N=11-15. 
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E-SCOP grubunda platformu süresinde günler arasında ANOVA ile anlamlı fark 

saptandı [χ2
 (4) =10,8 p=0,028]. Birinci gün ile karĢılaĢtırıldığında ikinci (Z=-2,6 

p=0,008), üçüncü, (Z=-3,3 p=0,001) dördüncü (Z=-2,8 p=0,004) ve beĢinci (Z=-2,6 

p=0,007) günde platformu bulma süresinde anlamlı azalma bulundu. 

Eğitim denemelerinin birinci [H (3,212) =17,04 p=0,001], dördüncü [H (3,212) 

=10,04 p=0,01] ve beĢinci [H (3,212) =19,16 p<0,001] günlerinde platformu bulma 

süresinde gruplar arasında anlamlı fark saptandı. E-SF grubu S-SF grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında birinci (U=1618,0 p=0,3 z=-1,0), ikinci (U=1760,5 p=0,8 z=-0,2), 

üçüncü (U=1701,0 p=0,5 z=-0,5), dördüncü (U=1556,0 p=0,1 z=-0,1) ve beĢinci 

(U=1553,0 p=0,1 z=-0,1) günde anlamlı fark bulunmadı. S-SCOP grubu S-SF grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında platformu bulma süresinde birinci (U=980,0 p=0,006 z=-2,7), 

dördüncü (U=992,0 p=0,02 z=-2,2) ve beĢinci (U=840,0 p=0,001 z=-3,2) günde anlamlı 

artıĢ saptanırken ikinci (U=1098,0 p=0,1 z=-1,5) ve üçüncü (U=1263,5 p=0,6 z=-0,3) 

günde fark bulunmadı. Platformu bulma süresinde E-SCOP grubu E-SF grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında birinci (U=1058,5 p=0,008 z=-2,6) ve beĢinci (U=1015,5 p=0,008 

z=-2,6) günde anlamlı artıĢ bulunurken ikinci (U=1436,5 p=0,9 z=-0,0), üçüncü 

(U=1434,0 p=0,9 z=-0,0) ve dördüncü (U=1244,0 p=0,2 z=-1,2) günde anlamlı fark 

saptanmadı. E-SCOP grubu S-SCOP grubu ile karĢılaĢtırıldığında birinci (U=948,0 

p=0,2 z=-1,1), ikinci (U=910,5 p=0,2 z=-1,2), üçüncü (U=1042,0 p=0,9 z=-0,1), 

dördüncü (U=876,5 p=0,1 z=-1,5) ve beĢinci (U=941,5 p=0,3 z=-0,9) günde platformu 

bulma süresinde anlamlı fark bulunmadı (ġekil 23).   
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Morris su havuzu testinde eğitim denemelerinde beĢ gün boyunca yüzme hızında 

S-SF grubunda ANOVA ile günler arasında anlamlı fark bulundu [χ2
 (4) =17,14 

p<0,01]. Yüzme hızı, birinci gün ile karĢılaĢtırıldığında üçüncü (Z=-2,10 p=0,03), 

dördüncü (Z=-3,22 p=0,001) ve beĢinci (Z=-3,34 p=0,001) günde anlamlı azaldı.  

E-SF grubunda yüzme hızında günler arasında ANOVA anlamlı fark saptadı [χ2
 

(4) =32,22 p<0,001]. Birinci gün ile karĢılaĢtırıldığında yüzme hızı, üçüncü (Z=-2,27 

p=0,02), dördüncü (Z=-3,90 p<0,001) ve beĢinci (Z=-4,63 p<0,001) günde anlamlı 

azaldı. 

Eğitim denemelerinde yüzme hızında S-SCOP grubunda günler arasında anlamlı 

fark saptandı [χ2
 (4) =9,8 p=0,043]. Birinci gün ile karĢılaĢtırıldığında dördüncü günde 

yüzme hızında azalma saptandı (Z=-1,9 p=0,04). 

E-SCOP grubunda yüzme hızında günler arasında ANOVA anlamlı fark bulmadı 

[χ2
 (4) =8,6 p=0,071].  

Morris su havuzu testinde eğitim denemelerinde yüzme hızında birinci [H (3, 

212) =16,50 p=0,001], üçüncü [H (3,212) =15,20 p=0,002], dördüncü [H (3,212) =9,32 

p=0,025] ve beĢinci [H (3,212) =21,43 p<0,001] günlerde gruplar arasında anlamlı fark 

saptandı. E-SF grubu S-SF grubu ile karĢılaĢtırıldığında birinci (U=1309,0 p=0,01 z=-

2,5) günde yüzme hızında artıĢ saptanırken diğer günlerde anlamlı fark bulunmadı. S-

SCOP grubu S-SF grubu ile karĢılaĢtırıldığında yüzme hızında birinci (U=935,0 

p=0,011 z=-2,5), üçüncü (U=975,0 p=0,023 z=-2,2) dördüncü (U=946,0 p=0,014 z=-

ġekil 23. Morris su havuzu testinde gizli platformu bulma süresi.  

*p<0,05 **p<0,01 S-SF grubuna göre, ##p<0,01 E-SF grubuna göre. Friedman‟nın ANOVA testi takiben Mann 
Whitney U testi. Veriler ortalama ±SH olarak ifade edildi. Gruplarda N=11-15. 
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2,4) ve beĢinci (U=729,0 p<0,001 z= -3,8) günde anlamlı artıĢ saptandı. E-SCOP 

grubunda E-SF grubu ile karĢılaĢtırıldığında yüzme hızında üçüncü (U=1049,0 p=0,016 

z=-2,4) ve beĢinci (U=1041,0 p=0,014 z=-2,4) günde anlamlı artıĢ bulunurken diğer 

günlerde anlamlı fark bulunmadı. E-SCOP grubu, S-SCOP grubu ile karĢılaĢtırıldığında 

gruplar arasında anlamlı fark bulunmadı (ġekil 24).  

 

  

4.3.2. Test   

Morris su havuzunda beĢ gün eğitim denemeleri tamamlanan fareler altıncı 

günde platform kaldırılarak platformun bulunduğu kadranın karĢı kadranından deneye 

alındılar. Altıncı günde platformun bulunduğu kadranda geçirilen sürelere bakıldığında 

gruplar arasında anlamlı fark bulundu [H (3, 53) =21,52 p<0,001]. S-SCOP grubunda S-

SF grubuna göre hedef kadranda geçirilen süre anlamlı olarak azaldı (U=7,0 p<0,001 

z=-3,9). E-SF grubunda S-SF grubuna göre hedef kadranda geçirilen sürede anlamlı fark 

saptanmadı (U=108,0 p=0,852 z=-0,1). E-SCOP grubunda E-SF grubuna göre azalma 

eğilimi bulundu (U=51,5 p=0,06 z=-1,8). E-SCOP grubunda S-SCOP grubuna göre 

ġekil 24. Morris su havuzu testinde eğitim denemelerinde yüzme hızı (cm/sn).  

*p<0,05, ***p<0,01 S-SF grubuna göre, #p<0,05 E-SF grubuna göre. Friedman‟nın ANOVA testi takiben 
Mann Whitney U testi. Veriler ortalama ±SH olarak ifade edildi. Gruplarda N=11-15. 
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hedef kadranda geçirilen sürede anlamlı artıĢ saptandı (U=19,5 p=0,004 z=-2,8) (ġekil 

25).  

 

 Morris su havuzu test gününde gruplar arasında yüzme hızında anlamlı fark 

bulunmadı [H (3, 53) =1,038 p=0,79] (ġekil 26).   

 

 

 

ġekil 25. Morris su havuzu testinde hedef kadranda geçirilen süre. 

 ***p<0,001 S-SF grubuna göre, ^^p<0,01 S-SCOP grubuna göre. Kruskal Wallis takiben Mann Whitney 
U testi. Veriler ortalama ±SH olarak ifade edildi. Gruplarda N=11-15. 
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4.4. Western Blot Analizi   

Western Blot ile hipokampus BNDF ekspresyonunda gruplar arasında anlamlı 

fark saptandı [H (3, 16) =11,13 p=0,011] (ġekil 21). E-SF grubunda S-SF grubuna göre 

BDNF ekspresyonunda anlamlı artıĢ bulundu (U=0,0 p=0,01 z=-2,4). S-SCOP grubunda 

S-SF grubuna göre BDNF ekspresyonu anlamlı azaldı (U=0,0 p=0,014 z=-2,4). E-SCOP 

grubunda S-SCOP grubuna göre BDNF ekspresyonu anlamlı arttı (U=1,0 p=0,01 z=-

2,3). E-SCOP grubunda E-SF grubuna göre BDNF ekspresyonunda anlamlı fark 

bulunmadı (U=4,0 p=0,24 z=-1,1) (ġekil 27 ve 28a).  

Hipokampus TrkB ekspresyonunda gruplar arasında anlamlı fark bulundu [H (3, 

16) =13,29 p=0,004]. S-SCOP grubunda S-SF grubuna göre TrkB ekspresyonu anlamlı 

azaldı (U=0,0 p=0,01 z=-2,4). E-SCOP grubunda S-SCOP grubuna göre TrkB 

ekspresyonu anlamlı arttı (U=0,0 p=0,02 z=-2,3). E-SCOP grubunda E-SF grubuna göre 

TrkB ekspresyonu anlamlı arttı (U=0,0 p=0,01 z=-2,3). E-SF grubunda S-SF grubuna 

göre TrkB ekspresyonu anlamlı fark bulunmadı (U=4,0 p=0,21 z=-1,2) (ġekil 27 ve 

28b).   

ġekil 26. Morris su havuzu testinde yüzme hızı (cm/sn).  

Veriler ortalama ±SH olarak ifade edildi. Gruplarda N=11-15. 
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Hipokampus p-GSK3ßSer389
 ekspresyonunda gruplar arasında anlamlı fark 

bulundu [H (3, 16) =12,98 p=0,005]. E-SF grubunda S-SF grubuna göre p-GSK3ßSer389
 

ekspresyonunda anlamlı artıĢ bulundu (U=0,0 p=0,01 z=-2,4). S-SCOP grubunda S-SF 

grubuna göre p-GSK3ßSer389
 ekspresyonu anlamlı azaldı (U=0,0 p=0,014 z=-2,4). E-

SCOP grubunda S-SCOP grubuna göre p-GSK3ßSer389
 ekspresyonu anlamlı arttı (U=0,0 

p=0,02 z=-2,3). E-SCOP grubunda E-SF grubuna göre p-GSK3ßSer389
 ekspresyonunda 

anlamlı fark bulunmadı (U=6,0 p=0,56 z=-0,5) (ġekil27 ve 28c). 

 

 

ġekil 27. Western blot analizinde hipokampusa ait görüntü.  
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                          ġekil 28. Hipokampusta, western blot testinde kat değiĢimi. 

 a) BDNF kat değiĢimi, b) TrkB kat değiĢimi, c) p-GSK3ßSer389
 kat değiĢimi. *p<0,05 S-SF grubuna 

göre, ^p<0,05 S-SCOP grubuna göre, #p<0,01 E-SF grubuna göre. Kruskal Wallis takiben Mann 
Whitney U testi. Gruplarda N=4. 
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Western Blot ile prefontal korteks BDNF ekspresyonunun da gruplar arasında 

anlamlı fark saptandı [H (3, 16) =10,07 p=0,018] (ġekil 30). E-SF grubunda S-SF 

grubuna göre BDNF ekspresyonunda anlamlı artıĢ bulundu (U=0,0 p=0,01 z=-2,4). S-

SCOP grubunda S-SF grubuna göre BDNF ekspresyonu anlamlı azaldı (U=0,0 p=0,014 

z=-2,4). E-SCOP grubunda S-SCOP grubuna göre BDNF ekspresyonu anlamlı arttı 

(U=0,0 p=0,02 z=-2,3). E-SCOP grubunda E-SF grubuna göre BDNF ekspresyonunda 

anlamlı fark bulunmadı (U=8,0 p=1,00 z=0,0) (ġekil 29 ve 30a). 

Prefrontal korteks TrkB ekspresyonunda gruplar arasında anlamlı fark bulundu 

[H (3, 16) =7,8 p=0,04]. S-SCOP grubunda S-SF grubuna göre TrkB ekspresyonu 

anlamlı arttı (U=0,0 p=0,013 z=-2,4). E-SCOP grubunda S-SCOP grubuna göre TrkB 

ekspresyonu anlamlı arttı (U=0,0 p=0,01 z=-2,3). E-SF grubunda S-SF grubuna (U=4,0 

p=0,12 z=0,0) ve E-SCOP grubuna (U=8,0 p=1,00 z=0,0) göre TrkB ekspresyonunda 

anlamlı fark bulunmadı (ġekil 29 ve 30b).   

 Prefrontal korteks p-GSK3ßSer389
 [H (3, 16) =14,32 p=0,002] ekspresyonunda 

gruplar arasında anlamlı fark bulundu. E-SF grubunda S-SF grubuna göre p-

GSK3ßSer389
 ekspresyonunda anlamlı artıĢ bulundu (U=0,0 p=0,014 z=-2,4). S-SCOP 

grubunda S-SF grubuna göre p-GSK3ßSer389
 ekspresyonu anlamlı azaldı (U=0,0 p=0,014 

z=-2,4). E-SCOP grubunda S-SCOP grubuna göre p-GSK3ßSer389
 ekspresyonu anlamlı 

arttı (U=0,0 p=0,021 z=-2,3). E-SCOP grubunda E-SF grubuna göre p-GSK3ßSer389
 

ekspresyonu anlamlı azaldı (U=0,0 p=0,021 z=-2,3) (ġekil 29 ve 30c).  

                          ġekil 29. Western blot analizinde prefrontal kortekse ait görüntü. 
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                     ġekil 30. Prefrontal kortekste, western blot testinde kat değiĢimi. 

a) BDNF kat değiĢimi, b) TrkB kat değiĢimi, c) p-GSK3ßSer389
 kat değiĢimi. *p<0,05 S-SF grubuna göre, 

^p<0,05 S-SCOP grubuna göre. Kruskal Wallis takiben Mann Whitney U testi. Gruplarda N=4.  
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4.5. Ġmmünohistokimya Analizi  
Aß-40 ve APP ekspresyonunun belirlenmesi amacıyla alınan hipokampus ve 

prefrontal korteks dokuları immünohistokimyasal yöntemle incelendi (ġekil 49a,b ve 

ġekil 50a,b). Negatif kontrol amacıyla primer antikor uygulanmayan hipokampus ve 

prefrontal korteks kesitlerinde herhangi bir immün iĢaretleme izlenmedi (ġekil 31 ve 

ġekil 32). 

 

 

 

ġekil 31. Hipokampus negatif kontrol grubu. 

Negatif kontrol amacıyla hipokampusten alınan kesitte Aß-40 proteinine ait herhangi bir immün 
iĢaretlemenin olmadığı görülmektedir. Bar = 50 μm. 
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ġekil 32. Prefrontal korteks negatif kontrol grubu. 

Negatif kontrol amacıyla prefrontal korteksten alınan kesitte APP‟ye ait herhangi bir immün 

iĢaretlemenin olmadığı görülmektedir. Bar = 50 μm.  

  

S-SF grubundan elde edilen hipokampus ve prefrontal korteks doku örneklerinde 

Aß-40 ve APP ekspresyonları değerlendirildi. Hipokampus doku kesitleri Aß-40 

immünreaktivitesi açısından değerlendirildiğinde, nöronların ve glia hücrelerinin 

sitoplazmalarında herhangi bir immün boyanma gözlenmedi. Ayrıca sinir liflerinde ve 

perinöronal alanlarda herhangi bir boyanma izlenmedi (ġekil 33). Hipokampus 

kesitlerinin APP immünreaktivitesi değerlendirildiğinde nöronların sitoplazmalarında 

ve perinöronal alanlarda belirgin APP immunreaktivitesi görüldü.  Buna karĢın, glia 

hücrelerinde APP immunoreaktivitesi görülmedi (ġekil 34). 

 S-SF grubundan alınan prefrontal korteks doku kesitleri de Aß-40 ve APP 

immunreaktivitesi açısından değerlendirildi. Nöron sitoplazmasında ve perinöronal 

alanda Aß-40 ekspresyonu gözlemlenmedi. Ayrıca glia hücrelerinde de herhangi bir Aß-

40 immunreaktivitesi izlenmedi (ġekil 35). APP için yapılan incelemede, nöronların 

sitoplazmalarında ve perinöronal alanda belirgin APP immunoreaktivitesi görüldü. 

Bununla birlikte, prefrontal kortekste glia hücrelerinde herhangi bir APP 

immunoreaktivitesi görülmedi (ġekil 36). 
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ġekil 33. Hipokampus S-SF Grubu Aß-40 immunoreaktivitesi.  

Hipokampuste, nöronlarda (oklar), gliya hücrelerinde (ok baĢları) ve perinöronal alanlarda (*) herhangi 

bir boyanma izlenmemektedir. Bar= 50 μm. 
 

 

 

ġekil 34. Hipokampus S-SF Grubu APP immunoreaktivitesi.  

Hipokampus dokusunda APP immnoreaktivitesinin nöron sitoplazmasında (ok) güçlü ekspresyonu 
görülmektedir. Glia hücrelerinde ise APP ekspresyonunun olmadığı (ok baĢı) izlenmektedir. Bar= 50 μm. 
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ġekil 35. Prefrontal Korteks S-SF Grubu Aß-40 immunoreaktivitesi.  

Prefrontal Korteks dokusunda Aß-40 immunoreaktivitesinin nöron sitoplazmalarında (ok) ve glia 
hücrelerinde (ok baĢı) eksprese olmadığı görülmektedir. Bar= 50 μm. 

 

 

ġekil 36. Prefrontal Korteks S-SF Grubu APP immunoreaktivitesi.  

Prefrontal Korteks dokusunda APP immunoreaktivitesinin nöron sitoplazmalarında güçlü ekspresyonu 
(ok) görülmektedir. Ancak glia hücrelerinde (ok baĢı) APP‟nin eksprese olmadığı görülmektedir. Bar= 50 

μm. 
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 E-SF grubundan elde edilen hipokampus ve prefrontal korteks doku 

örneklerinde, Aß-40 ve APP ekpresyonu değerlendirildi. Hipokampus doku kesitleri 

Aß-40 immunreaktivitesi yönünden incelendiğinde, nöronların ve glia hücrelerinin 

sitoplazmalarında ekspresyon olmadığı görüldü. Ayrıca perinöronal alanda da herhangi 

bir immunreaktivite izlenmedi (ġekil 37). Bununla birlikte APP immunoreaktivitesi 

açısından yapılan değerlendirmede nöronların sitoplazmalarında ve perinöronal 

alanlarda, ekspresyon varlığı dikkati çekti. Ancak, glia hücrelerinde herhangi bir APP 

ekspresyonu görülmedi (ġekil 38). 

 E-SF grubuna ait farelerden alınan prefrontal korteks doku kesitlerinde, Aß-

40 ve APP immunoreaktivitesi değerlendirildi. Aß-40 immunoreaktivitesi açısından 

yapılan değerlendirmede, nöronların ve glia hücrelerinin sitoplazmalarında ve 

perinöronal alanlarda herhangi bir immunoreaktivite yoktu (ġekil 39). Buna karĢın, APP 

için yapılan değerlendirmede nöronların sitoplazmalarında ve perinöronal alanda 

belirgin APP ekspresyonu görüldü. Ancak glia hücrelerinde herhangi bir 

immunoreaktivite izlenmedi (ġekil 40). 

 

 

 

ġekil 37. Hipokampus E-SF Grubu Aß-40 immunoreaktivitesi.  

Hipokampus dokusunda Aß-40 immunoreaktivitesinin nöron sitoplazmalarında (ok) ve glia hücrelerinde 
(ok baĢı) eksprese olmadığı görülmektedir. Bar= 50 μm. 
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ġekil 38. Hipokampus E-SF Grubu APP immunoreaktivitesi.  

Hipokampus dokusunda APP immnoreaktivitesinin nöron sitoplazmasında (ok) güçlü ekspresyonu 
görülmektedir. Glia hücrelerinde ise APP ekspresyonunun olmadığı ya da bazı glia hücrelerinde zayıf 
ekspresyonu (ok baĢı) izlenmektedir. Bar= 50 μm. 

 

 

 

ġekil 39. Prefrontal Korteks E-SF Grubu Aß-40 immunoreaktivitesi.  

Prefrontal Korteks dokusunda Aß-40 immunoreaktivitesinin nöron sitoplazmalarında (ok) ve glia 
hücrelerinde (ok baĢı) eksprese olmadığı görülmektedir. Bar= 50 μm. 
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ġekil 40. Prefrontal Korteks E-SF Grubu APP immunoreaktivitesi.  

Prefrontal Korteks dokusunda APP immunoreaktivitesinin nöron sitoplazmalarında güçlü ekspresyonu 
(ok) görülmektedir. Ancak glia hücrelerinde (ok baĢı) APP‟nin eksprese olmadığı ya da bazı glia 
hücrelerinde zayıf ekspresyonu görülmektedir. Bar= 50 μm. 

  

 S-SCOP grubundaki farelerden alınan hipokampus ve prefrontal korteks 

dokuları Aß-40 ve APP immunoreaktivitesi açısından değerlendirildi. Hipokampus 

doku kesitlerinin Aß-40 ekpresyonu için yapılan değerlendirmesinde, nöronların 

sitoplazmalarında ve perinöronal alanlarda belirgin Aß-40 ekspresyonunun varlığı 

dikkati çekti. Bu ekspresyon özellikle nöronların sitoplazmalarında daha çok belirgindi. 

Ayrıca glia hücrelerinde herhangi bir immunoreaktivitenin olmadığı görüldü (ġekil 41). 

Hipokampus doku kesitlerinin APP ekspresyonu için yapılan incelemesinde, nöronların 

sitoplazmalarında ve perinöronal alanlarda belirgin immunoreaktivite izlendi. Ancak 

glia hücrelerinde herhangi bir APP immunoreaktivitesi gözlemlenmedi (ġekil 42). 

 Prefrontal korteks doku kesitleri, Aß-40 ve APP immunoreaktivitesi açısından 

değerlendirildi. Aß-40 için yapılan değerlendirmede, nöronların sitoplazmalarında ve 

perinöronal alanlarda Aß-40 ekspresyonunun varlığı görüldü. Glia hücrelerin 

çoğunluğunda ekspresyon gözlemlenmezken, birkaç glia hücresinde minimal 

immunoreaktivitenin varlığı dikkati çekti (ġekil 43). Bununla birlikte nöronların 

sitoplazmalarında ve perinöronal alanlarda belirgin APP ekspresyonu izlendi. Ancak 

glia hücrelerinde herhangi bir APP immunoreaktivitesi görülmedi (ġekil 44). 
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                        ġekil 41. Hipokampus S-SCOP Grubu Aß-40 immunoreaktivitesi.  

Hipokampus dokusunda Aß-40 immunoreaktivitesinin nöron sitoplazmalarında (ok) güçlü ekspresyonu 
görülmektedir. Bununla birlikte Aß-40 immunoreaktivitesinin glia hücrelerinde (ok baĢı) eksprese 
olmadığı görülmektedir. Bar= 50 μm. 

 

 

ġekil 42. Hipokampus S-SCOP Grubu APP immunoreaktivitesi.  

Hipokampus dokusunda APP immunoreaktivitesinin nöron sitoplazmalarında güçlü    ekspresyonu (ok) 

görülmektedir. Ancak glia hücrelerinde (ok baĢı) APP‟nin eksprese olmadığı ya da bazı glia hücrelerinde 
zayıf ekspresyonu görülmektedir. Bar= 50 μm. 
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ġekil 43. Prefrontal Korteks S-SCOP Grubu Aß-40 immunoreaktivitesi.  

Prefrontal korteks dokusuna ait kesitlerde Aß-40 immunoreaktivitesinin nöron sitoplazmalarında (ok) 
güçlü ekspresyonu görülmektedir. Bununla birlikte Aß-40 immunoreaktivitesinin glia hücrelerinde (ok 
baĢı) eksprese olmadığı izlenmektedir. Bar= 50 μm. 

 

 

 

ġekil 44. Prefrontal Korteks S-SCOP Grubu APP immunoreaktivitesi.  

Prefrontal korteks dokusunda APP immunoreaktivitesinin nöron sitoplazmalarında güçlü ekspresyonu 
(ok) görülmektedir. Ancak glia hücrelerinde (ok baĢı) APP‟nin eksprese olmadığı izlenmektedir. Bar= 50 

μm. 
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 E-SCOP grubuna ait farelerden alınan hipokampus ve prefrontal korteks doku 

kesitleri de Aß-40 ve APP immunoreaktivitesi açısından değerlendirildi. Hipokampus 

doku kesitlerinin Aß-40 ekspresyonu açısından yapılan değerlendirmesinde, CA1 

bölgesinde bulunan nöronların sitoplazmasında ve perinöronal alanlarında oldukça 

minimal Aß-40 ekspresyonunun varlığı dikkat çekiciydi. Ayrıca yine bu bölgedeki 

birçok nöron sitoplazmasında immunoreaktivite görülmezken, az sayıda nöron 

sitoplazmasında Aß-40 ekspresyonu izlendi. Buna karĢın glia hücrelerinin 

sitoplazmalarında, herhangi bir ekspresyon izlenmedi (ġekil 45). Hipokampus doku 

kesitlerinin APP immunoreaktivitesi açısından yapılan değerlendirmesinde, nöronların 

sitoplazmalarında ve perinöronal alanlarda belirgin APP ekpresyonu varlığı dikkati 

çekti. Ancak glia hücrelerinde APP immunoreaktivitesi görülmedi (ġekil 46). 

 E-SCOP grubuna ait farelerden alınan prefrontal korteks dokularında Aß-40 

ve APP antikorları için immunohistokimyasal değerlendirme yapıldı. Alınan doku 

kesitlerinde Aß-40 için yapılan incelemede, az sayıda nöronda minimal Aß-40 

ekspresyonunun varlığı izlendi. Bununla birlikte glia hücrelerinde ekspresyon 

gözlemlenmedi (ġekil 47). Ancak APP için yapılan değerlendirmede, bu durumun 

aksine belirgin APP immunoreaktivitesinin varlığı hem nöronların sitoplazmalarında 

hem de perinöronal alanlarda dikkati çekmekteydi. Glia hücrelerinin sitoplazmalarında 

herhangi bir immunoreaktivite görülmedi (ġekil 48). 
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ġekil 45. Hipokampus E-SCOP Grubu Aß-40 immunoreaktivitesi.  

Hipokampus dokusunda Aß-40 immunoreaktivitesinin eksprese olduğu nöronlarda nöron sitoplazmaları 
ve perinöronal alanlar izlenmektedir (ok). Glia hücrelerinde (ok baĢı) Aß-40‟ın eksprese olmadığı 
görülmektedir. Bar= 50 μm. 

 

 

ġekil 46. Hipokampus E-SCOP Grubu APP immunoreaktivitesi.  

Hipokampus dokusunda APP immunoreaktivitesinin nöron sitoplazmalarında güçlü ekspresyonu (ok) 
görülmektedir. Ancak glia hücrelerinde (ok baĢı) APP‟nin eksprese olmadığı ya da bazı glia hücrelerinde 
zayıf ekspresyonu görülmektedir. Bar= 50 μm. 
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ġekil 47. Prefrontal Korteks E-SCOP Grubu Aß-40 immunoreaktivitesi.  

Prefrontal Korteks dokusunda Aß-40 immunoreaktivitesinin bazı nöronlara ait sitoplazma ve perinöronal 
alanda zayıf ekspresyonu görülmektedir (ok). Glia hücrelerinde ise bu antikora ait ekspresyon (ok baĢı) 
görülmemektedir. Bar= 50 μm. 

 

 

ġekil 48. Prefrontal Korteks E-SCOP Grubu APP immunoreaktivitesi.  

Prefrontal korteks dokusunda APP immunoreaktivitesinin nöron sitoplazmalarında güçlü ekspresyonu 
(ok) görülmektedir. Ancak glia hücrelerinde (ok baĢı) APP‟nin eksprese olmadığı ya da bazı glia 
hücrelerinde bu antikorun zayıf ekpresyonu izlenmektedir. Bar= 50 μm. 
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a) Aß-40, b) APP, **p<0,01, ***p<0,001 S-SF grubuna göre, ^^^p<0,001 S-SCOP grubuna göre 

###p<0,001 E-SF grubuna göre. Mann Whitney U testi. 

 

ġekil 49. Hipokampusta immünoünohistokimyasal analiz.  
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ġekil 50. Prefrontal kortekste immünohistokimyasal analiz.  

a) Aß-40, b)  APP,*p<0,05, ***p<0,001 S-SF grubuna göre, ^^^p<0,001 S-SCOP grubuna göre 
###p<0,001 E-SF grubuna göre. Mann Whitney U testi. 
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5. TARTIġMA 

ÇalıĢmamızda skopolamin uygulaması açık alan testinde anksiyete benzeri 

davranıĢları artırırken, morris su havuzu testinde skopolamin uygulaması uzaysal 

öğrenme bellek performansını olumsuz etkiledi. Literatürde skopolamin uygulamasının 

uzaysal öğrenme-bellek performansını olumsuz etkilediği birçok çalıĢmada 

gösterilmiĢtir (53, 148). Talamus, striatum, limbik sistem ve kortekste yoğun bir Ģekilde 

bulunan kolinerjik sistem, öğrenme-bellek, dikkat ve beynin diğer yüksek iĢlevlerinde 

rol oynamaktadır. Asetilkolinin muskarinik reseptörlerinin seçici olmayan blokörü 

skopolamin, sıçan beyninde atrofiye ve nörodejenerasyona neden olabilmektedir. 

Skopolaminin özellikle hipokampus ve serebral kortekste muskarinik reseptörleri bloke 

ederek, asetilkolinesteraz aktivitesini artırarak öğrenme-bellek performansında ve motor 

aktivitede bozulmaya neden olduğu bilinmektedir (149, 150). Özellikle bazal ön 

beyinde Mynert çekirdeğinden hipokampus ve kortekse yansıyan nöronların 

dejenerasyonu biliĢsel iĢlevlerde azalmaya neden olmaktadır. Skopolamin 

uygulamasının anksiyete benzeri davranıĢlar üzerinde zıt etkilerinin olduğunu gösteren 

çalıĢmalar bulunmaktadır. Anksiyete benzeri davranıĢları azalttığını gösteren çalıĢmalar 

yanında bizim bulgumuzla uyumlu olarak anksiyete benzeri davranıĢları arttırdığını ileri 

süren çalıĢmalar da bulunmaktadır (53, 151).  

Farelerde skopolamin uygulaması biliĢsel ve duygusal iĢlevlerde bozulmayla 

birlikte, hipokampusta ve prefrontal kortekste BDNF düzeyinde azalmaya neden oldu. 

Literatürde skopolaminin BDNF düzeylerini azalttığını gösteren birçok çalıĢma 

bulunmaktadır (48, 152). Alzheimer hastalarında ölümden sonra yapılan incelemelerde 

BDNF mRNA düzeylerinin azaldığı gösterilmiĢtir (153). Klinik olarak hafif biliĢsel 

bozukluğu olan Alzheimer hastalarında ölüm sonrası yapılan bir araĢtırmada pariyetal 

kortekste BDNF düzeyi ile biliĢsel iĢlevlerde azalma arasında bir korelasyon olduğu 

rapor edilmiĢtir (154). BDNF, erken geliĢim döneminde ve yetiĢkinlikte hipokampusta, 

kolinerjik bazal ön beyin nöronlarında, korteks gibi alanlarda nöronal geliĢim, büyüme, 

farklılaĢma ve sinaptik iĢlevlerde önemli rol oynamaktadır (155, 156). Alzheimer 

hastalarında ise bu bölgelerin hepsinde Ģiddetli hasarlanmalar meydana gelmektedir 

(157, 158). ÇalıĢmalarda normal sinir dokusuna Aß proteinlerinin uygulanması 

durumunda BDNF düzeylerinin azaldığı bildirilmektedir (159). Aktiviteye bağlı 

sinaptik plastisite, öğrenme ve belleğin hücresel mekanizmasında önemlidir. Öğrenme 
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ve bellekte, NMDA reseptör aracılı uzun süreli uyarılmada (LTP) ve bunun devam 

ettirilmesinde BDNF‟in önemli olduğu bilinmektedir (160, 161). Ayrıca öğrenme ve 

belleğin oluĢumunda bazal ön beyinden hipokampusa yansıyan kolinerjik nöronlar 

önemli rol oynamaktadır. Asetilkolinin muskarinik ve nikotinik reseptörleri ile 

hipokampusta NMDA reseptör aracılı iletimi kolaylaĢtırarak etkisini gösterdiği 

bilinmektedir. GABA salınımının baskılanması, potasyum geçirgenliğinin blokajı ve 

hücre içi sinyal yolaklarının aktifleĢmesi gibi süreçler ile LTP‟nin oluĢumu için 

membran eĢik değerini azalttığı bildirilmektedir (162). Gil-Bea et al. (163) yaptıkları 

çalıĢmada hipokampusta bellek oluĢumunda muskarinik reseptörler aracılığı ile BDNF 

ekspresyonunun artıĢının önemli olduğunu göstermiĢlerdir. BDNF‟nin buradaki 

nöronlarda otokrin etkisi ile TrkB reseptörleri aracılığıyla yeni sinaps oluĢumu gibi 

sinaptik plastisite için gerekli hücre içi sinyal yolaklarını aktive ettiğini ileri 

sürmektedirler. Literatürde skopolamin uygulaması ile BDNF düzeylerinde azalma 

olduğunu bildiren birçok çalıĢma olmasına rağmen, muskarinik iletimin azalmasına 

bağlı olarak BDNF düzeyinin azalmasında görev alan hücre içi sinyal yolakları 

tamamen açıklanamamıĢtır.  

BDNF merkezi sinir sisteminde tirozin kinaz reseptör (TrkB) ve pan-nörotrofin 

reseptör (p75) üzerinden etkisini göstermektedir. BDNF‟nin biliĢsel iĢlev üzerine olan 

etkisi genellikle TrkB reseptörü aracılığı ile gerçekleĢirken, p75 reseptörüne düĢük 

afinite ile bağlanmakta ve bu reseptör aracılığı ile genellikle apopitoz ve nöronal 

büyümenin inhibisyonu gibi etkileri olduğu ileri sürülmektedir. Ayrıca, bu reseptörün 

TrkB reseptörleri ile birlikte lokalize olduğu bilinmektedir (164). ÇalıĢmamızda, 

BDNF‟nin etkisini göstermesine aracılık eden TrkB reseptör düzeyleri de 

değerlendirildi. Hipokampusta BDNF‟nin azalmasıyla birlikte TrkB düzeylerinin de 

azaldığı saptandı. Alzheimer hastalarında TrkB düzeylerinin azaldığı bildirilmektedir 

(113). Fare ve sıçanlarda skopolamin uygulaması ile hipokampusta BDNF ve TrkB 

düzeylerinin azaldığı rapor edilmektedir (165, 166). Sıçanlarda Aß25-35 ile oluĢturulan 

Alzheimer modelinde tüm beyinde BDNF ve TrkB düzeyinde azalma olduğu 

gösterilmiĢtir (167). TrkB, üç farklı sinyal yolağı ile hücre içi büyüme, farklılaĢma ve 

plastisite gibi iĢlevlerle iliĢkili sinyal yolaklarını tetiklemektedir. Bunlar, Ras-Mitojenle 

aktive olan protein kinaz (MAPK, MEK), fosfotidilinozitol 3 kinaz (PI3K) ve fosfolipaz 

C-gama (PLC-γ) sinyal yolaklarıdır (168). Akt yani protien kinaz B, hücre 
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proliferasyonu, apopitoz ve glukoz metabolizması gibi hücresel iĢlevlerde önemli rol 

oynamaktadır (169, 170). ÇalıĢmaların birçoğunda Alzheimer‟da Akt‟nin 

aktivasyonunun arttığı bildirilirken, azaldığını da bildiren çalıĢmalar bulunmaktadır 

(171-173). Aβ, kaspaz-3 aktivasyonu ile Akt‟yi indüklemekte ve GSK-3ß aktive 

olmaktadır (174). GSK-3ß aktivasyonu ile apoptotik süreçler tetiklenmektedir. 

ÇalıĢmamızda prefrontal kortekste açıklayamadığımız bir mekanizma ile BDNF 

azalmasına rağmen TrkB ekspresyonunun arttığı saptandı. Bu durum muhtemelen 

BDNF‟nin azalmasına bağlı TrkB‟nin yukarı yönlü düzenlenmesiyle ilgili olabilir.   

Serin-treonin kinaz olan GSK-3ß, normal olarak uyarılmamıĢ hücrelerde aktif 

halde bulunmaktadır. GSK-3ß, spesifik bölgelerinin fosforilasyonu ile inaktif hale 

gelmektedir. Ser9, Ser21 ve Ser389 fosforilasyonu ile bu enzim inaktif hale 

dönüĢmektedir. GSK-3ß, merkezi sinir sisteminde hücre iskeletini oluĢturan proteinlerin 

(mikrotübül iliĢkili proteinler, tau ve kinezin hafif zincir) fosforilasyonu ile hücre 

morfolojisinin yeniden Ģekillenmesinde görev alarak sinaptik plastisite, 

nörofilamentlerin stabilizasyonu ve yeni sinaps oluĢumu gibi iĢlevleri etkilemektedir 

(175, 176). GSK-3ß‟nın Thr390 (insan)/Ser389 (fare) fosforilasyonu, Ser9 ve Ser21 

fosforilasyonuna göre sınırlı sayıda dokuda meydana gelmektedir. Ser9 ve Ser21 

fosforilasyonu birçok dokuda bulunurken, Ser389 fosforilasyonu beyin, timüs ve 

dalakta bulunmaktadır. Ser9 ve Ser21 fosforilasyonu için hedef molekül, sitoplazmik 

GSK-3ß iken, Ser389 fosforilasyonu için birincil hedef nükleer GSK-3ß‟dır. Ayrıca 

GSK-3ß‟nın Ser9 fosforilasyonu beyinde tüm bölgelerde yaygın olarak bulunurken, 

Ser389 fosforilasyonu özellikle hipokampus ve kortekste gösterilmiĢtir (85). p38 

MAPK tarafından GSK-3ß‟nın Thr390(insan)/Ser389 (fare) fosforilasyonu da 

GSK3ß‟ın inaktivasyonu için alternatif bir yol olarak bildirilmektedir. p38 MAPK 

aktivitesinin yüksek olduğu beyin ve timositlerde p-GSK3ßSer389‟un fazla olduğu rapor 

edilmektedir (86). GSK-3ß‟nın Alzheimer hastalığında görülen tau proteininin aĢırı 

fofsorilasyonuna ve Aß plakların birikimine neden olduğu bildirilmektedir (177). GSK-

3ß, Ser9 fosforilasyonunun Alzheimer hastalığında azaldığı rapor edilirken, Ser389 

fosforilasyonu ile ilgili bir çalıĢma literatürde gösterilmemiĢtir. Yaptığımız çalıĢmada 

skopolamin ile oluĢturulan Alzheimer hastalığı modelinde hipokampus ve prefrontal 

kortekste GSK-3ß Ser389 fosforile halinin azaldığı bulundu. Thornton et al. (85), 

yaptıkları çalıĢmada Ser389 gen ifadesi olmayan farelerde öğrenme-bellek, lokomotor 
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aktivite ve anksiyete-korku davranıĢlarının etkilenmediği fakat beklenmedik korku 

davranıĢının görüldüğü bildirilmiĢtir. Bizim çalıĢmamızda ise skopolamin uygulaması 

ile uzaysal öğrenme bellek performansında azalma ile birlikte hipokampusta ve 

prefrontal kortekste p-GSK3ßSer389
 düzeyinde azalma görüldü.  

p38 MAPK sinyal yolağı nöronal plastisite gibi fizyolojik süreçler ve 

nörodejeneratif hastalıklarda önemli rol oynamaktadır. p38 MAPK, sitokinler, büyüme 

faktörleri ve hücresel stres durumlarında MKK6 ve MAPK3 (MKK3) tarafından 

fosforile olarak aktifleĢmektedir. p38 MAPK‟nın dört farklı gen tarafından kodlanan 

yüksek homoloji gösteren izoformları eksprese edilmiĢtir (p38α, p38β, p38γ, p38δ). 

Farklı dokularda farklı izoformlarının olması p38 MAPK yolağının çok çeĢitli fizyolojik 

süreçlerde önemli iĢlevlere sahip olmasını sağlamaktadır. Bu iĢlevler arasında apoptotik 

süreçler, proliferasyonun engellenmesi ve hücre farklılaĢmasının kontrolü sayılabilir 

(178). Alzheimer hastalığında MAPK sinyal yolağında değiĢiklikler olduğu 

gösterilmiĢtir (179). MAPK sinyal yolağındaki ERK, JNK ve p38 formlarının 

fosforillenmesinin Alzheimer hastalığında görülen biliĢsel iĢlevlerde azalma ile iliĢkili 

olduğu rapor edilmektedir (180). ÇalıĢmalarda skopolamin uygulaması ile MAPK 

sinyal yolağında p38, JNK ve ERK fosforilasyonunun arttığı gösterilmiĢtir (181, 182). 

Mevcut çalıĢmamızda p-p38 MAPK protein düzeyleri değerlendirilmedi, fakat daha 

önce yapılan çalıĢmalarda skopolamin uygulaması ile p-p38 MAPK aktivitesinin arttığı, 

azaldığı veya değiĢmediği gibi farklı sonuçlar rapor edilmektedir (182-184). Bu 

farklılıkların skoplaminin uygulanma süresi ve kullanılan hayvan soyuna bağlı 

olabileceği ileri sürülmektedir. ÇalıĢmamızda da GSK-3ß Ser389 düzeyinin azalmasının 

p38 MAPK sinyal yolağında azalmıĢ aktivasyon nedeniyle olabileceği düĢünülebilir. 

Wang et al. (185), yaptıkları çalıĢmada BDNF‟in p-p38 ve fosforile AKT düzeylerini 

arttırdığını göstermiĢlerdir. BDNF‟nin p38 fosforilasyonunu, TrkB reseptörleri 

aracılığıyla PI3K yolağı üzerinden gerçekleĢtirdiğini ileri sürmüĢlerdir. ÇalıĢmamızda 

BDNF ve TrkB düzeylerinin azaldığı saptandı. Bu durum p38 MAPK yolağının 

fosforilasyonunun azalmasına böylece p-GSK3ßSer389 seviyesinin düĢmesine yol açmıĢ 

olabilir.  

ÇalıĢmamızda skopolamin uygulaması ile biliĢsel ve duygusal iĢlevlerdeki 

değiĢikliklerde, BDNF-TrkB ve p-GSK3ßSer389
 düzeylerinde azalmanın yanı sıra, 

muskarinik reseptör blokajına bağlı olarak farklı sinyal yolaklarının da etkisinin olduğu 
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göz ardı edilemez. Thornton et al. (85), yaptıkları çalıĢmada ifade ettikleri gibi belki de 

GSK-3ß Ser389 fosforilasyonu skopolaminin anksiyete ve korku davranıĢlarındaki 

etkilerine aracılık ederken, skopolamin ile aktive olan diğer sinyal yolakları da biliĢsel 

iĢlevler üzerindeki etkilerine aracılık edebilir. 

ÇalıĢmamızda skopolamin uygulaması ile hipokampus ve prefrontal kortekste 

APP ve Aß-40 ekspresyonunun nöronal ve perinöronal alanlarda arttığı görüldü. 

APP‟nin fizyolojik olarak merkezi sinir sisteminde trofik etkilerinin olduğu 

bildirilmektedir.(186). APP gen ifadesi olmayan farelerin daha küçük beyne sahip 

oldukları ve nörogenezi etkilediği rapor edilmiĢtir (187). Aynı zamanda APP‟nin 

kalsiyum salınımını düzenlemesiyle LTP‟de rol oynadığı bildirilmektedir (188). 

Fizyolojik düzeylerde (pikomolar) Aß‟nın potasyum kanallarının aktivitesini ve 

apoptozu azalttığı rapor edilmiĢtir (189). Ayrıca asetilkolin salınımını artırdığı, 

yaĢlanma sırasında nöron koruyucu olduğu, sinaptik plastisiteyi artırarak öğrenme-

bellek için önemli olduğu bildirilmiĢtir (190). Alzheimer hastalığında ise kontrolsüz ve 

aĢırı miktarda Aβ yapımı ve birikimi olduğu bilinmektedir. Sıçanlarda, 6 hafta boyunca 

günde 1 kez 2 mg/kg skopolamin uygulaması ile hipokampusta Aß plakların arttığı, 

BDNF düzeyinin azaldığı gösterilmiĢtir (152). Aynı çalıĢmada skopolaminin 

hipokampusta GSK-3ß mRNA düzeyini ve protein ekspresyonunu arttırdığı rapor 

edilmiĢtir. Asetilkolinin M1, M3 ve M5 reseptörleri PKC aktivasyonu ile hücre içi 

sinyal yolaklarını tetiklerken, M1 ve M4 adenil siklaz enzimini aktive etmektedir. Bazı 

hücrelerde M2 ve M4 reseptörleri fosfolipaz C ile hücre içi sinyal yolaklarını 

tetiklemektedir. Asetilkolinin M1 ve M3 reseptör aktivasyonunun PKC yolağı ile 

sAPPα sekresyonunu arttırdığı, Aß plakları da azalttığı gösterilmiĢtir (191).  

APP fizyolojik koĢullarda adhezyon molekülü olarak membranda 

bulunmaktadır. APP sırasıyla ß- ve γ-sekretaz enzimleri aracılığı ile kesildiğinde Aß 

plakları oluĢmaktadır. APP ayrıca α-sekretaz tarafından kesilerek sAPPα‟ya 

dönüĢmektedir. Bu kesim ile oluĢan sAPPα suda çözünebilir formdadır. Suda 

çözünmeyen Aß plakları sinaptik aralıkta birikerek sinyal iletimini engellemektedir. 

Ayrıca bu plakların polimerizasyonu kinazların aktivasyonuna neden olarak tau 

hiperfosforilasyonu sonucu nörofibriler yumaklar oluĢmaktadır (192). 

AH‟de beyindeki kolinerjik nöronların dejenerasyonu, ACh sentezinde ve 

salınımındaki azalma kolinerjik iletimin bozulmasına neden olmaktadır. ACh, 
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hipokampal bağımlı öğrenme ve biliĢsel iĢlevlerin düzenlenmesinden sorumludur. 

Beyinde hipokampus ve serebral korteksteki etkilerini özellikle M1 reseptörleri 

üzerinden göstermektedir (49). Transgenik hayvanlarda yapılan çalıĢmalarda kolinerjik 

bozukluğun Aß birikiminde ve fosforile tau oluĢumunda rol oynadığı ileri sürülmektedir 

(193). M1 ve M3 reseptörlerinin uyarılmasının sAPPα‟yı artırabildiği böylece Aß 

oluĢumunu önleyebileceği ilk defa Nitsch et al. (194) tarafından ileri sürülmüĢtür. M1 

reseptör aktivasyonu PKC yoluyla, ADAM17'yi (tümör nekroz faktörü-α-dönüĢtürücü 

enzim) aktive ederek sAPPα‟nın artmasına ve BACE-1'i inhibe ederek Aß‟nın 

azalmasına neden olmaktadır. Ayrıca GSK-3ß'yı fosforlayarak Aß‟nın neden olduğu 

apoptozu ve p-tau‟yu azaltmaktır (60, 61). Skopolamin gibi mAChR antagonistinin 

uygulanması ise bu mekanizmayı tersine çevirerek Aß artıĢına ve GSK-3ß‟nın neden 

olduğu tau hiperfosforilasyonuna yol açabilir. M2 ve M4‟ün ise α-sekretazın 

aktivasyonunda etkisiz olduğu hatta bu reseptörlerin sAPPα salınımı üzerinde inhibitör 

bir etkiye sahip olabileceği bildirilmiĢtir (194).  

ÇalıĢmalarda, BDNF-TrkB aracılı sinyal iletiminde GSK-3ß‟nın inaktif 

formunun (fosforile) artması APP‟nin Aß plaklara dönüĢümünü kontrol altında 

tutmaktadır. BDNF iletiminin azalmasına bağlı olarak GSK-3ß‟nın aktif formunun aĢırı 

artıĢı ile Aß plakların arttığı bildirilmektedir. Ayrıca GSK-3ß‟nın aktif formunun tau 

kinazları aktifleĢtirerek tau fosforilasyonunu artırdığı rapor edilmektedir (152, 195). 

ÇalıĢmamızda da artan Aß seviyesi fosforile GSK-3ß‟nın azalması ile açıklanabilir. 

Literatürle uyumlu olarak skopolamin uygulaması vücut ağırlığını etkilemedi 

egzersiz uygulanan farelerde sedanterlere göre üçüncü ve dördüncü haftalarda vücut 

ağırlığında anlamlı azalma diğer haftalarda ise nispi azalma bulundu (143, 196). Balb/c 

farelerde 12 hafta süresince egzersiz uygulanması ile açık alan testinde merkeze ilk 

geçiĢ süresinin azalması, merkezde geçirilen sürenin, merkeze geçme sıklığının ve 

ayağa kalkma sıklığının artması ile anksiyete benzeri davranıĢlarının azaldığı saptandı. 

Literatürde bizim bulgumuzla uyumlu olarak fiziksel egzersizin duygusal ve biliĢsel 

iĢlevlerde olumlu etkilerinin gösterildiği birçok çalıĢma bulunmaktadır (197, 198). 

Fiziksel egzersizin, nörogenez, LTP artıĢı, dendritik ve sinaptik dallanma artıĢı gibi 

hücresel olaylar ile öğrenme-bellek performansını olumlu etkilediği bilinmektedir (199). 

Fiziksel egzersizin merkezi sinir sistemindeki olumlu etkilerinin, BDNF‟nin hücre içi 

etkileri ile iliĢkili olduğu çalıĢmalarda bildirilmektedir (127, 200). ÇalıĢmamızda da 
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koĢu bandı egzersizi ile hipokampus ve prefrontal kortekste BDNF düzeyinin arttığı 

bulundu. Fiziksel aktivite ile artan BDNF düzeylerinin, TrkB reseptörleri üzerinden 

hücre içi MAPK/ERK ve fosfolipaz C sinyal yolaklarının aktifleĢmesiyle nöronal 

plastisiteye neden olduğu bildirilmektedir (168, 201). CaMK‟nın CREB fosforilasyonu 

ile gen ekspresyonu sonucu sinaptik plastisitede rol oynadığı rapor edilmektedir (202). 

Literatürde, fiziksel egzersiz sırasında beyinde BDNF düzeyini arttıran sebepler tam 

olarak açıklanamamıĢtır. BDNF‟in kan beyin bariyerini geçmesi, beyin dıĢında T ve B 

lenfositler, monositler ve iskelet kası gibi beyin dıĢında da sentezleniyor olması, artan 

BDNF düzeyinin asıl kaynağını göstermeyi zorlaĢtırmaktadır. AraĢtırmacılar periferal 

dokulardan salınan BDNF‟in yanında birtakım miyokinlerin (irisin, katepsin vs.), 

glikoliz ürünlerinin (laktat), keton cisimlerinin (β-hidroksibütirat) ve sitokinlerin 

(TNFα, IL-1β, IL-18) kan beyin bariyerini geçip merkezi sinir sisteminde BDNF 

salınımını düzenlediğini ileri sürmektedir (203-206). Ayrıca fiziksel egzersizin 

hipokampusta kolin alınımını, muskarinik reseptör yoğunluğunu ve asetilkolin 

transferaz eksprese eden nöron sayısını arttırdığı gösterilmiĢtir (207).  

ÇalıĢmamızda fiziksel egzersiz yaptırılan grupta p-GSK3ßSer389
 düzeyinde artıĢ 

bulundu. Bayod et al. (208), 36 hafta boyunca haftada 5 kez (12m/dk hızda 30 dk 

süreyle) koĢu bandında egzersiz yaptırılan sıçanlarda, hipokampusta p-GSK3ßSer9
 

düzeyinde artıĢ göstermiĢlerdir. Fiziksel egzersiz gibi zenginleĢtirilmiĢ çevrenin 

etkilerinin incelendiği bir çalıĢmada hipokampusta BDNF artıĢının p-GSK3ßSer9
 

düzeyinde artıĢa neden olduğu bildirilmektedir (209). ÇalıĢmamızda görülen fiziksel 

egzersiz ile hipokampus ve prefrontal kortekste p-GSK3ßSer389
 düzeyindeki artıĢ, daha 

önceki çalıĢmalarda gösterilmemiĢ olması nedeniyle önemlidir. Ser389 

fosforilasyonunun, Ser9 fosforilasyonuna göre nükleer GSK3ß‟yı substrat olarak 

kullanması, sadece sınırlı dokularda eksprese edilmesi ve Ser9 fosforilasyonuna göre 

aktivasyon uyarılarının farklı olması nedeniyle bu sinyal yolağının aydınlatılması 

fiziksel egzersizin moleküler mekanizmalarının aydınlatılmasına katkı sağlayacaktır.    

Sunulan çalıĢmamızda Balb/c farelerde, skopolamin uygulaması ile görülen 

öğrenme-bellek performansındaki azalma ve anksiyete benzeri davranıĢlara karĢı 

fiziksel egzersizin koruyucu olabileceği bulundu. Heo Y-M et al. (27, 210) 14 gün 

boyunca koĢu bandı egzersizinden önce 1 mg/kg skopolamin uyguladıkları farelerde 

azalan biliĢsel iĢlevlere karĢı egzersizin koruyucu olduğunu ve hipokampusta BDNF 
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düzeylerini artırarak nörogenezi tetiklediğini bildirmektedir.  Rosa et al. (159), farelerde 

serebroventriküler Aß-40 uygulaması ile görülen aksiyete benzeri davranıĢların, kısa 

süreli koĢu bandı egzersizi ile azaldığını rapor etmiĢlerdir.  

Alzheimer modeli oluĢturulan transgenik farelerde de 12 hafta boyunca (12 m/dk 

hızında haftada 5 gün) koĢu bandı egzersizi yapılmasının kortekste BDNF düzeylerini 

arttırdığı rapor edilmektedir (211). ÇalıĢmamızda, skopolamin uygulanan gruplarda 

azalan BDNF, TrkB ve p-GSK3ßSer389
 düzeylerinin, egzersiz yaptırılan gruplarda arttığı 

bulundu. Ġmmünohistokimyasal incelemede de skopolamin uygulaması ile prefrontal 

korteks ve hipokampusta artan Aß ve APP ekspresyonunun egzersiz gruplarında 

azaldığı saptandı. Fiziksel egzersizin Alzheimer hastalığı üzerinde yararlı etkilerinin 

olduğu uzun yıllardır yapılan çalıĢmalar ile gösterilmektedir. Egzersizin beyin kan 

akımını ve hipokampus hacmini arttırdığı, inflamasyonu, oksidatif stresi, Aß plakları 

azalttığı, obezite ve diyabet oluĢumunu önleyerek nöroinflamasyonu azalttığı 

bildirilmektedir. Bunların sonucunda egzersizin, nörogenezi, sinaptik plastisiteyi, yeni 

damar oluĢumunu ve biliĢsel performansı artırdığı ileri sürülmektedir. Tüm bu olayların 

altında yatan hücresel mekanizmalar ve moleküler yolaklar maalesef tam olarak 

aydınlatılamamıĢtır. ÇalıĢmaların genelinde BDNF‟nin azalması, oksidatif stres ve 

inflamasyon gibi durumların Aß plaklarının birikimine neden olduğu, fiziksel egzersizin 

ise BDNF‟yi artırarak bu olumsuz etkileri tersine çevirdiği bildirilmektedir. 

ÇalıĢmamızda fiziksel egzersiz, skopolaminin azalttığı BDNF düzeyini arttırarak, p38 

MAPK yolağı üzerinden p-GSK3ßSer389‟
u artırmıĢ ve böylece Aß birikimini azaltmıĢ 

olabilir. Ayrıca literatürde belirtildiği gibi egzersizin nöroinflamasyonu azaltıcı etkisiyle 

de Aß birikimi engellenmiĢ olabilir.   

Sonuçta, skopolamin uygulaması biliĢsel ve duygusal davranıĢlarda bozulmaya 

neden olurken, uzun süreli fiziksel egzersizin skopolaminin neden olduğu bu olumsuz 

davranıĢlara karĢı koruyucu etki gösterdiği bulundu. Skopolamin uygulaması biliĢsel ve 

duygusal iĢlevler üzerindeki etkilerini, hipokampusta BDNF, TrkB, p-GSK3ßSer389
 

düzeylerini, prefrontal kortekste BDNF ve p-GSK3ßSer389‟u azaltıp, Aß-40 ve APP 

düzeyini ise her iki alanda da artırarak ortaya koymuĢ olabilir. Uzun süreli fiziksel 

egzersiz ise prefrontal korteks ve hipokampusta BDNF, TrkB, p-GSK3ßSer389
 

düzeylerini artırıp, Aß-40 ve APP düzeylerini azaltarak koruyucu etkisini göstermiĢ 

olabilir. 
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Literatürde Alzheimer hastalığının fizyopatolojisini aydınlatmaya yönelik birçok 

çalıĢma bulunmaktadır. Bu çalıĢmaların genelinde BDNF‟nin azalması ve beraberinde 

hücre içi sinyal yolaklarının bozulmasına bağlı etkilerin araĢtırılması amaçlanmıĢtır. 

GSK-3ß artıĢının Aß plaklarının oluĢumuna ve tau proteinlerin aĢırı fosforilasyonuna 

aracılık ettiği, Ser9 fosforilasyonun ise bu olumsuz etkileri azalttığı ağırlıklı olarak 

bildirilmektedir. Bizim yaptığımız çalıĢmanın sonuçlarına göre GSK-3ßSer389
 

fosforilasyonunun azalmasının Alzheimer fizyopatolojisinde önemli olduğu ve fiziksel 

egzersizin etkilerine GSK-3ßSer389
 fosforilasyonunun aracılık ettiği ileri sürülebilir. 

Özellikle beyin ve dalak gibi spesifik dokularda aktif olduğu bilinen p38 

MAPK/GSK3ßSer389
 yolağının daha ileri çalıĢmalar ile araĢtırılması bu yolağın egzersiz 

ve Alzheimer‟daki rolünün ortaya çıkarılmasında önemli olacaktır.   
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6. SONUÇLAR VE ÖNERĠLER 

1. Farelerde, skopolamin ile oluĢturulan Alzheimer hastalığı modelinde biliĢsel ve 

duygusal iĢlevlerde bozulma meydana gelmektedir. 

2. Skopolamin uygulaması, hipokampusta BDNF ve TrkB düzeylerinde azalmaya 

neden olmaktadır. 

3. Skopolamin uygulaması ile prefrontal kortekste BDNF seviyesinin azalmasına 

rağmen TrkB ekspresyonunun arttığı saptandı. Bu durumun BDNF‟in 

azalmasına bağlı TrkB‟nin yukarı yönlü düzenlenmesiyle ilgili olabileceği 

düĢünülmektedir. 

4. Skopolamin uygulaması hipokampus ve prefrontal kortekste p-GSK-3ßSer389
 

düzeyinde azalmaya neden olmaktadır. 

5. AzalmıĢ BDNF ve TrkB düzeyleri, p38 MAPK yolağının fosforilasyonunun 

azalmasına böylece p-GSK3ßSer389 seviyesinin düĢmesine yol açmıĢ olabilir. 

6. Skopolamin uygulaması ile hipokampus ve prefrontal kortekste APP ve Aß-

40‟ın nöronal ve perinöronal alanlarda artmaktadır.  

7. Farelerde uzun süreli koĢu bandı egzersizi uygulanması ile anksiyete benzeri 

davranıĢlar azalmaktadır. 

8. Egzersiz gruplarında hipokampus ve prefrontal kortekste BDNF, TrkB ve p-

GSK3ßSer389
 düzeyleri artmaktadır. 

9. Egzersiz ile seviyesi artan p-GSK3ßSer389, daha önceki çalıĢmalarda 

gösterilmemiĢ olması nedeniyle önemlidir. Yapılacak çalıĢmalarla, egzersiz ile 

p-GSK3ßSer389 arasındaki iliĢkinin daha detaylı olarak ortaya konmasına ihtiyaç 

duyulmaktadır.   

10. Skopolamin uygulaması ile prefrontal korteks ve hipokampusta artan Aß ve APP 

ekspresyonu egzersiz gruplarında azalmaktadır.  

11. Skopolamin uygulamasının neden olduğu anksiyete benzeri davranıĢlar ve 

öğrenme-bellek performansındaki azalmaya karĢı egzersizin, koruyucu etkisi 

olabilir. 

12. Egzersizin etkilerine p-GSK-3ßSer389
 fosforilasyonunun aracılık ettiği ileri 

sürülebilir. Ser389 fosforilasyonunun, GSK3ß‟yı substrat olarak kullanması, 

sınırlı dokularda eksprese edilmesi ve Ser9 fosforilasyonuna göre aktivasyon 
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uyarılarının farklı olması nedeniyle bu sinyal yolağının aydınlatılması egzersizin 

moleküler mekanizmalarının daha iyi anlaĢılmasına katkı sağlayacaktır.  

13. Özellikle beyin gibi spesifik dokularda aktif olduğu bilinen p38 

MAPK/GSK3ßSer389
 yolağının daha ileri çalıĢmalar ile araĢtırılması bu yolağın 

egzersiz ve Alzheimer‟daki rolünün ortaya çıkarılmasında önemli olacaktır.    
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