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OZET

Deksmedetomidinin Zebra Baligi Amiloid Beta Toksisitesi Modelindeki Davramssal

Etkilerinin Incelenmesi
Dr. Nilay Cakmak, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi,
Anesteziyoloji ve Reanimasyon Anabilim Dali, izmir

Amag: Deksmedetomidinin, anti-enflamatuar ve noroprotektif ozellikler sergiledigi ve
postoperatif bilissel bozukluklarin insidansini azalttigi bilinmektedir. Calismamizin amaci,
eriskin zebra baliginda olusturulan amiloid beta toksisitesi modelinde diisiik veya yiiksek doz
deksmedetomidin uygulamalarinin nérodavranigsal Ozelliklere olan etkisini arastirmak ve

deksmedetomidinin bu modelde ndroprotektan etkisinin olup olmadigini gbzlemlemektir.

Gere¢ ve YoOntem: Calismada amiloid beta (AB) peptidi zebra baliklarinin beynine
serebroventrikiler enjeksiyon ile enjekte edilerek Ap ile tetiklenebilen Alzheimer Hastaligi
modeli olusturuldu. Erigkin zebra baliklarina AP toksisitesi varliginda veya yoklugunda;
diisiik (250 uM) veya yiksek (500 puM) doz deksmedetomidin, retro-orbital enjeksiyon
yontemi ile uygulandi. Dort grup ve her grupta 6 adet olmak tizere toplam 24 adet, yas araligi
6-12 ay arasinda olan wild (yabanil) tip zebra baliklart kullanildi. Grup 1 (Sham grubu), Grup
2 (AP toksisitesi grubu), Grup 3 (Ap toksisitesi olusturulup 250 uM deksmedetomidine maruz
kalan grup), Grup 4 (A toksisitesi olusturulup 500 uM deksmedetomidine maruz kalan grup)
olarak gruplara ayrildi. Ap ve deksmedetomidin uygulamalari sonrasi zebra baliklarina sosyal
etkilesim, ayna 1sirma ve Novel tank davramig testleri yapildi. Sonrasinda telensefalon
diseksiyonu yapilip PCR ile Alzheimer gen ekspresyon analizleri ve Western Blot ile GFAP

validasyonu yapild1.

Bulgular: gPCR gen ekspresyon analizlerinde psenl, psen2 ve appa genlerinin sonuglarinda
benzer sekilde “AB-PBS” grubuna gore kiyaslandiginda “Ap-Diisiik Doz Deks” ve “Ap-
Yiiksek Doz Deks” deney gruplarinda istatistiksel olarak dnemli bir azalis gozlemlendi.
Bunun yaninda “AB-Diisiik Doz Deks” ve “AB-Yiiksek Doz Deks” gruplari arasinda anlaml
fark yoktu. pcna geni igin “PBS-PBS” grubuna kiyasla “AB-Diisiik Doz Deks” ve “Ap-
Yiiksek Doz Deks” deney gruplarindaki artis istatistiksel olarak anlamli bulundu. Western

Blot analizlerine gore G2 nin GFAP bagil ifadesinde G1’e kiyasla istatistiksel olarak onemli
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derecede artis gozlendi. Deksmedetomidin uygulanan G3 ve G4 deney gruplart G2 ile

kiyaslandiginda istatistiksel olarak 6nemli olarak GFAP ifadesinde diisiis gozlendi.

Sonug: Elde edilen veriler dogrultusunda, zebra baligi amiloid beta toksisitesi modelinde a2
adrenarjik reseptor agonisti olan deksmedetomidinin disiik (250 uM) ve yiiksek (500 pM)
dozlarmin noroprotektif etkilerinin bulundugu saptandi. Davranig testlerinde istatistiksel

olarak anlamli bir sonug elde edilmedi.

Anahtar kelimeler: Alzheimer hastaligi, deksmedetomidin, zebra balig1, anestezi, davranis,

noroprotektif
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SUMMARY

Investigation of Behavioral Effects of Dexmedetomidine in the Zebrafish Amyloid Beta

Toxicity Model

Nilay Cakmak, MD, Dokuz Eylul University School of Medicine, Department of
Anesthesiology and Reanimation, Izmir

Background: Dexmedetomidine is known to exhibit anti-inflammatory and neuroprotective
properties and reduce the incidence of postoperative cognitive disorders. The aim of our
study; to investigate the effect of low or high dose dexmedetomidine applications on
neurobehavioral properties in amyloid beta toxicity model created in adult zebrafish and to

observe whether dexmedetomidine has a neuroprotectant effect in this model.

Materials and Methods: In the study, AB-induced Alzheimer's Disease model was created
by injecting AP peptide into the brain of zebrafish by cerebroventricular injection. In the
presence or absence of A toxicity to adult zebrafish; low (250 uM) or high (500 puM) dose
dexmedetomidine was administered by retro-orbital injection method. A total of 24 wild-type
zebrafish, aged between 6-12 months, were used in 4 groups and 6 in each group. They were
divided into groups as Group 1 (Sham group), Group 2 (AR toxicity group), Group 3 (group
exposed to 250 puM dexmedetomidine with A toxicity), Group 4 (group exposed to 500 pM
dexmedetomidine with AR toxicity). Social interaction, mirror biting and Novel tank behavior
tests were performed on zebrafish after Ap and dexmedetomidine applications. Afterwards,
dissection of the telencephalon was performed and Alzheimer's gene expression analyzes by

gPCR and GFAP validation were performed by Western Blot.

Results: In gPCR gene expression analyzes, a statistically significant decrease was observed
in the results of psenl, psen2 and appa genes in the "AB-Low Dose Dex" and "AB-High Dose
Dex" experimental groups when compared to the "AB-PBS" group. In addition, there was no
significant difference between the “AB-Low-Dose Dex” and “AB-High-Dose Dex” groups.
For the pcna gene, the increase in the "AB-Low Dose Dex" and "AB-High Dose Dex"
experimental groups was statistically significant compared to the "PBS-PBS" group.
According to Western blot analysis, a statistically significant increase was observed in the
relative expression of GFAP in G2 compared to G1. A statistically significant decrease in
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GFAP expression was observed when dexmedetomidine administered G3 and G4
experimental groups were compared with G2.

Conclusions: In line with the data obtained, it was determined that low (250 uM) and high
(500 uM) doses of dexmedetomidine, an a2 adrenergic receptor agonist, had neuroprotective
effects in the zebrafish amyloid beta toxicity model. No statistically significant results were

obtained in behavioral tests.

Keywords: Alzheimer’s disease, dexmedetomidine, zebrafish, anesthesia, behavior,

neuroprotective
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1. GIRIS VE AMAC

Demansin en yaygin nedeni olan Alzheimer hastaligi (AH), bireyler ve toplum icin
bliyiik etkileri olan, kiiresel bir saglik sorunu, sosyal ve ekonomik yiik haline gelen
norodejeneratif bir hastaliktir. Alois Alzheimer 1907'de (1) ilk vakayi rapor ettiginden beri
AH patogenezini ve hastaligin nasil kavramsallagtirildigint  anlamamizdaki biiyiik
kazanimlara ragmen, hala hastaligi modifiye edici tedavi yoktur (2). AH klinik olarak
ilerleyici bellek bozuklugu, gorsel-uzaysal gerileme, afazi ve yiiriitiicii islev kayb1 gibi

heterojen bir dizi semptomla karakterizedir (3).

AH birkac farkli etyopatolojik mekanizmayi igerir. Amiloid B Oncii protein (APP),
presenilin 1 (PS1) veya presenilin 2 (PS2) mutasyonlariin neden oldugu erken baslangich
ailesel AH formu, tim vakalarin <%]1'ini olusturur (4). Vakalarin %99'undan fazlasini
olusturan AH'nin ge¢ baslangicl sporadik formunun kesin nedenleri heniiz anlagilmamistir.
AH'nin sporadik formu, metabolik diizensizlikler, kafa travmasi, metal iyon toksisitesi,
hipertansiyon, vaskuler yaralanma, sigara igcme, psikolojik stres ve vitamin eksiklikleri gibi

yaslanma ile birlikte muhtemelen birkag farkli etyopatolojik mekanizmayi igerir (5).

AH, histopatolojik olarak sirasiyla amiloid beta peptidlerinden ve anormal derecede
hiperfosforile tau proteininden olusan amiloid B (Ap) plaklarinin ve norofibriler yumaklarin
varhigi ile karakterize edilen heterojen ve multifaktoriyel bir bozukluktur (6). Cesitli
etyopatolojik mekanizmalardan bagimsiz olarak, nérodejenerasyon, AH patolojisinin nihai
ortak sonucudur. Bu nedenle, AH icin oldukca umut verici bir terapotik strateji, dengeyi

norodejenerasyondan noral rejenerasyona kaydirmaktir (7,8).

Demansin ortaya ¢ikardigi 6nemli halk sagligi1 sorununa ragmen, bugiine kadar AH i¢in
yalnizca iki sinif ilaci igeren yalnizca bes tibbi tedavi onaylanmistir ve bunlar hastaligin
seyrini degistirmek yerine semptomlari kontrol etme iglevi goriir (9). AH i¢in onaylanmis ilag
tedavileri kolinesteraz inhibitorleri (10) ve NMDA resept6r blokorii olan Memantin’dir (11).
Bu ilaglar AH'nda mevcut en iyi farmakolojik tedavilerimizi temsil ederken, nispeten kiigiik
ortalama genel etkiye sahiptirler ve altta yatan ndrodejeneratif surecin seyrini
degistirmezler. Uzerinde calisilan anti-amiloid tedavi, asilama, monoklonal antikorlar, tau
hedefli tedavi gibi tedavi sekilleri de gelecekteki potansiyel ilag tedavilerini olusturur (12—
16).



Yeni bir Kklinik anestezik ajan turi olan deksmedetomidin, sedatif, anksiyolitik,
sempatolitik ve analjezik etkileri olan ve minimal solunum depresyonu yapan yuksek selektif
ve glcli bir ax-adrenoseptdr agonistidir (17). ao:o1 reseptor afinite oran1 1620:1 olan
deksmedetomidin oldukca selektif bir oz agonist ajandir. Propofol ve benzodiazepinler gibi
sedatif ilaglarin aksine, deksmedetomidin gama-aminobutirik asit (GABA) reseptorlerinde
etkili degildir (18). Lokus coeruleustaki santral presinaptik ve postsinaptik a2-reseptorlerinin
aktivasyonu yoluyla hipnotik etkisini uygular, boylece hastalarin kolayca uyandirilabilir ve
kooperatif oldugu benzersiz bir 6zellik ile dogal uykuya benzer bir bilingsizlik durumunu
indukler (19). Baslangigta sadece yetiskin yogun bakim iinitesi popiilasyonunda mekanik
ventilatdre bagli hastalarda 24 saate kadar intravendz (IV) infiizyon kullanimi igin
onaylanmis olmasina ragmen, klinik uygulamada deksmedetomidin uygulamalar1 son birkag

yildir genisletilmistir.

Deksmedetomidin anti-inflamatuar 6zellikler gosterir ve Alzheimer hastalarinda
postoperatif kognitif disfonksiyonu (POKD) lzerinde inhibitor etki ve beyin iskemisine karsi
noroprotektif eylemler gosteren birka¢ anestezikten biridir (20,21). Deneysel ve preklinik
calismalardaki ¢oklu noroprotektif eylemleri nedeniyle son zamanlarda cokca dikkat
cekmektedir. Deksmedetomidinin dogal noroprotektif etkilerinin, beyinde {iretilmis
norotrofik faktdr ve prosurvival kinazlarin artan ekspresyonu dahil olmak {izere birkag
molekiiler mekanizma tarafindan aracilik edildigi diisiiniilmektedir. Deksmedetomidinin,
IL1-3 ve TNF-o genlerinin ekspresyonunu inhibe ederek hipokampus ve kortekste
lipopolisakkaritlerin (LPS) neden oldugu néroinflamasyonu hafiflettigi bildirilmistir (22).
Deksmedetomidinin, neonatal farelerde ndronal hiicreleri izofluran kaynakli hipokampal
noronal yaralanmaya kars1 korudugu da gosterilmistir (23). Yine baska bir ¢alismada Sanders
ve ark. (24), deksmedetomidinin, izofluran kaynakli ndronal hasar1 ve hipokampus ve
talamustaki ndorobiligsel bozuklugu hafiflettigini gostermistir. Yan etkiler esas olarak
hemodinamiktir ve vazokonstriksiyon, sempatoliz ve barorefleks aracili parasempatik
aktivasyonun bir sonucu olarak hipertansiyon, hipotansiyon ve bradikardiyi igerir (25,26).
Deksmedetomidin hizla dagilir ve esas olarak glukuronidasyon ve hidroksilasyon ile aktif
olmayan metabolitlere hepatik olarak metabolize edilir (27). Metabolitlerin % 95’1 renal

yoldan, % 4’1 fekal yoldan ve % 1'den az1 da degismeden atilir (28-30).

Zebra baligi, Hindistan'a 6zgii kiiciik, dayanikli bir tath su baligidir ve genellikle ev

akvaryumlarinda tutulur. Zebra baligi, onu ¢ok yonlii bir hayvan modeli yapan bir¢ok 6zellige
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sahiptir. Zebra baligi genomu kapsamli bir sekilde agiklanmistir ve AH'nda temel roller
oynadigi diisiiniilen mutasyona ugramis tiim insan genlerine ortolog genlere sahiptir. Zebra
balig1 kullanilarak yapilan arastirmalar, bu genlerin kemirgen modellerinde gézlemlenmesi
zor olan benzersiz 6zelliklerini ortaya ¢ikarmustir (31). Zebra baliklariin omurgali genomu
ve norobiyolojisi ve bu organizmadaki gen aktivitesini hizla genisletme yetenegimiz, AH
patolojisinin gizemlerini aragtirmak i¢in alternatif yollar sunar. Zebra balig1 sadece kolayca
Olciilebilir davraniglar sergilemekle kalmaz, ayn1 zamanda iyi korunmus, basit bir sinir
sistemine ve diger hayvan modellerine benzer bir niikleotid dizisine sahip tam olarak
karakterize edilmis bir genoma sahiptir (32,33). Zebra baliklarinin tiremesi kolaydir, cabuk
olgunlagir ve insanlara %95 homolojiye sahiptir (34). Tiim bu 6zelliklerinden dolay1 zebra

balig1 ¢alismamiz icin ¢ok uygun bir hayvan modeli olarak bulunmustur.

Deksmedetomidinin bir¢ok ¢alismada gosterilen noroprotektif etkisi ¢ogunlukla
embriyolarda ve larvalarda, 6zellikle diger anesteziklerle olusan néroapoptozda ve serebral
iskemi durumlarinda calisilmigken, eriskin bir norodejeneratif hastalik modelinde ¢ok az
calisilmistir. Noroprotektif etkisi gosterilen deksmedetomidin ile yapacagimiz bu c¢alisma
rejenerasyon yetenegi yiiksek olan zebra baliginin bu 6zelligi ile birleserek Alzheimer benzeri
norodejeneratif hastaliklar1 daha 1yi tedavi etmemizi saglayacak terapotik yaklasimlar

tasarlamamiza olanak saglayabilir.

Calismamizin amaci; erigkin zebra baliginda olusturulan amiloid beta toksisitesi
modelinde diisiik veya yiiksek doz (zebra baliklarimin toleransinin belirlendigi doz o6n
caligmasiin sonuglarina gore belirledigimiz deksmedetomidin dozlar1) deksmedetomidin
uygulamalarinin ardindan zebra baliklar1 davranis modellerinde de§isim olup olmadiginm
aragtirmak ve deksmedetomidinin bu modelde noéroprotektan etkisinin olup olmadigim

gbzlemlemektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Alzheimer Hastahg (AH)

AH yaslilar arasinda en sik goriilen demanstir ve 60 yas iistii demanslarin yaklasik %

70’ini olusturur (35).

AH, hastalarin biligsel, davranigsal ve bellek islev bozukluguna neden olan, en yaygin
goriilen ilerleyici nérodejeneratif bir hastaliktir. Ik olarak 1907 yilinda tanimlanan AH’nin
etiyolojisinde birden fazla faktér vardir (36). Histopatolojik olarak AP peptitlerinin
olusturdugu hiicre digi amiloid plaklarinin birikimi ile giden ve hiperfosforile mikrotubul
iligkili tau proteininden olusan hiicre i¢i nérofibriler diigiimlerin birikmesi sonucu néronal ve
sinaptik kayiplarla seyreden bir hastaliktir (37). AH ¢ogu zaman sporadik olarak goriiliir; %
5 kadar aileseldir, ailesel olan formunda amiloid B 6ncii protein ya da presenilin protein

birikimi goralur (37).

2.1.1. AH Epidemiyolojisi

AH giderek artmaktadir ve 2050 yilina gelindiginde, 100 milyonun Uzerinde
Alzheimer hastasinin olacagi tahmin edilmektedir (36). Birlesmis Milletler’de 2021 yilinda
65 yas ve Ustii AH olan toplam 6,2 milyon insan bulunmaktadir (38). Bu hastalarin yaridan
fazlas1 ise kadindir. Yas ilerledikce AH’na yakalanma riski de artmaktadir; 2011 yilinda
Birlesmis Milletler’de 65 yas tstii bireylerde AH insidans1 % 11,2 olarak hesaplanmistir (39).
Bu hastalarin yaklasik ticte ikisi 85 yas ve tizerindedir. Centers for Disease Control (CDC)
verilerine gore, 2019 yilinda AH’dan 6élen 121 bin 499 insan bildirilmistir (35).

Ulkemizde ise Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK 2021) verilerine gore yasl niifus (65
yas ve lizeri) 2015 yilinda 6 milyon 495 bin 239 kisi iken, son bes yilda %22,5 artarak 2020
yilinda 7 milyon 953 bin 555 kisi olmustur. AH’ndan hayatin1 kaybeden yaslilarin sayisi,
2015 yilinda 12 bin 59 iken, 2019 yilinda 13 bin 498'e yiikselmistir. AH’ndan olen yaslilarin
orani 2015 yilinda erkeklerde %3,4, kadinlarda %35,2 iken, bu oranlar 2019 yilinda erkeklerde
%3,2'ye diiserken, kadinlarda %5,4 ‘e yukselmistir.

2.1.2. AH Fizyopatolojisi

AH olusumunda temelde iki patolojik durum vardir; bunlardan birincisi AP
proteinlerinin olusturdugu senil (amiloid) plaklar ikincisi ise tau proteininin olusturdugu
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norofibriler yumaklarin birikimidir. AP peptitleri, APP’in B-sekretaz ve y-sekretaz enzimleri
ile proteolitik yikimi sonucu olusur (40). A hiicre disinda birikmeye baslar. Bu durum tau
proteinin hiperfosforilasyonuna, mitokondriyal ve sinaptik hasara neden olur. AH olan
kisilerde bu hasar hipokampus ve neokorteks bolgelerinde belirgindir. Mikrotiibiillerin temel
bileseni olan tau proteinlerinin hiperfosforilasyonu tau proteininin mikrotubullerden
ayrilmasina ve mikrotiibiillerin dagilmasina neden olur. Hiperfosforile olan tau proteinleri bir
araya gelerek norofibriller yumaklar olusur. Hiicre icinde akson ve dentritlerde birikmeye
baslarlar. Zamanla biriken nérofibriler yumaklar hiicrenin normal isleyisini ve aksonal
transportu bozarak hiicre kaybina neden olurlar. Norofibriler yumaklar en ¢ok temporal lobun
entorhinal korteksinde ve hipokampiiste bulunurlar. Ilerleyen dénemlerde yayilim

heteromodal alanlarda ve korteksin diger bolgelerinde de goriiliir (41).

AH’nda amiloid plaklar ve nérofibril yumaklarin disinda beyinde goriilen en belirgin
patolojik degisimlerden biri de néron Sliimii ve sinaptik dejenerasyon sonucu oOzellikle
serebral korteks ile hippokampus, amigdala ve temporal korteks gibi subkortikal alanlarda

meydana gelen atrofilerdir (42).

AH ailesel kalitimla ve sporadik olarak ortaya ¢ikabilir. Biiyiik ¢ogunlugu sporadik
olarak olusan AH, %4-6 arasi otozomal dominant gecis gosteren APP, PSEN1 (presenilin 1)
ve PSEN2 (presenilin 2) genleri ile aktarilir (4). Sporadik olarak ortaya ¢ikan AH 65 yas
tizerinde goriiliirken; erken baslangigli AH’ndan genetik olarak aktarilan APP, PSEN1 ve
PSEN2 genleri sorumlu tutulmaktadir. Geg baslangigli AH’na birgok genin ve cevresel
faktorlerin birbirleri ile etkilesiminin etkisi oldugu diistiniilmektedir ve ¢ogu sporadiktir. Geg
baslangicli AH’nda risk faktorii olarak tanimlanan baslica gen APOE (Apolipoprotein E)
genidir (43). AH'nin sporadik formu, serebrovaskiiler hastaliklar, metabolik duzensizlikler,
kafa travmasi, metal iyon toksisitesi, hipertansiyon, vaskiiler yaralanma, sigara i¢me,
psikolojik stres ve vitamin eksiklikleri gibi yaslanma ile birlikte muhtemelen birkag¢ farkli
etiyopatolojik mekanizmay1 da igerir (5). Diger bir patogenez ise oksidatif hasar sonucu
olusan reaktif oksijen drlnleridir (ROS). ROS iiriinleri, AP ile kompleksler olusturarak
ndronal metabolizmay1 ciddi sekilde etkileyebilir. AP, oksidatif stres ile ROS {iretimini

dogrudan arttirarak AH patogenezine neden olabilir (44).

APOE, kolesterol metabolizmasinda yer alan araci bir molekiildiir. APOE geni 19.

kromozom iizerinde bulunur ve €2, €3, €4 olmak {izere ii¢ adet alleli tanimlanmistir. APOE
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€4 alleli geg baslangigli sporadik AH igin biiylik oranda iliskili bulunmustur (40). APOE &4
alleline sahip hastalarda BOS’ta BACE1 (B-sekretaz) aktivitesinin arttigi gosterilmistir, bu
nedenle APOE &4 alleline sahip hastalarda BOS’ta BACE]1 seviyelerin in vivo olgiimleri

amiloidojenik siireci saptamak i¢in kullanilabilir (45).

Bircok genin ve cevresel faktorlerin etkisi ile ortaya ¢ikan, binlerce genin
ekspresyonunun degisebildigi, multiple patojenik yolaklarin meydana geldigi ve sonunda AP
depolanmasi, tau hiperfosforilasyonu, inflamasyon, oksidatif stres, enerji metabolizmasi ve
hiicrelerin hiicre donglisii ve apoptoz yolaklarinda olusan hatalar sonucu ortaya ¢ikan
AH’nda, histon modifikasyonlari ve DNA metilasyonlar1 gibi epigenetik mekanizmalar da
hastaligin karmagsik patogenezinde rol oynamaktadir (40). Ayrica ge¢ baslangichh AH’nda
genetik olarak genom iligkili ve tek niikleotid polimorfizm temelli ¢alismalar da mevcuttur

(46).

Bir astrositik hicre iskeleti proteini olan glial fibriller asidik protein (GFAP), néronal
hasara bagli anormal astrositik fonksiyonel remodeling sirasinda plazma seviyeleri artabilir
ve bu durum reaktif astrogliozis olarak adlandirilabilir (47). Yapilan ¢alismalarda reaktif
astrositlerin, amiloid plaklarina niifuz edip cevreleyerek amiloid iligkili patolojik siirece

katkida bulundugu gosterilmistir (48).

Plazma GFAP seviyesinin amiloid yiikii ve biligsel bozulma ile ilgili olabilecegi 6ne
stirilmustiir (49-51). AH riski tasiyan normal yash bireylerde GFAP serum ve plazma
seviyeleri yiiksek bulunur ve daha koti biligsel islevle iligkilidir (50). Demansi olmayan
kisilerde GFAP seviyeleri, amiloid yiikii ile iliskilidir ve hastalik oncesi AH ile iliskili
patolojiler igin bir biyobelirte¢ olarak kullanilir.

2.1.3. AH Klinigi

AH belirtileri bireyler arasinda farklilik gosterir. Dejeneratif siire¢ Oncelikle
hipokampuslar ile entherodinal kortekse yayilim gosterir. En yaygin baslangi¢ semptomu,
yeni bilgileri hatirlamada giderek kotiilesen bir yakin bellek kaybi ve kisa siireli bellek
problemleridir. Bunun nedeni, hasar goren ve yok edilen ilk ndronlarin genellikle yeni
anilarin olusturulmasiyla ilgili beyin boélgelerinde olmasidir. Hastaligin ndrodejeneratif
stirecin etkiledigi alanlara paralel olarak ilerledigi goriilmektedir ve buna bagl olarak

birtakim semptomlar goriiliir. Bu semptomlar tablo 1’de 6zetlenmistir.



Tablo-1: Alzheimer Hastalig: Belirtileri (52)

Giinliik yasami bozan hafiza kaybi

Problemleri planlama veya ¢6zmedeki zorluklar

Evde, iste veya bos zamanlarinda tanidik gorevleri tamamlamada zorluk
Zaman veya yer ile ilgili karisiklik

Gorsel imgeleri ve uzamsal iliskileri anlamada sorun

Konusurken veya yazarken kelimelerle ilgili yeni sorunlar

Esyalar1 yanlis yere koymak ve adimlari takip etme yetenegini kaybetmek
Azalmis veya zayif yargilama becerisi

Isten veya sosyal faaliyetlerden ¢ekilme

Apati ve depresyon dahil olmak iizere ruh hali ve kisilikte degisiklikler
Artan kaygi, ajitasyon ve uyku bozukluklar1

Semptomlar, hafif, orta derece ve siddetli olarak ayrilabilirken; ilerleme hiz1 kisiden
kisiye degisir. Hastalik ilerledikce, biligsel ve islevsel yetenekler azalir. Daha ileri asamalarda
ginlik yasamin temel aktivitelerinde yardima ihtiya¢ duyarlar, iletisim kurma yeteneklerini

kaybederler, yakin ¢evresini tantyamazlar ve yataga ve bakima muhtag hale gelirler.

2.1.4. AH Tanis1

AH teshisinde bircok degerlendirme yontemi kullanilabilir. Bunlarin basinda
anamnez, noropsikiyatrik testler, laboratuvar belirtecleri ve goériintileme yontemleri gelir.

Hastalig1 kesin tanis1 yapilan biyopsi ya da otopsi sonucu patolojik inceleme ile koyulur.

2.1.4.1. AH Laboratuar Testleri

AH plazma belirtecleri, kucuk veya lipofilik proteinleri ve bos-beyin bariyerini
gegebilen proteinleri igerir. Normal sartlarda, beyinde A iiretimi ve birikimi ve trombositler
tarafindan periferik iiretim ile dengelenen sabit bir beyin AP seviyesi vardir ve bilissel olarak
saglikli bireylerde beyin AP seviyeleri, plazma AP konsantrasyonlar1 tarafindan
yansitilir. AB'nin amiloid plaklarinda biriktigi demansh hastalarda, beyin ve plazma AP
seviyeleri arasindaki iliski net degildir. Ailesel AH’da ve Down sendromuna bagli AH’da

toplam AP seviyeleri ve APi-42 plazma seviyeleri yikselir (53).

BOS'ta AB1-42 ve tau seviyeleri beyindeki metabolik siire¢leri yansitir ve dogru taniya

yardimci olmak icin AH’nin erken evresinde kullanilabilir. AH’da bilissel olarak normal



bireylere kiyasla BOS ta tau artarken ABi-42 azalir (45). Ornegin APOE &4 alleli tastyan ya da
yasli bir hastada beyinde APi1-42 birikimi olur ve BOS’ta AB1.42 azalir (54).

2.1.4.2. AH Goruntileme Yontemleri

Goriintiileme yontemleri hastaligin gidisatt hakkinda bilgi verir. En sik kullanilan
goriintlileme yoOntemleri ise yapisal ve fonksiyonel MRG’ler, PET ve SPECT
goriintiilemeleridir. Yapisal MRG’de, gec baslangicli AH’nda parahipokampuste bulunan
medial temporal lobda ve amigdalada atrofi bulgular1 goriilirken; erken baslangighh AH’da
atrofi bulgular1 daha posteriorda posterior korteks, oksipital loblar, posterior singulat ve
precuncus’ta belirgindir (53). Bu bulgular AH’na 6zgii bulgular olmamakla birlikte diger
norodejeneratif hastaliklarda da goriilebilir. AH’da, demansi olmayan kisilere kiyasla serebral
perfiizyonda azalma goriilmiistiir (55). Fonksiyonel MRG, dinlenme sirasinda ya da bir
aktivite sirasinda ndronal aktiviteyi Olgcer. En yaygin olarak deoksihemoglobin
konsantrasyonlarindaki degisikliklere bagli olarak kan akisindaki degisikliklerin MRG ile
Olgimii kullanilir (56). AH’nda biligsel gorev sirasinda yapilan fonskiyonel MRG
kontrollerinde, medial temporal lob, pariyetal lob ve hipokampal alanlarinda, digerlerine
kiyasla sinyalin azaldigini gosterilmistir (57). Fonksiyonel MRG, norodejeneratif
bozukluklarin erken evrelerinde biligsel-davranissal islevlerin incelenmesini miimkiin kilar
ve boylece bu hastaliklardan etkilenen néroanatomik aglarin tanimlanmasina izin verebilir ve

demansin altinda yatan cesitli hastaliklarin ayirici tanisinda yardimer olabilir.

PET goriintiilemesi ile beyindeki amiloid birikimi tanimlanabilir. AP igeren fibriler
plaklarin PET goriintiilemesi, AH ve AH olmayan hastaliklar1 ayirt etmek i¢in en dogrudan
teknigi saglar. PET taramalari, glukozun doku metabolizmasindaki degisiklikleri saptayarak,
AH'nda temporopariyetal glukoz hipometabolizmasini ve daha siddetli demans ile iligkili
daha diisiik metabolizmay1 gosterir (58). Fibriler amiloid plaklarin tespiti i¢in duyarliliklart
%90’dan daha fazladir; bu nedenle, negatif bir amiloid PET taramasi, hafif bilissel bozuklugu
veya demansi olan hastalarda AH’nin dislanmasi i¢in giivenilir bir gostergedir (59). Tek
Foton Emisyonlu Bilgisayarli Tomografisi (SPECT) ise beynin belirli boliimlerindeki kan
akimi ve metebolizmanin belirlenmesinde Onemli bir tant yontemidir. SPECT
goriintiilemelerinde, dopamin tasiyici proteinleri ya da reseptorleri (60) ve kolinerjik ajanlar

(61) sik olarak kullanilir. Dopaminerjik hedeflerin kullanimi, AH’n1 Lewy Body Demans’tan



yiiksek hassasiyet ve 6zgiilliikkle ayirir ve azalmis strial sinyalin azalmis nigral ndronal sayiya

karsilik geldigi gosterilir; herhangi bir AP ya da tau miktar1 gosterilmez (62).

2.1.5. AH Tedavisi

AH tedavisini farmakolojik ve farmakolojik olmayan tedaviler olarak ikiye

ayirabiliriz.

2.1.5.1. Farmakolojik Olmayan Tedaviler

Farmakolojik olmayan tedaviler genellikle bilissel islevi, glinliik yasam aktivitelerini
gergeklestirme becerisini veya genel yasam kalitesini siirdlirmek veya gelistirmek amaciyla
kullanilir. Ayrica depresyon, apati, dolasma, uyku bozukluklari, ajitasyon ve saldirganlik gibi
davranigsal semptomlar1 azaltmak amaciyla da kullanilabilirler. Ornekler arasinda sanat
terapisi, aktiviteye dayali terapi ve hafiza egitimi sayilabilir. Egzersizler ve kelime oyunlari,

miizik dinleme ve yemek pisirme gibi biligsel aktiviteler de bu tedaviler arasinda denenebilir.

2.1.5.2. Farmakolojik Tedaviler

AH’n1 iyilestiren ya da durduran bir ila¢ giiniimiizde mevcut degildir. Glinlimiizdeki
ilaglar hastaligin semptomlarin1 azaltmak ya da hastaligin gidisatinin yavaslatmak igin
kullanilmaktadir. Hastalarin kognitif fonksiyonlarinda azalma, SSS’deki kolinerjik néron
kaybiyla iligkilidir. Biligsel semptomlar1 azaltmak i¢in kullanilan ilaclar kolinerjik etkiyi
arttirmaya yonelik etki eder. Bu ilaglar sinapslardaki asetil kolin yikimmna neden olan
kolinesteraz enzimlerini inhibe ederler ya da asetil kolin agonistleri olarak gorev yaparlar.
Asetil kolinesteraz enzim inhibitorleri olarak kullanilan ilaclar donepezil, galantamin ve
rivastigmindir (63). Bu ilaglardan galantamin ve rivastigmin tek baslarina hafif bilissel
semptomlari olan hastalarda kullanilabilirken; donepezil tiim asamalarda kullanilabilir (64).
Donepezil ve galantamin selektif asetil kolinesteraz enzim inhibitorleri iken rivastigmin hem
asetil kolinesteraz enzim inhibitorti hem de butirilkolin esteraz inhibitéridir. Galantaminin
etkisi kanda beyine gore daha kisith iken donepezil ve rivastigminin beyindeki etkisi daha
yiiksek olmaktadir. Bir diger bilissel semptomlar1 azaltan ilag N-metil D-aspartat (NMDA)
antagonisti olan memantindir (65). Memantin asir1 glutamat ile iligkili toksik etkileri bloke

eder ve glutamat aktivasyonunu diizenler; AH’na bagli orta siddetli semptomlarda kullanilir



(66). Daha siddetli semptomlar1 olan hastalarda memantin ve donepezil kombinasyonu olan

ila¢ kullanim1 yaygilasmistir (64,66,67).

AH patogenezinde yer alan oksidatif stresin tedavisi ya da 6nlenmesi de AH’nda
tedavi amaclarindan biridir. Cesitli antioksidanlarin, AH’na kars1 koruyucu oldugu ve

oksidatif stresi azalttigi1 gosterilmistir (Tablo-2),(66).

Tablo-2: AH’nda Koruyucu Antioksidanlar (66)

Antioksidan Etkisi

E vitamini Serbest radikal aracili néronal toksisiteyi azaltir

C vitamini Lipid peroksidasyonunu inhibe eder

[ karoten Lipid peroksidasyonunu azaltir

B12 vitamini Bilissel yetenegin gelistirilmesine yardimci

OL-"pOik asit Vitamin C, E, glutatyon gibi diger antioksidanlarin geri doniisiimiine

yardimci olur
Lipid peroksidasyon reaksiyonlarindan kaynaklanan reaktif tirtinlere karsi
asetilkolin tiretimini arttirir

Koenzim AP plak birikimine kars1 néronal korumaya yardimei olur
Q10
Kurkumin AP plak seviyelerini azaltir

Antioksidan, antiinflamatuar, néroprotektif

Lipid peroksidasyonunu inhibe eder

Palmatin AB plak seviyelerini azaltir

ROS ve RNS olusumunu engeller
Melatonin Memeli hiicrelerinde oksidatif stresi azaltir
Tau hiperfosforilasyonu azaltir

AP tarafindan indiiklenen toksisiteyi azaltir

Ostrojen Noronlarin AP toksisitesinden korunmasina yardimeci olur

Selegi lin Nigral néronlarin oksidatif deaminasyondan korunmasina yardimci olur
(MAOA-B

inh)

Resveratrol Mitokondriyal membran potansiyelindeki bozulmay1 Onleyerek beyin

dokusunda ROS iiretimini azaltir
Antiinflamatuar, Tau hiperfosforilasyonu azaltir

Lipid peroksidasyonunu azaltir

Berberin AP plak seviyelerini azaltir

ROS ve RNS olusumunu engeller
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AH’nda monoamin oksidaz (MAQ) aktivitesinde bir artig olur. MAO, ksenobiyotik
ve biyojenik aminlerin oksidatif deaminasyonunu katalize eder. MAO inhibitorleri
antioksidan 6zellikte olup noroprotektif etkiye sahip oldugu da diisiiniilmektedir. Oksidatif
deaminasyonu bloke ederek, vaskiiler endoteli AB'nin etkilerinden korur ve nigral néronlarin
hayatta kalmasimi ve islevini iyilestirir (68). Ayrica noéronal hasari azaltarak AH’nin

ilerlemesini azalttig1 bildirilmektedir (66).

Aducanumab, AH’nda beyindeki plak sayisini1 azaltmaya yardimci olan anormal Af'y1
ortadan kaldiran hastaligi modifiye edici immunoterapi olarak kullanilmaya baslanmustir.
Aducanumab ¢6ziinmeyen ve fibriller A peptitlerini hedefler ve klinik yararlari konusunda
stiregelen tartigmalara ragmen Alzheimerl bireylerde amiloid yiikiinii 6nemli Slgiide azaltir
(69). Aducanumab ikinci nesil antikorlardan ilk kullanilmaya baglayan ve FDA onay1 alan bir
ilactir. Diger ikinci nesil antikorlar lecanemab, donanemab, gantenerumab ise faz 3

caligmasinda olan anti-amiloid monoklonal antikorlardir (70).
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2.2. Deksmedetomidin

Deksmedetomidin kisa siireli analjezik ve sedatif olarak yogun bakim tinitelerinde
kullanilmak {izere 1999 yilinda FDA tarafindan onaylanan o2 adrenarjik reseptor agonistidir.
Genel ve lokal anestezi icin anestezik ve postoperatif donemde sedatif ve analjezik olarak
uygulamalar1 benzodiazepinlerinkine benzer; ancak deksmedetomidin yan etki bakimidan
daha avantajlidir. Deksmedetomidin, genelde solunum fonksiyonlarini etkilemez.
Benzodiazepinlere kiyasla daha diisiik bir deliryum gelistirme riski oldugu diisiiniilmektedir
(71). Deksmedetomidinin dezavantajlar1; ylksek maliyet, nadiren midahale gerektiren

bradikardi ve hipotansiyondur (72).

Deksmedetomidin, medetomidinin dekstro-izomeri ve aktif formudur. Medetomidin
02 adrenoreseptorler icin selektivitesi olan lipofilik bir ajandir. Deksmedetomidin suda
tamamen ¢ozlnebilir olup, pKa’s1 7,1°dir (73). Deksmedetomidin, pH’s1 4,5-7,0 arasinda olan
berrak, renksiz, izotonik bir solisyondur. Kimyasal olarak (+)-4-(S)-[1-(2,3-
dimetilfenil)etil]-1H-imidazol monohidroklorid seklindedir ve formiili C13H16N2-HCI
olmakla birlikte 200,285 g molekiil agirligina sahiptir (Sekil-1),(73).

HsC H  OHs

N 3 CHa

¢ | ‘HC|

HN

Sekil-1: Deksmedetomidinin Kimyasal Yapisi (73)

2.2.1. Deksmedetomidinin Farmakokinetik Ozellikleri

Deksmedetomidin, IV infiizyonu takiben hizli bir dagilim faz1 gériiliir, dagilim yar1
omrii yaklagik 6 dakikadir, eliminasyon yar1 omrii ise 2-3 saattir. Pik konsantrasyonlari,
surekli 1V infiizyondan 1 saat sonra elde edilir (74). Deksmedetomidinin proteine baglanma
orani %93.7°dir. Deksmedetomidin, plazmada ana baglayici proteini olan serum albiimini ve
al-asit glikoproteinine baglanir. Bu oran cinsiyet veya renal patolojiden etkilenmemekle

birlikte hepatik yetersizlikte azalmaktadir (74). Deksmedetomidin 6ncelikle karacigerde
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N-glukronidasyona, hidroksilasyona ve N-metilasyona ugrar ve %95°1 idrarla, %4’ diskida
metabolize edilerek elimine edilir (73). Bilinen aktif veya toksik metaboliti bulunmamaktadir
(74). Deksmedetomidin, sadece IV kullanimi igin patentli olsa da, birgok uygulama yollari
denenmistir. Deksmedetomidinin, fazla miktarda ilk gecis eliminasyonuna ugramasi
nedeniyle oral biyoyararlanimi olduk¢a azdir. Subkutan veya intramuskiiler verilis sonrasinda
deksmedetomidin hizla absorbe edilir. Intranazal ve bukkal mukozadan iyi emildigi gdsterilen
deksmedetomidinin, secilmis vakalarda, ¢ocuk veya geriatrik hastalarda kullanimi yararl
olabilir (75). Artan dozlarla orantili olarak pik plazma konsantrasyonu artmakla birlikte
farmakokinetigi nonlineer bir sekil gostermektedir (76). Bu nedenle 0.5-1 ng/ml gibi ¢ok dar
bir terapotik aralikta kullanilabilir. Yogun bakim iinitelerinde sedasyon i¢in standart doz
araligi saatte 0.2 ile 0.7 mcg/kg'dir; bu doz daha sonra hastanin yanitina bagli olarak, istenilen
sedasyon diizeyine ulasilacak sekilde, 0.2-1.4 mcg/kg/saat doz araliginda basamaklar halinde

ayarlanabilir.

2.2.2. Deksmedetomidinin Farmakodinamik Ozellikleri

Deksmedetomidin, selektivitesi yliksek 02 agonisttir. Bu 6zelligiyle yaygin olarak
yetiskinlerde kisa siireli sedasyon amact ile yogun bakim iinitelerinde kullanilir. Sedasyon ve
analjezik etkilerini ozellikle a2 adrenoseptorlerin subtipi olan oa2A iizerinden

gergeklestirmektedir (73).

Bir imidazol bilesigi olan deksmedetomidin, spesifik ve secici 02 adrenoseptor
agonizmi sergileyen medetomidinin farmakolojik olarak aktif dekstroizomeridir (76).
Viicudumuzda a2 adrenoreseptdrler 6zellikle santral sinir sisteminde, damar diiz kas1 gibi
effektor organlarda ve sempatik sinir sistemi tarafindan uyarilan diger dokularda
yerlesmislerdir. Sempatik sinir u¢larindaki o2 adrenoreseptorlerin presinaptik aktivasyonu
noradrenalin salinimini engeller ve sempatolitik etki gosterir. Bu etkilerini inhibitér G
proteini lizerinden K iyon kanallar1 gibi iyon kanallarinin gegirgenligini degistirerek yapar
(77). Locus ceruleus ve medulla spinalisin 02 adrenoreseptorlerini baglar ve sirasiyla
sedasyon ve analjeziye neden olur, bunun yaninda hipotansiyon ve bradikardi yapar (78).
Diger alanlardaki reseptorlerin aktivasyonuna verilen yanitlar ise; mide bagirsak yolunda
azalan salivasyon, azalmis sekresyon, azalmis bagirsak hareketliligi; vaskiiler ve diger diiz
kaslarin kasilmasi, renin saliminin inhibisyonu, artan glomeriiler filtrasyon, bébrekte sodyum

ve suyun salgilanmasinin artmast; goz i¢i basinci azalmasi ve pankreastan insiilin saliniminin
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azalmasidir (77). Deksmedetomidinin o2 reseptor selektivitesinin yiiksek olmasi ve a2
reseptorlerin SSS’nde daha yogun olmasi nedeniyle sedasyon ve anksiyolizis etkileri daha

belirgindir.

Deksmedetomidinin, a2 selektivitesi, hayvanlarda diisiik ve orta dozlarin (10-300
mcg/kg) yavas IV inflizyonu sonrasinda gozlenmistir. Hem al hem a2 aktivitesi, yiiksek
dozlarm (>1000 mcg/kg) yavas IV infiizyonu sonrasinda veya hizli IV uygulama ile
gozlenmistir. Kardiyovaskiiler etkiler doza baglidir; daha diisiik inflizyon oranlarinda santral
etkiler baskin olarak kalp atim hiz1 ve kan basincinda azalmaya neden olurken; daha yiiksek
dozlarda periferik vazokonstriktif etkiler 6n plana ¢ikar ve sistemik vaskuler direng ve kan

basincinda artisa neden olur, ayrica bradikardik etki de belirginlesir (79).

Diger a2 reseptor agonisti Klonidin ise a2 reseptdrler iizerinde parsiyel agonistik etki
gosterirken, deksmedetomidin tam agonisttir ve deksmedetomidinin daha yuksek intrensek
aktivitesi vardir. Klinik kullanimda selektivitesi en yiiksek o2 reseptdr agonisti,
deksmedetomidindir. Klonidinin a2/al selektivitesi 220/1 iken, deksmedetomidinin o2/ol

selektivitesi 1620/1°dir (80).

2.2.3. Deksmedetomidinin SSS’ne Etkileri

Alfa-2 agonistler, sedatif etkilerini SSS’nde uyaniklik modiilatorii ve beynin baskin
noradrenerjik niikleusu olan locus seruleusun inhibisyonu ile saglar. Analjezik yanit ise 02
agonistlerin nosiseptif yoldaki substans P saliniminin bloke edildigi dorsal néron kokleri
diizeyinde gerceklesmektedir. Spinal korddaki a2A reseptorlerinin aktivasyonu, supraspinal
dizeyde locus seruleusun inhibisyonunu ve noradrenalin salgilanmasint azalttigi
diistiniilmektedir (76). Uyku diizeninde etkili olan ventrolateral preoptik gekirdek (VLPO),
locus seruleus tarafindan inhibe edilir. a2 agonistler locus seruleusu inhibe ederek VLPO
lizerinde disinhibisyon saglanir ve aktive olan VLPO uykuya meyil yaratir. Bu nedenle
deksmedetomidinin olusturdugu sedasyon fizyolojik uyku durumuna daha c¢ok
benzemektedir. Uzun siireli kullanimindan sonra tolerans goriilebilir. Ancak kisa siireli
kullanimlarinda tolerans, bagimlilik, addiksiyon ciddi bir problem olusturmaz (81). Kortikal
kan damarlarinda presinaptik a2 adrenoseptorlerin aktivasyonu norepinefrin salinimini
azaltirken, postsinaptik 02 adrenoseptorler vaskiiler diiz kastaki tonusu arttirabilir. Boylece
deksmedetomidin infuzyonu hem direkt olarak vaskiler diiz kas konstriiksiyonunu tetikler

hem de indirekt yoldan santral sempatik aktivitede degisiklikler yapar, boylece serebral
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metabolik hizi azaltarak serebral kan akimini etkileyebilir (82). Deksmedetomidin,
inflamasyonu baskilayarak, anti-apoptotik sinyal yollarini aktive ederek ve néronal otofajiyi
inhibe ederek, serebral iskemi/reperfliizyon hasarini azalttigi gosterilmistir (83). Ayrica
farelerde yapilan travmatik beyin hasari modelinde deksmedetomidinin, erken ndrolojik
disfonksiyonu hafiflettigi, nétrofil infiltrasyonunu ve mikroglial aktivasyonla birlikte
proinflamatuar mediatér sekresyonunu azalttigi, kan-beyin bariyeri hasarint ve hiicresel

apoptozu azalttigi, NF-kB ve NLRP3 inflamatuar aktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir
(84).

2.2.4. Deksmedetomidinin Solunum Sistemine Etkileri

Diger birgok sedatif ve analjezigin tersine, tedavi dozlarinda solunum depresyonu
beklenmez. Karbondioksite verilen solunum yaniti degismez. Bununla birlikte solunum
seslerinde azalma, bradipne, dispne, hipoventilasyon ve bronkodilatasyon gozlenebilir (85).
Yapilan bir hayvan caligmasinda histamin kaynakli bronkokonstriksiyonu engelledigi
gosterilmistir (86). Saglikli bireylerde tek akciger ventilasyonu sirasinda intrapulmoner santi
azalttig1 gosterilmistir (87). Ayrica deksmedetomidin, pulmoner arter basincini dogrudan
azaltir. Onceden pulmoner hipertansiyonu olan hastalarda pulmoner arter basincini artirmaz
(88). Kalp cerrahisi sonrast mevcut pulmoner hipertansiyonu olan hastalarda pulmoner arter
basincini etkili bir sekilde azaltir (89). Akciger cerrahisi gegiren orta dereceli KOAH’I1
hastalarda klinik olarak anlamli farklililk saglar; tek akciger ventilasyonu sirasinda
oksijenasyonu 1iyilestirir ve Olii bosluk ventilasyonunu azaltir (90). Yiksek plazma
konsantrasyonlarinda pulmoner vaskiiler direnci arttirarak pulmoner hipertansiyona neden

oldugu da gosterilmistir (26).

2.2.5 Deksmedetomidinin Kardiyovaskuler Sisteme Etkileri

a2 agonistler hem hipotansiyon hem de hipertansiyona neden olabilir. Diislik dozlarda
sempatolizis etkisi 0n plandadir; otonom sinir sistemi lizerinde a2A adrenoreseptorler
aracili@iyla blokaj aktivitesi vardir (91). Bu etkilerini locus seruleusta néradrenarjik blokaj
noroefektdr bileskede norepinefrin  salgisini  inhibe ederek gergeklestirmesi etki
mekanizmalar arasindadir. Yiiksek dozlardaki a2 agonistler, damar duvarlarindaki diiz kas

hiicrelerinde bulunan 02B adrenoreseptorler araciligiyla hipertansiyona neden olur.
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Deksmedetomidinin bolus enjeksiyonunu takiben, periferik a2 aktivasyonu yolu ile
kan basincinda gegici bir artis ve kalp hizinda diisiise neden olur (73). Kalp hiz1 15 dakika
icinde bazal degerlere donerken kan basinci 1 saat boyunca tedrici olarak bazal degerin altinda
seyreder. Ayrica deksmedetomidin, ciddi bradikardiye (<40 atim/dk) ve nadiren de siniis
arrestine yol agabilir; bu durum siklikla kendiliginden geri doner veya antikolinerjik ilaglar

ile kolaylikla tedavi edilir (73).

2.2.6. Deksmedetomidinin Klinik Kullanim Alanlar:

Deksmedetomidinin solunum depresyonu olmaksizin analjezik, anksiyolitik ve anti-
deliryum etkileri oldugu gosterilmistir (92). Bu 6zellikleri onu yogun bakim iinitesinde ve
perioperatif donemde sedasyon i¢in uygun bir secenek haline getirmektedir. Sedatif etkisi
nedeni ile premedikasyonda kullanilabilir. Ayrica hipnotik etkisi nedeni ile opioid, intravenz
ve inhalasyon anesteziklerinin gereksinimini azaltmak amaciyla adjuvan olarak
kullanilmaktadir. Yogun bakim hastalarinda deksmedetomidin ile yapilan sedasyonlarin daha
fazla fizyolojik uyku-uyaniklik dongiisii ile sonuglanmasi nedeni ile hastalarin uyandirilabilir
ve kooperatif kaldigi dolayisiyla deliryum riskinin azaldigi ileri siriilmiistir (93).
Deksmedetomidin, diisiik doz inflizyonlarda amnezi saglar ve intraoperatif donemde
hemodinamik stabilite saglar, anestezi ve analjezi gereksinimini azaltir (94). Sevofluran ile

beraber kullaniminda anlamli derecede diisiik MAK gereksinimi oldugu gosterilmistir (95).

Sedasyon icin dozu, cerrahiden 15 dakika 6nce IV inflizyon ile uygulanan 0,33-0,67
pg/kg’dir ve bu doz araliginda endotrakeal entiibasyonda hemodinamik yanit1 azaltir.
Morfinin analjezik etkisini potansiyalize ederler ve cerrahi sonrasi analjezik kullanimini %10-
15 oraninda azaltir. Opioid ajanlarin hizli detoksifikasyonunda ve kokain kesilme

sendromunda da kullanilmaktadir (77).

2.2.7. Deksmedetomidinin Yan Etkileri

Deksmedetomidinin, en sik goriilen yan etkileri hipotansiyon, bradikardi, agiz

kurulugu, bulant1 ve hipoksidir. Diger sistem yan etkileri Tablo-3’te gosterilmistir.
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Tablo-3: Deksmedetomidinin Yan Etkileri

Genel Sistem-Metabolizma Hiperglisemi, hipoglisemi
Hipertermi, hipotermi

Metabolik asidoz, hipoalbuminemi
Hipovolemi, hipokalsemi

Psikiyatrik Ajitasyon, halusinayon
Insomnia, sinirlilik

Kardiyak Bradikardi, MI, Tasikardi
AV-blok, AF, VT

Pulmoner Solunum depresyonu, atelektazi

Plevral eftizyon, pulmoner 6dem
Dispne

Vaskuler Hipotansiyon
Hipertansiyon

SSS Bas donmesi, bag agrist
Nevralji, norit
Konusma bozuklugu
GIS Bulanti, kusma, agiz kurulugu
Abdominal agr1
Biliyer Sistem Artmis GGT, AST, ALT
Urogenital Poliiiri, hematiri
Diger Hemostaz bozuklugu
Anemi

Gegici iskemik atak
Fotopsi
Ciltte dokunti-ertpsiyon

Ozellikle yash hastalarda, genel anestezi sonrasi gdriilen ve bilissel yeteneklerde kisa
streli hasar ile karakterize olan hafiza kaybi, duygu durum bozuklugu, konfiizyon ve uyku
bozukluklari ile seyreden POKD yaygin goriilen komplikasyonlardan biridir (96). Bu durum
mortalite artisina, iyilesme siirecinin gecikmesine ve beklenmedik komplikasyonlara neden

olabilir. Kisa siireli goriilen POKD AH’na doniisebilmektedir (97). Genel anestezi altinda
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deksmedetomidinin perioperatif kullanimi, POKD’u ve buna zemin hazirlayan inflamasyon

slirecini anlamli olarak azalttig1 birgok calismada gosterilmistir (98).

Sicanlarda yapilan bir c¢alismada, deksmedetomidinin noroprotektif etkisi,
antioksidan, antiinflamatuar ve antiapoptotik mekanizmalarla, izofluran kaynakli olusan

biligsel bozulmay1 azalttig1 gosterilmistir (99).
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2.3. Zebra Bahigi

2.3.1. Zebra Bahgimin Genel Ozellikleri ve Morfolojisi

Cyprinidae familyasindan olan zebra balig1 (Danio rerio), dogal yasam ortami Giiney
Asya, oOzellikle Hindistan, Pakistan, Banglades ve Giineydogu Himalayalar olan tropikal bir
tatlt su baligidir (100). “Zebra baligr” adi, vicutlarmin her iki tarafindaki yatay mavi
cizgilerden gelir.

Yetiskinleri 2,5-4 cm uzunlugunda olup 6 cm’ye kadar ulasabilir. Erkekler disilerden
daha ufak ve incedir, karinlar1 dlzdir. Disiler, yumurtalar1 barindiran daha blyilk
karmlarindan taninabilir ve erkeklere gOre daha irilerdir. Vicutlar: temelde giimiis renklidir
ve boydan boya, kuyruga kadar devam eden 7 ile 9 arasinda ¢izgiye sahiptir (Sekil-2).

Erkekler, disi zebra baliklarina gore daha kirmizimsi olma egilimindedir (101).

Sekil-2: Zebra Baliginin Yetiskin Erkek ve Disi AB Susu (https://www.asianscientist.com/2014/12/in-
the-lab/zebrafish-switch-sex/ adresinden kiiciik degisikliklerle uyarlanmigtir.)

Hareketli bir balik tiridlr ve strll halinde yasarlar. Beslenme aligkanliklarina gore
zebra balig1 omnivorlar olarak siniflandirilirlar. Zebra baliklari su sicakligi bakimindan genis
bir yelpazede yasayabilir. 18-30°C araliginda bir sorun olmadan hayatin1 stirdtrebilmektedir.
Zebra baliklarmin Uremeleri oldukca kolaydir ve tiremeleri i¢in ideal sicaklik 26-28°C’dir.

Laboratuvar ortaminda yasadiklar1 suyun pH’s1 genellikle 7.2-7.6 ve sicaklig1 28,5°C’dir.

Zebra baliklar1 3 aylik kisa bir slrede buyuyebilirler ve disiler haftada yuzlerce
yumurta verebilir. Embriyolar, 2-4 giin icinde hizlica gelismekte olup, 24 saat iginde kalp
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atis1 ve eritrositler diseksiyon mikroskobu altinda kolayca goézlenebilir (102). Jenerasyon

stresi hizli oldugundan 3 ayda eriskinlige ulasirlar ve ortalama 2-3 yi1l yasarlar.

2.3.2. Model Organizma Olarak Zebra Bahgi

Zebra baligi, bir¢ok ¢alismada kullanilan 6nemli bir omurgali modelidir ve bu canliyla
calismanin pek ¢ok avantaji vardir. Bunun nedenleri, jenerasyon zamaninin kisaligi, diisiik
maliyeti, kolay bakimi, yumurta ve embriyolarin optik transparan olmasi, gen
manipulasyonlarinin kolaylig1, laboratuvar ortaminda kolay beslenebilmesi ve ¢ogalabilmesi,
yuksek fekondite gdstermesi (ergin disiler haftalik araliklarla yiizlerce yumurta birakir),

dayanikli bir tiir olmast, kolay bulunabilmesi ve tim genomu dizilenmis olmasidir (103,104).

Ayrica gelisimin hizli olmasi ve major organlarin fertilizasyondan 24 saat sonra
olusmasi, hastalik durumunda canli dokusundaki gorlntlyd alabilmek ve gercek zamanl

olarak patolojiyi gozleyebilmek de en 6nemli avantajlarindandir.

Zebra baligi, kardiyoloji, noroloji ve cevresel toksikoloji dahil olmak tzere cesitli
tibbi ve bilimsel disiplinlerde model organizma olarak siklikla kullanilmaktadir. Zebra baligi,
ilk olarak George Streisinger (Oregon Universitesi) tarafindan biyolojik bir model olarak
1970’lerde kullanilmistir. CUnku genetik olarak manipile etmek ic¢in kullanimi ve
yetistirilmesi fareden daha basit ve kolaydir (105). Bir baska ¢nemli husus da zebra baligi
genomunun dizilenmesinin 2013 yilinda Sanger Enstitlisi tarafindan Zebra Baligi Arastirma
Toplulugu ile is birligi halinde yaymnlanmis olmasidir (106). Protein kodlayan insan
genlerinin %70'inin zebra baliklarinda bulunan genlerle benzer oldugunu (gen diziliminin
ayni olmasi) ve insanlarda gOriilen hastaliklarla iligkili oldugu bilinen genlerin %84'iniin
zebra baliginda da rastlandigini1 agiklamislardir. Bu sebeplerden dolay1 zebra baliklari, insan
hastaliklariyla iliskili genlerin biyolojik aktivitelerinin anlagilmasinda da basariyla
kullanilmaktadir (106).

Zebra baligi, beyin, sindirim sistemi, kas sistemi, damar sistemi ve dogustan gelen
bagisiklik sistemi dahil olmak Uzere insanlarla birgcok fizyolojik ve genetik benzerlige sahiptir
(Sekil-3).
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Merkezi sinir sistemi

Kardiyovaskiiler
sistem

pankreas | (|

Sekil-3: Benzerlik Gosteren Zebra Balig1 (Danio Rerio) ve Insan Organ Sistemleri

Yetiskin zebra balig1 ayrica SSS tarafindan kontrol edilen biligsel, duyumotor ve temel
motor tepkiler gibi norobiyolojik tepkilere sahip olup, insanlarla homolog beyin yapilari
iceren entegre bir sinir sistemine sahiptir (107). Aslinda, beyinlerinin hiicresel yapisinin yani
sira sinaptik yapist ve islevi de insanlarinkiyle benzerlik gostermektedir. Bu nedenle,
ginumuzde hem larva hem de yetiskin zebra baligi, beyin islevi, islev bozuklugu ve bunlarin
genetik ve farmakolojik modulasyonu gibi sinir sistemi hakkindaki bilgilerimizi

zenginlestirmek i¢in kullanilmaktadir (108).

Birgok insan hastalig1 zebra baliginda basarili bir sekilde modellenmistir. Zebra baligi
modeli, ila¢ arastirmalarinda memeli modellerine bir alternatif olmakla birlikte ila¢ kesfi

stirecinin her asamasinda kullanilabilen ¢cok degerli bir modeldir.
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3. GEREC VE YONTEM

Deksmedetomidinin zebra bali§i amiloid beta toksisitesi modelindeki davranissal
etkilerinin incelendigi bu calisma, Dokuz Eyliil Universitesi Izmir Biyotip ve Genom Merkezi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (IBG-HADYEK) 12/02/2020 tarih ve 2020-007
protokol numarali onay1r (EK 1) alinmasinin ardindan projenin in-vivo deneyleri icin
kullanilacak zebra baliklar1 Izmir Biyotip ve Genom Merkezi Zebra Balik Birimi’nde
iretilmistir ve yine bu birimde yapilacak olan in-vivo deneylerde kullanilmistir. Calismaya
wild (yabanil) tip (wt TL), yas aralig1 6-12 ay olan, 15 erkek, 15 disi olmak iizere toplam 30
adet zebra baligi alimmustir. Zebra baliklari, izmir Biyotip ve Genom Merkezi Deney
Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu yonergesinde belirlenen etik kurallara uygun olarak
barindirildi. Denekler standart zebra balig1 yemi ile beslendi ve standart zebra balig1 birimi

kosullarinda (Tank suyu sicaklig: 28,3° C, pH 7,43) izlendi.
3.1. Deksmedetomidin Dozlarim Belirlemek i¢in Sitotoksisite Calismasi

Calismada kullanilacak diisiik ve yiliksek doz deksmedetomidin dozlarini belirlemek
amaciyla zebra balig1 embriyolarinda neden oldugu toksisiteyi ve uygun konsantrasyonu
belirlemek i¢in sitotoksisite ¢alismasi yapilmistir. Fertilizasyon sonrasi 24 saatlik yabanil tip
(wt TL) zebra balig1 embriyolarina ¢esitli konsantrasyonlarda deksmedetomidin uygulandi.
Embriyolar E3 zebra baligi embriyo ortamindan (NaCl, KCl1, CaCI2.2H20 ve MgCI2.6H20;
pH 7.2) alinarak konsantrasyonlar1 daha 6nce zebra baliginda deksmedetomidin uygulanan
caligmalardaki profillere gore segilmis kuyucuklara ekilmistir (109-112). Uygulama 3
embriyo/1 kuyucuk olacak sekilde ve deksmedetomidin konsantrasyonlari 0,1 uM, 1 uM, 10
MM, 50 uM, 100 pM, 250 puM ve 500 pM olacak sekilde gerceklestirildi. Kontrol grubuyla
da beraber toplam 8 grup belirlenmis ve her grup i¢in 3 kuyucuk olacak sekilde toplam 24
kuyucuga ekilmistir. Zebra baligi embriyolari deksmedetomidin ilavesinden 24 saat sonra
stereo mikroskop kullanilarak gozlemlenmistir (Sekil-4). Toksisite ve gelisim defektleri

acisindan gozlem yapilmistir (113).
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500 pM

5. giin

Sekil-4: Zebra baligi embriyolorinin farkli konsantrasyonlardaki deksmedetomidin iceren kuyucuklara

ekildikten sonra 1. ve 5. glinlerdeki mikroskobik gorintleri

24 saatlik maruziyet sonunda hi¢bir kuyucukta toksisite ve 6ltim gozlenmedi. Bunun
Uzerine 5. glnde tekrar gozlem yapildi; 250 ve 500 UM Kkonsantrasyondaki embriyolarda
gelisimi etkiledi ve 6lim gozlendi. 24. saatte embriyolar koryon iginde, 5. glinde ise
koryondan ¢ikmis oldugu i¢in, ilacin koryonu gegcemedigi ve zebra baliklarinda gelisimi

etkiledigi i¢in 6liime sebep oldugu diistiniildii. Calisma sonunda embriyolar sakrifiye edildi.

Bunun (izerine ¢alismamizda da, zebra baliklarina (0,7 gr ortalama agirligi), insandaki
gibi prosediirel sedasyonda ylkleme dozuna gore deksmedetomidin hesaplanip, 250 ve 500
MM konsantrasyonlarda, 2 pL retro-orbital enjeksiyon (ROE) yapildi. 24. saatte toksisite ve
oliim gozlenmemesi iizerine diisiik ve yiliksek doz konsantrasyonlar1 250 ve 500 uM olarak

belirlendi.
3.2. Deney Gruplari ve Protokol

Kontrol Grubu (Grup 1, n=6): Serebroventrikiller mikro enjeksiyon (CVMI)
yontemi ile 2 pLL. PBS enjeksiyonu yapildi. 3 giin sonra ROE ile 2 uL PBS verildi. Ardindan
24 saat sonra davranis testleri yapildiktan sonra yiiksek doz trikain ile sakrifiye edilerek
baliklarin yarisina western blot, diger yarisina gPCR yapildi. Immiinfloresan boyamalar ile

de konfokal mikroskop ile goruntilendi.

AP Toksisitesi Grubu (Grup 2, n= 6): CVMI yontemi ile 2 pL, 40 uM AP42
enjeksiyonu yapilarak A toksisitesi olusturuldu. 3 giin sonra ROE ile 2 uL PBS verildi.

Ardindan 24 saat sonra davranis testleri yapildiktan sonra, yuksek doz trikain ile sakrifiye
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edilerek, baliklarin yarisina western blot, diger yarisma qPCR yapildi. immiinfloresan
boyamalar ile de konfokal mikroskop ile gérintilendi.

Deksmedetomidin Grubu (Grup 3, n=6): CVMI yontemi ile 2 uL PBS enjeksiyonu
yapildi. 3 giin sonra ROE ile 2 uL, 250 pM deksmedetomidin verildi. Ardindan 24 saat sonra
davranis testleri yapildiktan sonra, yiliksek doz trikain ile sakrifiye edilerek baliklarin yarisina
western blot, diger yaristna qPCR yapildi. Immiinfloresan boyamalar ile de konfokal

mikroskop ile gorintilendi.

AP Toksisitesi + Deksmedetomidin Grubu (Grup 4, n=6): CVMI yontemi ile 2 pL,
40 uM AB42 enjeksiyonu yapilarak A toksisitesi olusturuldu. 3 giin sonra ROE ile 2 pL, 250
UM deksmedetomidin verildi. Ardindan 24 saat sonra davranis testleri yapildiktan sonra
yiiksek doz trikain ile sakrifiye edilerek baliklarin yarisina western blot, diger yarisina qPCR

yapildi. Iimmiinfloresan boyamalar ile de konfokal mikroskop ile gériintiilendi.

AP Toksisitesi + Yiuksek Doz Deksmedetomidin Grubu (Grup 5, n=6): CVMI
yontemi ile 2 puL, 40 uM AB42 enjeksiyonu yapilarak AP toksisitesi olusturuldu. 3 giin sonra
ROE ile 2 pL, 500 uM deksmedetomidin verildi. Ardindan 24 saat sonra davranis testleri
yapildiktan sonra yiiksek doz trikain ile sakrifiye edilerek baliklarin yarisina western blot,
diger yarisma qPCR yapildi. Immiinfloresan boyamalar ile de konfokal mikroskop ile

goruntilendi.
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Tablo-4: Deney Gruplari ve Protokol

Deney Serebroventrikuler Retro- Davranis Testi Molekuler
Gruplan Mikro Enjeksiyon orbital
(CVMI) Enjeksiyon
(ROE)
1 Kontrol PBS (2 pL) PBS (2 pL) Sosyal Etkilegim, Western Blot,
Grubu Ayna Isirma & gPCR &
Novel Tank Immiinfloresan
Boyama
2 AP AP42 (2 pL, 40 pM) PBS (2 L) Sosyal Etkilesim, Western Blot,
Toksisitesi Ayna Isirma & gPCR &
Grubu Novel Tank Immiinfloresan
Boyama
3 Deks PBS (2 pL) Diisik Doz Sosyal Etkilesim, Western Blot,
Grubu Deks (250 Ayna Isirma & gPCR &
MM, 2 uL) Novel Tank Immiinfloresan
Boyama
4 AB AB42 (2 uL, 40 uM) Diisik Doz Sosyal Etkilesim, Western Blot,
Toksisitesi Deks (250 Ayna Isirma & gPCR &
+ Deks pUM, 2 L) Novel Tank Immiinfloresan
Grubu Boyama
5 AP AP42 (2 uL, 40 uM) Yiiksek Doz Sosyal Etkilesim, Western Blot,
Toksisitesi Deks (500 Ayna Isirma & gPCR &
+  Yiksek Novel Tank Immiinfloresan
MM, 2 L)
Doz Deks Boyama
Grubu

3.3. Deneysel Calisma Modeli

Zebra baliklarinda AP toksisitesi olusturmak amaciyla CVMI yontemi ile Amiloid-

beta 42 (AP42) enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyonun ardindan 3. giin baliklara retro-orbital

(RO) yolla deksmedetomidin enjeksiyonu yapildi. RO deksmedetomidin enjeksiyonu

ardindan 24 saat sonra davranis testleri yapildi. Davranig testleri tamamlanan baliklar

sakrifiye edilip, gPCR, western blot analizleri ve immunfloresan boyamalar yapildi.
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3.3.1. Serebroventrikuler Mikro Enjeksiyon (CVMI)

AB42 peptidinin yetigkin zebra balig1 beynine uygulanmasi igin transportan (TR-
AP42) insan AP42 hiicre penetrasyon peptidi kullanildi ve CVMI ile uygulama yapildi (114—
116).

3.3.1.1. Enjeksiyon Karisimimmin Hazirlanmasi

Onceden hazir olarak temin ettigimiz liyofilize AB42 peptitlerini fosfat tamponlu salin
(PBS) (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na2HP04, 2 mM KH2PO4, pH 7.4) ile

seyrelterek 40 pM konsantrasyonundaki enjeksiyon soliisyonunu hazirladik.
3.3.1.2. Enjeksiyon aparatinin hazirlanmasi

Asagidaki parametrelere sahip bir igne ¢ekici kullanarak cam enjeksiyon kapillerleri

hazirlandu:
- Isitma dongiisii, 537; cekme dongiisii, 250; hiz, 1.5 s; siire, 80 ms.
- Cam kapillere daha 6nceden hazirlanan AB42 enjeksiyon soliisyonunu yiiklendi.

- Cam kapilleri mikroenjeksiyon tutucuya yerlestirildi ve enjeksiyon agisini 45°'ye

ayarlandi (Resim-1).
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Resim-1: Mikroenjeksiyon Tutucu ve AB42 Enjeksiyon Soliisyonu Yiklenen Cam Kapillerin

Yerlestirilip 45°'ye Ayarlanmis Enjeksiyon Aparati
3.3.1.3. SVME

- Enjeksiyon yapilacak balik bulundugu tankindan, trikain iceren bir tagima kabina

(4.2ml (4mg/ml) trikain/100ml balik suyu) alind1.
- Balikta operkiiler hareket (ylizge¢ hareketi) durana kadar, anestezik icinde bekletildi.

- Operkiiler hareketi duran balik, tizerinde balig1 yerlestirmek i¢in yarik olusturulan

stinger Gzerine alindi.

- Balig1 forseps ile tutarak iki yan plakanin birlestigi optik tektum tizerinde kafatasinda
30 G'lik bir ignenin ucunu kullanarak bir yarik olusturuldu (Resim-2). Kanamaya ve hasara
neden olacagi i¢in igne ucu beyin dokusuna sokulmadi. ignenin yalmzca ucu kullanildi ve

kafatasindan 1 mm'den fazla niifuz ettirilmedi.
- Balik tutularak, cam kilcal damarin ucu kesi bolgesinden gegirildi.

- Cam kilcalin ucu 45° agiyla telensefalona dogru yonlendirildi ve ¢ozeltinin 2 pL'si

enjekte edildi (Resim-2). Sivi, enjeksiyondan hemen sonra dagildu.
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- Balik toparlanana kadar bir tasima kabina geri konuldu. (Derlenme normalde 1
dakika stird. Daha uzun derlenme suresinde, bir sonraki balik daha kisa siire anestezide
tutuldu.)

Resim-2: Baligin Kafatasinda 30 G'lik Bir Ignenin Ucu Kullamilarak Bir Yarik Olusturulmasi
ve Cam Kilcalin Ucunun 45° Agiyla Telensefalona Dogru Yonlendirilerek Cozeltinin Enjekte

Edilmesi
3.3.2. Retroorbital Deksmedetomidin Enjeksiyonu

Zebra baliklarinda (Danio rerio), damar ¢apinin kiigiik olmasi nedeniyle, IV ilag
enjeksiyonu uzun siire zor olmustur. Tarihsel olarak, kan dolagimina enjeksiyonlar dogrudan
kalpten yapilirdi. Bununla birlikte, kalp i¢i girisimlerin ¢ok yiiksek bir 6liim orani vardir.
Enjeksiyon sirasinda kalp genellikle delinir ve bu da baliklar1 enfeksiyona, biiyiik kan kaybina
veya Oliimciil organ hasarina egilimli hale getirir. Bu nedenlerle, enjeksiyon bdlgesinin gozin
arkasinda oldugu, retro-orbital vendz siniise yeni bir enjeksiyon prosediirii gelistirilmistir.
Ayrica, uygun sekilde yapildiginda, enjekte edilen hiicreler ve/veya ilaglar hizla kan
dolagimina girmektedir. Bu enjeksiyon teknigi, materyalin yetiskin baliklarin kan dolagimina

verimli bir sekilde verilmesine izin verirken, 6liim oranini en aza indirir (117).
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Zebra baliklarinda A toksisitesi olusturmak amaciyla CVMI yontemi ile Ap42
enjeksiyonu yapilmasinin ardindan 3. giinde baliklara RO yolla PBS, 250 pM
deksmedetomidin ya da 500 uM deksmedetomidin enjeksiyonu yapildi.

3.3.2.1. Protokol
- Baliga trikain (4.2ml (4mg/ml) trikain/100ml balik suyu) i¢inde anestezi uygulanda.

- Balik operkuler hareketi durduktan sonra sag tarafi yukar1 bakacak sekilde bos petri
kab1 igerisine yan yatar sekilde yerlestirildi.

- PBS ya da 250/500 uM deksmedetomidinden 2 pL ¢ektigimiz Hamilton siringasini
sag el ve isaret parmagimizla pistonun lizerinde tutarak sol el ile baligin gévdesini forseps ile

nazikgce sabitledik.

- Igneyi, (balik gozii bir saat olsaydi) igne 7:00 konumunu ve baliga 45 derecelik bir
ac1y1 gosterecek sekilde egim yukar1 bakacak sekilde konumlandirdik (Resim-3).

- Igne 1-2 mm yavasca 7:00 konumuna sokuldu ve pistona yavasca bastirilds.

- Balik toparlanana kadar bir tagima kabina geri konuldu.

Resim-3: Ignenin Saat 7:00 Konumunu ve Baliga 45 Derecelik Bir Aciy1 Gosterecek Sekilde 1-2 mm
Yavasca Sokulmasi (117)
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3.3.3. Yetiskin Zebra Baliklarina Uygulanan Davrams Testleri

Zebra baliklarina retro-orbital PBS ya da deksmedetomidin ila¢ enjeksiyonundan 24
saat sonra etkileri degerlendirilmek lizere davranis testleri yapildi. Proje 6nerisinde davranis
testi olarak O0grenme fonksiyonlarini geri kazanip kazanmadigini anlayabilmek igin T-
labirenti davranis testi planlanmis olmakla birlikte, bu testin multifaktoriyel cevresel etkenler
nedeniyle protokole uygun yapilamamasi ve sonug elde edilememesi nedeniyle davranis testi
olarak sosyal etkilesim testi, ayna 1sirma testi ve Novel Tank testi yapilmasina karar verildi.
Boylece AP birikiminin ve deksmedetomidinin sosyal davraniglara olan etkisi degerlendirildi.
Yetigkin zebra baliklarinda yapilan bu davranis testlerinde; baliklarin davranislart kamera ile

kaydedildi. Daha sonra Smart v3.0 uygulamasi kullanilarak sonuglar analiz edildi.
3.3.3.1. Sosyal Etkilesim Testi

Proje Onerisinde planlanmamis olmasina ragmen, AP42 ve/veya deksmedetomidin
enjekte edilmis zebra baliklarinin sosyal davramiglarinin degerlendirilmesinin, ¢alisma
sonuglarina etki edebilecegi diistiniildii. Sosyal etkilesim testi, zebra baligi sosyal
fenotiplerini incelemek i¢in faydali bir modeldir. Normalde, zebra baligi, ayni tiirdeki
baliklarla birlikte bir tanka yerlestirildiginde giiclii bir sosyallik sergiler (118). Bu testte tank,
delikli seffaf bir ayirici ile dikey olarak ortadan ikiye ayrilmistir. Ayiricinin bir tarafina deney
grubu konulurken, diger tarafina ise tiirdesi konuldu. Deney grubunda bulunan baliklarin
tiirdesleri ile kurduklart sosyal etkilesimleri 6l¢iildii (Resim-4). Etkilesim bolgesi ayiricidan
3 cm sonrasi olarak se¢ildi. Deney grubunda bulunan bir balik tanka konulduktan sonra, 3
dakika boyunca ortama alismasi beklendi. Ortama adaptasyondan sonra kayit baglatilip, 5
dakika boyunca kaydedildi. Elde edilen videoda baliklarin separator 6niinde harcadiklari siire
Smart v3.0 ile analiz edildi (Resim-5), (119).
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Resim-4:

Delikli seffaf bir ayirici ile dikey olarak ortadan ikiye ayrilmis olan tankin bir tarafina deney
grubu konulurken, diger tarafina ise tiirdesi konuldu.
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Resim-5: Sosyal Etkilesim Testi Smart v3.0 ile analiz. Ayiricidan sonraki 3 cm uzaklik etkilesim bdlgesi

olarak segilmistir. Balik tanka konulduktan sonra, 3 dakika boyunca ortama alismasi beklenmis, sonrasinda,
baliklarin separatdr oniinde harcadiklar siire 5 dk boyunca analiz edilmistir.
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3.3.3.2. Ayna Isirma Testi

Proje Onerisinde planlanmamis olmasina ragmen, AP42 ve/veya deksmedetomidin

enjekte edilmis zebra baliklariin agresiflik seviyelerinin degerlendirilmesinin, ¢alismanin

sonuglarina etki edebilecegi diisiiniildii. Ayna 1sirma testi, yetiskin zebra baliklarinin

sosyal/agresif davraniglarini incelemek icin yaygin olarak kullanilan koklii bir balik

paradigmasidir (120,121). Tankin bir tarafina koyulacak olan ayna ile yiiriitilen bu ayna

1sirma testi, yetiskin zebra baliginin aynadaki goriintiisiine tepkisini gosterir. 'Isirma’, baligin

hizl1 bir sekilde yukar1 asagi veya ileri geri ylizerken yansimalarini takip ederken yaptigi

hareket olarak tanimlanir ve baligin aynanin Oniinde kalip aynaya temas ettigi siirenin

sayilmasiyla dl¢iilmektedir (119). Baliklar tanka koyulduktan sonra 3 dakika boyunca ortama

alismalart beklendi. Alistirmadan sonra, zebra baligi davranmist 5 dakika boyunca

kaydedilerek, Smart v3.0 araciligiyla ayna tarafinda gegirdigi siire hesaplandi (Resim-6),

(119).
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Resim-6: Ayna Isirma Testi Smart v3.0 ile Analiz. Tankin bir tarafina koyulan aynadan &nceki 3 cm

uzaklik etkilesim bolgesi olarak seg¢ilmis, baliklarin 3 dakika boyunca ortama aligmasi beklenmis, sonrasinda

ayna 6niinde harcadiklari siire 5 dk boyunca analiz edilmistir.
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3.3.3.3. Novel Tank Testi

Proje Onerisinde planlanmamis olmasina ragmen, AP42 ve/veya deksmedetomidin
enjekte edilmis zebra baliklarinin anksiyete seviyelerinin degerlendirilmesinin, c¢aligma
sonuglarma etki edebilecegi diistiniildii. Novel tank dalis testi (Resim-7), kemirgenlerde
anksiyeteyi incelemek igin yapilan “thigmotaxis™ testine benzer bir testtir ve yetiskin zebra
baliklarinda balik, yeni bir ortama maruz kaldiginda kaygisint 6lgmek i¢in kullanilir.
Normalde, bir zebra baligi yeni bir ortama yerlestirildiginde dipte yasama davranisi
sergilerken, birka¢ dakikalik adaptasyondan sonra bolgeyi kesfetmeye baslar (Sekil-5),
(122,123). Davranigsal tepkiler 0-1 ve 9-10 dakikalari arasinda 1 dakika siireyle kaydedildi.
Kaydedilen videodan yetigkin zebra baliklarinin; tankin alt kisminda gecirdikleri siire (sn
cinsinden) ve kat edilen toplam mesafeleri (cm cinsinden) Smart v3.0 araciligiyla analiz edildi
(119).

> Top

Pre-treatment beaker

Sekil-5: Novel Tank Testi (123)

Tankin alt tgte biri

Resim-7: Novel tank testi i¢in kullanilan tank (122)
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3.4. Molekiiler Calismalar

Her bir deney grubundaki baliklardan 3 tanesi kantitatif ger¢ek zamanli PCR’da gen
analizleri i¢in ve diger 3 tanesi de western blot analizleri i¢in kullanildi. Ayrica her bir
gruptaki zebra baliklarindan alinan telensefalon bolgelerinin kesitlerinde immiinfloresan

boyamalar yapilip konfokal mikroskop goriintiilemeleri yapildi.

3.4.1. gPCR ile Alzheimer Gen Ekspresyon Analizi

Hipoksinin Alzheimer patogenezini tetikleyici bir unsur oldugu gbéz Oniinde
bulundurularak (31), olusturulan zebra baligi Alzheimer modelinde hipokside ekspresyonu
artan, amiloidojenik sinyal yolaginda bulunan ve AP toksisitesi sonucu islevlerinde bozulma
meydana gelen psenl, psen2, appa, appb ve bacel genlerinin ekspresyonlari kantitatif gergek
zamanli PCR ile degerlendirildi. Baliklarin toksisiteye cevaben savunma mekanizmasi olarak
proliferasyon belirteci olan pcna ve glial hicrelerin belirteci olan gfap genlerinin de
ifadelerine bakildi.

Kantitatif gercek zamanli PCR i¢in ayrilan baliklar yiiksek doz trikain igeren tasima
kabina alinarak 6tenazi edildi ve beyinlerinin telensefalon bolgeleri disseke edilerek ¢ikarildi
(Resim-8). Sirasiyla RNA izolasyonu, RNA’lardan ¢cDNA sentezi ve kantitatif gergek
zamanli1 qPCR analizi yapildi.

Resim-8: Telensefalonunun Cikarilmas igin Kafatas1 Disseke Edilen Zebra Baligi

34



3.4.2. Western Blot ile GFAP Validasyonu

Western blot i¢in, numuneler 5X yiikleme boyasinda ¢6ziindiirtildii ve %15 akrilamid-
bis akrilamid jeli tizerinde SDS jel elektroforezi ile ayrildi. Proteinler jelden bir poliviniliden
flortir (PVDF) zarina (GE Healthcare Life Science, Chicago, IL, ABD) aktarildi. Zarlar, oda
sicakliginda 45 dakika boyunca %5'lik siit tozu i¢inde bloke edildi ve ilgili diliisyonlarda
asagidaki antikorlarla inkiibe edildi. Primer antikorlar: mouse anti-GFAP (1:1000; abcam,
ab154474) ve rabbit anti-p-actin (1:1000; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, ABD).
Sekonder antikorlar: anti-rabbit 1gG, horseradish peroxidase (HRP)-linked ve anti-mouse
1gG, HRP-linked (her ikisi de 1:2500; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, ABD).

3.4.3. Immiinohistokimya ve Goriintiileme

Proje Onerisinde planlanmamis olmasina ragmen, kantitatif gercek zamanli PCR
analizlerini desteklemek amaciyla immiinfloresan boyamalar yapild1 (115). Immiinfloresan
boyamalar i¢in ayrilan zebra baliklar1 yiiksek doz tricaine ile sakrifiye edildikten sonra
telensefalon bolgelerinden kriyostat ile 14 mikronluk kesitler alindi (124). Ardindan amiloid
beta plaklarinin belirteci olan AB ve proliferasyon belirteci olan PCNA imminofloresan

boyamalar1 yapildi. Bu boyamalar konfokal mikroskopide incelendi.
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4. BULGULAR

Dokuz Eyliil Universitesi izmir Biyotip ve Genom Merkezi Zebra Balik Birimi’nde
gergeklestirilen bu ¢alismaya yabanil tip (wt TL), yas aralig1 6-12 ay, ortalama agirliklar1 0,7
gr olan, 12 erkek, 12 disi olmak lizere toplam 24 adet zebra balig1 dahil edildi. Caligmanin
basinda toplam 5 grup seklinde planlanmis olup, Grup 3 (Deksmedetomidin grubu)’iin
caligmanin sonuglarina anlamh katkis1 olmayacagi i¢in ve balik sarfiyatini azaltmak igin

caligmadan ¢ikarilmistir. Exitus olan zebra balig1 olmadi, tiim baliklar ¢alismay1 tamamladi.
4.1. Davranis Testleri Sonuclar

Tim gruplardaki zebra baliklarina ait kaydedilen veriler Tablo-5, Tablo-6, Grafik-1,
Grafik-2 ve Grafik-3’te sunulmustur.

Tablo-5: Sosyal Etkilesim Testinde Separator Oniinde Harcanan Siire (sn) (Degerler ortalama +

SS olarak sunuldu)

PBS-PBS | AB-PBS AB-Diisiik Doz | Ap-Yiiksek Doz
Deks Deks

Separator oniinde | 84,98+19, 73,93+31,8 | 104,11+26,37 79,70+32,19
harcanansure(sn) | 76 0
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Sosyal Etkilesim Testi
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Grafik-1: Sosyal Etkilesim Davranisg Testi. “PBS-PBS”, “AB-PBS”, “AB-Diisiikk Doz Deks” ve
“AB-Ylksek Doz Deks” deney gruplarinda, separator 6ninde harcanan sire (sn) hesaplandi. Hata

cubuklari + standart sapmay1 gostermektedir.

Sosyal etkilesim testinde, 3 dakikalik ortama alisma siiresinden sonra, 5 dakika
boyunca separator 6niinde harcadiklari siireleri karsilastirilan PBS-PBS, AB-PBS, AB-Diisiik
Doz Deks ve AB-Yiiksek Doz Deks gruplari arasinda ortaya ¢ikan fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi. Ayna 1sirma testinde de sosyal etkilesim testinde oldugu gibi tiim gruplar

arasinda ortaya cikan fark istatistiksel olarak anlamli bulunmada.

Tablo-6: Novel Tank Testinde Gruplarin 00-01 ve 09-10 Dakikalar1 Aras1 Tankin Alt Kisminda
Gegirdikleri Sireler ve 10 Dakika Boyunca Kat Edilen Toplam Mesafeler (Degerler ortalama =

SS olarak sunuldu)

PBS-PBS AB-PBS AB-Yuksek Doz Deks
00-01 dk arasi alt| 60+0 60+0 60+0
kisimda gecen siire (sn)
09-10 dk arast1 alt| 38,88+2,74 43,18+13,19 56,51+3,80

kisimda gecen siire (sn)

Kat edilen mesafe (cm) 424,36+27,88 369,96+33,20 318,13+£10,26
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Novel Tank Assay
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Grafik-2: Novel Tank Testi. “PBS-PBS”, “AB-PBS” ve “AB-Y Uiksek Doz Deks” deney gruplarinda,
00-01 ve 09-10 dakikalarinda tankin alt kisminda gegirilen siire (sn) hesaplandi. Hata ¢ubuklar +
standart sapmay1 gostermektedir. (ns: anlamli degil; *, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.005; ****,
P<0.001).

Novel tank testinin sonuglarina gére “PBS-PBS” grubunda 00-01 dk’larina kiyasla
09-10 dk’larinda baliklarin anksiyetesinde, istatistiksel olarak 6nemli bir azalis gézlemlendi
(P<0.001). “AB-PBS” grubunda da 00-01 dk’larina kiyasla 09-10 dk’larinda anksiyetesinde
istatistiksel olarak O6nemli bir azalis gozlemlendi (P<0.05) fakat bu azalis “PBS-PBS”
grubuna kiyasla daha diisiiktii. “Ap-Yiksek Doz Deks” grubunda 00-01 dk’larina kiyasla 09-
10 dk’larinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi. Bu sonu¢ Ap’nin zebra
baliklarinda anksiyeteyi artirdigi, deksmedetomidininse AP’ya gore daha da fazla artirdigi
seklinde yorumlanabilir. Bagka bir bakis agisiyla da deksmedetomidinin sedatif etkisine

maruz kalan zebra baliklarinin hareketliginde, azalmaya sebep oldugunu diisiindiirdii.
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Grafik-3: Novel tank testi. “PBS-PBS”, “AB-PBS” ve “AP-Yiiksek Doz Deks” deney gruplarinda,
10 dakika boyunca kat edilen toplam mesafe (cm) hesaplandi. Hata ¢ubuklari + standart sapmay1
gostermektedir. (ns: anlamli degil; *, P<0.05; **, P<0.01; *** P<0.005; **** P<0.001).

Novel tank testinde 10 dk da kat edilen toplam mesafeye(cm) bakildiginda “PBS-
PBS” grubuna kiyasla “AB-PBS” ve “AB-Yiiksek Doz Deks” deney gruplarinda istatistiksel
olarak 6nemli bir azalis gozlemlendi. “AB-Yiiksek Doz Deks” grubundaki bu azalis “Ap-
PBS” grubuna kiyasla daha yiiksekti. “AB-Yiiksek Doz Deks” grubunda kat edilen toplam
mesafenin hem “PBS-PBS” hem de “AB-PBS” grubuna kiyasla daha diisiik bulunmasi,

deksmedetomidinin anestezik etkisine bagli oldugu seklinde yorumlandi.

4.2. Molekiiler Calismalarin Sonugclari

4.2.1. gPCR ile Alzheimer Gen Ekspresyon Analizi

Olusturulan zebra baligi Alzheimer modelinde, hipokside ekspresyonu artan ve
amiloid beta toksisitesi sonucu islevlerinde bozulma meydana gelen psenl, psen2, appa, appb
ve bacel genleri ile; toksisiteye cevaben savunma mekanizmasi olarak proliferasyon belirteci
olan pcna ve glial hiicrelerin belirteci olan gfap genlerinin ekspresyonlar1 “PBS-PBS”, “Ap-
PBS”, “AB-Diisiik Doz Deks” ve “AB-Yiiksek Doz Deks” deney gruplarinda kantitatif gergek
zamanli PCR ile degerlendirilmistir. Deney sonuglar1 Tablo-7, Grafik-4, Grafik-5, Grafik-6,
Grafik-7, Grafik-8, Grafik-9 ve Grafik-10’da sunulmustur.
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Tablo-7: Kantitatif Ger¢ek Zamanli PCR ile Degerlendirilen Genlerin Kontrol Grubuna Gore
Rolatif Ekspresyonlart (Degerler ortalama + SS olarak sunuldu)

PBS-PBS AB-PBS AB-Diistik Doz |  AB-Yuksek Doz
(£SS) (SS) Deks (£SS) Deks (£SS)
appa 1+0,09 2,3540,19 1,80+0,19 1,95+0,09
appb 140,02 1,84+0,02 2,02+0,25 2,00+0,04
psenl 140,13 3,46+0,39 1,39+0,56 2,28+0,34
psen2 140,04 2,9040,11 1,3740,20 1,36+0,18
bacel 1+0,19 1,874£0,41 2,81+0,64 2,59+0,36
pcna 140,11 1,18+0,07 1,42+0,16 1,5740,21
gfap 140,18 2,11+0,30 2,25+0,26 2,42+0,54
appa
3
2,5 **T
u% 1,5
E
oo
0,5
0
PBS-PBS AB-PBS AB-D.Doz Deks AB-Y.Doz Deks

Grafik-4: appa Geninin Kontrol Grubuna Gore Rolatif Ekspresyonlari (Hata ¢ubuklar +
standart sapmay1 gostermektedir. ns: anlamli degil; *, P<0.05; ** P<0.01; *** P<(0.005; *¥**

P<0.001).
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Grafik-5: appb Geninin Kontrol Grubuna Goére Rolatif Ekspresyonlar1 (Hata gubuklar +
standart sapmay1 gostermektedir. ns: anlamli degil; *, P<0.05; **, P<0.01; *** P<0.005; ****
P<0.001).
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Grafik-6: psenl Geninin Kontrol Grubuna Gore Rolatif Ekspresyonlart (Hata gubuklari +
standart sapmay1 gostermektedir. ns: anlamli degil; *, P<0.05; **, P<0.01; *** P<0.005; ****
P<0.001).
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Grafik-7: psen2 Geninin Kontrol Grubuna Gore Rolatif Ekspresyonlari (Hata gubuklari +
standart sapmay1 gostermektedir. ns: anlamli degil; *, P<0.05; **, P<0.01; *** P<0.005; ****
P<0.001).
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Grafik-8: bacel Geninin Kontrol Grubuna Gore Rolatif Ekspresyonlar: (Hata gubuklari +
standart sapmay1 gostermektedir. ns: anlamli degil;, *, P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.005; ****
P<0.001).
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Grafik-9: pcna Geninin Kontrol Grubuna Gore Rolatif Ekspresyonlar (Hata ubuklari + standart
sapmay1 gostermektedir. ns: anlamli degil; *, P<0.05; **, P<0.01; *** P<0.005; **** P<0.001).

3,5

w
L3
=

Relative Expression
= ~
(9] ) (9]

[y

=l
%]

=

7

PBS-PBS AB-PBS AB-D.Doz Deks AB-Y.Doz Deks

Grafik-10: gfap Geninin Kontrol Grubuna Gore Rolatif Ekspresyonlart (Hata gubuklari +
standart sapmay1 gostermektedir. ns: anlamli degil; *, P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.005; ****
P<0.001).

appa geninin ekspresyon degerleri acisindan karsilastirildiginda “PBS-PBS” grubuna
kiyasla, “AB-PBS”, “AB-Disiik Doz Deks” ve “AB-Yiiksek Doz Deks” deney gruplarinda
istatistiksel olarak 6nemli bir artig gozlemlendi. “AB-Disiik Doz Deks” ve “AB-Yiksek Doz
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Deks” deney gruplarinda ise “AB-PBS” grubuna gore anlamli bir azalig goriildii. Fakat “Ap-
Diisiik Doz Deks” ve “Ap-Yiiksek Doz Deks” gruplari arasinda anlamli bir fark gorilmedi.

appb geninin ekspresyon degerleri agisindan karsilastirildiginda “PBS-PBS” grubuna
kiyasla, “AB-PBS”, “AB-Diisiik Doz Deks” ve “AB-Yiiksek Doz Deks” deney gruplarinda
istatistiksel olarak onemli bir artig gdzlemlendi. “AB-PBS” grubuyla kiyaslandiginda “Ap-
Yiiksek Doz Deks” grubunda anlamli bir artis goriiliirken, “AB-Diisiik Doz Deks” grubunda
anlaml bir fark goriilmedi. “AB-Diisiik Doz Deks” ve “AB-Yiksek Doz Deks” gruplari

arasinda da yine anlamli bir fark yoktu.

psenl geninin ekspresyon degerleri agisindan karsilagtirildiginda “PBS-PBS” grubuna
kiyasla, “AB-PBS” ve “Ap-Yiiksek Doz Deks” deney gruplarinda istatistiksel olarak dnemli
bir artig gozlenirken “Ap-Diisiik Doz Deks” grubunda anlamli bir fark goriillmedi. “AB-PBS”
grubuna gore kiyaslandiginda ise “AB-Diisiik Doz Deks” ve “AB-Yiiksek Doz Deks” deney
gruplarinda istatistiksel olarak 6nemli bir azalig g6zlemlendi. Bunun yaninda “AB-Diisiik Doz

Deks” ve “AB-Yiiksek Doz Deks” gruplari arasinda anlaml fark yoktu.

psen2 geninin ekspresyon degerleri agisindan karsilastirildiginda “PBS-PBS” grubuna
kiyasla, “AB-PBS”, “AB-Diisiik Doz Deks” ve “AB-Yiiksek Doz Deks” deney gruplarinda
istatistiksel olarak onemli bir artis gézlemlendi ve bu artis en fazla “AB-PBS” grubundaydi.
“AB-PBS” grubuna gore kiyaslandiginda ise “AB-Diisiik Doz Deks” ve “AB-Ylksek Doz
Deks” gruplarinda anlamli bir azalis oldugu goriiliirken, bu azalisin “AB-Diisiik Doz Deks”

ve “AB-Yiiksek Doz Deks” gruplar1 arasinda anlamli bir farki yoktu.

bacel geninin ekspresyon degerleri agisindan karsilastirildiginda “PBS-PBS”
grubuna kiyasla, “AB-PBS”, “AB-Diisik Doz Deks” ve “AB-Yiiksek Doz Deks” deney
gruplarinda istatistiksel olarak 6nemli bir artis gbzlemlendi. Fakat “AB-PBS”, “Ap-Diisiik

Doz Deks” ve “AB-Yiiksek Doz Deks” deney gruplar1 arasinda anlamli bir fark goriilmedi.

pcna geninin ekspresyon degerleri agisindan karsilastirildiginda “PBS-PBS” grubuna
kiyasla, “AB-Diisilk Doz Deks” ve “AB-Yiiksek Doz Deks” deney gruplarinda istatistiksel
olarak Onemli bir artis gozlemlenirken “AB-PBS” grubunda anlamli bir degisiklik
gozlenmedi. Bu artis “AB-PBS” deney grubuna gore kiyaslandiginda “AB-Yiiksek Doz Deks”
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grubunda istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunurken, “Ap-Diisiik Doz Deks” grubunda

anlamli bir farklilik goriilmedi.

gfap geninin ekspresyon degerleri agisindan karsilastirildiginda “PBS-PBS” grubuna
kiyasla, “AB-PBS”, “AB-Diisiik Doz Deks” ve “AB-Yiiksek Doz Deks” deney gruplarinda
istatistiksel olarak onemli bir artis gézlemlendi. “AB-PBS” grubuna goére kiyaslandiginda
“AB-Diisiik Doz Deks” ve “Ap-Yiiksek Doz Deks” gruplarinda anlamli bir degisiklik

gorulmedi.

4.2.2. Western Blot ile GFAP Validasyonu
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Grafik-11: Western Blot Yontemi ile GFAP/B-Actin Bagil Protein ifade Seviyeleri (Hata
¢ubuklar1 + standart sapmay1 gostermektedir. ns: anlamli degil; *, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.005;
**x* P<0.001).

Deksmedetomidinin, daha 6nce yapilan ¢alismalarda noroprotektif bir etkisi oldugu
saptanmis olup, bilissel disfonksiyona sebep olan diger anesteziklere gére AH’nda operasyon
gerektiren vakalarda kullanilmasimin diger anesteziklere gore daha uygun olabilecegi one

stiriilmiistiir. Ancak bu konuda yeteri kadar ¢alisma bulunmamaktadir. Bu hipotezi test etmek
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adina, zebra balig1 amiloid beta toksisite modelinde bu etkinin aragtirilmasi adma Glial
Fibriler Asidik Proteinin (GFAP’in) ifadesindeki degisime Western Blot (WB) yontemi ile
bakilmistir. GFAP bir glial aktivasyon belirteci olup, ifadesinin artis1 zebra balig1 rejeneratif

yanit olusumunda 6nemli rol almaktadir.

Bu deneyde toplam 4 grup bulunmaktadir ve bu gruplar sirasiyla; G1: Negatif kontrol,
G2; Pozitif kontrol, G3; AH-Diisiik doz deksmedetomidin ve son olarak G4: AH-Y liksek doz
deksmedetomdindir. Yapilan WB analizlerine gére G2’nin GFAP bagil ifadesinde G1’¢
kiyasla istatiksel olarak dnemli derecede artis gdzlenmistir. Ilag verilen G3 ve G4 deney grubu
G2 ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak 6nemli olarak GFAP ifadesinde diistis gézlenmistir.
Ayni zamanda yiiksek doz deksmedetomidin ve diisiik doz deksmedetomidin verilen gruplar

arasinda GFAP ifadesinde istatistiksel olarak 6nemli bir fark gézlenmemistir.
4.2.3. immiinohistokimya ve Géoriintiileme

Zebra balig1 beyninden 14 mikronluk kriyokesitler alindi ve alinan kesitler iizerinde

PCNA ve A3 immiinfloresan boyamasi yapildi.

Elde edilen sonuclara gore “PBS-PBS” grubuna kiyasla AR42 enjeksiyonu yapilan
“AB-PBS” ve “AB-Yiiksek Doz Deks” deney gruplarinda belirgin AR birikimi gozlemlendi.
Bu sonug hastalik modelinin basariyla olustugunu gosterdi. Fakat “AB-PBS” ve “AB-Yuksek
Doz Deks” gruplari arasinda bariz bir fark goriilmedi. Bu da deksmedetomidinin AR’y1 ¢ozme
yetenegi olmadigi1 seklinde yorumlandi. Buna ek olarak “AB-PBS” ve “AB-Yiksek Doz
Deks” deney gruplarinda “PBS-PBS” grubuna kiyasla pcna geninin ifadesinin arttig1 goriildii.
“AB-PBS” ve “ApB-Yiiksek Doz Deks” gruplar1 arasinda pcna ifadesinde belirgin fark
gorulmedi (Sekil-6).
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PBS-PBS

Sekil-6: Zebra balig1 telensefalon bolgesinden alinan kesitler. Proliferasyon belirteci
olan PCNA (Kirmizi), amiloid beta plaklarinin belirteci olan AP (Yesil) ve hiicre niikleus
belirteci olan DAPI (Mavi) ile gerceklestirilen immiinfloresan boyamalarin konfokal

mikroskop gorintileri.
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5. TARTISMA

Calismamizda, kullandigimiz zebra baligir amiloid beta toksisitesi modelinde, yogun
bakim tinitesi, premedikasyon, perioperatif dénem gibi ¢esitli alanlarda kullanimi gittikce
yayginlagan ve son yillarda klinik arastirmalarda sik¢a yer bulan deksmedetomidinin
etkinliginin aragtirildig1 bu deneysel ¢alismada, yapilan qPCR ve western blot yontemlerinde

deksmedetomidinin néroprotektif etkisinin oldugu goriilmiistiir.

Alzheimer hastalig1 kiiratif bir tedavisi olmayan, patofizyolojisi iizerine arastirma
yapilmasit ve yeni ilaglarin test edilmesi zorunlu olan bir hastaliktir. Bu amaclar
dogrultusunda hayvan modelleri degerli bir aragtir. Bunun igin de transgenik modeller
olusturulmaktadir. Literatirde, AH’nin kemirgen modelleri kapsamli bir sekilde
kullanilmistir ve bu hastalik hakkinda 6nemli bilgiler vermistir (125,126). Bununla birlikte
simdiye kadar zebra baligt modelini kullanan arastirmalar, diger hayvan modellerinde
gozlemlenmesi zor olan AH’da rol oynayan ¢esitli genlerin belirli 6zelliklerini ortaya
cikarmigtir (127,128). Tiim beyin fonksiyonlarina sahip yetiskin baliklar, omurgalilarin
karmasik beyin fonksiyonlari 6zelliklerinin analizinde 6nemli bir avantaja sahiptir. Gergekten
de zebra balig1 hafiza, kosullu tepkiler ve egitim gibi sosyal davranislar dahil olmak Uzere
bir¢ok iist diizey davranis sergiler (129). Tim bu 0Ozellikler, SSS bozukluklar1 dahil olmak
tizere insan hastaliklarini incelemek igin ideal bir model olarak zebra baligini gii¢lendirir. Biz

de bu nedenlerden dolay1 calismamizda zebra balig1 modelini segtik.

Diger bir yandan, zebra baliginin AH gibi ge¢ baslangicli bir hastaligi modellemek
icin kullanilip kullanilamayacagi tartigmalidir, ¢iinkii zebra baligi derin bir rejenerasyon
kapasitesine sahiptir ve bu, nérodejeneratif fenotiplerin gelisimini etkilemektedir. Yetiskin
zebra balig1 beynindeki nérogenez, memelilerde gézlenenden ¢ok daha fazladir, dolayisiyla
noronal kaybin analizini zorlagtirir (130). Bu sinirlamalara ragmen, genom diizenleme
teknolojilerini kullanmanin son zamanlardaki uygulanabilirligi, AH gibi ndrodejeneratif
hastaliklarin zebra balig1 genetik modellerini gelistirme imkan1 sunup yeni arastirmalar igin

uygun kilmistir (131).

Insanlarda gdzlemlenene benzer sekilde hipoksi, zebra balig1 yetiskin beyninde ve

larvalarda psenl, psen2, appa, appb ve bacel’i upregile eder (132). Biz de bu nedenle
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calismamizda bu genlerin ekspresyon degerlerini qPCR ile degerlendirdik. Hipokside
ekspresyon artigi beklenen genlerden psenl, psen2, appa genlerinde “AB-PBS” grubuna
kiyasla “AB-Diisiik Doz Deks” ve/veya “AB-Yiiksek Doz Deks” gruplarinda genel anlamda
hipotezimizi destekler sekilde anlamli bir azalis goriilmiistiir. Yine hipokside ekspresyon
artig1 olan appb ve bacel genlerinde beklenenin aksine ekspresyon degerleri azalmamustir.
Hatta appb geninde “AB-PBS” grubuna kiyasla “AB-Diisiik Doz Deks” grubunda anlamli
degisiklik olmazken, “AB-Yiiksek Doz Deks” grubunda azalmanin aksine artis oldugu
goriilmiistiir. bacel geninde de “AB-PBS” grubuna kiyasla “AB-PBS” anlamli herhangi bir
artis ya da azalig goriillmemistir. Bu genlerde bekledigimiz ekspresyon artiginin olmamast
amiloid B yolagindaki mekanizmalariyla ilgili olabilecegi diisiiniiliip ileri arastirmalara gerek

vardir.

Proliferatif hiicre niikleer antijeni (pcna), replikasyondaki rolii goz 6niine alindiginda,
proliferasyon igin molekiler bir belirteg olarak bilinir (133). Zebra baligi model
organizmasinin bir avantaji da organizmadaki herhangi bir yaralanma, hastalik gibi patolojik
bir durum varliginda pcna upregulasyonu ile organizmanin yiiksek onarim kapasitesine sahip
olmasidir. Yapilan qPCR’da pcna geninin ekspresyon degerleri karsilastirildiginda “PBS-
PBS” grubuna gore kiyaslandiginda “AB-PBS” grubunda anlamli bir artis olmazken “Ap-
Diisik Doz Deks” ve “AB-Yiiksek Doz Deks” gruplarinin ikisinde de anlamli artis
goriilmistiir. “AB-PBS” grubuyla kiyaslandiginda ise “AB-Diisiik Doz Deks” grubunda
anlaml artis yokken “AB-Yiksek Doz Deks” grubunda anlamli artig goriilmiistiir. Bu veriler
de bize deksmedetomidinin proliferasyonu artirdigint gostermektedir. gfap geni de bir glial
aktivasyon belirteci olup, ifadesinin artig1 yine zebra baligi rejeneratif yanit olusumunda
onemli rol almaktadir. gfap geninin ekspresyon degerleri agisindan karsilastirildiginda “PBS-
PBS” grubuna kiyasla, “AB-PBS” grubunda oldugu gibi “AB-Diisiik Doz Deks” ve “Ap-
Yiiksek Doz Deks” deney gruplarinda da istatistiksel olarak 6nemli bir artig gozlemlendi fakat

bu artis agisindan bu ii¢ grup arasinda anlamli bir fark goriilmedi.

gfap aktivasyonu yukarida da belirtildigi tizere zebra baligi rejenerasyonunda 6nemli
bir role sahiptir ancak fazla glial aktivasyonun ndronlara zarar verdigi gézlenmistir. Western
blot yontemi ile gfap geni Grlini olan GFAP validasyonu yapildiginda G3 ve G4’teki GFAP

ifadesindeki diisiis deksmedetomidin’in néroprotektif etkisinden kaynakli oldugu diisiiniilse

49



de halihazirda bulunan verilerle kesin bir yorum yapilmasi miimkiin degildir ve boyle bir

ciktiya ulagsmak icin gelecek calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Yaslanmayla birlikte ameliyatlardan sonra Postoperarif Deliryum (POD) veya
Postoperatif biligsel islev bozuklugu goriilebilir. Bunlar cerrahi ve anesteziye bagli olabilir.
Postoperarif deliryum, ameliyattan hemen sonra ortaya ¢ikan, dikkat ve bilingte dalgalanma
ile karekterize edilen bilissel durumdaki akut degisikliktir. Postoperatif bilissel islev
bozuklugu ise hafiza ve dikkat sorunlarinin yani sira yiiriitiicii islev bozuklugu da dahil olmak
iizere daha kalic1 biligsel zorluklarla karakterize edilir ve genellikle ameliyattan sonra ortaya

cikar (134).

Genel anestezi uygulamast AH gelisimi i¢in bir risk faktoriidiir. Volatil
anesteziklerden yaygin olarak kullanilan izofluran sicanlarda hipokampal hiicre hasarina
neden olmustur ve bilissel islev kaybini artirmistir (135). Yapilan baska bir ¢alismada,
izofluranin APP mRNA’y1 artirarak APP tiiketimini artirdigr ve APas2 seviyesi ile AP plak
birikimini arttigi gosterilmistir (136). Ayrica izofluranin kaspazlari aktive etmesi sonrasi
BACE aktivasyonunun artigina ve buna bagl olarak A plak artisina neden olur (137). Buna
bagl olarak ameliyat sonrasi bilissel islev bozuklugu goriilme riski de artar. Baska bir
retrospektif ¢alismada anestezi alan hastalarda demans riskini iKi kat arttirdigi bulunmustur
(138). Diger bir inhaler anestezik olan sevofluranin da, AP tiretimini arttirdigi gosterilmistir
(139). Desfluran ise izofluran ve sevofluranin aksine A tiretimini azaltir (140). Bu tur genel
anesteziklerin, AH’li hastalarda kullaniminin, hastaligin siddetini artirdiginin varsayimi

yapilabilir.

Genel anestezi, teorik olarak nikotinik ve muskarinik reseptorler yoluyla merkezi
kolinerjik iletimi degistirerek bilissel eksikliklere de katkida bulunabilir. Asetilkolin
norotransmisyonundaki bir azalma, analjezi, amnezi, hareketsizlik ve hipnoz dahil olmak
lizere genel anestezinin istenen bazi etkilerini kolaylastirir (141). Asetilkolin, 6grenme, hafiza
ve dikkat gibi bilissel siiregler i¢in dnemlidir. Normal yaslanma, siganlarda ve insanlarda
bazal 6n beyindeki kolinerjik ndronlarin sayisindaki azalma ile iligkilidir. Yaslanmaya ayrica
serebral kortekste kolinerjik afferentlerin azalmasi eslik eder, en siddetli azalma temporal lob
kortikal asosiasyon alanlarinda ve entorinal kortekste bulunur. Yaygin bir demans olan AH,

bazal 6n beyin kolinerjik noronlarinda erken patoloji gosterir (142). Halotan, izofluran,
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enfluran ve ketaminin medial pontin retikiiler formasyonda asetilkolin salinimini énemli

oOlgiide azalttig1 gosterilmistir (142). Bu tlr anestezikler, AH’yi daha da siddetlendirebilir.

Yapilan hayvan ¢alismalar1 ve in vitro ¢alismalarda anestezik ilaglarin ve cerrahinin
AH riskini ve siddetini arttirdig1 gosterilmistir (143). Izofluran gibi inhaler anesteziklerin
propofole gore AH iizerinde daha biiyiik etkisinin oldugu varsayilmistir (144); ancak bazi
calismalarda izofluranin propofolden daha biiyiik bir etkisinin olmadig1 da gosterilmistir
(143).

Propofoliin, APP proteini ve mRNA seviyeleri Gzerinde belirgin bir etkisinin olmadig1
gosterilmistir (145). Ayrica propofoliin, izofluran kaynakli artan AP42 oligomerizasyonunu
azalttig1 gosterilmistir (145). Yapilan gesitli ¢alismalarda propofoliin, hayvan ve insanlarda
demans insidansinda ve AP seviyelerinde azalma, artma ya da hicbir degisikligin
goriilmemesi gibi ¢cok farkli sonuglar ortaya ¢ikmistir (146). Yapilan son ¢aligmalar farelerde,
propofoliin AH'de plak birikimini veya sinaps degisikliklerini alevlendirmesinin olasi

olmadigin1 gostermektedir (146).

AH’li hastalarda ilk adim olarak, kaspaz aktivasyonunu, apoptozu, AP birikimini ve
biligsel islev bozuklugunu artirmayacak (veya daha az derecede artiracak) anestezik ilaglara

yoénelmemiz gerekir.

Son zamanlarda popiiler hale gelen o2-agonisti olan deksmedetomidin, koklu
noroprotektif etkileri nedeniyle 6ne ¢ikmaktadir. Tipik olarak sedatif, adjuvan anestezik ve
opioid koruyucu ilag olarak kullanilan deksmedetomidinin ndéroproteksiyonunun Kkesin
mekanizmalari ¢ogunlukla belirsizdir (147). Deksmedetomidinin noroprotektif etkileri,
iskemik beyin hasari, travmatik beyin hasari, ndrodejeneratif hastaliklar ve postoperatif
biligsel bozukluklar gibi beyin hasar1 olusturulan birgok hayvan modelinde tespit edilmistir
(147). Deksmedetomidinin o2-agonisti olarak intrinsik sempatolitik aktivitesinden
kaynaklanan ana noroprotektif mekanizma, locus coeruleus'ta a2 reseptoriiniin aktivasyonu
ile katekolamin saliniminin negatif diizenlenmesinden olusur; bdylece serebral vaskuler
spazmlar1 ve beyin hasarini engeller. Yapilan ¢aligmalar, deksmedetomidinin IL1-f ve IL-6
gibi proinflamatuar sitokinleri azalttigini kanitlamistir (148). Deksmedetomidin ayrica

kolinerjik antiinflamatuar yolak yoluyla ndéroinflamasyonu azaltir, servikal vagusun

o1



bosalmasini arttirir, boylece sistemik sitokin seviyelerini azaltir (149). NOroprotektif birgok
daha mekanizmasi bulunan deksmedetomidinin, hem olgunlasmamis hem de yetiskin
beyinlerinde sevofluran, ketamin ve izofluran'in ¢oklu toksisite modellerinde anesteziklerin

neden oldugu noérotoksisiteye karsi ndron apoptozunu diizenledigi gosterilmistir (147).
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, son yillarda klinik ve deneysel calismalarda popularitesi artan bir klinik
anestezik ajan turi olan, sedatif, anksiyolitik, sempatolitik, hipnotik, analjezik ve anti-
inflamatuar gibi bircok etkisi olan deksmedetomidinin, noéroprotekif etkilerinin de
bulundugunu ve bu etkilerinin molekuler yoéntemlerle de gosterilebilir oldugunu
soyleyebiliriz. Elde ettigimiz verilerin geneline bakildiginda, diisiik doz (250 uM) ile yiiksek

doz deksmedetomidin (500 M) arasinda anlamli bir fark goriilmemistir.

Noroprotektif etkisi gosterilen deksmedetomidin ile yaptigimiz bu ¢alisma Alzheimer
benzeri norodejeneratif hastaliklar1 daha iyi tedavi etmemizi saglayacak alternatif terapotik
yaklagimlar tasarlamamiza olanak saglayabilir. Ancak bunun igin etki mekanizmalarinin,

insandaki doz ve sirelerinin belirlenecegi daha ayrintili ileri galismalara gereksinim vardr.

53



10.

11.

12.

13.

14.

7. KAYNAKLAR

Stelzmann RA, Norman Schnitzlein H, Reed Murtagh F. An english translation of alzheimer’s

1907 paper, “iiber eine eigenartige erkankung der hirnrinde.” Clin Anat. 1995;8(6):429-31.

Hardy JA, Higgins GA. Alzheimer’s disease: The amyloid cascade hypothesis. Science (80- ).
1992;256(5054):184-5.

Howard R, McShane R, Lindesay J, Ritchie C, Baldwin A, Barber R, et al. Donepezil and
Memantine for Moderate-to-Severe Alzheimer’s Disease. N Engl J Med. 2012 Mar
8;366(10):893-903.

Bird TD. Genetic aspects of Alzheimer disease. Genet Med. 2008;10(4):231-9.

Igbal K, Grundke-Igbal 1. Alzheimer’s disease, a multifactorial disorder seeking multitherapies.
Alzheimer’s Dement. 2010;6(5):420-4.

Kazim SF, Igbal K. Neurotrophic factor small-molecule mimetics mediated neuroregeneration
and synaptic repair: emerging therapeutic modality for Alzheimer’s disease. Mol Neurodegener

2016 11. 2016 Jul 11;11(1):1-16.

Igbal K, Grundke-lgbal I. Opportunities and challenges in developing Alzheimer disease
therapeutics. Acta Neuropathol. 2011 Nov;122(5):543-9.

Igbal K, Kazim SF, Bolognin S, Blanchard J. Shifting balance from neurodegeneration to
regeneration of the brain: a novel therapeutic approach to Alzheimer’s disease and related

neurodegenerative conditions. Neural Regen Res. 2014 Aug 15;9(16):1518-9.

Briggs R, Kennelly SP, O’Neill D. Drug treatments in Alzheimer’s disease. Clin Med. 2016 Jun
1;16(3):247-53.

Manning FC. Tacrine therapy for the dementia of Alzheimer’s disease. Am Fam Physician
1994;50(4):819-23.

Robinson DM, Keating GM. Memantine: a review of its use in Alzheimer’s disease. Drugs.

2006:66(11):1515-34.

Ghezzi L, Scarpini E, Galimberti D. Disease-modifying drugs in Alzheimer’s disease. Drug Des
Devel Ther. 2013 Dec 6;7:1471-9.

Loeffler DA. Intravenous immunoglobulin and Alzheimer’s disease: what now? J

Neuroinflammation. 2013 Jun 5;10.

Prins ND, Scheltens P. Treating Alzheimer’s disease with monoclonal antibodies: current status

and outlook for the future. Alzheimers Res Ther. 2013;5(6).
o4



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

Salloway S, Sperling R, Fox NC, Blennow K, Klunk W, Raskind M, et al. Two phase 3 trials of
bapineuzumab in mild-to-moderate Alzheimer’s disease. N Engl J Med. 2014 Jan
23;370(4):322-33.

Doody RS, Thomas RG, Farlow M, Iwatsubo T, Vellas B, Joffe S, et al. Phase 3 trials of
solanezumab for mild-to-moderate Alzheimer’s disease. N Engl J Med. 2014 Jan 23;370(4):311—
21.

Belleville JP, Ward DS, Bloor BC, Maze M. Effects of intravenous dexmedetomidine in humans.
I. Sedation, ventilation, and metabolic rate. Anesthesiology. 1992;77(6):1125-33.

Nelson L, Maze M. Neural substrates for behavior. In: Evers A, Maze M, editors. Anesthetic
Pharmacology. Burlington: Elsevier; 2004. p. 227-43.

Martin E, Ramsay G, Mantz J, Sum-Ping STJ. The role of the alpha2-adrenoceptor agonist
dexmedetomidine in postsurgical sedation in the intensive care unit. J Intensive Care Med.
2003;18(1):29-41.

Zhou C, Zhu Y, Liu Z, Ruan L. Effect of dexmedetomidine on postoperative cognitive
dysfunction in elderly patients after general anaesthesia: A meta-analysis. J Int Med Res. 2016
Dec 1;44(6):1182-90.

Liu YJ, Wang DY, Yang YJ, Lei WF. Effects and mechanism of dexmedetomidine on neuronal
cell injury induced by hypoxia-ischemia. BMC Anesthesiol. 2017 Aug 30;17(1).

Yamanaka D, Kawano T, Nishigaki A, Aoyama B, Tateiwa H, Shigematsu-Locatelli M, et al.
Preventive effects of dexmedetomidine on the development of cognitive dysfunction following
systemic inflammation in aged rats. J Anesth. 2017 Feb 1;31(1):25-35.

Wang X, Shan Y, Tang Z, Gao L, Liu H. Neuroprotective effects of dexmedetomidine against
isoflurane-induced neuronal injury via glutamate regulation in neonatal rats. Drug Des Devel
Ther. 2018;13:153-60.

Sanders RD, Xu J, Shu Y, Januszewski A, Halder S, Fidalgo A, et al. Dexmedetomidine
attenuates isoflurane-induced neurocognitive impairment in neonatal rats. Anesthesiology.
2009;110(5):1077-85.

MacMillan LB, Hein L, Smith MS, Piascik MT, Limbird LE. Central hypotensive effects of the
alpha2a-adrenergic receptor subtype. Science. 1996;273(5276):801-3.

Ebert TJ, Hall JE, Barney JA, Uhrich TD, Colinco MD. The effects of increasing plasma

concentrations of dexmedetomidine in humans. Anesthesiology. 2000;93(2):382—94.

55



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Dutta S, Lal R, Karol MD, Cohen T, Ebert T. Influence of cardiac output on Dexmedetomidine
pharmacokinetics. J Pharm Sci. 2000;89(4):519-27.

Dexmedetomidine HCI PRECEDEX TM DEXMEDETOMIDINE HYDROCHLORIDE
Injection. 1999.

http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/EPAR_-
_Product_Information/human/ 002268/WC500115631.pdf. European Medicines Agency.

European Public Assessment Report. 2016.

Karol MD, Maze M. Pharmacokinetics and interaction pharmacodynamics of dexmedetomidine
in humans. Best Pract Res Clin Anaesthesiol. 2000 Jun 1;14(2):261-9.

Newman M, Ebrahimie E, Lardelli M. Using the zebrafish model for Alzheimer’s disease
research. Front Genet. 2014;5(JUN).

Gerlai R. Zebra fish: an uncharted behavior genetic model. Behav Genet. 2003 Sep;33(5):461—
8.

Guo S. Linking genes to brain, behavior and neurological diseases: what can we learn from
zebrafish? Genes Brain Behav. 2004 Apr;3(2):63-74.

Caramillo EM, Echevarria DJ. Alzheimer’s disease in the zebrafish: where can we take it? Behav
Pharmacol. 2017 Feb 7;28(2 and 3-Spec Issue):179-86.

2021 Alzheimer’s disease facts and figures. Alzheimer’s Dement. 2021;17(3):327-406.

Golde TE. Disease-Modifying Therapies for Alzheimer’s Disease: More Questions than

Answers. Neurotherapeutics. 2022.

Gong CX, Dai CL, Liu F, Igbal K. Multi-Targets: An Unconventional Drug Development
Strategy for Alzheimer’s Disease. Front Aging Neurosci. 2022;14(February):1-7.

Rajan KB, Weuve J, Barnes LL, McAninch EA, Wilson RS, Evans DA. Population estimate of
people with clinical Alzheimer’s disease and mild cognitive impairment in the United States

(2020-2060). Alzheimer’s Dement. 2021;17(12):1966—75.

Rajan KB, Weuve J, Barnes LL, Wilson RS, Evans DA. Prevalence and incidence of clinically

diagnosed Alzheimer’s disease dementia from 1994 to 2012 in a population study. Alzheimer’s

Dement. 2019;15(1):1-7.

Ozpak L, Pazarbas1 A, Keser N. Alzheimer Hastaliginin Genetigi ve Epigenetigi. Arsiv Kaynak
Tarama Derg. 2017;26(1):35-35.

Jahn H. Memory loss in alzheimer’s disease. Dialogues Clin Neurosci. 2013;15(4):445-54.
56



42.

43.

44,

45,

46.

47,

48.

49,

50.

51.

52.

53.

54,

Weintraub S, Wicklund AH, Salmon DP. The neuropsychological profile of Alzheimer disease.
Cold Spring Harb Perspect Med. 2012;2(4).

Alonso Vilatela ME, Lopez-L6pez M, Yescas-Gomez P. Genetics of Alzheimer’s Disease. Arch
Med Res. 2012;43(8):622-31.

Ma C, Hong F, Yang S. Amyloidosis in Alzheimer’s Disease: Pathogeny, Etiology, and Related
Therapeutic Directions. Molecules. 2022;27(4).

Ewers M, Zhong Z, Birger K, Wallin A, Blennow K, Teipel SJ, et al. Increased CSF-BACE 1
activity is associated with ApoE-g4 genotype in subjects with mild cognitive impairment and
Alzheimer’s disease. Brain. 2008;131(5):1252-8.

Grupe A, Abraham R, Li Y, Rowland C, Hollingworth P, Morgan A, et al. Evidence for novel
susceptibility genes for late-onset Alzheimer’s disease from a genome-wide association study of
putative functional variants. Hum Mol Genet. 2007;16(8):865-73.

Shir D, Graff-Radford J, Hofrenning EI, Lesnick TG, Przybelski SA, Lowe V], et al. Association
of plasma glial fibrillary acidic protein (GFAP) with neuroimaging of Alzheimer’s disease and

vascular pathology. Alzheimer’s Dement Diagnosis, Assess Dis Monit. 2022;14(1):1-9.

Kamphuis W, Middeldorp J, Kooijman L, Sluijs JA, Kooi EJ, Moeton M, et al. Glial fibrillary
acidic protein isoform expression in plaque related astrogliosis in Alzheimer’s disease.

Neurobiol Aging. 2014;35(3):492-510.

Cicognola C, Janelidze S, Hertze J, Zetterberg H, Blennow K, Mattsson-Carlgren N, et al. Plasma
glial fibrillary acidic protein detects Alzheimer pathology and predicts future conversion to

Alzheimer dementia in patients with mild cognitive impairment.

Elahi FM, Casaletto KB, Joie R La, Walters SM, Harvey D, Wolf A, et al. Plasma biomarkers of

astrocytic and neuronal dysfunction in early-and late-onset Alzheimer’s disease.

Pereira JB, Janelidze S, Smith R, Mattsson-Carlgren N, Palmqvist S, Teunissen CE, et al. Plasma

GFAP is an early marker of amyloid-b but not tau pathology in Alzheimer’s disease.

Gaugler J, James B, Johnson T, Scholz K, Weuve J. 2016 Alzheimer’s disease facts and figures.
Alzheimer’s Dement. 2016;12(4):459-5009.

Reitz C, Mayeux R. Alzheimer disease: Epidemiology, diagnostic criteria, risk factors and
biomarkers. Biochem Pharmacol. 2014;88(4):640-51.

Fukumoto H, Tennis M, Locascio JJ, Hyman BT, Growdon JH, Irizarry MC. Age but not

diagnosis is the main predictor of plasma amyloid p-protein levels. Arch Neurol.

S7



55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

2003:60(7):958-64.

Johnson NA, Jahng GH, Weiner MW, Miller BL, Chui HC, Jagust WJ, et al. Pattern of cerebral
hypoperfusion in Alzheimer’s disease and mild cognitive impairment measured with arterial

spin-labeling MR imaging: Initial experience. Int Congr Ser. 2006;1290:108-22.

Sperling R. The potential of functional MRI as a biomarker in early Alzheimer’s disease.

Neurobiol Aging. 2011;32(SUPPL. 1):S37-43.

Golby A, Silverberg G, Race E, Gabrieli S, O’Shea J, Knierim K, et al. Memory encoding in
Alzheimer’s disease: An fMRI study of explicit and implicit memory. Brain. 2005;128(4):773—
87.

Wolinsky D, Drake K, Bostwick J. Diagnosis and Management of Neuropsychiatric Symptoms
in Alzheimer’s Disease. Curr Psychiatry Rep. 2018;20(12).

Herholz K. Imaging Clinical Subtypes and Associated Brain Networks in Alzheimer’s Disease.

Brain Sci. 2022;12(2).

Cummings JL, Henchcliffe C, Schaier S, Simuni T, Waxman A, Kemp P. The role of
dopaminergic imaging in patients with symptoms of dopaminergic system neurodegeneration.
Brain. 2011;134(11):3146—66.

Colloby SJ, Perry EK, Pakrasi S, Pimlott SL, Wyper DJ, McKeith IG, et al. Nicotinic 1231-5IA-
85380 single photon emission computed tomography as a predictor of cognitive progression in

alzheimer’s disease and dementia with lewy Bodies. Am J Geriatr Psychiatry. 2010;18(1):86—
90.

Colloby SJ, McParland S, O’Brien JT, Attems J. Neuropathological correlates of dopaminergic
imaging in Alzheimer’s disease and Lewy body dementias. Brain. 2012;135(9):2798—-808.

Haake A, Nguyen K, Friedman L, Chakkamparambil B, Grossberg GT. An update on the utility
and safety of cholinesterase inhibitors for the treatment of Alzheimer’s disease. Expert Opin
Drug Saf. 2020;19(2):147-57.

Conway ME. Alzheimer’s disease: targeting the glutamatergic system. Biogerontology.

2020;21(3):257-74.

Kishi T, Matsunaga S, Oya K, Nomura I, Ikuta T, Iwata N. Memantine for Alzheimer’s Disease:
An Updated Systematic Review and Meta-analysis. J Alzheimer’s Dis. 2017;60(2):401-25.

Pritam P, Deka R, Bhardwaj A, Srivastava R, Kumar D, Jha AK, et al. Antioxidants in

Alzheimer’s Disease: Current Therapeutic Significance and Future Prospects. Biology (Basel).

58



67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77,

2022:11(2).

Guo J, Wang Z, Liu R, Huang Y, Zhang N, Zhang R. Memantine, Donepezil, or Combination
Therapy—What is the best therapy for Alzheimer’s Disease? A Network Meta-Analysis. Brain
Behav. 2020;10(11):1-13.

Sano M, Ernesto C, Thomas RG, Klauber MR, Schafer K, Grundman M, et al. A Controlled
Trial of Selegiline, Alpha-Tocopherol, or Both as Treatment for Alzheimer’s Disease. N Engl J
Med. 1997;336(17):1216-22.

Chiong W, Tolchin BD, Bonnie RJ, Busl KM, Cruz-Flores S, Epstein LG, et al. Decisions With
Patients and Families Regarding Aducanumab in Alzheimer Disease, With Recommendations
for Consent: AAN Position Statement. Neurology. 2022;98(4):154-9.

Withington CG, Turner RS. Amyloid-Related Imaging Abnormalities With Anti-amyloid

Antibodies for the Treatment of Dementia Due to Alzheimer’s Disease. Front Neurol.
2022;13(March).

Riker RR, Shehabi Y, Bokesch PM, Ceraso D, Wisemandle W, Koura F, et al. Dexmedetomidine
vs midazolam for sedation of critically Il patients A randomized trial. JAMA - J Am Med Assoc.
2009;301(5):489-99.

Buckley MS, Smithburger PL, Wong A, Fraser GL, Reade MC, Klein-Fedyshin M, et al.
Dexmedetomidine for Facilitating Mechanical Ventilation Extubation in Difficult-to-Wean ICU
Patients: Systematic Review and Meta-Analysis of Clinical Trials. J Intensive Care Med.
2021;36(8):925-36.

Katzung BG. Basic & Clinical Pharmacology.

Panzer O, Moitra V, Sladen RN. Pharmacology of Sedative-Analgesic Agents:
Dexmedetomidine, Remifentanil, Ketamine, VVolatile Anesthetics, and the Role of Peripheral Mu
Antagonists. Crit Care Clin. 2009;25(3):451-69.

Li BL, Zhang N, Huang JX, Qiu QQ, Tian H, Ni J, et al. A comparison of intranasal
dexmedetomidine for sedation in children administered either by atomiser or by drops.
Anaesthesia. 2016;71(5):522-8.

Smith H, Elliott J. Alpha2 receptors and agonists in pain management. Curr Opin Anaesthesiol.
2001;14(5):513-8.

Kamibayashi T, Maze M. Clinical uses of alpha2 -adrenergic agonists. Anesthesiology.
2000;93(5):1345-9.

59



78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

Naaz S, Ozair E. Dexmedetomidine in current anaesthesia practice- a review. J Clin Diagnostic
Res. 2014;8(10):GE01-4.

Ebert TJ, Hall JE, Barney JA, Uhrich TD, Colinco MD. The effects of increasing plasma

concentrations of dexmedetomidine in humans. Anesthesiology. 2000;93(2):382-94.

Brummett CM, Wagner DS. The use of alpha-2 agonists in peripheral nerve blocks: a review of
the history of clonidine and a look at a possible future for dexmedetomidine. Semin Anesth
Perioper Med Pain. 2006;25(2):84-92.

Reid K, Hayashi Y, Guo TS, Correa-Sales C, Nacif-Coelho C, Maze M. Chronic administration
of an a2 adrenergic agonist desensitizes rats to the anesthetic effects of dexmedetomidine.

Pharmacol Biochem Behav. 1994;47(1):171-5.

Prielipp RC, Wall MH, Tobin JR, Groban L, Cannon MA, Fahey FH, et al. Dexmedetomidine-
induced sedation in volunteers decreases regional and global cerebral blood flow. Anesth Analg.
2002;95(4):1052-9.

Akpinar H, Naziroglu M, Ovey IS, Cig B, Akpinar O. The neuroprotective action of
dexmedetomidine on apoptosis, calcium entry and oxidative stress in cerebral ischemia-induced
rats: Contribution of TRPM2 and TRPV1 channels. Sci Rep. 2016;6(September):1-13.

Wang D, Xu X, Wu YG, Lyu L, Zhou ZW, Zhang JN. Dexmedetomidine attenuates traumatic
brain injury: Action pathway and mechanisms. Neural Regen Res. 2018;13(5):819-26.

Venn RM, Hell J, Grounds RM, George S. Venn RM, Hell J, Grounds RM. Respiratory effects
of dexmedetomidine in the surgical patient requiring intensive care. Critical Care.
2000;4(5):302-8.

Groeben H, Mitzner W, Brown RH. Effects of the o 2-Adrenoceptor Agonist Dexmedetomidine
on Bronchoconstriction in Dogs. Anesthesiology. 2004;100(2):359-63.

Xia R, Yin H, Xia Z yuan, Mao Q jun, Chen G da, Xu W. Effect of Intravenous Infusion of
Dexmedetomidine Combined with Inhalation of Isoflurane on Arterial Oxygenation and
Intrapulmonary  Shunt During Single-Lung Ventilation. Cell Biochem Biophys.
2013;67(3):1547-50.

Shinohara H, Hirota K, Sato M, Kakuyama M, Fukuda K. Monitored anesthesia care with
dexmedetomidine of a patient with severe pulmonary arterial hypertension for inguinal
hernioplasty. J Anesth. 2010;24(4):611-3.

But AK, Ozgul U, Erdil F, Gulhas N, Toprak HI, Durmus M, et al. The effects of pre-operative

dexmedetomidine infusion on hemodynamics in patients with pulmonary hypertension
60



90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

undergoing mitral valve replacement surgery. Acta Anaesthesiol Scand. 2006;50(10):1207-12.

Lee SH, Kim N, Lee CY, Ban MG, Oh Y. Effects of dexmedetomidine on oxygenation and lung
mechanics in patients with moderate chronic obstructive pulmonary disease undergoing lung
cancer surgery. Eur J Anaesthesiol. 2016;33(4):275-82.

Lakhlani PP, Macmillan LB, Guo TZ, Mccool BA, Lovinger DM, Maze M, et al. Substitution of
a mutant a2a-adrenergic receptor via “hit and run” gene targeting reveals the role of this subtype
in sedative, analgesic, and anesthetic-sparing responses in vivo. Proc Natl Acad Sci U S A.
1997;94(18):9950-5.

Shutes BL, Gee SW, Sargel CL, Fink KA, Tobias JD. Dexmedetomidine as single continuous
sedative during noninvasive ventilation: Typical usage, hemodynamic effects, and withdrawal.
Pediatr Crit Care Med. 2018;19(4):287-97.

Maldonado JR, Wysong A, Van Der Starre PJA, Block T, Miller C, Reitz BA. Dexmedetomidine
and the reduction of postoperative delirium after cardiac surgery. Psychosomatics.
2009;50(3):206-17.

Hall JE, Uhrich TD, Barney JA, Arain SR, Ebert TJ. Sedative, amnestic, and analgesic properties
of small-dose dexmedetomidine infusions. Anesth Analg. 2000;90(3):699—705.

Fragen RJ, Fitzgerald PC. Effect of dexmedetomidine on the minimum alveolar concentration
(MAC) of sevoflurane in adults age 55 to 70 years. J Clin Anesth. 1999;11(6):466-70.

Hood R, Budd A, Sorond FA, Hogue CW. Peri-operative neurological complications.
Anaesthesia. 2018;73:67—75.

Feinkohl I, Winterer G, Spies CD, Pischon T. Cognitive reserve and the risk of postoperative
cognitive dysfunction - A systematic review and meta-analysis. Dtsch Arztebl Int.
2017;114(7):110-7.

Yang W, Kong LS, Zhu XX, Wang RX, Liu Y, Chen LR. Effect of dexmedetomidine on
postoperative cognitive dysfunction and inflammation in patients after general anaesthesia: A
PRISMA-compliant systematic review and meta-analysis. Med (United States). 2019;98(18).

Wang X, Zhao B, Li X. Dexmedetomidine attenuates isoflurane-induced cognitive impairment
through antioxidant, anti-inflammatory and anti-apoptosis in aging rat. Int J Clin Exp Med.
2015;8(10):17281-8.

Meyers JR. Zebrafish: Development of a Vertebrate Model Organism. Curr Protoc Essent Lab
Tech. 2018;16(1):1-26.

61



101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

Teame T, Zhang Z, Ran C, Zhang H, Yang Y, Ding Q, et al. The use of zebrafish (Danio rerio)
as biomedical models. Anim Front. 2019;9(3):68-77.

Wixon J. Featured organism: Danio rerio, the zebrafish. Yeast. 2000;17(3):225-31.

Lambert JGD. The ovary of the guppy Poecilia reticulata. Gen Comp Endocrinol.
1970;15(3):464-76.

Selman K, Wallace RA, Sarka A, Qi X. Stages of oocyte development in the zebrafish,
Brachydanio rerio. J Morphol. 1993 Nov 1;218(2):203-24.

Kanungo J, Cuevas E, Ali S, Paule M. Zebrafish model in drug safety assessment. Curr Pharm
Des. 2014 May 29;20(34):5416-29.

Howe K, Clark MD, Torroja CF, Torrance J, Berthelot C, Muffato M, et al. The zebrafish
reference genome sequence and its relationship to the human genome. Nature. 2013 Apr
4;496(7446):498.

Tierney KB. Behavioural assessments of neurotoxic effects and neurodegeneration in zebrafish.
Biochim Biophys Acta - Mol Basis Dis. 2011 Mar 1;1812(3):381-9.

Kalueff A V., Stewart AM, Gerlai R. Zebrafish as an emerging model for studying complex brain
disorders. Trends Pharmacol Sci. 2014 Feb;35(2):63.

Min TJ, Kim WY, Ha YR, Jeong 1Y, Yoo JY. Dexmedetomidine preconditioning attenuates
Cisplatin-induced ototoxicity in zebrafish. Clin Exp Otorhinolaryngol. 2014 Dec 1;7(4):275-80.

Ruuskanen JO, Peitsaro N, Kaslin JVM, Panula P, Scheinin M. Expression and function of alpha-
adrenoceptors in zebrafish: drug effects, mMRNA and receptor distributions. J Neurochem. 2005
Sep;94(6):1559-69.

Yang X, Jounaidi Y, Mukherjee K, Fantasia RJ, Liao EC, Yu B, et al. Drug-selective Anesthetic
Insensitivity of Zebrafish Lacking y-Aminobutyric Acid Type A Receptor B3 Subunits.
Anesthesiology. 2019 Dec 1;131(6):1276-91.

Domarecka E, Skarzynska M, Szczepek AJ, Hatzopoulos S. Use of zebrafish larvae lateral line
to study protection against cisplatin-induced ototoxicity: A scoping review. Int J Immunopathol
Pharmacol. 2020;34.

Rizzo LY, Golombek SK, Mertens ME, Pan Y, Laaf D, Broda J, et al. In Vivo Nanotoxicity
Testing using the Zebrafish Embryo Assay. J Mater Chem B. 2013 Aug 28;1(32):3918-25.

Papadimitriou C, Celikkaya H, Cosacak MI, Mashkaryan V, Bray L, Bhattarai P, et al. 3D
Culture Method for Alzheimer’s Disease Modeling Reveals Interleukin-4 Rescues Ap42-

62



115.

116.

117.

118.

1109.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

Induced Loss of Human Neural Stem Cell Plasticity. Dev Cell. 2018 Jul 2;46(1):85-101.€8.

Bhattarai P, Thomas AK, Cosacak MI, Papadimitriou C, Mashkaryan V, Froc C, et al.
IL4/STAT6 Signaling Activates Neural Stem Cell Proliferation and Neurogenesis upon
Amyloid-p42 Aggregation in Adult Zebrafish Brain. Cell Rep. 2016 Oct 18;17(4):941-8.

Kizil C, Brand M. Cerebroventricular microinjection (CVMI) into adult zebrafish brain is an

efficient misexpression method for forebrain ventricular cells. PLoS One. 2011 Nov 4;6(11).
Pugach EK, Li P, White R, Zon L. Retro-orbital injection in adult zebrafish. J Vis Exp. 2009;(34).

Audira G, Anh NTN, Hieu BTN, Malhotra N, Siregar P, Villalobos O, et al. Evaluation of the
Adverse Effects of Chronic Exposure to Donepezil (An Acetylcholinesterase Inhibitor) in Adult
Zebrafish by Behavioral and Biochemical Assessments. Biomolecules. 2020 Sep 1;10(9):1-24.

Audira G, Sampurna BP, Juniardi S, Liang ST, Lai YH, Hsiao C Der. A Versatile Setup for
Measuring Multiple Behavior Endpoints in Zebrafish. Invent 2018, Vol 3, Page 75. 2018 Nov
7;3(4):75.

Pham M, Raymond J, Hester J, Kyzar E, Gaikwad S, Bruce I, et al. Assessing Social Behavior
Phenotypes in Adult Zebrafish: Shoaling, Social Preference, and Mirror Biting Tests. 2012;231—
46.

Liu X, Zhang R, Jin Y. Differential responses of larval zebrafish to the fungicide propamocarb:
Endpoints at development, locomotor behavior and oxidative stress. Sci Total Environ. 2020
Aug 20;731.

Parker MO, Annan L V., Kanellopoulos AH, Brock AJ, Combe FJ, Baiamonte M, et al. The
utility of zebrafish to study the mechanisms by which ethanol affects social behavior and anxiety
during early brain development. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry. 2014 Dec
3;55:94-100.

Egan RJ, Bergner CL, Hart PC, Cachat JM, Canavello PR, Elegante MF, et al. Understanding
behavioral and physiological phenotypes of stress and anxiety in zebrafish. Behav Brain Res.
2009 Dec 14;205(1):38-44.

Demirci Y, Cucun G, Poyraz YK, Mohammed S, Heger G, Papatheodorou I, et al. Comparative
Transcriptome Analysis of the Regenerating Zebrafish Telencephalon Unravels a Resource With
Key Pathways During Two Early Stages and Activation of Wnt/p-Catenin Signaling at the Early
Wound Healing Stage. Front Cell Dev Biol. 2020 Oct 9;8.

Puzzo D, Gulisano W, Palmeri A, Arancio O. Rodent models for Alzheimer’s disease drug

discovery. Expert Opin Drug Discov. 2015 Jul 1;10(7):703.
63



126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

Nazem A, Sankowski R, Bacher M, Al-Abed Y. Rodent models of neuroinflammation for
Alzheimer’s disease. J Neuroinflammation. 2015 Apr 17;12(1).

Liao HK, Wang Y, Noack Watt KE, Wen Q, Breitbach J, Kemmet CK, et al. Tol2 Gene Trap
Integrations in the Zebrafish Amyloid Precursor Protein Genes appa and aplp2 Reveal
Accumulation of Secreted APP at the Embryonic Veins. Dev Dyn. 2012 Feb;241(2):415.

Newman M, Nornes S, Martins RN, Lardelli MT. Robust homeostasis of Presenilinl protein
levels by transcript regulation. Neurosci Lett. 2012 Jun 21;519(1):14-9.

Lieschke GJ, Currie PD. Animal models of human disease: zebrafish swim into view. Nat Rev
Genet. 2007 May;8(5):353-67.

Kizil C, Kaslin J, Kroehne V, Brand M. Adult neurogenesis and brain regeneration in zebrafish.
Dev Neurobiol. 2012 Mar;72(3):429-61.

Kiper K, Freeman JL. Use of Zebrafish Genetic Models to Study Etiology of the Amyloid-Beta
and Neurofibrillary Tangle Pathways in Alzheimer’s Disease. 2021 May 25;20(3):524-309.

Moussavi Nik SH, Wilson L, Newman M, Croft K, Mori TA, Musgrave I, et al. The BACE1-
PSEN-APBPP regulatory axis has an ancient role in response to low oxygen/oxidative stress. J

Alzheimers Dis. 2012;28(3):515-30.

Wang SC. PCNA: a silent housekeeper or a potential therapeutic target? Trends Pharmacol Sci.
2014;35(4):178-86.

Lin X, Chen Y, Zhang P, Chen G, Zhou Y, Yu X. The potential mechanism of postoperative
cognitive dysfunction in older people. Exp Gerontol. 2020;130(November 2019):110791.

Lin D, Zuo Z. Isoflurane induces hippocampal cell injury and cognitive impairments in adult
rats. Neuropharmacology. 2011 Dec;61(8):1354-9.

Zhang S, Hu X, Guan W, Luan L, Li B, Tang Q, et al. Isoflurane anesthesia promotes cognitive
impairment by inducing expression of f-amyloid protein-related factors in the hippocampus of
aged rats. PL0oS One. 2017 Apr;12(4).

Zhang G, Dong Y, Zhang B, Ichinose F, Wu X, Culley DJ, et al. Isoflurane-induced caspase-3
activation is dependent on cytosolic calcium and can be attenuated by memantine. J Neurosci.
2008 Apr;28(17):4551-60.

Chen PL, Yang CW, Tseng YK, Sun WZ, Wang JL, Wang SJ, et al. Risk of dementia after
anaesthesia and surgery. Br J Psychiatry. 2014;204(3):188.

Jiang J, Jiang H. Effect of the inhaled anesthetics isoflurane, sevoflurane and desflurane on the

64



140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

neuropathogenesis of Alzheimer’s disease (Review). Mol Med Rep. 2015 Jul;12(1):3.

Zhang B, Dong Y, Zhang G, Moir RD, Xia W, Yue Y, et al. The inhalation anesthetic desflurane
induces caspase activation and increases amyloid -protein levels under hypoxic conditions. J
Biol Chem. 2008 May;283(18):11866—75.

Hussain M, Berger M, Eckenhoff RG, Seitz DP. General anesthetic and the risk of dementia in
elderly patients: Current insights. Clin Interv Aging. 2014 Sep;9:1619-28.

Leung L-WS, Luo T. Cholinergic Modulation of General Anesthesia. Curr Neuropharmacol.
2021 Nov;19(11):1925.

Berger M, Nadler JW, Friedman A, McDonagh DL, Bennett ER, Cooter M, et al. The Effect of
Propofol Versus Isoflurane Anesthesia on Human Cerebrospinal Fluid Markers of Alzheimer’s

Disease: Results of a Randomized Trial. J Alzheimers Dis. 2016 Apr;52(4):1299.

Zhang Y, Zhen Y, Dong Y, Xu Z, Yue Y, Golde TE, et al. Anesthetic Propofol Attenuates the
Isoflurane-Induced Caspase-3 Activation and AP Oligomerization. PLoS One. 2011
Nov;6(11):27019.

Xie Z, Xu Z. General anesthetics and -amyloid protein. Prog Neuro-Psychopharmacology Biol
Psychiatry. 2013 Dec;47:140-6.

Woodhouse A, Fernandez-Martos CM, Atkinson RAK, Hanson KA, Collins JM, O’Mara AR, et
al. Repeat propofol anesthesia does not exacerbate plaque deposition or synapse loss in APP/PS1
Alzheimer’s disease mice. BMC Anesthesiol. 2018 Apr;18(1).

Burlacu C-C, Neag M-A, Mitre A-O, Sirbu A-C, Badulescu A-V, Buzoianu A-D. The Role of
miRNAs in Dexmedetomidine’s Neuroprotective Effects against Brain Disorders. Int J Mol Sci.

2022 May;23(10):5452.

Tanabe K, Matsushima-Nishiwaki R, Kozawa O, lida H. Dexmedetomidine suppresses
interleukin-1p-induced interleukin-6 synthesis in rat glial cells. Int J Mol Med. 2014
Oct;34(4):1032-8.

Zhu YJ, Peng K, Meng XW, Ji FH. Attenuation of neuroinflammation by dexmedetomidine is
associated with activation of a cholinergic anti-inflammatory pathway in a rat tibial fracture
model. Brain Res. 2016 Aug;1644:1-8.

65



