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OZET

Alzheimer Hastaligi Modelinde Uzun Siireli Egzersizin Molekiiler Yolaklar ve

Bilissel Davramislar Uzerine Koruyucu Etkisinin Arastirilmasi

Egzersizin norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde ve onlenmesindeki
rolii, yapilan cahismalara ragmen belirsizligini korumaya devam etmektedir.
Calismamizda skopolaminle olusturulan Alzheimer hastaligi modelinde, kosu
band1 egzersizinin molekiiler yolaklar ve bilissel davranislar iizerindeki koruyucu
etkisi arastirildi.

Bu amagla, 21. giinde annelerinden ayrilan erkek Balb/c farelere (n=69) 12
hafta boyunca kosu bandi egzersizi yaptirildi. Egzersiz uygulamasinin son 4
haftasinda (28 giin) farelere skopolamin enjeksiyonu (2mg/kg, giinde 1 defa)
periton icine yapildi. Enjeksiyonu takiben acik alan testi ve morris su havuzu testi
ile duygusal ve bilissel davramislar1 degerlendirildi. Farelerin hipokampus ve
prefrontal korteksi izole edilerek Western blot ile BDNF, TrkB, p-GSK36%%,
immiinohistokimya yontemi ile APP ve A3-40 seviyeleri degerlendirildi.

Yaptigimiz ¢calismada, farelerde skopolamin uygulamasi bilissel ve duygusal
islevlerde bozulmaya neden oldu. Skopolamin hipokampusta p-GSKSliser389, BDNF
(p=0,014) ve TrkB (p=0,01) diizeyinin azalmasina neden oldu. Prefrontal kortekste
ise p-GSK38°* ve BDNF (p=0,014) diizeyleri azahrken, TrkB (p=0,013)
diizeyinde artis goriildii. Immiinohistokimyasal analiz sonucunda skopolamin
uygulamasi ile hipokampus ve prefrontal kortekste APP ve A3-40’1in néronal ve
perinoronal alanlarda arttig1 saptandi. Calismamizda wuzun siireli egzersiz
uygulamasimin bilissel ve duygusal islevlerde bozulmaya kars1 koruyucu etkiler
gosterdigi saptandi. Kosu bandi egzersizi yaptirllan grupta hipokampusta p-
GSK34%¥ BDNF (p=0,01) ve TrkB (p=0,02) diizeyinde artis bulundu. Prefrontal
kortekste de p-GSK3857%, BDNF (p=0,02) ve TrkB (p=0,01) diizeyinde artis
saptandi. Immiinohistokimyasal incelemede, AB-40 ve APP’nin egzersiz
gruplarinda azaldig goriildii.

Sonug olarak, skopolamin uygulamasinin neden oldugu bilissel ve duygusal

davramislardaki bozulmaya karsi, uzun siireli kosu bandi egzersizinin koruyucu
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etkisi olabilir. Bu koruyucu etkiye artan BDNF diizeyi ve GSK3#%%

fosforilasyonunun aracilik ettigi ileri siiriilebilir.

Anahtar sozciikler: Alzheimer hastahi@, Amiloid beta, BDNF, Egzersiz, p-
GSK38%¥, Skopolamin
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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-GSK3l$S”3’89 levels were evaluated by Western blotting, and APP and AB-
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-
GSK365% BDNF (p=0.014) and TrkB (p=0.01) levels in the hippocampus. In the
prefrontal cortex, p-GSK3l?vSer3'89 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 AB-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-GSK385"*, BDNF
(p=0.01) and TrkB (p=0.02) levels in the hippocampus in the treadmill exercise
group. There were also increases in p-GSK38%™%, BDNF (p=0.02) and TrkB
(p=0.01) levels in the prefrontal cortex. In the immunohistochemical analysis it was
observed that A-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

X1V



scopolamine. It can be suggested that this protective effect is mediated by

increased BDNF level and GSK38%* phosphorylation.

Key Words: Alzheimer's disease, Amyloid beta, BDNF, Exercise, p-GSK3BS“389,

Scopolamine
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1. GIRIS

Alzheimer hastalig1 (AH), yashilikta en yaygin goriilen ilerleyici nérodejeneratif
hastaliklardan biridir ve demans vakalarinin %60-70'ini olusturmaktadir (1, 2). Diinya
genelinde, cogu 60 yasin iizerinde 40 milyon insanin demansla yasadigi tahmin
edilmektedir (3, 4). Giiniimiizde saglik hizmetlerinin yayginlasmas1 ve teknolojik
ilerlemeler nedeniyle diinya genelinde yasam siiresinin uzamasina bagli olarak yash
niifus artmaktadir. Yash niifusun ve demans gelisme riskinin artmasiyla birlikte AH
vakalarinin 2050 yilina kadar 3 katina ¢ikacagi tahmin edilmektedir (5, 6).

Alzheimer hastaligi ilk kez 1906 yilinda, 51 yasindaki “Auguste D.” adl1 hastay1
takip eden Dr. Alois Alzheimer tarafindan tanimlanmistir. Bu hastanin ilerleyici bilissel
bozukluk, haliisinasyonlar, psikososyal yetersizlik, anlama ve hafizada azalmanin
yaninda afazi gibi klinik 6zellikleri bulunmaktaydi. Dr. Alzheimer, hastanin klinik
ozelliklerini tanimlayarak olusan makroskopik ve mikroskopik degisiklikleri de
detaylandirmistir. Sonrasinda bu tablonun klinikopatolojik 6zellikleri de ayrintili olarak
Emil Kraeplin tarafindan tanimlanmis ve Onerisi iizerine bu tabloya Alzheimer’in adi
verilmistir (7).

Alzheimer, hiicre i¢i norofibriler yumaklar (NFY), hiicre dis1 amiloid plaklar,
kronik inflamasyon, noron ve sinaps kaybi ile karakterize bir hastaliktir. (5, 8). AH’ de
erken donemde goriilen temel klinik belirti bellek bozuklugudur. Hastaligin ilerleyen
donemlerinde ise afazi, muhakeme yeteneginde bozulma, apraksi, gorsel-uzamsal
islevlerde eksiklik ile apati, ajitasyon ve psikoz gibi davramis degisikliklerini de iceren
biligsel bozukluklar meydana gelmektedir (9, 10).

Alzheimer hastaligi erken ve ge¢ baslangicli olarak smiflandirilmaktadir.
Yapilan calismalar gec¢ baslangicli AH nin ¢esitli molekiiler yolaklar arasinda anormal
etkilesimlerin meydana geldigi bir poligenik hastalik oldugunu gostermektedir. Yas,
apolipoproteinE-g4 (APOEe4) aleli tasiyiciligi, kardiyovaskiiler ve yasam tarzi gibi risk
faktorleri ge¢ baslangighh AH’den sorumlu temel faktorlerdir (11). AH’nin erken
baslangi¢cli otozomal dominant formunun ise amiloid prekiirsor protein (APP),
presenilin-1 (PSEN1) ve (presenilin-2) (PSEN2) genlerindeki mutasyonlar sonucu
gelisen amiloid-beta (AB) anormallikleriyle baglantili oldugu bilinmektedir (12).



Alzheimer hastaliginin en 6nemli risk faktoriintin yas oldugu kabul edilmektedir
(13). AH’de beyinde olusan fizyolojik ve anatomik degisiklikler, yaslandik¢a beyinde
meydana gelen degisikliklerle paralellik gosterse de bunlar normal yaslanma siirecine
dahil degildir. Alzheimer hastaliginda beyinde hiicre disinda biriken AB plaklar ile
hiicre icinde tau proteininin hiperfosforilasyonu ile olusan NFY’lerin sebep oldugu
noron ve sinaps kayiplart meydana gelmektedir. Bu durum nérotransmitter seviyelerini
de olumsuz etkileyerek farkli beyin bolgeleri arasinda sinyal iletiminin bozulmasina yol
acmaktadir. Bunlarin sonucunda beynin duygusal ve biligsel islevlerinde eksiklikler
olusmaktadir (14, 15). AH’nin olugmasinda rol oynayan fizyopatolojik siirecleri
aciklamaya calisan bir¢ok hipotez bulunmasina ragmen bu mekanizmalar tam olarak
aydinlatilamamistir ve hastaligin kesin tedavisi de bulunmamaktadir.

Uzerinde durulan mekanizmalardan biri glikojen sentaz kinaz3-B (GSK-3B)
aktivasyonunu iceren sinyal yolaklaridir. GSK-38, AH’de beyinde mikroglia ve
astrositlerin yogun aktivasyonundan kaynaklanan noroinflamasyonun bir diizenleyicisi
olarak kabul edilmektedir (16). GSK-38 aktivasyonunun inflamatuar yaniti1 arttirdigi
gosterilmistir.

Arastirmalar GSK-3’iin AH’deki noroinflamasyondan sorumlu olan toksik AB
iiretimine ve NFY’lerin olusmasina yol actigin1 gostermektedir (17, 18). Ayrica GSK-
3’lin kisa siireli bellegin uzun siireli bellege doniistiiriilmesinde, yeni ndron hiicresi
olusmasinda gorev aldigr gosterilmistir (19, 20). AH’nin fare modellerinde yapilan
caligmalarda GSK-3’lin anormal aktivasyonunun dendritik diken kaybina yol actigi
rapor edilmistir. GSK-3’lin bu etkilerinin ortaya ¢ikmasinda beyin kaynakli ndrotrofik
faktor (BDNF) ve siklik-AMP yanit elemani1 baglayict protein (CREB)
ekspresyonundaki artigin rol oynadig: ileri stirlilmektedir. (21). Yapilan caligmalarla
her ne kadar GSK-3’iin ge¢ baslangich AH fizyopatolojisinde rol oynadigina dair
kanitlar bulunmus olsa da, etki mekanizmalar1 net bir sekilde ortaya koyulamamistir
(20, 22). Giinlimiizde mevcut olan tedavi yaklasiminda amag hastaligin semptomlarin
azaltmak, ilerlemesini yavaslatmak ve hastanin giinliik yasam aktivitelerindeki
performansini iyilestirmektir (14, 23). GSK-3’lin beyinde AH’ye yol acan sinyal
yolaklar1 iizerinden etki mekanizmalarinin aciga c¢ikarilmasinin, hem hastaligi ortaya
cikaran sebeplerin daha iyl anlagilmasmma hem de yeni tedavi yoOntemlerinin

gelistirilmesine katkida bulunacagi diisiiniilmektedir (22).



Bugiin Alzheimer hastalarina uygulanan farmakolojik tedavinin olumlu
etkilerinin ¢ok sinirli olmasi, arastirmacilari farmakolojik olmayan yontemleri de
arastirmaya yoneltmektedir (24). Buna paralel olarak, farmakolojik olmayan bir yontem
olan egzersizin, yasa bagli norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde etkili bir yontem
olabilecegi diisiiniilmekte ve bu alanda arastirmalar devam etmektedir. Ornegin
egzersizin, BDNF araciligiyla néron hasarina karsi koruyucu olabilecegi, beyinde
plastisiteyi artirabilecegi ve boylece bilissel bozukluklar {izerinde olumlu etkileri
olabilecegi cesitli calismalarda gosterilmistir (25, 26). Farelerde skopolamin ile amnezi
modeli olusturulan bir ¢calismada, skopolamin uygulanan hayvanlarin uzamsal 6grenme
yeteneginin bozuldugu ve kosu bandi egzersizi ile bu bozulmanin iyilestigi
gosterilmistir. Ayn1 calismada, kosu bandi egzersizinin saglikli farelerde de uzamsal
O6grenme yetenegini artirdigi bildirilmistir (27). Calismamizda kesin ve etkili bir tedavisi
bulunmayan, molekiiler mekanizmalar1 tam olarak aydinlatilamamis AH’de, fiziksel
egzersizin koruyucu olabilecegi diistiniilerek hipotezimiz “skopolamin ile olusturulmus
AH modelinde uzun siireli egzersizin duygusal-bilissel davranislar ve sinyal yolaklari
tizerinde koruyucu etkisi vardir” seklinde kuruldu. Sunulan ¢alismamizda, skopolaminle
olusturulan Alzheimer modelinde, skopolaminin duygusal-biligsel davraniglar iizerinde
ve hiicresel diizeyde yaptig1 degisikliklere karsi uzun siireli egzersizin koruyucu
etkisinin arastirilmasi amaglandi.

Bu amagla, 12 hafta boyunca kosu bandi1 egzersizi yaptirilan Balb/c farelerde, egzersizin
son 28 giinlinde skopolamin uygulamasinin biligsel davranislar iizerine etkisi moris su
havuzu testi (MWM) ile duygusal davranislar ve lokomotor aktivite iizerine etkisi agik
alan testi ile degerlendirildi. Hiicresel diizeyde de, hipokampus ve prefrontal kortekste
western blot yontemiyle BDNF, Tirozin reseptor kinaz-B (TrkB) ve fosforile GSK-38
(p-GSK38%™*) diizeyleri, immiinohistokimyasal yontemle APP ve AB-40 seviyeleri

arastirildi.



2. GENEL BILGi

2.1.Alzheimer Hastahig Fizyopatolojisi

AH, cogunlukla gorsel ve uzamsal bozulma, motor becerilerde aksaklik ve
belirgin epizodik bellek kaybinin goriildiigii ilerleyici bir klinik tablodur. Hastalara
cesitli bellek testleri yapildiginda hipokampal devrenin islev kaybinin gdstergesi olan,
o0grenme bozuklugu, hizli unutma, zayif ve gecikmis hatirlama goriilmektedir (28).

AH’de en yaygin patolojik bulgu AR birikimiyle olusan senil plaklardir. AB,
APP’nin sekretazlar tarafindan ardisik iki boliinme gecirmesiyle meydana gelmektedir
(12). AB plaklar1 neokorteks, posterior singulat, prekuneus ve limbik korteksin
asosiyasyon alanlarinda birikim gostermektedir (29, 30). Hiicre disinda biriken
norotoksik AB plaklart mitokondriyal ve sinaptik hasar olusturmakta ve tau proteininin
hiperfosforilasyonuna yol agarak hiicrenin iglevlerini bozmaktadir (9). Bunlara ek
olarak inflamasyonla tetiklenen ¢esitli hiicresel ve molekiiler sinyal yolaklar1 AR
birikimine neden olmaktadir (31, 32). Beyinde dentat girustaki norogenez siireci
sinaptik plastisite ve 6grenme-bellek icin ¢ok onemlidir, AH’de ndrogenez siireclerinde
de degisiklikler meydana geldigi bildirilmektedir (33). Norotransmitterler beyinde
bilginin depolanmasi ve iletilmesini saglayan kimyasal habercilerdir. AH’de, basta
asetilkolin (ACh) olmak iizere baskilayici veya uyarici ¢esitli norotransmitterlerin
sentezi ve/veya salinnminin degistigi bildirilmektedir (34). ACh’nin 6grenme-bellek
siirecleri ve noral plastisitede 6nemli role sahip oldugu bilinmektedir (34, 35). Slotkin et
al. (36) yaptiklar1 ¢alismada, AH’de kolin asetiltransferaz (ChAT) enzim aktivitesinde
azalma ve ACh sentezinde azalma oldugunu bildirmislerdir. Ozetle AH’ye yol agan
etkenler hala tartisma konusu olmakla birlikte kolinerjik islev bozuklugu, AB birikimi,
tau hiperfosforilasyonu, inflamasyon, DNA ve mitokondriyal hasarin hastaligin

olusmasinda katkis1 bulunmaktadir (2, 13).

2.1.1.Kolinerjik Hipotez
Alzheimer hastalarinin beyninde kolinerjik aktivite kaybinin yaygin bir sekilde
gozlenmesine dayanan kolinerjik hipotez AH’yi agiklamak i¢in 6ne siiriilen ilk teoridir.

Bu teori giinlimiizde hafif ve orta siddetli Alzheimer tedavisi i¢in kullanilan ilaglarin



gelistirilmesine 6n ayak olmustur (37). Asetilkolinin aktiviteye bagli noroplastisite ve
kortikal duyu alanlarinin modiilasyonunda yer aldigi ¢esitli ¢aligmalarda gosterilmistir
(38, 39). Ayrica kortekse olan kolinerjik girdilerin hasarinda, dikkat ve Ogrenme
davraniginin bozulabildigi bildirilmistir (40, 41).

Merkezi sinir sisteminde yaygin olarak bulunan asetilkolin, korteks, bazal
gangliyonlar ve bazal 6n beyinde aktivite gOsteren ana norotransmitterdir (38, 42).
Asetilkolin, 6grenme-bellek, dikkat, stres yaniti, uyku-uyaniklik gibi bir¢ok onemli
fizyolojik siirecte rol oynamaktadir (40). AH’deki kolinerjik kayip, meynertin bazal
cekirdegi (NBM) kolinerjik ndronlarimin ve bunlarin serebral kortekse yansittigi
aksonlarin dejenerasyonuna dayanmaktadir. Bununla birlikte, serebral Kkorteksin
nikotinik ve muskarinik reseptdrleri de degisiklige ugramaktadir (38). Yeni bilgilerin
edinilmesi, depolanmasi1 ve kullanilmas1 yeterli kolinerjik iletime baghdir (43, 44).
Dolayisiyla kolinerjik iletimdeki aksakliklar biligssel ve duygusal davranislari biiyiik
Olciide etkileyebilmektedir.

Merkezi sinir sistemi (MSS)’nde gen¢ deneklerde skopolamin uygulanarak
bloke edilen kolinerjik aktivitenin, yash deneklerdeki gibi bellek bozukluguna neden
olabildigi ve bu bozuklugun bir kolinerjik agonist olan fizostigmin uygulamasi ile
tersine cevrilebilecegi bildirilmistir (45, 46). Bu ¢alismalar asetilkolinesteraz (AChE)
inhibitorlerinin de tedavi amaciyla kullanilmasina yol agcmistir. Donepezil, rivastigmin
ve galantimin gliniimiizde hafif ve orta siddetli Alzheimer tedavisinde kullanilan AChE
inhibitorleridir ancak uygulanan bu tedavilerin biligsel aktivite ve genel islevsellikte
gelismeler gostermesine ragmen bu kazanimlarin kalict olmadig ve bilissel bozulmanin
devam ettigi bildirilmektedir (46, 47).

Kolinerjik fonksiyonun 6grenme ve bellek {izerindeki onemi 40 yil kadar 6nce
ilk olarak Deutsch tarafindan skopolamin gibi muskarinik reseptdr antagonistleri
kullanilarak gosterilmistir (48). Skopolaminin merkezi sinir sistemindeki etkilerini
arastiran ilk deneyler 1950’lerde rapor edilmistir. Secici olmayan muskarinik reseptor
antagonisti skopolamin, deneysel olarak biligsel eksiklikleri indiiklemek icin
noropsikofarmakoloji  alaninda  kullanilmaktadir (49). Skopolamin muskarinik
reseptorler icin yiiksek secicilige sahip olmakla birlikte yiiksek dozlarda nikotinik
reseptorleri de bloke edebilmektedir (49, 50). Muskarinik reseptorlerin M1,M2,M3,M4

ve M5 olarak adlandirilan bes alt grubu bulunmaktadir. Tiim muskarinik reseptorler G



proteini esleniktir. M1,M3 ve M5 Gq'ye baglanarak fosfolipaz C (PLC)'yi aktive
ederken, M2 ve M4, Gi/o'ya baglanarak adenilat siklazi veya bazi iyon kanallarini
etkilemektedir. M1 ve MS5 reseptorleri MSS de daha yaygin bulundugundan
skopolaminin etkilerine bu reseptdrlerin aracilik ettigi disiiniilmektedir (49).
Skopolamin muskarinik reseptorleri secici olmayan bir sekilde bloke ederek MSS’de ve
periferde bircok fizyolojik fonksiyonu etkileyebilmektedir. Periferde M3 reseptorleri
araciligiyla tiikiiriik salgisinda azalmaya ve midriyazise neden olmaktadir. M2, M3
reseptorleri aracilifiyla diiz kas iizerindeki etkileri sonucunda konstipasyon, serebral
kan akimi ve glikoz tiiketimi lizerinde degisikliklere neden olmaktadir (49). Kolinerjik
iletim duygusal ve bilissel islevlerdeki etkilerini ¢ogunlukla M1 reseptorii lizerinden
gostermektedir. Skopolaminin lokomotor aktiviteyi etkiledigi, duygusal ve biligsel
islevleri bozdugu ¢esitli calismalarda gosterilmistir. Yapilan bir ¢calismada skopolaminin
amigdalaya inflizyonunun lokomotor aktiviteyi artirdigir gosterilmistir (51). Bir baska
calismada skopolaminin hipokampusa infiizyonu, lokomotor aktiviteyi etkilememis
ancak anksiyete davranisini artirmistir (52). Skopolamin uygulanan sicanlarin, agik alan
testinde hiperaktivite ve MWM testinde bellek bozuklugu gosterdigi bildirilmektedir
(53).

Skopolamin serebral korteksteki ACh baglanma bdlgelerini bloke ederek yiiksek
konsantrasyonlarda ACh salinimina neden olmaktadir. Yiiksek seviyede ACh salinimi
hipokampusta sinir hiicrelerine zarar vererek Ogrenme ve bellek bozukluguna yol
acmaktadir. Bu nedenle skopolamin deneysel ¢aligmalarda, AH’deki kortikal kolinerjik
noron kaybi ve kolinerjik islevlerdeki bozulmanin farmakolojik bir modeli olarak
kullanilmaktadir (54). ACh, kolin asetiltransferaz tarafindan sentezlenmekte ve
asetilkolin esteraz (AChE) ve butirilkolinesteraz tarafindan yikilarak etkisiz hale
getirilmektedir. Skopolamin uygulamasi, AChE ve butirilkolinesteraz aktivitelerinde
Oonemli bir artisa neden olurken, ChAT aktivitesini azaltmaktadir (48, 55). Erkek Balb/c
farelere 1 mg/kg (i.p.) dozda skopolamin uygulanmasmin beyin dokusundaki ACh
seviyesini kontrollere kiyasla anlamli dlgiide diisiirdiigii bildirilmektedir (56). Ayrica
skopolamin, kolin asetiltransferazin  ekspresyonuyla birlikte aktivitesini de

azaltmaktadir (48) (Sekil 1 (57)).
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Sekil 1. Skopolaminin olas1 molekiiler etkileri(48).

ACh: Asetilkolin, AChE: Asetilkolinesteraz, ChAT: Kolinasetiltransferaz, AB: Amiloid beta, APP:
Amiloid prekiirsér protein, p-tau: Fosforile tau, BDNF: Beyin kaynakli norotrofik faktér, p38MAPK:
Mitojenle aktive edilmis protein kinaz, p-Akt: Fosforile Akt, p-GSK38: Fosforile glikojen sentaz kinaz38.

AH’de goriilen toksik AB birikimi, kolinerjik fonksiyonun bir diizenleyicisi
olarak da bilinen, GSK-38 ekspresyonunda artisa neden olmaktadir (58, 59). Aym
zamanda GSK-38 da AR birikimine yol agan siiregleri tetikleyebilmektedir. GSK-38, A3
iretiminin yukar1 regililasyonu ve asetilkolin sentezinin baskilanmasi yoluyla AH
patogenezinde rol oynamaktadir (48). Hipokampus ve prefrontal kortekste bolca
bulunan M1 reseptdrlerinin APP’nin boliinme siirecini etkiledigi gosterilmektedir. M1
reseptOr aktivasyonu PKC yolag: {izerinden, sSAPPo’nin artmasina ve BACE'yi inhibe
ederek AB’nin azalmasina neden olurken, GSK-38'y1 inhibisyonunu saglayarak AB’nin
neden oldugu apoptozu ve p-tau’yu azaltmaktir (60, 61) (Sekil 2 (57)). Skopolamin
apoptoz ve hiicre farklilagsmasiyla iliskili gen ekspresyonlarmi etkileyerek kortikal

kolinerjik noronlarin dejenerasyonuna ve islev bozukluguna yol agmaktadir (53).
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Sekil 2. Muskarinik reseptor (M1) aktivasyonu ile APP’nin boliinme iliskisi .

mAChR: Muskarinik asetilkolin reseptorii, PLC: Fosfolipaz C, PKC: Protein kinaz C, GSK38: Glikojen
sentaz kinaz38, p-tau: Fosforile tau, AB: Amiloid beta, ADAMI17: tiimor nekroz faktorii-o-dontstiiriicii

enzim.

2.1.2. Amiloid Beta Hipotezi
Alzheimer hastaliginin patogenezine dair ¢ok sayida hipotez bulunmakla birlikte

en yaygin kabul edileni amiloid kaskad hipotezidir (12). Bu hipoteze gore hastaligin

patogenezini baglatan A3 olusumudur. AB’nin olusumu ise APP’nin ¢esitli proteolitik

enzimler tarafindan boliinmesiyle gerceklesmektedir (62, 63). APP birgok dokuda

eksprese edilen ve beyinde noronal gelisim, sinyalizasyon, hiicre i¢i tasima ve ndronal

homeostazis gibi ¢ok sayida onemli fizyolojik aktivitede rol oynayan bir integral zar

proteinidir (12). APP, membrani1 boydan boya gecen bir alandan, biiyiik bir hiicre dis1

glikolize edilmis N-terminalinden ve daha kisa bir sitoplazmik C-terminalinden

olugmaktadir. Farkli aminoasit uzunluklarma (695-770) sahip izoformlari

bulunmaktadir. Esas olarak ndronlar tarafindan tretilen ve beyinde en c¢ok bulunan

APP659 formudur (12, 64).



APP, a-, B- ve y-sekretazlar tarafindan proteolize ugrayan bir dncii proteindir
(65). Tlk asamada o- veya P-sekretaz tarafindan boliinmesine gore siirec amiloidojenik
veya amiloidojenik olmayan yolak olarak iki farkli yola ayrilir. APP ilk olarak a-
sekretaz tarafindan boliindiiglinde membrana bagli o-C terminal fragmani (CTF'ler)
olusmaktadir. Bu boliinme sonucunda, suda ¢oziinebilen sAPPo hiicre yilizeyinden
serbest birakilir ve geriye 83 amino asitli bir C-terminal APP fragmani (C83) kalir.
Amiloidojenik olmayan yolagin sonraki asamasinda, CTFa’nin y-sekretaz tarafindan
boliinmesi ile hiicre dis1 P3 (3 kDa) ve APP hiicre i¢i alan1 (AICD) olusmaktadir (12).
sAPPa iretimi, elektriksel aktiviteye ve muskarinik asetilkolin reseptdrlerinin
aktivasyonuna yanit olarak arttigindan, ndronal aktivitenin APP'nin a-sekretaz
boliinmesini arttirdig1 ileri stiriilmektedir (12, 66). APP’nin ilk olarak B-sekretaz
tarafindan boliindiigli amiloidojenik yolakta, bdliinme sonucunda olusan N-terminal
(sAPPB) hiicre disindan serbest birakilirken, membrana bagli 3-C terminal fragmanlari
(CTFB veya C99) y-sekretaz tarafindan boliinerek hiicre dist AB’y1 (4 kDa) ve AICD’yi
meydana getirmektedir. Sonrasinda 99 aa’li C terminal fragmani internalize edilerek y-
sekretaz ile daha ¢ok islemden ge¢mekte ve farkli aa uzunluklarindaki fragmanlarla
birlikte nihai AR formlar1 olan AB-40 ve AB-42'yi olusturmaktadir (12) (Sekil 3 (57)).

APP’nin sekretazlar tarafindan gerceklesen bu boliinme siiregleri saglikli
kisilerde de meydana gelmektedir. Ancak Alzheimer hastalarinda Af birikimine neden
olan amiloidojenik yolak daha aktif olmakta veya AB’nin temizlenme mekanizmasi
bozulmaktadir (62, 63). Ayrica APP (21.kromozom), PSEN1 (14.kromozom) ve PSEN2
(1.kromozom) genlerindeki mutasyonlarin da, dncii proteinin proteolitik siireclerini AB-
42 seviyeleri nispeten daha yiiksek olacak sekilde degistirdigi bilinmektedir (12). Bu
genlerdeki mutasyonlar erken baslangicli olarak da tanimlanan otozomal dominant
gecisli ailevi AH’ye neden olmakta ve hastaligin baslangic yas1 20’li yaslara kadar
erken olabilmektedir (62).

Amiloid hipotezine gore; AB’nin iiretiminde artma ve/veya temizlenmesinde
azalmayla birlikte, APP, PSEN1 ve PSEN2 genlerindeki mutasyonlar sonucu AB-
42/AB-40 oraninda artma meydana gelmektedir. AB-40 ve AB-42 AfB’nin iki temel
formudur. Her iki formu da norotoksik olmasina ragmen AB-42 daha gii¢lii hidrofobik
Ozellikte oldugundan daha c¢ok birikme egilimi gostermektedir (12). AB-42’de goriilen
bu nispi artis daha sonra sinaptik fonksiyonda siddetli ve kalici degisikliklere neden



olan oligomer olusumunu artirmaktadir. Ilk baslarda beyin parankiminde diffiiz plaklar
seklinde goriilen AB-42 formu daha sonra yerini AB fibrillerine birakmakta, bu durum
mikrogliya ve astrosit aktivasyonuyla lokal bir inflamatuar yanita neden olmaktadir.
Bunun sonucunda sinaptik yapida bozukluk, oksidatif stres ve iyonik dengede
degisiklikler meydana gelmektedir. Kinaz ve fosfatazlarin aktivitesinin degismesiyle
olusan NFY’ler, ve aksonal taginma gibi 6nemli hiicresel aktivitelerin bozulmasina yol
acmaktadir. Birbirini tetikleyerek ilerleyen bu olaylar sonucunda, beyinde hiicre
Olimiine neden olan yaygin sinaptik ve nodronal fonksiyon bozuklugu
gerceklesmektedir. Sonugta AB plaklari ve NFY’lerin gozlendigi ilerleyici bir demans
tablosu ortaya ¢ikmaktadir (63, 67).

amiloidojenik amiloidojenik
olmayan yol ol
yan y Y AB
oligomerleri
APP E I
B-sekretaz I
a-sekretaz ><
9060009 49090800069
69660860060
y-sekretaz y-sekretaz
CTFa(C83) CTFB (C99)

Created in BioRender.com bio

Sekil 3. APP bolinme mekanizmasi.

SAPP: ¢oziilebilir amiloid prekiirsor protein, CTFa: C-terminal fragmanlari a, CTFB: C-terminal

fragmanlar1 B8, AICD: Amiloid Intraselliiler Alan
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2.2. Alzheimer Hastalig1 Risk Faktorleri

AH’nin kiside heniliz semptomlar goriilmeden uzun bir silire dnce gelismeye
basladig1 bilinmektedir. Uzun siiren klinik oncesi donemi oldugundan, hastaligin
Onlenebilmesi veya geciktirilebilmesi acisindan hangi risk faktorlerinin hastaligin
patolojisinde rol oynadiginin belirlenmesi dnemlidir (3). Ge¢ baslangicli AH’de genetik
ve cesitli cevresel faktorler yer almaktadir. Bu faktorler AH’deki AB birikimi,
inflamasyon ve norodejenerasyondan sorumludur (12). Yaslanma, basta AH olmak
lizere birgok norodejeneratif hastalik i¢in temel risk faktorii olarak kabul edilmektedir.
Yaslanan noronlarda ¢ogunlukla mitokondriyal hasar ve islev bozuklugu ortaya ¢ikar ki
bunlar hem normal yaslanma hem de norodejeneratif hastalik siirecleriyle de iliskilidir
(13, 68). Ailede AH 6ykiisiiniin varlig1 ve APOE geninin &4 alleline sahip olmak da AH
gelistirme riskini artirmaktadir (11). ApoE, kolesteroliin mobilizasyonu ve
metabolizmasinda rol oynayan bir serum proteinidir. €2, €3 ve &4 olarak ii¢ aleli
bulunmaktadir. €4 aleli AH riskinin artmasina neden olurken, €2 aleli’nin ise hastaliga
kars1 koruyucu oldugu gosterilmektedir. Amiloid plaklarda yiiksek seviyede bulunan
ApoE’nin €4 alelinin diger alellere gore AB’min klirensini azalttigt ve AR plak
birikimiyle iligkili oldugu bildirilmektedir (28, 69). Son yillarda yapilan ¢alismalarda,
gec baslangicli demans ve AH ile iliskili potansiyel olarak degistirilebilir birka¢ risk
faktoriiniin varligi gosterilmektedir. Ayn1 zamanda diinya genelinde AH vakalarinin
%35-40"min Onlenebilir ve degistirilebilir faktdrlere bagli oldugu bildirilmektedir (1, 2).
Bazi ¢alismalar kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklarin artan demans ve AH
riski ile iligkili oldugunu gostermektedir (11, 70). Depresyon, yalmzlik, stres, uyku
bozukluklar1 gibi ¢esitli psikososyal faktorlerin AH riskini artirdigina dair kanitlar
yeterli diizeyde olmamakla birlikte bu alandaki ¢aligmalar giderek artmaktadir. Sedanter
yasam, diislik egitim diizeyi, sosyal ve bilissel aktivite azlig1, sagliksiz beslenme, sigara
ve alkol kullaniminin demans ve AH i¢in birer risk faktérii oldugu calismalarda
gosterilmektedir (11).

Epidemiyolojik ¢aligmalar AH 6liim oranlan ile fiziksel aktivite azlig1 arasinda
pozitif bir iligki oldugunu gostermektedir (1, 71). Cok sayida ¢alismada diizenli yapilan
fiziksel aktivite ile azalmis demans ve AH riski iligkilendirilmektedir. Fiziksel
aktivitenin psikolojik stresi, vaskiiler ve metabolik risk faktorlerini iyilestirdigi

gosterilmektedir (11, 72). Bununla birlikte yapilan egzersizin tiirii, siiresi ve siddetinin
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AH riskini azaltmada nasil bir farklilik yarattig1 konusu belirsizligini korumaktadir (1,
73).

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

Glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3) tiim dokularda bulunan, yapisal olarak aktif bir
serin-treonin kinazdir. 1980 yilinda, glikojen sentazi fosforile edebilen bes enzimden
biri olarak ilk defa iskelet kasindan izole edilmistir (20, 74). GSK-3, glikojen sentezinde
temel diizenleyici olarak 1984’te tanimlanmistir (75). GSK-3, glukoz ve protein
metabolizmasini benzer mekanizmalarla diizenlemektedir. Glukoz homeostazi insiilinin,
glukoz alimini ve depolanmasini artirmast yoluyla saglanmaktadir. Glukoz baslica
glikojen olarak depolanir ve glikojen metabolizmasi glikojen sentaz ve glikojen
fosforilaz tarafindan diizenlenir (76). Fizyolojik kosullarda GSK-3, glikojen sentazi
baskilayarak glikojen sentezini inhibe etmektedir. Insiilin uyarisi, IR/IRSs/PI3K/Akt
yolunu aktive ederek, Ser9/Ser2l iizerinden GSK-3’tin fosforilasyonuna yani
inhibisyonuna neden olur. Dolayisiyla insiilin ile aktive olan bu yolak glikojen
sentezinin uyarilmasina yol acar (77).

GSK-3 iki farkli gen tarafindan kodlanmakta,GSK3-o ve GSK3-8 olmak iizere
iki izoformu bulunmaktadir (19, 78). Bu izoformlar farkli genler tarafindan
kodlanmakta fakat yapisal olarak %98 oraninda benzerlik gostermektedir (19, 79).
Yiiksek orandaki yapisal benzerlige ragmen bu iki izoformun farkli islevsel 6zelliklere
sahip oldugu, GSK-3B’nin MSS'de daha yiiksek oranda eksprese edildigi bilinmektedir
(80). GSK-3 beyinde nérogenez, hiicre gogii, akson biiyiimesi ve sinaptik plastisite gibi
onemli gelisimsel siirecleri diizenlemektedir (81, 82). GSK-3 aktivitesi, Serin/Treonin
kinazlar, Tirozin kinazlar ve fosfatazlar tarafindan diizenlemektedir. Uyarilmamis
hiicrelerde GSK-38 yapisal olarak aktiftir, disardan gelen sinyallere yanit olarak hizli ve
gecici  bir inhibisyona ugramaktadir (80, 83). GSK-3, biiyiime faktorleri,
norotransmiterler ve inflamatuar sitokinler gibi bir¢ok farkli hiicredisi uyariya yanit
vermektedir. Bu uyarilar farkli sinyal yolaklarinin aktivasyonuna neden olarak belirli
fizyolojik sonuglara yol agmaktadir (77). GSK-3B'nin aktivasyonu, iizerindeki inhibitor
bolgenin protein fosfataz 1 (PP1) ve protein fosfataz 2A (PP2A) tarafindan defosforile
edilmesi ve/veya tirozin-216 otofosforilasyonu ile ger¢eklesmektedir. GSK-3B’nin

inhibitoér bolgesinin, protein kinaz B (PKB), protein kinaz A (PKA), protein kinaz C
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(PKC) ve ribozomal S6 kinaz dahil olmak tizere birgok kinaz tarafindan Ser9 iizerinden
fosforile edilmesi GSK-38’nin inhibisyonuna neden olmaktadir (19).

Hiicrelerin insiilin ile uyarilmasi, fosfoinositid-3 kinaz (PI3K) bagiml
mekanizma yoluyla PKB aktivasyonuna ve sonrasinda da GSK-3B’nin Ser9, GSK-
3o’nin  Ser21 iizerinden fosforilasyonuna neden olmaktadir. Ser9/21 {izerinden
gerceklesen bu fosforilasyonlar GSK-3’lin inhibisyonuna yol agmaktadir (77). Ser9
fosforilasyonu, ¢ogu hiicrede yapisal olarak bulunmakla birlikte, insiilin, biiyiime
faktorleri ve hiicresel stres gibi sinyaller ile artabilmektedir (83). Serin
fosforilasyonunun inhibe edildigi knockout farelerde in vitro ve in vivo noral sagkalimin
etkilenmedigi bildirilmistir. Bu durum beyinde GSK-3B’y1 diizenleyen alternatif bir
mekanizmanin varhigint diisiindiirmektedir (84, 85). p38 mitojenle aktive olan protein
kinazin (MAPK), GSK-38'nin Ser389 bdlgesinde bir substrati oldugu gosterilmistir
(86). p38 MAP kinaz tarafindan Ser389 fosforilasyonunun GSK3-’y1 inhibe ettigi
bildirilmektedir (19, 87). Bu fosforilasyonun, Ser9'daki Akt aracili fosforilasyondan
farkli oldugu ve beyin dokusunda daha ¢ok bulundugu gosterilmistir (86). GSK-38’nin
Ser389 fosforilasyonu fizyolojik kosullar altinda beyinde fazla miktarda bulunmasina
ragmen, bu mekanizmanin beyindeki islevi tam olarak bilinmemektedir (86). T ve B
lenfositlerde ise DNA hasariyla uyarilan GSK-36’nin Ser389 fosforilasyonunun temel
islevinin hiicre sagkalimini gerceklestirmek oldugu bildirilmistir (88).

Alzheimer hastalarinda 6liim sonrasi yapilan incelemelerde beyinde artan GSK-
383 diizeyinin, amiloid plaklar ve NFY’ler ile bir arada goriildiigii bildirilmektedir (87,
89). GSK-3B'nin tau hiperfosforilasyonuna neden olarak NFY olusumuna katkida
bulundugu bilinmektedir (90, 91). Philip ve et al. (90) yaptiklar1 ¢alismada, GSK-38'nin,
BACEI gen ekspresyonunu yukari dogru diizenleyerek AB iiretimini kolaylagtirdigini
gostermistir. AH’nin hayvan modellerinde ve hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda tedavi
amaght bazi GSK-3 inhibitorleri kullanilmaktadir. Bunlardan biri bipolar bozukluk
tedavisinde de yaygin olarak kullanilan, ayn1 zamanda bir GSK-3 inhibit6rii olan
lityumdur (92, 93). AH’nin fare modelerinde yapilan ¢alismalarda, GSK-3’1in lityum ile
inhibe edildigi, AB patolojisini iyilestirdigi ve biligsel fonksiyonu gelistirdigi
bildirilmektedir (93, 94). Lityumun AH’de faydali etkileri bulunsa da, oOzellikle

yaslilarda norotoksisite gibi ciddi yan etkilere yol actig1r ve smirh terapotik etkileri
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oldugundan insanlarda kullanim i¢in gii¢lii bir ilag aday1 olmadig1 kabul edilmektedir
(93, 95).

GSK-3B’nin kolinerjik iletim iizerindeki etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada,
ChAT ve AChE enzim seviyeleri analiz edilmistir. Bu c¢alismada GSK-38’nin
Meynert'in bazal ¢ekirdeginde ve frontal kortekste, ChAT seviyesini diistirdiigli boylece
ACh diizeylerinde bir azalmaya neden oldugu bildirilmektedir (96). Ayn1 calismada
GSK-36’nin, ChAT’ nin hem aksonal tasinmasini hem de eskpresyonunu bozdugu ve
boylece ACh seviyelerini azalttigi bildirilmektedir. GSK-38 yetiskin hipokampal
norogenezin de Onemli diizenleyicilerinden biridir. Yapilan bir ¢alismada farelerde
goniillii egzersizin, yetiskin hipokampal norogenezde GSK-38 araciligiyla artisa yol
actifit ve GSK-3B’nin aktivasyonuyla iliskili olarak biligsel islevleri gelistirdigi
gosterilmistir (97). AH’de sinaptik islev bozuklugu ve sinaptik kayiplar bilissel
bozukluklara ve bellek kaybina neden olmaktadir. GSK-3B, hem presinaptik hem de
postsinaptik seviyelerde biligssel islevlerin modiilasyonunda rol oynamaktadir.
Presinaptik alanda norotransmitterlerin salinimimni diizenlerken, postsinaptik alanda
sinaptik proteinlerin ekspresyonunu modiile etmektedir. GSK-38 aktivitesinin hem
farmakolojik hem de genetik olarak manipiile edildigi bir ¢alismada, GSK-38"nin asir1
aktivasyonunun islevsel ve yapisal degisikliklere (presinaptikte glutamat salinimini
azaltarak, postsinaptik alanda protein sentezini azaltarak) yol agcarak hipokampusta uzun

stireli potansiyalizasyonu (LTP) inhibe ettigi gosterilmistir (98).

2.4. Beyin Kaynakh Norotrofik Faktor (BDNF)

Noral gelisim sirasinda NGF (sinir biiylime faktorii), BDNF, NT-3 (norotrofik
faktor-3), NT-4/5 (norotrofik faktor-4/5) ve NT-6 (norotrofik faktor-6) gibi gesitli
norotrofik faktorlerin varligi gerekmektedir. BDNF, bu biiylime faktorlerini iceren
norotrofin ailesinin bir lyesi olmakla birlikte memeli beyninde en bol bulunan
norotrofindir (99). 1Ilk olarak 1989 yilinda Yves-Alain Barde ve Hans Thoenen
tarafindan domuz beyninden izole edilmis, kisa zamanda da biyokimyasal yapis1 ortaya
konulmustur (99, 100). Norotrofinler arasinda sinaptik plastisite, ndronal sagkalim ve
noral farklilagsmanin ana diizenleyicisi olarak kabul edilen BDNF, norolojik bozukluklar

icin gelistirilen tedavilerde hedef molekiil haline gelmistir (101, 102).
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Bu norotrofik faktorler etkilerini tirozin kinaz ve p75 (pan-norotrofik reseptorii)
reseptorleri araciligiyla gostermektedir. p75 reseptorii tiim norotrofinler igin diisiik
afiniteli bir reseptor olarak tanimlanirken pro-norotrofinler igin yiiksek afiniteli bir
reseptor olarak kabul edilmektedir. BDNF oOncelikle bir oncii formdan pro-BNDF’ye
daha sonra hiicre igi/hiicre dist proteazlar tarafindan matur BDNF (mBDNF)’ye
dondistiirtiliir. Bu dontisim mBDNF/TrkB sinyal yolag: i¢in 6nemli bir adimdir. Ciinkii
pro-BDNF ile mBDNF’nin yiiksek afiniteli reseptorlerine baglanmasi MSS iizerinde zit
etkiler olusturmaktadir (99). Pro-BDNF’nin p75 reseptdriine baglanmasi c-Jun N-
terminal kinaz (JNK) ve kaspaz-3'liin aktivasyonuna yol agarak hiicre 6liimiine neden
olan siiregleri tetiklemekte ayni zamanda beyinde sinaptik islevleri de olumsuz
etkilemektedir. Caligmalar p75 reseptoriiniin aktive ettigi bazi sinyal yolaklarinin
hipokampal plastisitede yasa bagli ortaya ¢ikan bozukluklara neden oldugunu
bildirmektedir (103). TrkB hipokampusta biiyiik 6l¢iide eksprese edilmektedir. BDNF
beyinde noral sagkalim, norogenez, yeni sinapslarin olugmasi ve farklilasmasi gibi
islevlerini TrkB reseptorleri araciligiyla gergeklestirmektedir. TrkB, TrkA ve TrkC
birlikte ndrotrofin reseptdrlerinin tirozin kinaz ailesini olusturmaktadir. TrkB ilk olarak
beyinde yiiksek oranda eksprese edilen bir protein-tirozin kinaz olarak tanimlanmistir.
Daha sonra BDNF ve NT4/5 norotrofik faktorleri icin bir sinyal reseptorii oldugu
kesfedilmistir. Tam uzunlukta bir izoform (TK+) ve iki kirpilmis izoformu (TK-: T1 ve
T2) olmak iizere merkezi sinir sisteminde ii¢ izoformu bulunmaktadir. BDNF’nin tam
uzunluktaki TrkB’ye baglanmasi reseptoriin sitoplazmik kisimda bulunan tirozin
kalintilarinin dimerizasyonuna ve fosforilasyonuna neden olmaktadir. Bu aktivasyon
daha sonra MAPK, PLC-y, PKC ve PI3-K dahil olmak {izere sitoplazmik sinyal
yollarinin aktivasyonuna yol agmaktadir (104). PI3K/Akt yolagi, antiapoptotik siirecleri
tetiklemekte, N-metil D-aspartat Reseptorii (NMDAR)’ne bagimli sinaptik plastisiteyi
modiile etmekte, protein sentezi ve dendritik dallanmayr diizenlemektedir (105).
MAPK/Ras sinyal yolu, ndronal farklilasmada protein sentezini diizenlemektedir (106).
Ayrica bu sinyal yolu, ERK 2 ve CREB aktivasyonu, erken yanit gen ekspresyonlar1 ve
dendritik dalllanma igin de gereklidir (107). PLC yolagmm, Ca** /kalmodiilin bagimli
protein kinazin (CaMK) ve PKC’nin aktivasyonuyla hiicre i¢inde diagilgliserol ve Ca*
konsantrasyonlarii artirdigi ve PKC aktivasyonunun sinaptik plastisiteyi gelistirdigi

bildirilmektedir (106) (Sekil 4) (57).
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Deneysel calismalar, fiziksel egzersiz, zenginlestirilmis cevre, beslenme ve
metabolik miidahaleler gibi ¢evresel uyaranlarin BDNF araciligiyla ndrodejeneratif
hastaliklarin baslangicinin geciktirilmesinde veya hastaligin seyrinin yavaslamasinda rol
oynayabilecegi bildirilmektedir. Ayrica BDNF’nin bu faktorler tarafindan uyarilabilen
yetiskin hipokampal nérogenezden de sorumlu olabilecegini gostermektedir (108, 109).
Fiziksel egzersiz ile beynin AH’den korunabilmesi i¢in nérogeneze ihtiya¢ duyuldugu
ve bu korumada BDNF’nin gerekli oldugu gosterilmistir (109, 110). CREB, sinaptik
plastisite i¢cin gerekli olan genlerin transkripsiyonuna aracilik etmektedir. CREB'nin
aktivasyonu ile iliskili olan, MAPK/ERK, PI3K ve PLCy/PKC gibi bir¢ok hiicre i¢i
sinyal yolu BDNF/TrkB tarafindan aktive edilmektedir (111, 112).

AH’nin ilerledigi siiregte nukleus bazalisteki kolinerjik néronlarda TrkA, TrkB
ve TrkC ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir (113, 114). Ayrica AB birikiminin
BDNF azalmasiyla yakindan iliskili oldugunu ileri siiren deneysel c¢aligmalar da
bulunmaktadir. Yapilan bir ¢aligmada, AB-42 oligomerlerinin intraserebroventrikiiler
enjeksiyonu sonucunda, BDNF mRNA ve protein ekspresyonlarinin azaldig
gosterilmektedir (112, 115). BDNF’nin amiloidojenik olmayan yolagi uyararak
APP’nin boliinme stireglerini diizenledigi bilinmektedir (116, 117). BDNF’nin AH’de
kolinerjik noronlarda azalan ACh salinimini artirdig1 bildirilmektedir. Ayrica yapilan
caligmalarda BDNF’nin bazal ©6n beyin kolinerjik néronlarinin sagkalimi ve
farklilagsmasini destekledigi rapor edilmistir (118). Fiziksel aktivitenin ardindan BDNF
disinda, fibroblast biiylime faktorii ve NGF gibi baska biiyiime faktorlerinin de arttigini
gosteren ¢alismalar bulunmaktadir ancak bu artislarin BDNF’de goriilenden daha az
miktarda ve daha kisa siireli oldugu bilinmektedir (119). Bu durum BDNF’yi diger
biliylime faktorlerine gore, egzersizin hipokampiis lizerindeki kalict etkilerine aracilik

eden temel aday olarak goriilmesine yol agmaktadir.
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Sekil 4. BDNF/TrkB sinyalizasyonu ile aktive olan bazi yolaklar ve etkileri (99).

PI3K: Fosfoinozitid-3-kinaz, PLCy: Fosfolipaz C gama, MAPK: Mitojenle aktive edilmis kinaz,
NMDAR: N-metil D-aspartat reseptdrii, CAM kinaz: kalsiyum kalmodiilin bagimli kinaz, DAG:
Diagilgliserol, ERK: Ekstraselliiler diizenleyici kinaz, CREB: Siklik-AMP Yanit Eleman1 Baglayici
Protein, PKC: Protein kinaz C.

2.5. Alzheimer Hastahig ve Egzersiz

Fiziksel aktivitenin insanlarda yasa bagli meydana gelen bilissel azalmay:
onledigi ve biligsel fonksiyonlar gelistirdigi bircok defa gosterilmesine ragmen faydali
etkilerinden sorumlu olan mekanizmalar hala belirsizligini korumaktadir. Son
zamanlarda fiziksel egzersiz, iyi bir yaslanma ig¢in etkili ve ucuz bir se¢enek olarak
goriilmeye baslanmistir. Egzersizin yasa bagli ndrodejeneratif hastaliklar i¢cin hem
Onleyici hem de hastaligin seyrini yavaglatan bir tedavi potansiyeline sahip oldugu
diisiiniilmektedir (120, 121). Arastirmalara gore, hastalifin presemptomatik ve
predemans donemlerinde yapilacak yasam tarzi degisikliklerinin olugsacak demanslarin
licte birini geciktirme potansiyeline sahip oldugu disliniilmektedir (122, 123).
Egzersizin cesitli norotrofik faktorlerin (6r. BDNF, Vaskiiler Endotelyal Biiyiime

Faktorii, Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1) ekspresyonunu ve sekresyonunu artirip
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inflamasyonu azaltarak veya kardiyovaskiiler ve metabolik bazi parametreleri
iyilestirerek noroplastisiteye yol actig1 bildirilmektedir (124).

BDNF, egzersizin beyin iizerindeki faydali etkilerinin olusmasinda temel rolii
oynamaktadir. BNDF/TrkB sinyaliyle aktive olan MAPK, PI3K, PLC-y, CaMK ve
ERK/CREB yolaklari, sinaptik plastisite ve noronal sagkalimda 6nemli rolleri bulunan
sinyal yolaklaridir (99). BDNF’nin ERK ve PI3K yolaklar1 {izerinden ndroprotektif etki
gosterdigi bildirilmektedir (125). Ayrica BDNF Akt’yi fosforlayarak sagkalim ve
apoptotik mekanizmalar arasindaki dengede gorev almaktadir. Akt, kaspaz-9
inhibisyonu ve GSK-38 fosforilasyonuyla apoptozu inhibe etmektedir. Boylece GSK-
3B8’nin PI3K, Akt ve PKC tarafindan fosforilasyonu hiicre sagkalimina neden olurken,
GSK-3B’nin aktivasyonu apoptotik siireclere yol agmaktadir (125) (Sekil 5 ve 6 (57)).
Hipokampusta azalmis BDNF seviyelerinin nérodejenerasyon, bellek bozuklugu ve
AH’de goriilen bilissel islev bozukluklariyla, yiiksek BDNF seviyelerinin ise biligsel
yikima kars1 direngle iliskili oldugu gosterilmektedir (126). Hayvan modellerinde,
goniillii ve zorunlu kosu egzersizinin ikisinin de hipokampusta yliksek BDNF
ekspresyonuna neden oldugu rapor edilmistir (126, 127).

Egzersiz, mRNA ve protein seviyesinde cok sayida gen {iriiniinli modiile
edebilmekte boylece noronal plastisiteyr destekleyen anatomik, norokimyasal ve
elektrofizyolojik degisikliklere neden olabilmektedir. Bu sebeple egzersizin birden fazla
yolun aktivasyonuyla, AB seviyelerini dogrudan veya dolayli olarak diizenledigi
diisiiniilmektedir (119, 128). Egzersizle aktive oldugu bilinen PKC, MAPK ve PLC
sinyal yolaklarinin APP islenmesini artirabildigi bildirilmektedir (129). Yapilan bir
calismada egzersizin AB-40 ve AB-42 seviyelerini azalttif1 gosterilmistir. Egzersizin bu
etkiyi, BDNF aracilifiyla artan o-sekretaz aktivitesi ile gerceklestirdigi ileri
stirilmektedir. Buna gore artmis a-sekretaz aktivitesi noroprotektif etkisi olan sAPPa
diizeylerinin artmasia ve toksik AB birikiminin azalmasina yol agmaktadir (130).
Transgenik farelerde yapilan bir bagka caligmada da artan fiziksel aktivitenin Af
diizeyini azalttig1 gosterilmistir. Calismada egzersizin bu etkiyi, AB’nin temizlenmesi
icin gerekli neprilisin ve IDE (insiilin pargalayict enzim) gibi enzimlerden bagimsiz
olarak, APP boéliinme siireglerini AR birikimini azaltacak yonde degistirerek gdsterdigi

ileri stiriilmektedir (128).
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Kisa ve uzun siireli egzersizin hipokampiiste BDNF ekspresyonunu artirdigi
cesitli hayvan modellerinde gosterilse de egzersizin bu etkisinin yasl hayvanlarda geng
hayvanlara gore daha az oldugu vurgulanmaktadir (124, 131). Egzersizin AH’nin
siireclerini nasil degistirdigine dair belirsizliklere ragmen, hastaligin klinik Oncesi
doneminin uzun siirmesi, egzersiz gibi etkili, siirdiriilebilir, hastanin uyum
saglayabilecegi ve yan etkisi ¢ok az olan miidahaleler ile semptomlarin anlamli lgiide
geciktirilebilecegi diisiiniilmektedir (132). Kemirgenlerde olusturulan AH modelleriyle
yapilan c¢alismalarda, egzersizin norodejenerasyon semptomlarmi hafifletebildigi
gozlemlenmistir (126, 133). AH benzeri ndropatolojinin baslangicindan 6nce yapilan
egzersizin  hastalifin  ilerlemesini  yavaslatabilecegini One siiren ¢aligmalar
bulunmaktadir. AB patolojisi gelistikten sonra yapilan egzersiz miidahalelerinin biligsel
ve noropatolojik parametreler iizerinde olumlu bir etkisinin olmadigin1 gosteren
sonugclar da rapor edilmektedir (134, 135).

Fiziksel egzersiz AH’yi geciktirmede etkili goriinse de tek basma yeterli
olmadig1 tahmin edilmektedir. AH i¢in bir¢ok risk faktoriiniin birlikte ele alindig: diyet,
fiziksel aktivite ve bilissel egitimdeki degisiklikleri i¢eren biitiinciil bir yaklagimin, tek
bir faktére dayali miidahalelerden daha basarili olabilecegi varsayilmaktadir (122).
Saglikli sicanlarda egzersiz ile zengin cevrenin kombine etkilerinin incelendigi bir
calismada, zengin ¢evre uygulamasi ile birlikte yapilan egzersizin, BDNF/TrkB sinyal
yolunun ekspresyonu ve ogrenme-bellek yeteneginin gelistirilmesinde onemli etkileri
oldugu vurgulanmaktadir. Dolayisiyla kombine etkinin, egzersizin tek basina yapacagi
etkiye gore, sicanlarin 6grenme ve bellegini iyilestirmede daha etkili olabilecegi ileri
striilmektedir (25). Yapilan calismalarda, egzersizin kardiyovaskiiler sistem {izerine
faydali etkilerinin bulundugu ve ila¢ tedavisine gore daha az yan etkisinin oldugu
gosterilmesine ragmen mevcut kanitlara dayanarak AH’nin tedavisi veya hastaligin

onlenmesi i¢in spesifik egzersizler onermek hala zordur (136, 137).
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Sekil 5. mAChR aktivasyonu ve BDNF/TrkB sinyalizasyonu ile aktive olan yolaklar.
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Sekil 6. Skopolaminin muskarinik reseptér ve BDNF/TrkB sinyali lizerindeki etkileri.

ACh: Asetilkolin, mAChR: Muskarinik asetilkolin reseptdrii, PKC: Protein kinaz C, sAPP: Coziilebilir
amiloid prekiirsor protein, BDNF: Beyin kaynakli ndrotrofik faktor, MAPK: Mitojenle aktive edilmis
kinaz, PLC: Fosfolipaz C, PI3K: Fosfoinozitid-3-kinaz, GSK38: Glikojen sentaz kinaz, A3: Amiloid beta,

p-tau: Fosforile tau.
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2.6. AH Deneysel Hayvan Modelleri

AH’nin arastirilmasinda farmakolojik ve genetik miidahalelerle olusturulan
bircok deneysel hayvan modeli bulunmaktadir. Bu modeller AH’de goriilen
norotransmitter eksiklikleri, AB birikimi ve NFY’lerin olusumuyla meydana gelen
patofizyolojik siiregleri taklit etmektedir. Fare ve sicanlarda olusturulan deneysel
modeller daha ¢ok kullanilmakla beraber daha az kullanilan, zebra baligi, Drosofila
melanogaster (sirke sinegi) ve Caenorhabditis elegans (halkali solucan) ile olusturulan
modeller de bulunmaktadir (138).

Kemirgenlerde AH modeli olusturmak amaciyla skopolamin, kolsisin,
streptozotosin ve agir metaller gibi ¢esitli kimyasallar kullanilmaktadir (54). Bunlardan
skopolamin, AH’deki kolinerjik bozuklugu taklit etmek amaciyla siklikla kullanilan bir
antikolinerjik ajandir. Streptozotosinin sub-diyabetojenik dozda intraserebroventrikiiler
uygulanmasinin, AH'dekine c¢ok benzer ilerleyici bellek kaybina neden oldugu
bildirilmektedir (139). AH’deki patofizyolojiyi taklit eden kimyasallar disinda, direkt
olarak AR enjeksiyonu veya infiizyonu ile olusturulan modeller de bulunmaktadir.
AB’nin beyne inflizyonunun ndrodejenerasyona ve AH’deki gibi 6grenme-bellek
bozukluguna yol agtigr bildirilmistir (140). Kolsisin, kolinerjik iletimde bozulmaya ve
kolinerjik noron kaybina neden olmaktadir. Sicanlara intraserebroventrikiiler olarak
uygulandiginda bellek bozukluguna neden oldugu gosterilmistir (141). Bunlar disinda,
olusturulmak istenen patolojiye uygun mutant geni tasiyan hayvanlarin kullanildigi
cesitli transgenik hayvan modelleri bulunmaktadir. Bu amagla AB, tau {iretimini uyaran
veya APOE4 mutant geni tasiyan fare ve siganlar siklikla kullanilmaktadir (54) (Tablo
1). Transgenik modellerde farelerde si¢anlara gore daha ¢ok plak olusumu gézlendigi ve
bu farelerde patolojinin daha siddetli seyrettigi bildirilmektedir (142).

Sunulan ¢alismamizda, Alzheimer hastaligi modeli skopolamin (segici olmayan
muskarinik reseptor antagonisti) kullanilarak olusturuldu. Bu model, literatiirde de
belirtildigi gibi 6grenme-bellek bozuklugunu olusturan iyi bir model olarak siklikla
kullanilmakta ve beyinde Alzheimer benzeri fizyopatolojik degisiklikleri meydana
getirmektedir. Bununla birlikte, skopolaminin kolayca uygulanabilmesi, ciddi yan
etkilere neden olmayist ve diger yontemlere gére daha ucuz olmasi ¢alismamizda tercih

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

Transgenik modeller e AR modelleri
e Tau Modelleri
e APOE4 Modelleri

Kimyasal modeller e Skopolamin

e Kolsisin

e Streptozotosin
e AR inflizyonu
o Agir metaller

Hipoksi ve beyin hasar1 modelleri e Cerrahi veya kimyasal olarak
olusturulan hipoksi
e Lezyon olusturma
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik
Calismanin etik kurul onay1, Cukurova Universitesi hayvan deneyleri yerel etik

kurulunun 12.08.2020 tarihli 5 No’lu toplantisinda alindi.

3.2. Deney Hayvanlarimin Bakim

Calismamizda 3 haftalik (15+2 g) erkek Balb/c fareler kullanildi. Deney
hayvanlart Cukurova Universitesi Saglik Bilimleri Deneysel Uygulama ve Arastirma
Merkezi tarafindan temin edildi ve deney siiresince boliimiimiizdeki hayvan bakim
odasinda barmndirildi. Hayvan bakim odasinin 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik
dongiisti, ortam sicaklig (22+1 °C) ve nemi (% 40-60) devamli kontrol altinda tutuldu.
Deney hayvanlarinin yemleri MBD Yem firmasindan, su ihtiyaglari ise ¢gesme suyu ile
karsilandi. Tim hayvanlarin yiyecek ve su alimlari icin herhangi bir kisitlama

uygulanmadi.

3.3. Kosu Band1 Egzersizinin Uygulanmasi

Zhao et., al tarafindan daha once belirtilen egzersiz protokoliine gore farelere
gontilli kosu bandi egzersizi yaptirildi. Egzersiz grubundaki farelere kosu bandina
adapte olmalar1 amaciyla 12 haftalik egzersiz uygulamasina baglamadan 6nce, 6 giinliik
bir alisma periyodu uygulandi. Alisma periyodu siiresince kosu bandinda giinde 15 dk,
kosu band1 yiiriime hiz1 ilk iki giin 5 m/dk, 3-4. giinler 8 m/dk ve son olarak 5-6.
giinlerde 12 m/dk olacak sekilde ayarlandi. Alisma periyodundan sonra farelere 12 hafta
boyunca haftada 5 giin ve glinde 45 dk (8.00-12.00 saatleri arasinda) kosu bandi
egzersizi uygulandi. Her giin kosu bandi ylirtime hiz1 su sekilde ayarlandi: 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 aymi siire boyunca hareketsiz kosu bandina

yerlestirildi (143) (Sekil 7).
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Sekil 7. Kosu band: egzersizi sirasinda fareler.

3.4. Alzheimer Hastalig1 Modeli Olusturulmasi

Calismamizda Alzheimer modeli olusturmak igin, 12 haftalik egzersiz
uygulamasinin son 4 haftas1 boyunca muskarinik asetilkolin reseptdr antagonisti
skopolamin (scopolamine hydrobromide trihydrate, 99%) uygulandi. Skopolamin
uygulama dozu 2 mg/kg olacak sekilde SF ile sulandirilarak stok soliisyon hazirlandi.
Hazirlanan stok soliisyon 1 ml’lik ependorflar iginde -20°C’de sakland. Enjeksiyondan
once stok soliisyon serum fizyolojik ile sulandirilarak enjeksiyon giinlerinde +4°C’de
saklandi.

Skopolamin uygulanan gruplarda, giinde 1 defa, egzersiz uygulamasindan sonra
olmak {izere, periton igine 2mg/kg dozunda (0,1ml/10gr viicut agirligt hacminde)
skopolamin 28 giin boyunca uygulandi (144). Kontrol gruplarinda ise ayn1 hacimde SF,
ginde 1 defa periton icine uygulandi. Enjeksiyon giinlerinde hayvanlarin viicut
agirhiklan 6l¢iildii ve somatik biiylimelerinin takibi amaciyla haftalik olarak da kilo

takibi yapildi.
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3.5. Deney Gruplan

Gruplarda N=11-15 deney hayvani olacak (toplam N=69) sekilde 4 farkli deney
grubu olusturuldu (Tablo 2). Egzersiz ve skopolamin uygulamasindan sonra fareler
sirastyla, duygusal ve biligsel fonksiyonlar1 degerlendirmek amaciyla agik alan testi ve
morris su havuzu testine alindi. Her gruptan davranis deneylerine alinmayan 4’er
farenin ise enjeksiyonlarin bitiminde prefrontal korteks ve hipokampuslari izole edilerek
western blot analizi ile BDNF, TrkB ve p-GSK3B%™*°| immiinohistokimya analizi ile de

APP ve AB-40 diizeyleri degerlendirildi (Sekil 8) (57).

Tablo 2. Deney gruplart.

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

Marris su havuzu testi

- —
r - - - |
Yavrularin anneden —, 4 Acik alan
ayrimass .4 r testi |
] 21 17 98 100 105.gin

Egzersiz Skopolamin veya serum fizyelojik
enjeksiyonu

Hipokampus ve
prefrontal korteks izolasyonu

Created in BioRender.com bio

Sekil 8. Deney zaman ¢izelgesi.
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3.6. Davrams Testleri

Fareler 28 giinliik enjeksiyon siiresinin son 8 giinlinde, enjeksiyondan 30 dk
sonra deneylere alindilar. Bu siirecte enjeksiyon ve egzersiz uygulamasi da devam
ettirildi. Davranis testlerine baslamadan once farelere 3 giin el adaptasyonu yapildi.
Fareler oncelikle agik alan testine ve 1 giinliik ara verildikten sonra da morris su havuzu

testine alindilar (Sekil 9).

F (Y

3 gin Acik alan Morris su
adaptasyon testi havuzu testi

Sekil 9. Deney Akis Semast.

3.6.1. Acik Alan Diizenegi

Testte kullanilan agik alan diizenegi 60x60x24 olciilerinde siyah pleksiglastan
yapilmis tstii agik ve kenarlar1 1 cm kalinliginda duvar ile c¢evrilidir (Sekil 10).
Diizenegin duvara komsu alani perifer, geriye kalan alani ise merkez alan olarak
adlandirilmaktadir. Acik alan diizenegindeki hayvanin periferde mi merkezde mi daha
cok zaman gecirdigi onemlidir. Aligtig1 ortam disina alinan hayvan alanin merkezine

gitmekten kaginir ve daha az hareket eder.
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Sekil 10. Agik alan diizenegi.

3.6.1.1. Acgik Alan Testi
Fareler ortama adapte olmalari amaciyla deneyden 3 dk Once odaya getirildi.
Ortam sicakligi 22+1 °C, 151k siddeti 100 lux olarak ayarlandi. Fareler herhangi bir

koseden diizenegin icine birakildi ve davranislar1 5 dk boyunca video-kamera ile

kaydedildi.

3.6.1.2. Acik Alan Testinde Degerlendirilen Parametreler

Acik alan testinde, fare diizenege birakildiktan sonra diizenegin periferinden
merkez alana ilk gecisine kadar gecen siire (sn), diizenegin merkez alaninda gecirdigi
stire (sn), diizenegin perifer alaninda ge¢irdigi siire (sn) kaydedildi.
Lokomotor aktivite ve davranis Olgiitleri olarak, farenin test boyunca merkezde gegme
siklig1, perifer ve merkez alanda kat ettigi toplam mesafe (cm) ve farenin st
ekstremiteleri ile dlizenegin duvarina dayanarak vertikal pozisyonda arka ekstremiteleri
lizerinde yiikselmesi (rearing) kaydedildi. Agik alan testinde farelerin lokomotor

aktiviteleri, aragtirmaci ve anksiyete benzeri davranislar1 degerlendirildi.

27



3.6.2. Morris Su Havuzu

Testte kulanilan morris su havuzu 95 cm ¢apinda, 45 cm derinliginde, galvaniz
kaplama sactan yapilmis, i¢ kismi siyah, silindirden olugmaktadir. Havuzun ig¢inde
hareket ettirilebilen 27 cm yiiksekliginde, 10 cm c¢apinda bir kagis platformu
bulunmaktadir (Sekil 11).

Deneyler sirasinda havuzun i¢i platfom seviyesini 1cm asacak kadar ¢esme suyu
ile dolduruldu. Suyun sicakhigi 21 + 1 °C olacak sekilde ayarlandi. Havuzda yiizen
farelere uzaysal ipucu olmasi i¢in, farelerin goriis alani i¢cinde laboratuvar duvarlarina,
acik renk duvara zit sekilde, siyah renkli geometrik sekiller asildi. Havuzdaki 151k 50 lux

olacak sekilde ayarlandi.

Sekil 11. Morris su havuzu.

3.6.2.1. Morris Su Havuzu Egitim Denemeleri ve Testi

Fareler morris su havuzunda 5 giin boyunca giinde 4 defa arka arkaya egitim
denemelerine tabi tutuldu. Her denemede, hayali olarak boliinmiis dort kadranin
herhangi birinden havuza birakilan fareler kagis platformunu bulmalart i¢in 60 sn
siiresince yiizdiiriildii. Deney hayvanlar1 platforma c¢iktiklarinda burada 10 sn
bekletildikten sonra havuzdan alindi. Fareler, egitim denemeleri sirasinda, platformu 60

sn siiresince bulamadiklar1 durumda, el ile yonlendirilerek platformun yerini uzaysal
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olarak oOgrenmeleri saglandi ve 10 sn platformda bekletilerek havuzdan alindi.
Platformun yeri egitim denemelerin hepsinde aym1 kadranda sabit seklide tutuldu.
Egitim denemeleri arasinda fareler, uygun ortam sicaklig1 saglanarak kafeslerinde 30 sn
bekletildi.

Deneyin sinav giinii olan 6. giinde platform havuzdan uzaklastirildi ve deney
hayvanlari, platformun uzaklastirilmadan 6nce bulundugu kadranin karsisindaki
kadrandan havuza birakildi. Fareler test i¢in 60 sn siiresince havuzda yiizdiiriildii ve
platform uzaklastirilmadan 6nce bulundugu kadranda (hedef kadran) gegirdikleri siire
kamera ile kayitlandi. ETHOVISION XT (NOLDUS, siiriim 4.1) ile morris su havuzu
egitim denemeleri ve testinde farelerin uzaysal 6grenmeleri ve bellekleri degerlendirildi

(145).

3.6.2.1.1. Morris Su Havuzunda Degerlendirilen Parametreler
Moris su havuzu testinde ilk 5 giin, farelerin egitim denemelerinde 60 sn icinde
kacis platformunu bulma siiresi (sn) ve platformu bulunana kadarki ortalama yiizme hiz1
(cm/sn) kaydedildi. Deneyin 6. giinlinde platform kaldirildiktan sonra 60 sn boyunca,
platformun bulundugu kadranda gecirilen siire (sn) ve ortalama ylizme hizi (cm/sn)

kaydedildi.

3.7. Western Blot Analizi

Western blot, hiicre veya dokulardan elde edilen protein karigimlart kullanilarak
spesifik proteinleri tespit etmek amaciyla olduk¢a yaygin kullanilan bir analiz
yontemidir. Bu yoOntemde, calisilan protein Ornekleri elektriksel ortamda, sodyum
dodesil siilfat-poliakrilamid jel (SDS-PAGE) iizerinde proteinlerin art1 kutba dogru go¢
etmesi saglanarak molekiil agirliklarina gore siralama islemi gergeklestirilmektedir. Jel
tizerindeki proteinler molekiiler agirliklarina gore bulunduklar1 alanda bir bant seklinde
yigilma gosterirler. Elektriksel bir kutup olusturularak proteinlerin molekiiler
agirliklarina gore bu sekilde siralanmasi elektroforez olarak adlandirilir. Elektroforez
islemi sonrasi jel iizerinde bulunan protein bandlar PVDF membrana aktarilir. Bu
isleme blotlama adi verilmektedir. Blotlama islemi sonrasi membran iizerinde 6zgiil
proteinlerin baglanmadig1 noktalarda, uygun olmayan reaksiyonlarin gergeklesmesini
engellemek amaciyla ilgisiz proteinler ile kaplanmasi saglanir, bu islem bloklama olarak

adlandirilir. Bu islemlerin devaminda, uygun bir birincil ve ikincil antikor kullanilarak
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hedef proteini isaretlenir ve goriintiileme islemi ile membran iizerindeki bantlar rontgen
filmine aktarilir. Antikorlar yalnizca, spesifik proteinlere baglandigindan goriintiilleme

esnasinda membran iizerinde tek bir bant olusur (Tablo 3).

Tablo 3. Western Blot Analizinde Kullanilan Soliisyonlar 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 Persiilfat) 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 00076581 (Proteintech)
Polyclonal antibody

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- | SAO0001-2(Proteintech)
HRP conjugate

Rontgen Banyo Soliisyonu Developer de1576 (Impact)
Rontgen Banyo Soliisyonu Fixer del576 (Impact)

Yiikleme tamponu: 100uL 2-merkaptoetanol + 900 pL 4X-Laemmli sample buffer
Yikama Tamponu: 900 ml saf su + 100 ml 10xTBS + 1 ml Tween 20

Bloklama Soliisyonu: 100 ml yikama tamponu + 5 g Siit tozu
3.7.1. Western Blot Analiz Asamalar

3.7.1.1. Total Protein Orneklerinin Elde Edilmesi

Western blot analizi Oncesinde, kullanilacak doku oOrneklerinden proteinlerin
elde edilmesi amaciyla, 28 giin boyunca enjeksiyon yapilan farelerin prefrontal korteks
ve hipokampus izolasyonlar1 yapildi. Izole edilen bu dokular homojenizasyonun

yapilacagi giine kadar -80 °C’de muhafaza edildi. Elde edilen bu prefrontal korteks ve
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https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/23225
http://www.bio-rad.com/en-ca/sku/1610747-4x-laemmli-sample-buffer

hipokampus dokular1 6ncelikle hassas terazide tartildi. Tartilan Ornekler RIPA
karisimiyla birlestirilip homojenizatdrde 70-80 RPMI’da en az 5 dk homojenize edildi.
Tartilan her bir dokunun 1 grami i¢in 3 ml RIPA karisimi hazirlandi. Her 1 ml RIPA
icin ise 10 pul PMSF, 10 ul sodiumorthovanadat ve 10-20 pl proteaz inhibitorii eklenip
bir RIPA karigimi olusturuldu. Protein 6rnegi ve RIPA karigimi krema kivami alana
kadar homojenize edildi ve 1 mI’lik ependorflara aktarildi. Ependorflar +4 °C’de 14000
RPMI ‘da 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonucu olusan siipernatan kisim total protein

olarak kabul edilip farkli bir ependorfa aktarild1 ve -20 °C’de saklandi.

3.7.1.2. Total Protein Ol¢iimii

Orneklerden elde edilen total protein diizeyi, protein miktarlar1 bilinen albumin
standartlar1 kullanilarak BCA (Bicinchoninic Acid) Protein Assay testi ile saptandi.
BCA protein testi, bir numunedeki toplam protein miktarinin belirlenmesi amaciyla

kullanilmaktadir. Bu yontem, proteinlerin alkali bir ¢ozeltide (bilire reaksiyonu) Cu*™®

yi
Cu*"e indirgemesi ve bisinkoninik asit ile mor bir renk olusumuna yol agmasi prensibi
ile calismaktadir. Bakirin indirgenmesi temel olarak protein molekiillerinde bulunan
sistein veya sistin, tirozin ve triptofan dahil olmak tlizere dort aminoasit kalintisindan
kaynaklanmaktadir (146). Olusan mor rengin absorbans degerleri spektrofotometrede
562 nm’de alinmaktadir. Daha sonra standart bir protein i¢in elde edilen bir referans
egrisi ile 20-2000 pg/mL araligindaki protein konsantrasyonlar1 hesaplanabilmektedir
(147).

Oncelikle BCA c¢alisma soliisyonu hazirlandi. Bu amagla, her &rnek i¢in 200 pL
olacak sekilde, BCA Protein Assay kit igerisindeki BCA Soliisyon A ve B’den 50:1
oraninda alinip karistirildi. Daha sonra protein miktarlar1 bilinen 9 adet standart, Tablo
4’te gosterilen oranlarda, stok sigir serum albumininden (BSA) seyreltme yapilarak
hazirlandi.

Hazirlanan 9 adet standart ve protein miktarinin tayin edilecegi drnekler 96’lik
kiiltiir kaplarina sirayla her biri 25 pl olacak sekilde eklendi (Sekil 12). Daha sonra
calisma soliisyonundan hem standart hem de orneklerin tizerine 200 puL eklendi ve

37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 562 nm’de spektrofotometrede

absorbanslar ol¢iildii.
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BSA standartlar i¢cin 562 nm’deki 6l¢tim degerleri, her standardin pg/mL’deki

protein konsantrasyonuna karsi ¢izilerek standart bir egri elde edildi (Sekil 13). Deney

gruplarindaki 6rneklerin protein konsantrasyonunu belirlemek amaciyla bu standart egri

kullanildi. Boylece 6rneklerdeki proteinlerin mL’deki pg diizeyleri belirlendi.

Tablo 4. Seyreltilmis BSA Standartlarinin Hazirlanmasi.

Final BSA
Ependorf Seyreltme Hacmi BSA’nin Hacim ve Kaynagi Konsantrasyonu (ug/mL)
(uL) (uL)

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

| 400 0 0

Sekil 12. Kiiltiir kabina yiiklenen protein drnekleri.
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Sekil 13. BSA standartlarinin protein konsantrasyonuna karsilik gelen absorbans yanit egrisi.
BSA: Sigir Serum Albumin

3.7.1.3. SDS PAGE Jelinin Hazirlanmasi

Western blot ¢alismasi i¢in firmadan temin edilen iki cam plak, girintili kisim i¢
tarafta ve camin tlizerindeki “UP” yazili kisim yukarda olacak sekilde kasetcerceveleri
arasina sikistirildi ve kasetstandina yerlestirildi. Firmadan temin edilen Acrylamide Kit
ile SDS PAGE jel’in ayirict jeli asagida belirtilen Tablo 5’e uygun sekilde hazirlandi.
Ayiric jelin st yiizeyinin diizglinliiglinii saglamak amaciyla tizerine 1 ml isopropanol
eklendi ve polimerize olmasi i¢in 30 dakika beklendi. Siire sonunda jel yiizeyindeki
isopropanol kurutma kagidi kullanilarak uzaklastirildi. Sonrasinda, Tablo 6’da
belirtildigi gibi paketleyici jel hazirland1 ve ayirict jelin tizerine, camlar arasinda hig
bosluk kalmayacak sekilde eklendi. Polimerize olmasi beklenmeden jel icerisinde
kuyular1 olusturacak olan jel taragi dikkatli bir sekilde paketleyici jel igerisine
yerlestirildi ve +4°C’de bir gece bekletildi.

33



Tablo 5. Ayirici jel hazirlama orani.

Ayirict Jel

Resolver A Resolver B TEMED APS(%10)

3mL 3mL 3 uL 30 uL

Tablo 6. Paketleyici jel hazirlama oranlari.

Paketleyici Jel

Stacker A Stacker B TEMED APS(%10)

I mL 1 mL 2 ulL 10 uL

3.7.1.4. Proteinlerin Jel Uzerinde Yiiriitiilmesi

Daha once RIPA ile hazirlanan total protein ornekleri -20 °C’den ¢ikarildi ve
buz icerisine alindi. Kuyucuk yiiklemesi i¢in her 6rnek 30 pg protein igerecek ve 30 ul
hacimde olacak sekilde hesaplama yapildi. Protein drneklerinin tizerlerine 3:1 oraninda
ylikleme tamponu eklenerek 5 dk boyunca 95°C’de kuru blok 1siticida bekletildi.

Bir gece Oncesinden hazirlanan jel kasete oturtularak yiirlitme tankina
yerlestirildi ve tank igerisine TGS (ylriitme soliisyonu) eklendi. Jel {lizerindeki tarak
dikkatli bir sekilde kaldirilarak olusturulan kuyular kontrol edildi. Sonrasinda 10uL’lik
otomatik pipet yardimiyla jelin ilk kuyucuguna jel elektroforezi standardindan 3 pl,
diger kuyucuklara ise protein Ornekleri 30 pl olacak sekilde sirasiyla yiiklendi.
Proteinler ilk 20 dakika 80 volt’da daha sonra 100 volt’da proteinler membranin sonuna

ulasincaya kadar yaklagik 1-1,5 saat yiirtitildii (Sekil 14 ve 15).
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Sekil 14. Proteinlerin kuyucuklara yiikklenmesi.

Sekil 15. Proteinlerin jel iizerinde yiiriitiilmesi.

3.7.1.5. Jelin Membrana Aktarilmasi

Membrana aktarim agamasinda kullanilacak olan membran ve filtre kagitlari
hazirlandi. Membran {istiinii tamamen 1slatacak sekilde metanol ile 1 dk bekletildi. Daha
sonra lizerine transfer soliisyonu eklendi. Filtre kagitlar1 da transfer soliisyonu ile

1slatildi.

35



Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra jel cam plaklar arasindan ¢ikarilarak TGS
soliisyonu icine birakildi. Transfer cihazina oncelikle 6 adet filtre kagidi, {izerine
membran ve membranin ilizerine jel, en iiste tekrar 6 adet filtre kagidi koyuldu. Son
olarak arada kabarcik kalmamasi amaciyla silindir ¢ubukla filtre kagidinin iizerinden

birkag kez dikkatlice gecildi. Transfer islemi 7 dk igerisinde tamamlandi.

3.7.1.6. Bloklama

Jelin membrana aktarilmasi gerceklestikten sonra, membran TBS soliisyonu
icine alind1 ve 5 dakika bekletildi. Daha sonra membran tizerindeki TBS dokiildii ve
daha 6nce hazirlanan 20 ml %5°lik bloklama soliisyonu igerisinde +4°C’de 1 saat hafif
derecede calkalandi. Bir saat sonunda, bloklama soliisyonu dokiildii ve membran 3 kez

5’er dakika boyunca yikama soliisyonuyla +4°C’de galkalayicida yikandi.

3.7.1.7. Primer ve Sekonder Antikorlarla Inkiibasyon

Yikama islemi bittikten hemen sonra primer antikor uygulandi. Her 6rnek i¢in -
aktin, BDNF, TrkB 1: 500 ve p-GSK3BSer389 olmak ftizere 4 adet primer antikor
uygulamas1 ayr1 ayri gergeklestirildi. Oncelikle primer antikorlar, B-aktin 1:1000,
BDNF 1:500, TrkB 1: 500, p-GSK3B°™* 1:500 oraninda olmak iizere bloklama
soliisyonuyla seyreltildi ve bu iglem yapildiktan sonra membranlar iizerine uygulandi.
Membran uygulanacak primer antikor ile 1 gece +4°C’de galkalayici lizerinde inkiibe
edildi.

Siire bitiminde membranin iizerindeki primer antikor dokiildii ve membran oda
sicakliginda 3 kez 5’er dakika calkalayici {izerinde yikama soliisyonu ile yikandi.
Yikama islemi sonrasinda, daha once bloklama soliisyonuyla 1:5000 oraninda
hazirlanmis olan sekonder antikor membran {izerine eklendi. Membran sekonder
antikorla 1 saat boyunca +4°C’de calkalayici iizerinde inkiibe edildi. 1 saat sonunda
sekonder antikor dokiildii ve membran 3 kez 5’er dakika +4°C’de calkalayicida yikama

soliisyonuyla yikandi.
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3.7.1.8. Goriintiileme

Goriintiileme islemi karanlik odada gergeklestirildi. Yikama sonrasi Enhanced
Chemi Luminescence (ECL) soliisyonu membran iizerine dokiildii ve oda sicakliginda
15 dakika calkalanarak karanlikta bekletildi. ECL soliisyonu ile muamele sonrasi
membranda olusan 1s1ma 18x24 cm’lik X-ray filmine aktarilarak protein bantlarinin
goriinlir hale getirilmesi saglandi. Isimanin filme aktarilmasindan sonra X-ray filmi
sirastyla 1 dakika developer soliisyonunda, 1 dakika fixer soliisyonunda bekletildi ve
hemen ardindan c¢esme suyuyla yikandi (Sekil 16). Bu islem sonunda spesifik
proteinlere ait bantlar, X-ray filmi {izerinde goriiniir hale getirilerek degerlendirmeleri
yapildi.

X-ray film lizerinde elde edilen protein bantlar1 bilgisayar ortamina aktarilarak,
Image Lab Programi ile bant protein yogunluklarmin kantitatif analizleri yapildi.
Yapilan analizde, spesifik protein yogunluk miktarlarinin, B-aktin proteine ait bant
yogunluk miktarina boliinmesiyle normalize edildi. Degerler kontrol grubuna gore bant
yogunluk miktarlar1 % degisimi su sekilde ifade edildi: [(Prt yOog.smek / Prt yog.s-akiin )/Prt
VO&.kontrol ort-X 100]. Kontrol grubunun protein yogunluk degeri %100 olarak

belirlenirken, kontrol grubunun protein kat artigi 1 olarak belirlendi.

Sekil 16. Goriintiileme isleminde kullanilan materyaller.

3.8. Iimmiinohistokimya Yontemi
Amiloid Prekiirsor Protein (APP) ve Amiloid Beta-40 (AB-40) aktivitesinin

belirlenmesi amact ile hipokampus ve prefrontal korteks dokularindan elde edilen
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histolojik kesitler, polilizin kapli lam {izerine alindi. Buzdolabinda bekletilen kesitler
isaretleme islemine gecilmeden Once kurutularak, tekrar buzdolabina alindi ve 15
dakika bekletildi. Buzdolabindan ¢ikarildiktan sonra tekrar kurutulan kesitler, 60 °C’de
etiivde ksilol igerisinde 15 dakika deparafinize edildi. Daha sonra doku kesitleri, oda
sicakliginda ksilol serilerinden gecirildi. Derecesi giderek azalan alkol serileri igerisinde
hidrate edildi ve distile su igerisine alindi. Kesitler daha sonra, sitrat soliisyonu (pH:6)
igerisine alinip 95°C’lik su banyosunda 45 dakika siireyle bekletilerek antijenlerin agiga
cikarilmasi saglandi. Oda sicakliginda 45 dk sogutulan kesitler, distile suda yikandi ve
endojen peroksitleri engellemek amaciyla %3’liik hidrojen peroksit (H,O,) igerisine
aliarak yaklasik 10 dk kadar bekletildi. Kesitler, saf su ve fosfat tamponundan (PBS,
pH: 7,2-7,4) gecirildi. Her bir kesitin etrafi dikkatlice silinip, kurulandiktan sonra,
lizerine nonspesifik baglanmay1 engellemek amaciyla bloklama soliisyonu (ab93705,
Abcam, USA.) damlatildi. Oda sicakliginda 15 dakika bekletildikten sonra kesitler,
distile su ve fosfat tamponundan gegirildikten sonra dokularin etrafi kurulandi. Daha
sonra 1/200 oraninda diliie edilen anti-APP (27320-1-AP, Proteintech, USA) ve 1/200
oraninda diliie edilen anti-AB-40 (NBP1-44047, Novus Biologicals, USA) primer
antikorlar1 damlatildi. Primer antikor damlatilan tiim kesitler +4°C’de, nemli ortamda
bir gece bekletildi. Negatif kontrol i¢in alinan kesitlere primer antikorlar yerine,
diliisyon soliisyonu damlatildi. Primer antikorla muamele edilip 1 gece +4°C’de ve
ardindan 1 saat oda sicakliginda bekletilen kesitler, daha sonra distile su ve PBS’den
gecirildi. Uzerlerine Biotin (ab93705, Abcam, USA.) damlatilarak 15 dk siireyle oda
sicakliginda tutuldu. 15 dk sonra distile su ve PBS’de yikanan kesitlerin etrafi kurulanip
Avidin (ab93705, Abcam, USA.) damlatilalarak, 20 dakika siireyle oda sicakliginda
bekletildi. Distile su ve PBS’den gegirilen kesitler iizerine, aminoetilkarbozol (AEC,
ab93705, Abcam, USA) sollisyonu damlatildi ve 10 dakika bekletildi, ¢esme suyu
icerisinde yikandi (Tablo 7). Doku kesitleri, zit boyama i¢in hematoksilen ile 30 saniye
boyandi. Boyama isleminden sonra kesitler, ¢esme suyunda yikanarak kurumaya
birakildi. Su bazli kapama maddesi damlatilarak dokular lamel ile kapatildi. Olympus
BX53 151k mikroskobu (Japonya) ile incelenerek fotograflar1 ¢ekildi.
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Tablo 7. immiinohistokimya Ydnteminde Kullanilan Soliisyonlar ve Kimyasal Ajanlar.

Anti-APP 27320-1-AP, Proteintech, USA
Anti-AB3-40 NBP1-44047, Novus Biologicals, USA
Biotin ab93705, Abcam, USA

Avidin ab93705, Abcam, USA
Aminoetilkorbozol AEC, ab93705, Abcam, USA
Blocking soliisyonu ab93705, Abcam, USA

3.8.1. Immiinohistokimyasal Skorlama Yéntemi

APP ve AB-40 eckspresyonlarini arastirmak amaciyla immunohistokimyasal
skorlama y&ntemi uygulandi. Immiinohistokimyasal skorlama icin 40’lik objektifte
rastgele segilen 10 alanda H Skorlama sistemi kullanildi. H skoru, pozitif hiicre
yiizdesiyle birlikte 4 farkli boyama yogunlugunun ¢arpimi toplanarak hesaplandi (Tablo
8).

Tablo 8. Hiicrelerin boyanma derecesinin degerlendirilmesi.

Boyanma Derecesi

Hig¢ boyanma yok

Zayif derecede boyanma

Orta derecede boyanma

W N = D

Giiclii derecede boyanma

H Skor degerini heasaplamak i¢in ‘I x PC’ formiilii kullanilda.

I: Intensity (Yogunluk)

PC: Her derecede boyanan hiicre yiizdesi

Gruplar arasindaki ekspresyon farkliliklar1 ‘Mann Whitney U’ testi kullanilarak
degerlendirildi. 0,05 ten kiigiik p degerleri anlamli kabul edildi.

3.9. Istatistiksel Analiz

Veriler ortalama =+ standart hata (SH) olarak ifade edildi. Istatistiksel analizde,
SPSS 20.0 bilgisayar programi kullanildi. Normal dagilima uyan ve parametrik
verilerde ANOVA ardindan ikili grup karsilastirmalarinda Tukey testi kullanildi.

Normal dagilima uymayan ve parametrik olmayan veriler Kruskal Wallis testini takiben
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ikili grup karsilagtirmalarinda Mann Whitney U testi ile analiz edildi. Viicut agirligi ve
Morris su havuzu testi normal dagilima uymadigi i¢in Friedman’in ANOVA takiben
gruplarin kendi i¢lerinde karsilastirmasinda Wilcoxon testi, gruplar arasi karsilagtirmada

Mann Whitney U testi kullanild1. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirhg

Viicut agirligt olgiimlerinde S-SF [¢2 (11) =152,3 p<0,001], E-SF [y2 (11)
=162,9 p<0,001], S-SCOP [y2 (11) =103,4 p<0,001] ve E-SCOP [y2 (11) =129,6
p<0,001] gruplarinda ANOVA ile haftalar arasinda anlamli fark bulundu. Tim
gruplarda viicut agirliginda, birinci hafta ile karsilastirildiginda tiim haftalarda anlaml
artma saptandi (p<0,01).

Viicut agirliginda gruplar aras1 karsilagtirmalarda ikinci hafta [H (3,53) =8,32
p=0,04], tlg¢iincii hafta [H (3,53) =26,14 p<0,001], dordiincii hafta [H (3,53) =19,24
p<0,001], altinc1 hafta [H (3,53) =9,24 p=0,02] ve yedinci hafta [H (3,53) =13,17
p=0,004] gruplar arasinda anlamli fark saptandi. E-SF grubunda S-SF grubuna gore
tictincti (U=30,0 p<0,001 z=-3,49) ve dordiincii (U=59,0 p=0,02 z=-2,28) gilinde anlaml1
azalma saptandi. E-SCOP grubunda S-SCOP grubuna gore {igiincii (U=10,5 p<0,001
z=-3,49), dordiincii (U=9,5 p<0,001 z=-3,54), altinc1 (U=28,5 p=0,01 z=-2,39) ve
yedinci (U=14,5 p=0,001 z=-3,27) giinde anlamli azalma bulundu. Birinci hafta [H
(3,53) =1,58 p=0,66], besinci 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 arasinda anlaml fark saptanmadi (Sekil 17).
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Sekil 17. On iki haftalik viicut agirlig:.

Veriler ortalama +SH olarak ifade edildi Gruplarda N=11-15. Istatistiksel analiz icin metin icine bkz.
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4.2. Acik Alan Testi

Agik alan testinde merkez alanda gecirilen siirede anlamli ila¢ [F (1,49) =39,17
p<0,001] ve egzersiz [F (1,49) =7,18 p=0,01] etkisi bulunurken ila¢ x egzersiz
etkilesimi bulunmadi [F (1,49) =1,35 p=0,25]. Merkezde gecirilen siire S-SCOP
grubunda S-SF grubuna goére anlamli azaldi (p<0,01). E-SF grubunda, S-SF (p=0,02) ve
E-SCOP (p<0,001) grubuna gore anlamli arttt. E-SCOP grubu ile S-SCOP grubu
arasinda anlamli fark saptanmadi (p=0,74) (Sekil 18).
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Sekil 18. Acik alan testinde merkez alanda gegirilen siire.

*p<0,05, **p<0,01 S-SF grubuna gore, ###p<0,001 E-SF grubuna gére. ANOVA takiben Tukey HSD
testi. Veriler ortalama =SH olarak ifade edildi. Gruplarda N=11-15.

Acik alan testinde kat edilen mesafede anlamli ila¢ etkisi [F (1,49) =30,25
p<0,001], egzersiz [F (1,49) =31,26 p<0,001] etkisi ve ilag x egzersiz etkilesimi
bulundu [F (1,49) =4,48 p=0,039]. E-SF grubunda S-SF grubuna gore kat edilen mesafe
anlaml artt1 (p=0,049). E-SCOP grubunda E-SF (p<0,001) ve S-SCOP (p<0,001)
grubuna gore anlamh artti. Kat edilen mesafede S-SCOP grubunda S-SF grubuna gore
artma egilimi saptand1 (p=0,09) (Sekil 19).
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Sekil 19. Agik alan testinde diizenekte kat edilen mesafe (cm).

*p<0,05 S-SF grubuna gore, ###p<0,001 E-SF grubuna gore, ~*p<0,001 S-SCOP grubuna gore.
ANOVA takiben Tukey HSD testi. Veriler ortalama +SH olarak ifade edildi. Gruplarda N=11-15.

Ayaga kalkma sikliginda anlamli ilag¢ [F (1,49) =4,06 p<0,05] ve egzersiz [F
(1,49) =43,79 p<0,001] etkisi bulunurken ila¢ x egzersiz etkilesimi bulunmadi [F (1,49)
=0,10 p=0,75]. E-SF grubunda S-SF grubuna gore (p<0,001), E-SCOP grubunda S-
SCOP (p=0,001) grubuna gore ayaga kalkma sikliginda anlaml artis saptandi. S-SCOP
grubunda S-SF (p=0,63) grubuna gore, E-SCOP grubunda E-SF (p=0,34) grubuna gore
anlamli fark bulunmadi (Sekil 20).
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Sekil 20. Agik alan testinde diizenekte ayaga kalkma siklig1.

*##%p<0,001 S-SF grubuna goére, ~'p<0,01 S-SCOP grubuna gére. ANOVA takiben Tukey HSD testi.
Veriler ortalama +SH olarak ifade edildi. Gruplarda N=11-15.

Acik alan diizeneginin merkezine gegme sikliginda anlamli egzersiz [F (1,49)
=15,60 p<0,001] etkisi ve ila¢ x egzersiz [F (1,49) =4,85 p<0,05] etkilesimi bulunurken
ilag etkisi bulunmadi [F (1,49) =0,36 p=0,54]. E-SCOP grubunda S-SCOP grubuna
gore merkeze gecme sikliginda anlamli artis bulundu (p=0,001). E-SF ve S-SCOP
grubunda S-SF grubuna gore (sirasiyla p=0,54, p=0,68), E-SCOP grubunda E-SF
grubuna (p=0,20) gore anlaml fark saptanmadi (Sekil 21).
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Sekil 21. Acik alan diizeneginde merkez alana gegme sikligi.

AMp<0,01S-SCOP grubuna gore. ANOVA takiben Tukey HSD testi. Veriler ortalama
+SH olarak ifade edildi. Gruplarda N=11-15.

Agik alan testinde ilk kez merkeze geg¢me siiresinde anlaml egzersiz [F (1,49)
=33,70 p<0,001] etkisi bulurken, ila¢ [F (1,49) =3,35 p=0,073] etkisi ve ila¢ x egzersiz
etkilesimi bulunmad1 [F (1,49) =3,49 p=0,68]. E-SF grubunda S-SF grubuna gore, E-
SCOP grubunda S-SCOP grubuna gore ilk kez merkez alana geg¢me siiresi azaldi
(strastyla p<0,05, p<0,001). S-SCOP grubunda S-SF grubuna goére merkeze ge¢me
siiresinde artma egilimi bulundu (p=0,06). E-SCOP grubunda E-SF grubuna goére
anlamli fark saptanmadi (p=1,00) (Sekil 22).
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Sekil 22. Acik alan diizeneginde merkez alana ilk kez gegis siiresi.

*p<0,05 S-SF grubuna gore, ~p<0,01 S-SCOP grubuna gére. ANOVA takiben Tukey HSD testi. Veriler
ortalama £SH olarak ifade edildi. Gruplarda N=11-15.

4.3. Morris Su Havuzu Testi

4.3.1. Egitim Denemeleri

Morris su havuzu testinde egitim denemelerinde bes giin boyunca gizli
platformu bulma siiresinde S-SF grubunda ANOVA giinler arasinda anlamli fark buldu
[’ (4) =26,2 p<0,001]. Platformu bulma siiresinde, birinci giin ile karsilastirildiginda
ikinci (Z=-2,3 p=0,02), ti¢lincii (Z=-2,02 p=0,04), dordiincii (Z=-2,09 p=0,03) ve besinci
(Z=-3,58 p<0,001) glinde anlaml1 azalma saptandi.

E-SF grubunda platformu bulma siiresinde gilinler arasinda ANOVA ile anlaml
fark saptandi [y° (4) =25,7 p<0,001]. Birinci giin ile karsilastirildiginda dordiincii (Z=-
2,5 p=0,011) ve besinci (Z=-4,3 p<0,001) glinde anlaml1 azalma bulundu.

Egitim denemelerinde platformu bulma siiresinde S-SCOP grubunda giinler
arasinda anlamli fark saptandi [y* (4) =17.5 p=0,002]. Platformu bulma siiresinde,
birinci giin ile karsilastirildiginda ikinci (Z=-2,7 p=0,006), ii¢iincii, (Z=-4,0 p<0,001)
dordiincii (Z=-2,7 p=0,006) ve besinci (Z=-2,7 p=0,007) giinde platformu bulma

suresinde anlamli azalma bulundu.
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E-SCOP grubunda platformu siiresinde giinler arasinda ANOVA ile anlamli fark
saptandi [y’ (4) =10,8 p=0,028]. Birinci giin ile karsilastirldiginda ikinci (Z=-2,6
p=0,008), {¢iincl, (Z=-3,3 p=0,001) dordiincii (Z=-2,8 p=0,004) ve besinci (Z=-2,6
p=0,007) gilinde platformu bulma siiresinde anlaml1 azalma bulundu.

Egitim denemelerinin birinci [H (3,212) =17,04 p=0,001], dordiinci [H (3,212)
=10,04 p=0,01] ve besinci [H (3,212) =19,16 p<0,001] giinlerinde platformu bulma
siresinde gruplar arasinda anlamli fark saptandi. E-SF grubu S-SF grubu ile
karsilastirildiginda birinci (U=1618,0 p=0,3 z=-1,0), ikinci (U=1760,5 p=0,8 z=-0,2),
tictinci (U=1701,0 p=0,5 z=-0,5), dordiincii (U=1556,0 p=0,1 z=-0,1) ve besinci
(U=1553,0 p=0,1 z=-0,1) giinde anlaml1 fark bulunmadi. S-SCOP grubu S-SF grubu ile
karsilastirildiginda platformu bulma siiresinde birinci (U=980,0 p=0,006 z=-2.7),
dordiincii (U=992,0 p=0,02 z=-2,2) ve besinci (U=840,0 p=0,001 z=-3,2) giinde anlamli
artis saptanirken ikinci (U=1098,0 p=0,1 z=-1,5) ve ii¢lincii (U=1263,5 p=0,6 z=-0,3)
giinde fark bulunmadi. Platformu bulma siiresinde E-SCOP grubu E-SF grubu ile
karsilastirildiginda birinci (U=1058,5 p=0,008 z=-2,6) ve besinci (U=1015,5 p=0,008
z=-2,6) glinde anlamli artis bulunurken ikinci (U=1436,5 p=0,9 z=-0,0), ii¢lincii
(U=1434,0 p=0,9 z=-0,0) ve dordiincii (U=1244,0 p=0,2 z=-1,2) giinde anlaml fark
saptanmadi. E-SCOP grubu S-SCOP grubu ile karsilastirildiginda birinci (U=948,0
p=0,2 z=-1,1), ikinci (U=910,5 p=0,2 z=-1,2), tgiincii (U=1042,0 p=0,9 z=-0,1),
dordiincii (U=876,5 p=0,1 z=-1,5) ve besinci (U=941,5 p=0,3 z=-0,9) giinde platformu

bulma siiresinde anlamli fark bulunmadi (Sekil 23).
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Sekil 23. Morris su havuzu testinde gizli platformu bulma siiresi.

*p<0,05 **p<0,01 S-SF grubuna gore, ##p<0,01 E-SF grubuna gore. Friedman’nin ANOVA testi takiben Mann
Whitney U testi. Veriler ortalama +SH olarak ifade edildi. Gruplarda N=11-15.

Morris su havuzu testinde egitim denemelerinde bes giin boyunca yiizme hizinda
S-SF grubunda ANOVA ile giinler arasinda anlamli fark bulundu [y* (4) =17,14
p<0,01]. Yiizme hizi, birinci giin ile karsilastirildiginda iiclincii (Z=-2,10 p=0,03),
dordiincii (Z=-3,22 p=0,001) ve besinci (Z=-3,34 p=0,001) giinde anlaml1 azaldu.

E-SF grubunda yiizme hizinda giinler arasinda ANOVA anlaml fark saptadi [y
(4) =32,22 p<0,001]. Birinci giin ile karsilastirildiginda yiizme hizi, iiglincii (Z=-2,27
p=0,02), dordiincii (Z=-3,90 p<0,001) ve besinci (Z=-4,63 p<0,001) glinde anlamh
azaldi.

Egitim denemelerinde yiizme hizinda S-SCOP grubunda giinler arasinda anlamli
fark saptandi [ (4) =9,8 p=0,043]. Birinci giin ile karsilastirldiginda dordiincii giinde
ylizme hizinda azalma saptandi (Z=-1,9 p=0,04).

E-SCOP grubunda yiizme hizinda giinler arasinda ANOVA anlamli fark bulmadi
[’ (4) =8,6 p=0,071].

Morris su havuzu testinde egitim denemelerinde yiizme hizinda birinci [H (3,
212) =16,50 p=0,001], tigiincti [H (3,212) =15,20 p=0,002], dordiincii [H (3,212) =9,32
p=0,025] ve besinci [H (3,212) =21,43 p<0,001] giinlerde gruplar arasinda anlaml fark
saptand1. E-SF grubu S-SF grubu ile karsilastirildiginda birinci (U=1309,0 p=0,01 z=-
2,5) giinde ylizme hizinda artis saptanirken diger giinlerde anlamli fark bulunmadi. S-
SCOP grubu S-SF grubu ile karsilastirildiginda yiizme hizinda birinci (U=935,0
p=0,011 z=-2,5), iciincii (U=975,0 p=0,023 z=-2,2) dordiincii (U=946,0 p=0,014 z=-
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2,4) ve besinci (U=729,0 p<0,001 z= -3,8) giinde anlaml artis saptandi. E-SCOP
grubunda E-SF grubu ile karsilastirildiginda yiizme hizinda tigiincii (U=1049,0 p=0,016
z=-2,4) ve besinci (U=1041,0 p=0,014 z=-2,4) giinde anlaml artis bulunurken diger
giinlerde anlamli fark bulunmadi. E-SCOP grubu, S-SCOP grubu ile karsilastirildiginda

gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi (Sekil 24).
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Sekil 24. Morris su havuzu testinde egitim denemelerinde yiizme hizi (cm/sn).

*p<0,05, ***p<0,01 S-SF grubuna gore, #p<0,05 E-SF grubuna gore. Friedman’nin ANOVA testi takiben
Mann Whitney U testi. Veriler ortalama +SH olarak ifade edildi. Gruplarda N=11-15.

4.3.2. Test

Morris su havuzunda bes giin egitim denemeleri tamamlanan fareler altinci
giinde platform kaldirilarak platformun bulundugu kadranin kars1 kadranindan deneye
alindilar. Altinc1 giinde platformun bulundugu kadranda gegirilen siirelere bakildiginda
gruplar arasinda anlamli fark bulundu [H (3, 53) =21,52 p<0,001]. S-SCOP grubunda S-
SF grubuna gore hedef kadranda gecirilen siire anlaml olarak azaldi (U=7,0 p<0,001
z=-3,9). E-SF grubunda S-SF grubuna goére hedef kadranda gecirilen siirede anlaml1 fark
saptanmadi (U=108,0 p=0,852 z=-0,1). E-SCOP grubunda E-SF grubuna gore azalma
egilimi bulundu (U=51,5 p=0,06 z=-1,8). E-SCOP grubunda S-SCOP grubuna gore
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hedef kadranda gegirilen siirede anlamli artig saptand1 (U=19,5 p=0,004 z=-2,8) (Sekil
25).
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Sekil 25. Morris su havuzu testinde hedef kadranda gegirilen siire.

Hedef kadranda gegirilen siire (sn)
[ee]

*##%p<0,001 S-SF grubuna gore, ~p<0,01 S-SCOP grubuna gore. Kruskal Wallis takiben Mann Whitney
U testi. Veriler ortalama +SH olarak ifade edildi. Gruplarda N=11-15.

Morris su havuzu test gilinlinde gruplar arasinda ylizme hizinda anlamli fark

bulunmadi [H (3, 53) =1,038 p=0,79] (Sekil 26).
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Sekil 26. Morris su havuzu testinde yiizme hizi (cm/sn).

Veriler ortalama +SH olarak ifade edildi. Gruplarda N=11-15.

4.4. Western Blot Analizi

Western Blot ile hipokampus BNDF ekspresyonunda gruplar arasinda anlaml
fark saptandi1 [H (3, 16) =11,13 p=0,011] (Sekil 21). E-SF grubunda S-SF grubuna gore
BDNF ekspresyonunda anlamli artis bulundu (U=0,0 p=0,01 z=-2,4). S-SCOP grubunda
S-SF grubuna gére BDNF ekspresyonu anlamli azaldi (U=0,0 p=0,014 z=-2,4). E-SCOP
grubunda S-SCOP grubuna gore BDNF ekspresyonu anlamli artt1 (U=1,0 p=0,01 z=-
2,3). E-SCOP grubunda E-SF grubuna gére BDNF ekspresyonunda anlamli fark
bulunmadi (U=4,0 p=0,24 z=-1,1) (Sekil 27 ve 28a).

Hipokampus TrkB ekspresyonunda gruplar arasinda anlamli fark bulundu [H (3,
16) =13,29 p=0,004]. S-SCOP grubunda S-SF grubuna gore TrkB ekspresyonu anlamli
azaldi (U=0,0 p=0,01 z=-2,4). E-SCOP grubunda S-SCOP grubuna gore TrkB
ekspresyonu anlaml artt1 (U=0,0 p=0,02 z=-2,3). E-SCOP grubunda E-SF grubuna gore
TrkB ekspresyonu anlamli artt1 (U=0,0 p=0,01 z=-2,3). E-SF grubunda S-SF grubuna
gore TrkB ekspresyonu anlamli fark bulunmadi (U=4,0 p=0,21 z=-1,2) (Sekil 27 ve
28b).

51



Hipokampus p-GSK3B% ekspresyonunda gruplar arasinda anlamli fark
bulundu [H (3, 16) =12,98 p=0,005]. E-SF grubunda S-SF grubuna gére p-GSK38%">%
ekspresyonunda anlamli artis bulundu (U=0,0 p=0,01 z=-2,4). S-SCOP grubunda S-SF
grubuna gore p-GSK38°* ekspresyonu anlamli azaldi (U=0,0 p=0,014 z=-2,4). E-
SCOP grubunda S-SCOP grubuna gore p-GSK38%"** ekspresyonu anlamli artt (U=0,0
p=0,02 z=-2,3). E-SCOP grubunda E-SF grubuna gore p-GSK3BSer389 ekspresyonunda
anlaml fark bulunmadi (U=6,0 p=0,56 z=-0,5) (Sekil27 ve 28c).

S__SF S-SCOoP E-SF E—S-COP
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Sekil 27. Western blot analizinde hipokampusa ait goriintii.
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Sekil 28. Hipokampusta, western blot testinde kat degisimi.

a) BDNF kat degisimi, b) TrkB kat degisimi, ¢) p-GSK38%* kat degisimi. *p<0,05 S-SF grubuna
gore, *p<0,05 S-SCOP grubuna gore, #p<0,01 E-SF grubuna gdre. Kruskal Wallis takiben Mann
Whitney U testi. Gruplarda N=4.
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Western Blot ile prefontal korteks BDNF ekspresyonunun da gruplar arasinda
anlamli fark saptandi [H (3, 16) =10,07 p=0,018] (Sekil 30). E-SF grubunda S-SF
grubuna gore BDNF ekspresyonunda anlamli artis bulundu (U=0,0 p=0,01 z=-2,4). S-
SCOP grubunda S-SF grubuna gére BDNF ekspresyonu anlamli azaldi1 (U=0,0 p=0,014
z=-2,4). E-SCOP grubunda S-SCOP grubuna gére BDNF ekspresyonu anlamli artti
(U=0,0 p=0,02 z=-2,3). E-SCOP grubunda E-SF grubuna gére BDNF ekspresyonunda
anlamli fark bulunmad: (U=8,0 p=1,00 z=0,0) (Sekil 29 ve 30a).

Prefrontal korteks TrkB ekspresyonunda gruplar arasinda anlamli fark bulundu
[H (3, 16) =7,8 p=0,04]. S-SCOP grubunda S-SF grubuna gore TrkB ekspresyonu
anlamli artt1 (U=0,0 p=0,013 z=-2,4). E-SCOP grubunda S-SCOP grubuna gore TrkB
ekspresyonu anlamli arttt (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) gore TrkB ekspresyonunda
anlamli fark bulunmad (Sekil 29 ve 30b).

Prefrontal korteks p-GSK38%** [H (3, 16) =14,32 p=0,002] ekspresyonunda
gruplar arasinda anlamli fark bulundu. E-SF grubunda S-SF grubuna goére p-
GSK3B%% ekspresyonunda anlamli artis bulundu (U=0,0 p=0,014 z=-2,4). S-SCOP
grubunda S-SF grubuna gore p-GSK38°™** ekspresyonu anlamli azaldi (U=0,0 p=0,014
z=-2,4). E-SCOP grubunda S-SCOP grubuna gére p-GSK3B5* ekspresyonu anlaml
arttt (U=0,0 p=0,021 z=-2,3). E-SCOP grubunda E-SF grubuna gore p-GSK3B%*
ekspresyonu anlamli azald1 (U=0,0 p=0,021 z=-2,3) (Sekil 29 ve 30c).
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Sekil 29. Western blot analizinde prefrontal kortekse ait goriintii.
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Sekil 30. Prefrontal kortekste, western blot testinde kat degisimi.

a) BDNF kat degisimi, b) TrkB kat degisimi, ¢) p-GSK3B%™* kat degisimi. *p<0,05 S-SF grubuna gére,
Ap<0,05 S-SCOP grubuna gore. Kruskal Wallis takiben Mann Whitney U testi. Gruplarda N=4.
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4.5. Immiinohistokimya Analizi

AB-40 ve APP ekspresyonunun belirlenmesi amaciyla alinan hipokampus ve
prefrontal korteks dokular1 immiinohistokimyasal yontemle incelendi (Sekil 49a,b ve
Sekil 50a,b). Negatif kontrol amaciyla primer antikor uygulanmayan hipokampus ve
prefrontal korteks kesitlerinde herhangi bir immiin isaretleme izlenmedi (Sekil 31 ve
Sekil 32).

Sekil 31. Hipokampus negatif kontrol grubu.

Negatif kontrol amaciyla hipokampusten alinan kesitte AB-40 proteinine ait herhangi bir immiin
isaretlemenin olmadig1 goriilmektedir. Bar = 50 um.
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Sekil 32. Prefrontal korteks negatif kontrol grubu.

Negatif kontrol amaciyla prefrontal korteksten alinan kesitte APP’ye ait herhangi bir immiin

isaretlemenin olmadigi goriilmektedir. Bar = 50 pum.

S-SF grubundan elde edilen hipokampus ve prefrontal korteks doku 6rneklerinde
AB-40 ve APP ekspresyonlart degerlendirildi. Hipokampus doku kesitleri AB-40
immiinreaktivitesi ag¢isindan degerlendirildiginde, noronlarin ve glia hiicrelerinin
sitoplazmalarinda herhangi bir immiin boyanma gozlenmedi. Ayrica sinir liflerinde ve
perindronal alanlarda herhangi bir boyanma izlenmedi (Sekil 33). Hipokampus
kesitlerinin APP immiinreaktivitesi degerlendirildiginde ndronlarin sitoplazmalarinda
ve perindronal alanlarda belirgin APP immunreaktivitesi goriildii. Buna karsin, glia
hiicrelerinde APP immunoreaktivitesi goriilmedi (Sekil 34).

S-SF grubundan alinan prefrontal korteks doku kesitleri de AB-40 ve APP
immunreaktivitesi agisindan degerlendirildi. Noron sitoplazmasinda ve perindronal
alanda AB-40 ekspresyonu gozlemlenmedi. Ayrica glia hiicrelerinde de herhangi bir AB3-
40 immunreaktivitesi izlenmedi (Sekil 35). APP igin yapilan incelemede, néronlarin
sitoplazmalarinda ve perindronal alanda belirgin APP immunoreaktivitesi goriildii.
Bununla birlikte, prefrontal kortekste glia hiicrelerinde herhangi bir APP

immunoreaktivitesi goriilmedi (Sekil 36).
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Sekil 33. Hipokampus S-SF Grubu A3-40 immunoreaktivitesi.
Hipokampuste, néronlarda (oklar), gliya hiicrelerinde (ok baslar1) ve perindronal alanlarda (*) herhangi

bir boyanma izlenmemektedir. Bar= 50 pm.

Sekil 34. Hipokampus S-SF Grubu APP immunoreaktivitesi.

Hipokampus dokusunda APP immnoreaktivitesinin ndron sitoplazmasinda (ok) giiclii ekspresyonu
goriilmektedir. Glia hiicrelerinde ise APP ekspresyonunun olmadigi (ok basi) izlenmektedir. Bar= 50 um.
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Sekil 35. Prefrontal Korteks S-SF Grubu Af3-40 immunoreaktivitesi.

Prefrontal Korteks dokusunda AB-40 immunoreaktivitesinin noron sitoplazmalarinda (ok) ve glia
hiicrelerinde (ok bast) eksprese olmadigr goriilmektedir. Bar= 50 um.

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

Prefrontal Korteks dokusunda APP immunoreaktivitesinin ndron sitoplazmalarinda gii¢lii ekspresyonu
(ok) goriilmektedir. Ancak glia hiicrelerinde (ok bas1) APP’nin eksprese olmadigi goriilmektedir. Bar= 50
pm.
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E-SF grubundan elde edilen hipokampus ve prefrontal korteks doku
orneklerinde, AB-40 ve APP ekpresyonu degerlendirildi. Hipokampus doku kesitleri
AB-40 immunreaktivitesi yonilinden incelendiginde, noéronlarin ve glia hiicrelerinin
sitoplazmalarinda ekspresyon olmadig1 goriildii. Ayrica perindronal alanda da herhangi
bir immunreaktivite izlenmedi (Sekil 37). Bununla birlikte APP immunoreaktivitesi
acisindan yapilan degerlendirmede ndronlarin sitoplazmalarinda ve perindronal
alanlarda, ekspresyon varlig1 dikkati ¢ekti. Ancak, glia hiicrelerinde herhangi bir APP
ekspresyonu goriilmedi (Sekil 38).

E-SF grubuna ait farelerden alinan prefrontal korteks doku kesitlerinde, AB-
40 ve APP immunoreaktivitesi degerlendirildi. AB-40 immunoreaktivitesi acisindan
yapilan degerlendirmede, ndronlarin ve glia hiicrelerinin sitoplazmalarinda ve
perindronal alanlarda herhangi bir immunoreaktivite yoktu (Sekil 39). Buna karsin, APP
icin yapilan degerlendirmede ndoronlarin sitoplazmalarinda ve perindronal alanda
belirgin APP ekspresyonu goriildi. Ancak glia hiicrelerinde herhangi bir

immunoreaktivite izlenmedi (Sekil 40).

Sekil 37. Hipokampus E-SF Grubu A3-40 immunoreaktivitesi.

Hipokampus dokusunda AB-40 immunoreaktivitesinin néron sitoplazmalarinda (ok) ve glia hiicrelerinde
(ok basgt) eksprese olmadigi goriilmektedir. Bar= 50 um.
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Sekil 38. Hipokampus E-SF Grubu APP immunoreaktivitesi.

Hipokampus dokusunda APP immnoreaktivitesinin ndron sitoplazmasinda (ok) gii¢lii ekspresyonu
goriilmektedir. Glia hiicrelerinde ise APP ekspresyonunun olmadigi ya da bazi glia hiicrelerinde zayif
ekspresyonu (ok basi) izlenmektedir. Bar= 50 pum.

Sekil 39. Prefrontal Korteks E-SF Grubu AB-40 immunoreaktivitesi.

Prefrontal Korteks dokusunda AB-40 immunoreaktivitesinin néron sitoplazmalarinda (ok) ve glia
hiicrelerinde (ok bast) eksprese olmadig1 goriilmektedir. Bar= 50 pm.

61



Sekil 40. Prefrontal Korteks E-SF Grubu APP immunoreaktivitesi.

Prefrontal Korteks dokusunda APP immunoreaktivitesinin ndron sitoplazmalarinda giiglii ekspresyonu
(ok) goriilmektedir. Ancak glia hiicrelerinde (ok basi) APP’nin eksprese olmadigr ya da bazi glia
hiicrelerinde zayif ekspresyonu gériilmektedir. Bar= 50 pm.

S-SCOP grubundaki farelerden alinan hipokampus ve prefrontal korteks
dokular1 AB-40 ve APP immunoreaktivitesi agisindan degerlendirildi. Hipokampus
doku kesitlerinin AB-40 ekpresyonu ig¢in yapilan degerlendirmesinde, ndronlarin
sitoplazmalarinda ve perindronal alanlarda belirgin AB-40 ekspresyonunun varligi
dikkati ¢ekti. Bu ekspresyon 6zellikle noronlarin sitoplazmalarinda daha ¢ok belirgindi.
Ayrica glia hiicrelerinde herhangi bir immunoreaktivitenin olmadigr goriildi (Sekil 41).
Hipokampus doku kesitlerinin APP ekspresyonu i¢in yapilan incelemesinde, ndronlarin
sitoplazmalarinda ve perindronal alanlarda belirgin immunoreaktivite izlendi. Ancak
glia hiicrelerinde herhangi bir APP immunoreaktivitesi gozlemlenmedi (Sekil 42).

Prefrontal korteks doku kesitleri, AB-40 ve APP immunoreaktivitesi agisindan
degerlendirildi. AB-40 icin yapilan degerlendirmede, ndronlarin sitoplazmalarinda ve
perindronal alanlarda AB-40 ekspresyonunun varligi goriildi. Glia hiicrelerin
cogunlugunda ekspresyon gozlemlenmezken, birka¢ glia hiicresinde minimal
immunoreaktivitenin varhigr dikkati cekti (Sekil 43). Bununla birlikte noronlarin
sitoplazmalarinda ve perindronal alanlarda belirgin APP ekspresyonu izlendi. Ancak

glia hiicrelerinde herhangi bir APP immunoreaktivitesi goriilmedi (Sekil 44).
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Sekil 41. Hipokampus S-SCOP Grubu AB-40 immunoreaktivitesi.

Hipokampus dokusunda AB-40 immunoreaktivitesinin noron sitoplazmalarinda (ok) giiclii ekspresyonu
goriilmektedir. Bununla birlikte AB-40 immunoreaktivitesinin glia hiicrelerinde (ok basi) eksprese
olmadig: goriilmektedir. Bar= 50 um.

Sekil 42. Hipokampus S-SCOP Grubu APP immunoreaktivitesi.

Hipokampus dokusunda APP immunoreaktivitesinin ndron sitoplazmalarinda giiglii ~ ekspresyonu (ok)
goriilmektedir. Ancak glia hiicrelerinde (ok bas1) APP’nin eksprese olmadigi ya da bazi glia hiicrelerinde
zay1f ekspresyonu goriilmektedir. Bar= 50 um.
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Sekil 43. Prefrontal Korteks S-SCOP Grubu AB-40 immunoreaktivitesi.

Prefrontal korteks dokusuna ait kesitlerde AB-40 immunoreaktivitesinin néron sitoplazmalarinda (ok)
giiclii ekspresyonu goriilmektedir. Bununla birlikte AB-40 immunoreaktivitesinin glia hiicrelerinde (ok
bas1) eksprese olmadigi izlenmektedir. Bar= 50 um.

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

Prefrontal korteks dokusunda APP immunoreaktivitesinin ndron sitoplazmalarinda giiclii ekspresyonu
(ok) goriilmektedir. Ancak glia hiicrelerinde (ok basi) APP’nin eksprese olmadig: izlenmektedir. Bar= 50
pm.
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E-SCOP grubuna ait farelerden alinan hipokampus ve prefrontal korteks doku
kesitleri de AB-40 ve APP immunoreaktivitesi agisindan degerlendirildi. Hipokampus
doku kesitlerinin AB-40 ekspresyonu agisindan yapilan degerlendirmesinde, CAl
bolgesinde bulunan ndronlarin sitoplazmasinda ve perindronal alanlarinda oldukga
minimal AB-40 ekspresyonunun varhigi dikkat cekiciydi. Ayrica yine bu bolgedeki
birgok noron sitoplazmasinda immunoreaktivite goriilmezken, az sayida nodron
sitoplazmasinda AB-40 ekspresyonu izlendi. Buna karsin glia hiicrelerinin
sitoplazmalarinda, herhangi bir ekspresyon izlenmedi (Sekil 45). Hipokampus doku
kesitlerinin APP immunoreaktivitesi agisindan yapilan degerlendirmesinde, néronlarin
sitoplazmalarinda ve perindronal alanlarda belirgin APP ekpresyonu varligr dikkati
cekti. Ancak glia hiicrelerinde APP immunoreaktivitesi goriilmedi (Sekil 46).

E-SCOP grubuna ait farelerden alinan prefrontal korteks dokularinda AB-40
ve APP antikorlar1 i¢in immunohistokimyasal degerlendirme yapildi. Alinan doku
kesitlerinde AB-40 i¢in yapilan incelemede, az sayida noronda minimal AfB-40
ekspresyonunun varligi izlendi. Bununla birlikte glia hiicrelerinde ekspresyon
gozlemlenmedi (Sekil 47). Ancak APP i¢in yapilan degerlendirmede, bu durumun
aksine belirgin APP immunoreaktivitesinin varligi hem noronlarin sitoplazmalarinda
hem de perindronal alanlarda dikkati ¢ekmekteydi. Glia hiicrelerinin sitoplazmalarinda

herhangi bir immunoreaktivite goriilmedi (Sekil 48).
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Sekil 45. Hipokampu

Hipokampus dokusunda AB-40 immunoreaktivitesinin eksprese oldugu noéronlarda néron sitoplazmalari
ve perindronal alanlar izlenmektedir (ok). Glia hiicrelerinde (ok basi) AB-40’in eksprese olmadigi
goriilmektedir. Bar= 50 pm.

Sekil 46. Hipokampus E-SCOP Grubu APP immunoreaktivitesi.

Hipokampus dokusunda APP immunoreaktivitesinin néron sitoplazmalarinda giiclii ekspresyonu (ok)
goriilmektedir. Ancak glia hiicrelerinde (ok bas1) APP’nin eksprese olmadigi ya da bazi glia hiicrelerinde
zay1f ekspresyonu goriilmektedir. Bar= 50 um.

66



Sekil 47. Prefrontal Korteks E-SCOP Grubu AB-40 immunoreaktivitesi.

Prefrontal Korteks dokusunda AB-40 immunoreaktivitesinin bazi ndronlara ait sitoplazma ve perindronal
alanda zayif ekspresyonu goriilmektedir (ok). Glia hiicrelerinde ise bu antikora ait ekspresyon (ok bas1)
gorilmemektedir. Bar= 50 um.

Sekil 48. Prefrontal Korteks E-SCOP Grubu APP immunoreaktivitesi.
Prefrontal korteks dokusunda APP immunoreaktivitesinin noron sitoplazmalarinda giiclii ekspresyonu

(ok) goriilmektedir. Ancak glia hiicrelerinde (ok basi) APP’nin eksprese olmadigr ya da bazi glia
hiicrelerinde bu antikorun zayif ekpresyonu izlenmektedir. Bar= 50 pm.
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Sekil 49. Hipokampusta immiinotinohistokimyasal analiz.

a) AB-40, b) APP, **p<0,01, ***p<0,001 S-SF grubuna gore, ~*p<0,001 S-SCOP grubuna gore

###p<0,001 E-SF grubuna gore. Mann Whitney U testi.
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Sekil 50. Prefrontal kortekste immiinohistokimyasal analiz.

a) AB-40, b) APP,*p<0,05, ***p<0,001 S-SF grubuna gore, ~*p<0,001 S-SCOP grubuna gore

###p<0,001 E-SF grubuna gore. Mann Whitney U testi.
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5. TARTISMA

Calismamizda skopolamin uygulamasi agik alan testinde anksiyete benzeri
davraniglar1 artirirken, morris su havuzu testinde skopolamin uygulamasi uzaysal
ogrenme bellek performansini olumsuz etkiledi. Literatiirde skopolamin uygulamasinin
uzaysal Ogrenme-bellek performansini  olumsuz etkiledigi bircok c¢alismada
gosterilmistir (53, 148). Talamus, striatum, limbik sistem ve kortekste yogun bir sekilde
bulunan kolinerjik sistem, 6grenme-bellek, dikkat ve beynin diger yliksek islevlerinde
rol oynamaktadir. Asetilkolinin muskarinik reseptorlerinin segici olmayan blokorii
skopolamin, sigan beyninde atrofiye ve norodejenerasyona neden olabilmektedir.
Skopolaminin 6zellikle hipokampus ve serebral kortekste muskarinik reseptorleri bloke
ederek, asetilkolinesteraz aktivitesini artirarak 6grenme-bellek performansinda ve motor
aktivitede bozulmaya neden oldugu bilinmektedir (149, 150). Ozellikle bazal 6n
beyinde Mynert c¢ekirdeginden hipokampus ve kortekse yansiyan noronlarin
dejenerasyonu  biligsel islevlerde azalmaya neden olmaktadir. Skopolamin
uygulamasinin anksiyete benzeri davraniglar iizerinde zit etkilerinin oldugunu gosteren
caligmalar bulunmaktadir. Anksiyete benzeri davraniglar1 azalttigin1 gosteren calismalar
yaninda bizim bulgumuzla uyumlu olarak anksiyete benzeri davraniglart arttirdigini ileri
siiren calismalar da bulunmaktadir (53, 151).

Farelerde skopolamin uygulamas: biligsel ve duygusal islevlerde bozulmayla
birlikte, hipokampusta ve prefrontal kortekste BDNF diizeyinde azalmaya neden oldu.
Literatiirde skopolaminin BDNF diizeylerini azalttigin1 gosteren birgok c¢alisma
bulunmaktadir (48, 152). Alzheimer hastalarinda 6liimden sonra yapilan incelemelerde
BDNF mRNA diizeylerinin azaldigi gosterilmistir (153). Klinik olarak hafif biligsel
bozuklugu olan Alzheimer hastalarinda 6liim sonrasi yapilan bir aragtirmada pariyetal
kortekste BDNF diizeyi ile bilissel islevlerde azalma arasinda bir korelasyon oldugu
rapor edilmistir (154). BDNF, erken gelisim doneminde ve yetiskinlikte hipokampusta,
kolinerjik bazal 6n beyin néronlarinda, korteks gibi alanlarda néronal gelisim, biiylime,
farklilasma ve sinaptik islevlerde onemli rol oynamaktadir (155, 156). Alzheimer
hastalarinda ise bu bolgelerin hepsinde siddetli hasarlanmalar meydana gelmektedir
(157, 158). Calismalarda normal sinir dokusuna AB proteinlerinin uygulanmasi
durumunda BDNF diizeylerinin azaldig:1 bildirilmektedir (159). Aktiviteye bagh

sinaptik plastisite, 6grenme ve bellegin hiicresel mekanizmasinda énemlidir. Ogrenme
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ve bellekte, NMDA reseptor aracili uzun siireli uyarilmada (LTP) ve bunun devam
ettirilmesinde BDNF’in 6nemli oldugu bilinmektedir (160, 161). Ayrica 6grenme ve
bellegin olusumunda bazal 6n beyinden hipokampusa yansiyan kolinerjik ndronlar
onemli rol oynamaktadir. Asetilkolinin muskarinik ve nikotinik reseptorleri ile
hipokampusta NMDA reseptor aracili iletimi kolaylastirarak etkisini gosterdigi
bilinmektedir. GABA saliniminin baskilanmasi, potasyum gecirgenliginin blokaji ve
hiicre i¢i sinyal yolaklarinin aktiflesmesi gibi siirecler ile LTP’nin olusumu ig¢in
membran esik degerini azalttigi bildirilmektedir (162). Gil-Bea et al. (163) yaptiklar
calismada hipokampusta bellek olusumunda muskarinik reseptorler araciligi ile BDNF
ekspresyonunun artiginin  onemli oldugunu gostermislerdir. BDNF’nin buradaki
noronlarda otokrin etkisi ile TrkB reseptorleri araciligiyla yeni sinaps olusumu gibi
sinaptik plastisite i¢in gerekli hiicre i¢i sinyal yolaklarim1 aktive ettigini ileri
stirmektedirler. Literatiirde skopolamin uygulamasi ile BDNF diizeylerinde azalma
oldugunu bildiren bir¢ok ¢alisma olmasina ragmen, muskarinik iletimin azalmasina
bagli olarak BDNF diizeyinin azalmasinda gorev alan hiicre i¢i sinyal yolaklari
tamamen agiklanamamastir.

BDNF merkezi sinir sisteminde tirozin kinaz reseptor (TrkB) ve pan-ndrotrofin
reseptor (p75) tizerinden etkisini gostermektedir. BDNF nin bilissel islev iizerine olan
etkisi genellikle TrkB reseptorii araciligl ile gergeklesirken, p75 reseptoriine diisiik
afinite ile baglanmakta ve bu reseptor aracilifi ile genellikle apopitoz ve ndronal
biiyiimenin inhibisyonu gibi etkileri oldugu ileri siirilmektedir. Ayrica, bu reseptdriin
TrkB reseptorleri ile birlikte lokalize oldugu bilinmektedir (164). Calismamizda,
BDNF’nin etkisini gdstermesine aracilik eden TrkB reseptor diizeyleri de
degerlendirildi. Hipokampusta BDNF’nin azalmasiyla birlikte TrkB diizeylerinin de
azaldig1 saptandi. Alzheimer hastalarinda TrkB diizeylerinin azaldigi bildirilmektedir
(113). Fare ve siganlarda skopolamin uygulamasi ile hipokampusta BDNF ve TrkB
diizeylerinin azaldig1 rapor edilmektedir (165, 166). Siganlarda A25-35 ile olusturulan
Alzheimer modelinde tim beyinde BDNF ve TrkB diizeyinde azalma oldugu
gosterilmistir (167). TrkB, ii¢ farkli sinyal yolag ile hiicre i¢i biiyiime, farklilasma ve
plastisite gibi islevlerle iliskili sinyal yolaklarini tetiklemektedir. Bunlar, Ras-Mitojenle
aktive olan protein kinaz (MAPK, MEK), fosfotidilinozitol 3 kinaz (PI3K) ve fosfolipaz
C-gama (PLC-y) sinyal yolaklaridir (168). Akt yani protien kinaz B, hiicre
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proliferasyonu, apopitoz ve glukoz metabolizmasi gibi hiicresel islevlerde 6nemli rol
oynamaktadir (169, 170). Calismalarin bir¢ogunda Alzheimer’da  Akt’nin
aktivasyonunun arttig1 bildirilirken, azaldigin1 da bildiren g¢alismalar bulunmaktadir
(171-173). AP, kaspaz-3 aktivasyonu ile Akt’yi indiiklemekte ve GSK-3B aktive
olmaktadir (174). GSK-3B aktivasyonu ile apoptotik siirecler tetiklenmektedir.
Caligmamizda prefrontal kortekste aciklayamadigimiz bir mekanizma ile BDNF
azalmasina ragmen TrkB ekspresyonunun arttigr saptandi. Bu durum muhtemelen
BDNF’nin azalmasina bagli TrkB’nin yukar1 yonlii diizenlenmesiyle ilgili olabilir.
Serin-treonin kinaz olan GSK-38, normal olarak uyarilmamis hiicrelerde aktif
halde bulunmaktadir. GSK-3B, spesifik bolgelerinin fosforilasyonu ile inaktif hale
gelmektedir. Ser9, Ser2l ve Ser389 fosforilasyonu ile bu enzim inaktif hale
dontismektedir. GSK-38, merkezi sinir sisteminde hiicre iskeletini olusturan proteinlerin
(mikrotiibiil iligkili proteinler, tau ve kinezin hafif zincir) fosforilasyonu ile hiicre
morfolojisinin ~ yeniden  sekillenmesinde  gorev  alarak  sinaptik  plastisite,
norofilamentlerin stabilizasyonu ve yeni sinaps olusumu gibi islevleri etkilemektedir
(175, 176). GSK-3B’nin Thr390 (insan)/Ser389 (fare) fosforilasyonu, Ser9 ve Ser21
fosforilasyonuna gore smirli sayida dokuda meydana gelmektedir. Ser9 ve Ser2l
fosforilasyonu bir¢ok dokuda bulunurken, Ser389 fosforilasyonu beyin, timiis ve
dalakta bulunmaktadir. Ser9 ve Ser21 fosforilasyonu i¢in hedef molekiil, sitoplazmik
GSK-38 iken, Ser389 fosforilasyonu icin birincil hedef niikleer GSK-38’dir. Ayrica
GSK-3B’nin Ser9 fosforilasyonu beyinde tiim bdlgelerde yaygin olarak bulunurken,
Ser389 fosforilasyonu o6zellikle hipokampus ve kortekste gosterilmistir (85). p38
MAPK tarafindan GSK-3B’nin  Thr390(insan)/Ser389 (fare) fosforilasyonu da
GSK38B’1n inaktivasyonu i¢in alternatif bir yol olarak bildirilmektedir. p38 MAPK
aktivitesinin yiiksek oldugu beyin ve timositlerde p-GSK3B°** un fazla oldugu rapor
edilmektedir (86). GSK-38’nin Alzheimer hastaliginda goriilen tau proteininin asiri
fofsorilasyonuna ve AR plaklarin birikimine neden oldugu bildirilmektedir (177). GSK-
3B, Ser9 fosforilasyonunun Alzheimer hastaliginda azaldigi rapor edilirken, Ser389
fosforilasyonu ile ilgili bir caligma literatiirde gosterilmemistir. Yaptigimiz ¢aligmada
skopolamin ile olusturulan Alzheimer hastaligi modelinde hipokampus ve prefrontal
kortekste GSK-38 Ser389 fosforile halinin azaldigi bulundu. Thornton et al. (85),

yaptiklar1 calismada Ser389 gen ifadesi olmayan farelerde 6grenme-bellek, lokomotor
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aktivite ve anksiyete-korku davraniglarinin etkilenmedigi fakat beklenmedik korku
davraniginin gorildiigii bildirilmistir. Bizim ¢aligmamizda ise skopolamin uygulamasi
ile uzaysal Ogrenme bellek performansinda azalma ile birlikte hipokampusta ve
prefrontal kortekste p-GSK38°* diizeyinde azalma goriildi.

p38 MAPK sinyal yolagi ndronal plastisite gibi fizyolojik slirecler ve
norodejeneratif hastaliklarda 6nemli rol oynamaktadir. p38 MAPK, sitokinler, biiyiime
faktorleri ve hiicresel stres durumlarinda MKK6 ve MAPK3 (MKK3) tarafindan
fosforile olarak aktiflesmektedir. p38 MAPK’nin dort farkli gen tarafindan kodlanan
yiikksek homoloji gosteren izoformlar1 eksprese edilmistir (p38a, p38pB, p38y, p389d).
Farkli dokularda farkli izoformlarinin olmasi p38 MAPK yolaginin ¢ok ¢esitli fizyolojik
stireclerde 6nemli islevlere sahip olmasini saglamaktadir. Bu islevler arasinda apoptotik
stiregler, proliferasyonun engellenmesi ve hiicre farklilasmasmin kontrolii sayilabilir
(178). Alzheimer hastaliginda MAPK sinyal yolaginda degisiklikler oldugu
gosterilmistir (179). MAPK sinyal yolagindaki ERK, JNK ve p38 formlarinin
fosforillenmesinin Alzheimer hastaliginda goriilen bilissel islevlerde azalma ile iligkili
oldugu rapor edilmektedir (180). Caligmalarda skopolamin uygulamas: ile MAPK
sinyal yolaginda p38, JNK ve ERK fosforilasyonunun arttig1 gosterilmistir (181, 182).
Mevcut calismamizda p-p38 MAPK protein diizeyleri degerlendirilmedi, fakat daha
once yapilan caligmalarda skopolamin uygulamasi ile p-p38 MAPK aktivitesinin arttigi,
azaldig1 veya degismedigi gibi farkli sonuglar rapor edilmektedir (182-184). Bu
farkliliklarin - skoplaminin uygulanma siiresi ve kullanilan hayvan soyuna baglh
olabilecegi ileri siiriilmektedir. Calismamizda da GSK-38 Ser389 diizeyinin azalmasinin
p38 MAPK sinyal yolaginda azalmis aktivasyon nedeniyle olabilecegi diisiiniilebilir.
Wang et al. (185), yaptiklar1 ¢calismada BDNF’in p-p38 ve fosforile AKT diizeylerini
arttirdigim1 ~ gostermislerdir.  BDNF’nin  p38 fosforilasyonunu, TrkB reseptorleri
araciligiyla PI3K yolag: iizerinden gerceklestirdigini ileri slirmiislerdir. Calismamizda
BDNF ve TrkB diizeylerinin azaldigi saptandi. Bu durum p38 MAPK yolaginin

fosforilasyonunun azalmasina bdylece p-GSK38°>*

seviyesinin diismesine yol agmig
olabilir.

Calismamizda skopolamin uygulamasi ile bilissel ve duygusal islevlerdeki
degisikliklerde, BDNF-TrkB ve p-GSK3B°"® diizeylerinde azalmanin yani sira,

muskarinik reseptor blokajina bagl olarak farkli sinyal yolaklarinin da etkisinin oldugu
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g0z ard1 edilemez. Thornton et al. (85), yaptiklar1 calismada ifade ettikleri gibi belki de
GSK-3B Ser389 fosforilasyonu skopolaminin anksiyete ve korku davranislarindaki
etkilerine aracilik ederken, skopolamin ile aktive olan diger sinyal yolaklar1 da bilissel
islevler lizerindeki etkilerine aracilik edebilir.

Calismamizda skopolamin uygulamasi ile hipokampus ve prefrontal kortekste
APP ve AB-40 ekspresyonunun ndronal ve perindronal alanlarda arttigi goriildii.
APP’nin fizyolojik olarak merkezi sinir sisteminde trofik etkilerinin oldugu
bildirilmektedir.(186). APP gen ifadesi olmayan farelerin daha kiiciik beyne sahip
olduklart ve norogenezi etkiledigi rapor edilmistir (187). Aym1 zamanda APP’nin
kalsiyum salinimini diizenlemesiyle LTP’de rol oynadigi bildirilmektedir (188).
Fizyolojik diizeylerde (pikomolar) AR’nin potasyum kanallarinin aktivitesini ve
apoptozu azalttigi rapor edilmistir (189). Ayrica asetilkolin salinimini artirdigy,
yaslanma sirasinda noron koruyucu oldugu, sinaptik plastisiteyi artirarak O0grenme-
bellek i¢in dnemli oldugu bildirilmistir (190). Alzheimer hastaliginda ise kontrolsiiz ve
asir1 miktarda AP yapimi ve birikimi oldugu bilinmektedir. Sicanlarda, 6 hafta boyunca
giinde 1 kez 2 mg/kg skopolamin uygulamasi ile hipokampusta AB plaklarin arttigi,
BDNF diizeyinin azaldigi gosterilmistir (152). Aym calismada skopolaminin
hipokampusta GSK-3B8 mRNA diizeyini ve protein ekspresyonunu arttirdigi rapor
edilmistir. Asetilkolinin M1, M3 ve M5 reseptorleri PKC aktivasyonu ile hiicre i¢i
sinyal yolaklarini tetiklerken, M1 ve M4 adenil siklaz enzimini aktive etmektedir. Bazi
hiicrelerde M2 ve M4 reseptorleri fosfolipaz C ile hiicre i¢i sinyal yolaklarim
tetiklemektedir. Asetilkolinin M1 ve M3 reseptor aktivasyonunun PKC yolag: ile
sAPPa sekresyonunu arttirdigi, A plaklar1 da azalttig1 gosterilmistir (191).

APP  fizyolojik kosullarda adhezyon molekiili olarak membranda
bulunmaktadir. APP sirasiyla B- ve y-sekretaz enzimleri aracilify ile kesildiginde AR
plaklart olusmaktadir. APP ayrica a-sekretaz tarafindan kesilerek sAPPa’ya
doniismektedir. Bu kesim ile olusan sAPPa suda ¢oziinebilir formdadir. Suda
coziinmeyen AB plaklar1 sinaptik aralikta birikerek sinyal iletimini engellemektedir.
Ayrica bu plaklarin polimerizasyonu kinazlarin aktivasyonuna neden olarak tau
hiperfosforilasyonu sonucu norofibriler yumaklar olugmaktadir (192).

AH’de beyindeki kolinerjik noéronlarin dejenerasyonu, ACh sentezinde ve

salmimindaki azalma kolinerjik iletimin bozulmasina neden olmaktadir. ACh,
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hipokampal bagimli 6grenme ve biligsel isglevlerin diizenlenmesinden sorumludur.
Beyinde hipokampus ve serebral korteksteki etkilerini Ozellikle M1 reseptorleri
tizerinden gostermektedir (49). Transgenik hayvanlarda yapilan c¢alismalarda kolinerjik
bozuklugun AR birikiminde ve fosforile tau olusumunda rol oynadig ileri stiriilmektedir
(193). M1 ve M3 reseptorlerinin uyarilmasinin sAPPo’y1 artirabildigi boylece AR
olusumunu Onleyebilecegi ilk defa Nitsch et al. (194) tarafindan ileri siiriilmiistiir. M1
reseptor aktivasyonu PKC yoluyla, ADAMI17'yi (timor nekroz faktorii-o-doniistiirticii
enzim) aktive ederek SAPPo’nin artmasma ve BACE-1'1 inhibe ederek Af’nin
azalmasina neden olmaktadir. Ayrica GSK-38'y1 fosforlayarak AB’nin neden oldugu
apoptozu ve p-tau’yu azaltmaktir (60, 61). Skopolamin gibi mAChR antagonistinin
uygulanmasi ise bu mekanizmayi tersine gevirerek AB artisina ve GSK-38’nin neden
oldugu tau hiperfosforilasyonuna yol acabilir. M2 ve M4’lin ise a-sekretazin
aktivasyonunda etkisiz oldugu hatta bu reseptorlerin sAPPa salinimi {izerinde inhibitor
bir etkiye sahip olabilecegi bildirilmistir (194).

Calismalarda, BDNF-TrkB aracili sinyal iletiminde GSK-3B’nin inaktif
formunun (fosforile) artmasi APP’nin AB plaklara doniisiimiinii kontrol altinda
tutmaktadir. BDNF iletiminin azalmasina bagli olarak GSK-38’nin aktif formunun agir1
artist ile AR plaklarin arttigi bildirilmektedir. Ayrica GSK-38’nin aktif formunun tau
kinazlarn aktiflestirerek tau fosforilasyonunu artirdigir rapor edilmektedir (152, 195).
Calismamizda da artan AB seviyesi fosforile GSK-3B3’nin azalmasi ile agiklanabilir.

Literatiirle uyumlu olarak skopolamin uygulamas: viicut agirhigini etkilemedi
egzersiz uygulanan farelerde sedanterlere gore liciincii ve dordiincii haftalarda viicut
agirliginda anlamli azalma diger haftalarda ise nispi azalma bulundu (143, 196). Balb/c
farelerde 12 hafta siiresince egzersiz uygulanmasi ile acgik alan testinde merkeze ilk
gecis sliresinin azalmasi, merkezde gegirilen siirenin, merkeze ge¢me sikliginin ve
ayaga kalkma sikliginin artmasi ile anksiyete benzeri davranislarinin azaldigi saptandi.
Literatiirde bizim bulgumuzla uyumlu olarak fiziksel egzersizin duygusal ve bilissel
islevlerde olumlu etkilerinin gosterildigi bircok calisma bulunmaktadir (197, 198).
Fiziksel egzersizin, noérogenez, LTP artis1, dendritik ve sinaptik dallanma artis1 gibi
hiicresel olaylar ile 6grenme-bellek performansini olumlu etkiledigi bilinmektedir (199).
Fiziksel egzersizin merkezi sinir sistemindeki olumlu etkilerinin, BDNF nin hiicre ici

etkileri ile iligkili oldugu calismalarda bildirilmektedir (127, 200). Calismamizda da
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kosu bandi egzersizi ile hipokampus ve prefrontal kortekste BDNF diizeyinin arttig
bulundu. Fiziksel aktivite ile artan BDNF diizeylerinin, TrkB reseptorleri iizerinden
hiicre ici MAPK/ERK ve fosfolipaz C sinyal yolaklarinin aktiflesmesiyle ndronal
plastisiteye neden oldugu bildirilmektedir (168, 201). CaMK’nin CREB fosforilasyonu
ile gen ekspresyonu sonucu sinaptik plastisitede rol oynadig: rapor edilmektedir (202).
Literatiirde, fiziksel egzersiz sirasinda beyinde BDNF diizeyini arttiran sebepler tam
olarak agiklanamamistir. BDNF’in kan beyin bariyerini gegmesi, beyin disinda T ve B
lenfositler, monositler ve iskelet kasi gibi beyin disinda da sentezleniyor olmasi, artan
BDNF diizeyinin asil kaynagin1 gostermeyi zorlastirmaktadir. Arastirmacilar periferal
dokulardan saliman BDNF’in yaninda birtakim miyokinlerin (irisin, katepsin vs.),
glikoliz {irlinlerinin (laktat), keton cisimlerinin (B-hidroksibiitirat) ve sitokinlerin
(TNFa, IL-1B, IL-18) kan beyin bariyerini gecip merkezi sinir sisteminde BDNF
salimmminmt diizenledigini ileri stirmektedir (203-206). Ayrica fiziksel egzersizin
hipokampusta kolin alinimini, muskarinik reseptér yogunlugunu ve asetilkolin
transferaz eksprese eden ndron sayisini arttirdig gosterilmistir (207).

Calismamizda fiziksel egzersiz yaptirilan grupta p-GSK3B°** diizeyinde artig
bulundu. Bayod et al. (208), 36 hafta boyunca haftada 5 kez (12m/dk hizda 30 dk
sireyle) kosu bandinda egzersiz yaptirilan sicanlarda, hipokampusta p-GSK3B%
diizeyinde artis gostermislerdir. Fiziksel egzersiz gibi zenginlestirilmis ¢evrenin
etkilerinin incelendigi bir ¢alismada hipokampusta BDNF artiginin p-GSK38%
diizeyinde artisa neden oldugu bildirilmektedir (209). Calismamizda goriilen fiziksel
egzersiz ile hipokampus ve prefrontal kortekste p-GSK3B°* diizeyindeki artis, daha
onceki  calismalarda  gosterilmemis olmasi  nedeniyle Onemlidir.  Ser389
fosforilasyonunun, Ser9 fosforilasyonuna gore niikleer GSK3B’y1 substrat olarak
kullanmasi, sadece sinirli dokularda eksprese edilmesi ve Ser9 fosforilasyonuna gore
aktivasyon uyarilarinin farkli olmasi nedeniyle bu sinyal yolaginin aydinlatilmasi
fiziksel egzersizin molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasina katki saglayacaktir.

Sunulan ¢alismamizda Balb/c farelerde, skopolamin uygulamasi ile goriilen
O0grenme-bellek performansindaki azalma ve anksiyete benzeri davramiglara karsi
fiziksel egzersizin koruyucu olabilecegi bulundu. Heo Y-M et al. (27, 210) 14 giin
boyunca kosu bandi egzersizinden 6nce 1 mg/kg skopolamin uyguladiklar: farelerde

azalan bilissel islevlere kars1 egzersizin koruyucu oldugunu ve hipokampusta BDNF
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diizeylerini artirarak norogenezi tetikledigini bildirmektedir. Rosa et al. (159), farelerde
serebroventrikiiler AB-40 uygulamasi ile goriilen aksiyete benzeri davranislarin, kisa
siireli kosu band1 egzersizi ile azaldigini rapor etmislerdir.

Alzheimer modeli olusturulan transgenik farelerde de 12 hafta boyunca (12 m/dk
hizinda haftada 5 gilin) kosu band1 egzersizi yapilmasinin kortekste BDNF diizeylerini
arttirdigr rapor edilmektedir (211). Caligmamizda, skopolamin uygulanan gruplarda
azalan BDNF, TrkB ve p-GSK38°* diizeylerinin, egzersiz yaptirilan gruplarda arttig
bulundu. Immiinohistokimyasal incelemede de skopolamin uygulamasi ile prefrontal
korteks ve hipokampusta artan AB ve APP ekspresyonunun egzersiz gruplarinda
azaldig1 saptandi. Fiziksel egzersizin Alzheimer hastaligi iizerinde yararh etkilerinin
oldugu uzun yillardir yapilan ¢aligmalar ile gosterilmektedir. Egzersizin beyin kan
akimini ve hipokampus hacmini arttirdigi, inflamasyonu, oksidatif stresi, AB plaklari
azalttigi, obezite ve diyabet olusumunu Onleyerek ndroinflamasyonu azalttigi
bildirilmektedir. Bunlarin sonucunda egzersizin, nérogenezi, sinaptik plastisiteyi, yeni
damar olusumunu ve bilissel performansi artirdigi ileri siiriilmektedir. Tiim bu olaylarin
altinda yatan hiicresel mekanizmalar ve molekiiler yolaklar maalesef tam olarak
aydinlatilamamistir. Caligmalarin genelinde BDNF’nin azalmasi, oksidatif stres ve
inflamasyon gibi durumlarin A plaklarinin birikimine neden oldugu, fiziksel egzersizin
ise BDNF’yi artirarak bu olumsuz etkileri tersine c¢evirdigi bildirilmektedir.
Caligmamizda fiziksel egzersiz, skopolaminin azalttigt BDNF diizeyini arttirarak, p38
MAPK yolag: iizerinden p-GSK38%™* u artirmis ve boylece AB birikimini azaltnmg
olabilir. Ayrica literatiirde belirtildigi gibi egzersizin noroinflamasyonu azaltici etkisiyle
de AB birikimi engellenmis olabilir.

Sonugta, skopolamin uygulamasi biligsel ve duygusal davraniglarda bozulmaya
neden olurken, uzun siireli fiziksel egzersizin skopolaminin neden oldugu bu olumsuz
davraniglara kars1 koruyucu etki gosterdigi bulundu. Skopolamin uygulamasi bilissel ve
duygusal islevler iizerindeki etkilerini, hipokampusta BDNF, TrkB, p-GSK3/%*
diizeylerini, prefrontal kortekste BDNF ve p-GSK3B°*’y azaltip, AB-40 ve APP
diizeyini ise her iki alanda da artirarak ortaya koymus olabilir. Uzun siireli fiziksel
egzersiz ise prefrontal korteks ve hipokampusta BDNF, TrkB, p-GSK3p%%
diizeylerini artirip, AB-40 ve APP diizeylerini azaltarak koruyucu etkisini gostermis

olabilir.
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Literatiirde Alzheimer hastaliginin fizyopatolojisini aydinlatmaya yonelik bir¢ok
calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalarin genelinde BDNF’nin azalmasi ve beraberinde
hiicre i¢i sinyal yolaklarinin bozulmasina bagl etkilerin arastirilmasi amaglanmistir.
GSK-38 artisinin A plaklarinin olusumuna ve tau proteinlerin asir1 fosforilasyonuna
aracilik ettigi, Ser9 fosforilasyonun ise bu olumsuz etkileri azalttig1 agirlikli olarak
bildirilmektedir. Bizim yaptigimiz c¢alismanin sonuglarma gore GSK-3p5"%
fosforilasyonunun azalmasinin Alzheimer fizyopatolojisinde 6énemli oldugu ve fiziksel
egzersizin etkilerine GSK-38%% fosforilasyonunun aracilik ettigi ileri siiriilebilir.
Ozellikle beyin ve dalak gibi spesifik dokularda aktif oldugu bilinen p38
MAPK/GSK38°"* yolaginin daha ileri ¢alismalar ile arastirilmasi bu yolagin egzersiz

ve Alzheimer’daki roliiniin ortaya ¢ikarilmasinda 6nemli olacaktir.
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10.

11.

12.

6. SONUCLAR VE ONERILER

. Farelerde, skopolamin ile olusturulan Alzheimer hastalig1t modelinde bilissel ve

duygusal islevlerde bozulma meydana gelmektedir.

Skopolamin uygulamasi, hipokampusta BDNF ve TrkB diizeylerinde azalmaya
neden olmaktadir.

Skopolamin uygulamasi ile prefrontal kortekste BDNF seviyesinin azalmasina
ragmen TrkB ekspresyonunun arttigi saptandi. Bu durumun BDNF’in
azalmasma bagli TrkB’nin yukar1 yonli diizenlenmesiyle ilgili olabilecegi
distiniilmektedir.

Skopolamin uygulamasi hipokampus ve prefrontal kortekste p-GSK-38°°%
diizeyinde azalmaya neden olmaktadir.

Azalmis BDNF ve TrkB diizeyleri, p38 MAPK yolaginin fosforilasyonunun
azalmasina bdylece p-GSK3B°* seviyesinin diismesine yol agmis olabilir.
Skopolamin uygulamasi ile hipokampus ve prefrontal kortekste APP ve AB-
40’1n noronal ve perindronal alanlarda artmaktadir.

Farelerde uzun siireli kosu bandi egzersizi uygulanmasi ile anksiyete benzeri
davranislar azalmaktadir.

Egzersiz gruplarinda hipokampus ve prefrontal kortekste BDNF, TrkB ve p-
GSK3B%"* diizeyleri artmaktadr.

Egzersiz ile seviyesi artan p-GSK3B°™*° daha 6nceki ¢alismalarda
gosterilmemis olmasi nedeniyle onemlidir. Yapilacak calismalarla, egzersiz ile
p-GSK38°* arasindaki iligkinin daha detayli olarak ortaya konmasina ihtiyag
duyulmaktadir.

Skopolamin uygulamasi ile prefrontal korteks ve hipokampusta artan AR ve APP
ekspresyonu egzersiz gruplarinda azalmaktadir.

Skopolamin uygulamasinin neden oldugu anksiyete benzeri davraniglar ve
ogrenme-bellek performansindaki azalmaya karsi egzersizin, koruyucu etkisi
olabilir.

Egzersizin etkilerine p-GSK-38°"% fosforilasyonunun aracilik ettigi ileri
stiriilebilir. Ser389 fosforilasyonunun, GSK3B’y1 substrat olarak kullanmasi,

simirli dokularda eksprese edilmesi ve Ser9 fosforilasyonuna gore aktivasyon
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uyarilarinin farkli olmasi nedeniyle bu sinyal yolaginin aydinlatilmas1 egzersizin
molekiiler mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasina katki saglayacaktir.

13. Ozellikle beyin gibi spesifik dokularda aktif oldugu bilinen p38
MAPK/GSK38°"% yolagimin daha ileri ¢alismalar ile arastirilmasi bu yolagin

egzersiz ve Alzheimer’daki roliiniin ortaya ¢ikarilmasinda 6nemli olacaktir.
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