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OZET

DENEYSEL ALZHEIMER HASTALIGI MODELINDE VOLTAJ
BAGIMLI ANYON KANALI-1 VE HIPERFOSFORILE TAU
INHIBISYONUNUN ARASTIRILMASI

Asuman CANAK

Diizce Universitesi
Lisansiistli Egitim Enstitiisii, Fizyoloji Anabilim Dali
Doktora Tezi
Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Ersin BEYAZCICEK
Nisan 2023, 116 sayfa

Alzheimer Hastalig1 (AH), idiyopatik (sebebi bilinmeyen) bir etiyolojiye sahip beynin
primer bir nérodejeneratif hastalik olarak tanimlanmaktadir. Bu ¢alismada, VDACI1’in
pro-apoptotik aktivitesini onlemenin, AH’da hiicre 6liimiinii inhibe etmek icin ideal bir
yontem olabilecegi diisiiniilmiistiir. Calismada, AH modelinde gatekepeer olarakta
bilinen voltaj bagimli anyon kanal1 proteininin inhibisyonunun ve davunetidin tedavisinin
AH’nin primer patolojik belirtecleri iizerine iliskisini ve hafiza - bellek eksikliklerini
kurtarma yeteneklerini incelemek hedeflenmistir. 2-3 aylik ve 230+£30 gr agirliginda 30
adet Wistar cinsi erkek sicanlar tercih edildi. Her grupta 5 hayvan olacak sekilde rastgele
KONTROL grubu, SHAM grubu, STZ grubu, STZ-DAV grubu, STZ-DIDS grubu ve
STZ-DIDS-DAV grubu olmak {iizere 6 gruba ayrildi. AH modeli i¢in
intraserebroventrikiiler streptozotosin uygulandi. Deney siliresince DIDS ve DAV
ugulamalar1 intraperitonel yolla yapildi. Davranis testlerinde radyal kol labirent (RKL)
testi kullanildi. Deney siiresince 21 giinliik uygulamadan sonra anestezi altindanki
siganlardan kan ve beyin O6rnekleri alindi. Daha sonra ELIZA y6ntemi ile biyokimyasal
analizler yapildi. SerumlardaTNF-a, caspase-3 ve MAPt degerleri bakimindan gruplar
arasinda fark gézlenmezken, serum IL-10, TBARS, AB1-42, TSPO ve VDACI1 degerleri
bakimindan anlamli fark saptandi. Gruplar arasi1 beyin doku homejenatlarinda IL-10 ve
APB1-42 degerleri aras1 anlamlilik gozlenmezken, TNF-a, TBARS, caspase-3, MAPt,
TSPO ve VDACI1 degerleri arasinda anlamli fark gézlemlendi. RKL testi verileri 6n
egitim gilinleri ve egitim giinleri arasinda farkliliklar saptandi. Deneysel AH modeli
olusturulan si¢anlarda, bu uygulamalarin biyokimyasal ve davranis verileri iizerine hafiza
- bellek eksikliklerini kurtarma y6niinde etkili olabilecegi daha fazla yapilacak ¢ok yonlii
calismalarla desteklenmelidir.

Anahtar Soézciikler: Alzheimer hastaligi, Davunetid, VDACI1, Radyal kol labirenti,
DIDS
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF VOLTAGE DEPENDENT ANION CHANNEL-1 AND
HYPERPHOSPHORYLATED TAU INHIBITION IN AN EXPERIMENTAL
ALZHEIMER'S DISEASE MODEL
Asuman CANAK

Diizce University
Graduate School, Department of Physiology
Doctoral Thesis
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Ersin BEYAZCICEK
April 2023, 116 papes

Alzheimer's Disease (AD) is defined as a primary neurodegenerative disease of the brain,
which has an idiopathic etiology, causes -characteristic neuropathological and
neurochemical changes, has an insidious onset, lasts for years and progresses slowly. In
this study, it was thought that inhibiting the pro-apoptotic activity of VDACI1 might be
an ideal method to inhibit cell death in AD. The study, it was aimed to examine the
relationship between the inhibition of voltage-dependent anion channel protein known as
gatekepeer and davunetidine treatment on primary pathological markers of AD and their
ability to recover memory-memory deficits in the AD model. A total of 30 male wistar
rats weighing 230430 g and 2-3 months were allocated. 5 animals in each group were
randomly divided into 6 groups as CONTROL group, SHAM group, STZ group, STZ-
DAV group, STZ-DIDS group and STZ-DIDS-DAV group. Intracerebroventricular
streptozotocin was administered for the AH model. During the experiment, DIDS and
DAYV applications were performed intraperitoneally. The radial arm maze (RAM) test
was used in behavioral tests. After 21 days of administration, blood and brain samples
were taken from rats under anesthesia. Then, biochemical analyzes were performed by
ELISA method. While no difference was observed between the groups in terms of TNF-
a, caspase-3 and MAPt values in serum, a significant difference was found in serum IL-
10, TBARS, AB1-42, TSPO and VDACI values. While no significant difference was
observed between IL-10 and AB1-42 values in brain tissue homogenates between groups,
a significant difference was observed between TNF-a, TBARS, caspase-3, MAPt, TSPO
and VDACI] values. Differences were found between the RAM test data and the pre-
training days and the training days. The fact that these applications can be effective in
recovering memory-memory deficits on biochemical and behavioral data in rats with
experimental AD model should be supported by further multi-faceted studies.
Experimental AD model in rats, it should be supported by further multidimensional
studies that these applications can be effective in recovering memory - memory deficits
on biochemical and behavioral data.

Keywords: Alzheimer's disease, Davunetide, VDACI1, Radial arm maze, DIDS
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EXTENDED ABSTRACT

INVESTIGATION OF VOLTAGE DEPENDENT ANION CHANNEL-1 AND
HYPERPHOSPHORYLATED TAU INHIBITION IN AN EXPERIMENTAL
ALZHEIMER'S DISEASE MODEL

Asuman CANAK
Diizce University
Graduate School, Department of Physiology
Doctoral Thesis
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Ersin BEYAZCICEK
April 2023, 116 pages

1. INTRODUCTION

Alzheimer's Disease (AD) is among the neurodegenerative diseases with an idiopathic
etiology, characteristic neuropathological and neurochemical changes, with insidious
onset and slow progression. The detailed pathogenesis of AD is not yet clear. Synapse
loss, increase in the number of extracellular AP senile plaques, increases in the
intracellular neurofibrillary tangle (NFT) composed of amyloid procursor protein (APP)
and tau proteins are noteworthy in its pathological findings. In recent years, it has been
known that the loss of function of the antioxidant defense system and the increase in the
production of reactive oxygen-nitrogen systems (RONS) and increases in oxidative stress
are associated with AD. When tau is phosphorylated, it becomes more sensitive to
oxidative stress products and the protein undergoes structural changes and becomes
neurofibrillary tangles. AP deposition drives both the accumulation of tau pathology and
tau-mediated neurodegeneration in AD. Voltage-dependent anion channels (VDAC) are
known as non-selective anion channels. VDACI is also located in the plasma membrane
of epithelial cells, astrocytes, and neurons. It has been termed an "amyloid regulated"
channel involved in apoptosis. One of the links between VDACI levels and AD has been
reported to increase glycogen synthase kinase 3 (GSK3) activity in the disease, leading
to abnormal APP processing, thus increasing tau hyperphosphorylation and AP
production. This role of VDACI in cell life and death, its association with AP and tau
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toxicity, its overexpression in neurodegenerative diseases, especially in pathologies such
as AD, targeting apoptosis and dysregulated cell metabolisms make it a promising
innovative target. Therefore, inhibiting the pro-apoptotic activity of VDACI seems to be
an ideal method to inhibit cell death in AD. 4,4'-diisothiocyano-2,2'-disulfonic acid
(DIDS) inhibits non-selective anion exchangers. It is thought that by inhibiting VDACI,
it can increase cell survival, decrease RONS levels, and reduce both cell death and
mitochondrial fragmentation by reducing mitochondrial dysfunction. Davunetide (DAV,
NAP) is a peptide derived from activity-dependent neuroprotective protein (ADNP). This
peptide enhances short-term memory in patients with amnestic mild cognitive
impairment. In animal models of AD, it preserved learning and memory as well as
provided neuronal protection. DAV both prevents the accumulation of
hyperphosphorylated tau in AD and indirectly exerts a neuroprotective effect by
inhibiting the accumulation of Af. It was thought that DAV could improve memory and
memory positively by decreasing both hyperphosphorylated tau and AB1-42 levels in AD.
Streptozotocin (STZ), It is preferred to create an experimental AD model because it
stimulates hallmarks of AD such as apoptosis, synaptic loss, AP and tau
hyperphosphorylation. In the current study, the AH model was induced by
intracerebroventricular administration of STZ. It was aimed to investigate the relationship
between the inhibition of voltage-dependent anion channels and the treatment of
davunetidine with the markers of AD and hyperphosphorylated tau pathology, and to
examine their ability to recover from memory deficits.

2. MATERIAL AND METHODS

For the study, 30 male Wistar rats weighing 230430 g and 2-3 months old were preferred.
Each group was randomly divided into 6 groups as CONTROL group, SHAM group, STZ
group, STZ-DAV group, STZ-DIDS group and STZ-DIDS-DAYV group. All rats were
weighed before and after the experiment. On the 0.th day of the experiment, icv STZ
application was made to STZ, STZ-DIDS, STZ-DAV, STZ-DIDS-DAV groups. Only
icv login is made to SHAM group. No surgical procedure was performed in the
CONTROL group. During the experiment, intraperitoneal DIDS and DAV administration
was only applied to the STZ-DIDS, STZ-DAV and STZ-DIDS-DAV groups at 9:00 A.M
the morning. Intraperitoneal serum injection was applied to the CONTROL, SHAM and
STZ groups at 09:00 A.M during the experiment. Solvent serum recommended for DIDS

and DAV was preferred. The radial arm maze (RAM) test was used in behavioral tests.
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On the day of pre-training, all groups were subjected to 3 repetitions of the RAM test. On
training days, a one-time RAM test was applied. DIDS and DAV applications were
continued throughout the behavioral experiments. All data were recorded manually on
pre-training and training days. After 21 days of administration, blood and brain samples
were taken from rats under anesthesia. Afterwards, biochemical analyzes were performed

with the ELISA method.

3. RESULTS AND DISCUSSIONS

The experiment was successfully terminated with 30 rats that we started the experiment
with. When compared in terms of mean weight changes before and after the experiment,
significant weight gains were detected after the experiment (p<0.05). It is thought that
pharmacological applications may cause weight gain directly or indirectly. When the
serum TNF-a, Casp-3, MAPt levels were compared, no statistically significant difference
was found between the groups (p>0.05). A statistically significant difference was found
when serum IL-10, TBARS, AB1-42, TSPO and VDACI levels were compared (p<0.05).
The effects of higher doses of DIDS and DAV applications may also be greater. The
decrease in AB1-42 values of DAV and DIDS application may have a positive effect on
antioxidant activity and scavenging oxidative stress parameters that may cause amyloid
production. In the present study, similarities were obtained between the groups that
underwent DAV and the other groups in terms of serum MAPt levels. The most important
reason why the MAPt level did not decrease in the groups treated with DAV may be the
short 21-day treatment period. However, it was determined that serum TSPO levels were
significantly lower in the STZ-DIDS and STZ-DIDS-DAV groups. The study, serum and
brain VDACI levels differed significantly between groups. The serum VDACI level of
the STZ-DIDS-DAV group was found to be lower than the CONTROL group, while the
brain VDACI level of the STZ-DIDS group was found to be lower than the STZ and
STZ-DAYV groups. It may be due to the effects of DIDS administration on oxidative stress
and lipid peroxidation by inhibiting VDAC1s. Co-administration of DIDS and DAV may
be more effective. When the levels of TNF-a, TBARS, Casp-3, MAPt, TSPO and VDACI1
in the brain tissues were compared, a significant difference was observed (p<0.05).
Pharmacological uses seem to have effects on proinflammatory responses, lipid
peroxidation markers, hyperphosphorylated tau, and neuroinflammation responses. When
the brain IL-10 and AB1-42 levels were compared, no significant difference was found

between the groups (p>0.05). Significant decrease in IL-10 levels and significant increase
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in AB1-42 levels were expected in STZ and SHAM groups. An increase in IL-10 levels
and decrease in APB1-42 levels were expected in the STZ-DIDS, STZ-DAV and STZ-
DIDS-DAV groups. These results should present different approaches for DAV and
DIDS. Behavioral test data were analyzed considering correct choice (CC) counts,
percentage of correct choice numbers, total choice numbers (TCN), working memory
errors (WME), and reference memory errors (RME). The effect of DAV and DIDS
application on cognitive disorders was revealed in RKL test STZ-DIDS, STZ-DAV, STZ-
DIDS-DAV groups.

4. CONCLUSION AND OUTLOOK

Experimental AD model stimulated by icv-STZ application was obtained. While no
significant difference was observed between the groups in terms of TNF-a, caspase-3 and
MAPt values in serum, a significant difference was found in serum IL-10, TBARS, AB1-
42, TSPO and VDACI values. In brain tissue homogenates, there was no significant
difference between IL-10 and AP1-42 values between the groups, but a significant
difference was found between TNF-a, TBARS, caspase-3, MAPt, TSPO and VDACI1
values between the groups. DAV and DIDS application's RAM test data showed
differences between pre-training days and training days. It is thought that it may be
beneficial on memory and memory deficits encountered in AD. The effects of DIDS and
DAYV applications on biochemical and behavioral data in terms of recovering memory-
memory deficiencies should be supported by more versatile studies. Our research may
provide a rational scientific use of DAV and DIDS application in the direction of memory

deficits and related dementia.
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1. GIRIS

1.1. AMAC VE KAPSAM

Alzheimer Hastaligit (AH), idiyopatik (sebebi bilinmeyen) bir etiyolojiye sahip,
karakteristik ndropatolojik ve ndrokimyasal degisikliklere sebep olan, sinsi baslangicl,
yillar siiren ve yavas ilerleyisli, beynin primer bir norodejeneratif hastaligi olarak

tanimlanmaktadir.

Alzheimer Hastaligi (AH), ilerleyici ndrodejeneratif hastaliklar arasindadir. AH’in
ayrintili patogenezi heniiz net degildir. AH’a sebep olan durumlar olduk¢a karmasiktir.
Bunlar arasinda; amiloid B (AP), tau, kolinerjik néron hasar1 ve oksidatif stres,
inflamasyon hipotezleri basta yer almaktadir [1]. AH, demansin nedenlerinden biridir.
AH’da gozlenen anormal protein birikimleri (AP ve fosforile tau'nun birikmesi), sinir
hiicrelerinin dejenerasyonu ve organik beyin dokusundaki degisiklikler bunamaya katkisi
olan etkenlerdendir. Eger AH’a ait beyin degisikliklerinin neden oldugu veya neden
olduguna inanilan bunama tipi s6z konusuysa bu bunama tipi AH’a baghh demans

anlamina gelen Alzheimer bunamasi olarakta kullanilmaktadir [2].

Voltaj bagimli anyon kanallar1 (VDACs), non—selektif anyon kanallar1 olarak bilinen ve
cesitli  izoformlar1 bulunan integral membran proteinlerdir. Voltaj bagimli anyon
kanallari-1 (VDACI1)’in izoformlarindan biri olan VDACI epitel hiicrelerde, astrositlerde
ve noronlarin plazma membraninda bulunmaktadir [3]. VDACs proteinleri {lizerine
yapilan aragtirmalar kanser, solunum, iireme sistemi hastaliklar1, bobrek, dermatolojik
hastaliklar, baz1 miyopatiler, frontotemporal demans, ndrodejeneratif bozukluklar gibi
cok sayida patolojiye tanisal ve terapotik yaklasimlarin gelistirilmesi i¢in ¢ok ilgi ¢ekici
ve umut verici bir alan olmustur [4]. Ayrica, mitokondri dis membraninda (MDM)’da
lokalize olan porinler olarakta bilinmektedir. VDACI, ¢esitli mitokondriyal islevleri
kontrol eden mitokondriyal ag gecidi (gatekeeper) olarak gdrev yapmaktadir [4], [5].
VDACI1’1 mitokondri aracili apoptozda anahtar bir protein olarak kabul edilmektedir.
Ciinkii VDACI, mitokondri i¢ zarindan sitozole pro-apoptotik proteinlerden sitokrom c

(cyto ¢), apoptoz indiikleyici faktdr (AIF), ikinci mitokondri tiirevi kaspaz aktivatorii /



diablo homolog protein (Smac/DIABLO) salinmasinda aracidir, ayn1 zamanda B hiicreli
lenfoma 2 (Bcl-2), B hiicreli lenfoma ekstra biiyiik (Bcl-xL) ve heksokinaz (HK) gibi
apoptoz diizenleyicilerle etkilesimdedir [3]. VDACI1, AH’ nin en 6nemli belirtegleri olan
AP ve tau hiperfosforilasyonu, reaktif oksijen azot tiirleri (ROAT) basta olmak {izere
birgok oksidadif stress parametrelerinin hiicreye girisi ve apoptoz indiiksiyonu ig¢in
gerekli anyon kanallaridir. VDAC!1'in hiicrenin yagami ve dliimiindeki bu merkezi rolii,
AP ve tau toksisitesi ile iliskisi, norodejeneratif hastaliklarda asir1 ekspresyonu ile
ozellikle AH gibi patolojilerde apoptozu ve diizensiz hiicre metabolizmasini hedefleyen

yeni arastirmalara umut verici ve yenilik¢i bir hedef haline getirilmelidir.

VDACTI’in hiicrelerde ve mitokondrilerde asir1  ekspresyonu ile apoptoz
indiikleyicilerinin artmasiyla hiicreyi 6liime gotiirdiigiinii savunan ¢aligmalar mevcuttur
[6],[7]. Bu sebeple, VDACI oligomerizasyon seviyesinin ve apoptozun hedeflenmesinin,
AH i¢in yeni bir terapétik strateji olabilecegi vurgulanmaktadir. Bu nedenle, VDACI’in
pro-apoptotik aktivitesini 6nlemenin, AH’da hiicre 6liimiinii inhibe etmek i¢in ideal bir

yontem olabilecegi goriilmektedir.

DIDS olarak bilinen, 4,4'-diizotiyosiyano-2,2'-disiilfonik asit non-selektif anyon
degistiricileri iizerinde inhibitor etkisine sahiptir. VDAC]1’in inhibisyonunu saglayarak,
hiicre sag kalimini artirmakta, ROAT seviyelerini azaltir ve mitokondriyal disfonksiyonu
azaltarak hem hiicre Oliimiinli hem de mitokondriyal parcalanmay1 azaltmaktadir
[3],[5],[8],[9]. VDACT in inhibisyonuyla, mitokondrilerden sitozol igerisine salinan cyto
¢ ve AIF azalmasi ile hiicre 6liimleri azalmistir. Bu inhibisyon ile DIDS’1n mitokondriyal

hasar1 onleyebilecegi ve oksidatif ndrotoksisiteyi azaltabilecegini gostermistir [9].

Davunetide (DAV), aktiviteye bagli noroprotektif proteinden (ADNP) tiiretilen bir
peptittir. Bu peptidin, amnestik hafif biligsel bozuklugu olan hastalarda kisa siireli
hafizay1 gii¢lendirdigi belirtilmistir [10],[11],[12]. In vitro ¢alismalarda, oksidatif stres,
glikoz eksikligi, amiloid beta (AB), N-metil-D-aspartat (NMDA) ve elektrik blokaj1 vs.
iliskili  toksisiteye karst noronlar1 korudugu bildirilmistir [13]. Cok distk
konsantrasyonlarda dahi noroprotektif etkisi oldugu bilinen DAV’in AH tedavisi i¢in
umut verici oldugu belirtilmektedir. DAV’1n deneysel AH modellerinde 6grenmeyi ve
hafizay1 korumanin yani sira noropretektif etkiye de sahip oldugu bildirilmistir [14]. In
vitro ¢aligmalarda, tiibiilin birlesimini mikrotiibiillere tesvik ederek ve fosforile olmayan

tau'nun fosforile tau'ya oranmi artirdigi raporlanirken, in vivo c¢aligmalarda DAV’
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ndrodejenerasyona karst koruma saglamasinin yani sira hem referans bellegi hem de kisa
stireli bellek {izerine iyilestirici etkisi bildirilmistir [14],[15]. DAV’in, herhangi bir
biligsel bozuklugu olmayan hayvanlarda hafiza performansimni artirabilecegide

belirtilmistir [8], [11].

Bu calismanin amaci, alzheimer hastaligi modelinde gatekepeer voltaj bagimli anyon
kanali proteininin inhibisyonunun ve davunetidin tedavisinin AH’nin primer patolojik
belirtecleri iizerine iligkisini ve hafiza - bellek eksikliklerini kurtarma yeteneklerini

incelemektir.



1.2. GENEL BiLGILER

1.2.1. Alzheimer Hastalig:

Alzheimer Hastalig1, demansin en yaygin sebepleri arasinda yer alan ilerleyici [1] ve
zamanla daha da kotiilesen [16] norodejeneratif bir hastaliktir [1]. Diinya capinda
yaklasik 50 milyon kiside AH veya buna bagli demans oldugu belirtilmistir[17]. AH olan
hasta sayilarinin her 20 yilda iki katina ¢ikmasi beklenmekte ve 2030 yilinda 74.7
milyona, 2050 yilinda ise 131.5 milyona ulasacagi 6ngoriilmektedir [1], [18]. 2025 yilina
kadar, 65 yas ve iistii AH olan insan sayisinin 7.1 milyona ulasacagi tahmin edilmekte,
bu rakamlar 2019 rakamlarma gore (5.6 milyon) %27 oranda artis gosterecegi
belirtilmistir [17]. AH’nin kisisel bakimi ciddi maliyetli hastaliklar arasindadir [16].
Demansin en yaygin sebepleri arasinda %60-70 oraninda AH yer almaktadir [16], [19].
2018'de Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) AH ve demans tedavisinin 277 milyar
dolara ulastig1 bildirilmistir [17]. Alzheimer Istatistikleri sayfasina 22.03.2023 tarihinde
erisim sonucunda; Alzheimer Dernegi (AD) bilgilerine gore, 2050 yilina kadar kiiresel
demans yayginlig1 ve tedavisinde ongoriilen artisin %68'i diisiik ve orta gelirli lilkelerde
gergeklesecegi belirtilmistir. 2050'de, bunamayla iligkili maliyetlerin yaklagik 1.1 trilyon
dolar olabilecegi belirtilmistir [17]. AH nin semptomlar1 ortaya ¢ikmadan 20 yil veya
daha uzun siire 6nce basladig: diisiiniilmekte ve etkilenen kisi tarafindan fark edilemeyen
beyindeki degisiklikler mevcuttur [16]. AH tipik semptomlari; hafizada eksiklikler,
giinliik nesneler i¢in dogru kelimeleri bulmada zorluk veya ruh hali degisimleri ile baslar.
Hastalik ilerledikce, kisi rutinde yaptigi son olaylari, isimleri ve yiizleri unutabilir ve
sOylenenleri anlamakta gii¢liik ¢ekebilir. Yillarca devam eden beyin degisikliklerinden
sonra, bireyler hafiza kayb1 ve dil problemleri gibi belirgin semptomlar yasarlar. Bu
semptomlar, beynin diisiinme, 6grenme ve hafiza (bilissel islev) ile ilgili bolimlerindeki
sinir hiicrelerinin (ndronlar) hasar gormesi veya tahrip olmasi nedeniyle ortaya ¢ikar.
Hastalik ilerledikge beynin diger bdlgelerindeki noronlarda bu durumdan
etkilenmektedir. Sonunda, kisinin ylirliime ve yutma gibi temel bedensel islevleri yerine
getirmesini saglayan beynin boliimlerindeki sinir hiicreleri etkilenir. Bireyler yataga
bagimli hale gelir ve giliniin her saati bakima ihtiyag duyar hale gelmektedirler

[16],[20],[21].



1.2.2. Alzheimer Hastaliginin Epidemiyolojisi

Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO), AH n1 bunamanm en yaygin sekli olarak bildirmistir.
Vakalarin %60-70'ine katkist oldugu belirtilmistir [19]. 2015 Diinya Alzheimer
Raporu’nda, demansin (AH’in son evresi olarakta bilinir) en yiiksek insidans
oranlarinin %49 Asya’da, %25 Avrupa’da ve %18’lik dilimle Amerika ve %8’lik dilimle
Afrika oldugu belirtilmistir. 65 yas istii bireylerin yaklagik %5'ini ve 80 yasin
tizerindekilerin %20'sini etkiledigi belirtilmistir. Ayni raporda, Avrupa ve Amerika'da en
yiiksek demans insidansinin 80-89 yaslar1 arasinda, Asya'da 75-84 yaglar1 arasinda ve
Afrika’da 65-74 yaslar arasinda olduguna isaret etmektedir. Onceki tahminlerimizle
karsilastirildiginda Asya, Amerika ve Afrika'da ortaya ¢ikan yeni vakalarin orani artarken
Avrupa'da azaldig: bildirilmistir [22]. AH, yaklasik 47 milyon kisinin bu hastaliktan
etkilenmesi nedeniyle diinyadaki en yaygin ndrodejeneratif hastaliktir ve bu sayinin 2030
yilina kadar %62'ye ¢ikmas1 beklenmektedir [18]. Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) nun
verilerinde, AH’dan hayatim1 kaybeden yashlarin sayilarinda azalis oldugu
kaydedilmigstir. AH hayatin1 kaybeden yaslilarin sayisinin 2017 yilinda 13.647 olmasina
ragmen 2021 yilinda bu saymin 12.239 oldugu bildirilmistir. Cinsiyetler aras1 oransal
degisimlerin ise erkeklerde yiizde oranda azalis gozlenirken kadinlarda yiizde

degerlerinde artis oldugu belirtilmistir [23].

2015 Diinya Alzheimer Raporu’na gore, tibbi bakim, sosyal bakim ve gayri resmi bakim
olmak iizere hastaligin toplam maliyetinin 2018 y1l1 i¢in 1 trilyon dolar olacagi ve 2030'da
2 trilyona yiikselecegi belirtilmistir [22]. 2011'de ABD’de 65 yas ve iizerinde, klinik
teshisi konulan AH ile yasayan tahmini 4,5 milyon insan varligindan bahsedilmistir. Yasa
0zel insidans verilerine dikkat edildiginde, 65 yasindan 6nce yilda %1'in altindayken, 85
yasindan sonra yilda %6'ya kadar Onemli artis gostermektedir. AH’nin insidans
oranlarinin, 85 yas istii kadinlarda biraz daha yiiksek oldugu belirtilmistir [24]. Bu
bilgilerden de anlasilacagi iizerine AH ile iligkili veriler diinya c¢apinda siirekli

giincellenmekte ve degisiklik gostermektedir.



1.2.3. Alzheimer Hastaliginin Patofizyolojisi

Yiiz yili agkin bir gegmise sahip olan AH nin patogenezi netlige sahip degildir. Dogal
iyilesmesini tetikleyen terapiden hala yoksundur. Makroskopik ve mikroskobik
belirtecler bilinmektedir ve hastaligin karakterizasyonunda, patogenezini anlamada ve
olasi stratejilerin gelistirilmesinde yardimci olmaktadir [18]. Makroskopik seviyede, yasa
bagl olarak AH’ da daha keskin goriinen hipokampus ve serebral korteksin atrofisi
vardir. Mikroskobik olarak, amiloid-beta'nin amorf yapilart olan amiloid plaklarinin veya
yashlik plaklarinin olusumunu ve ndrofibriler yumaklarin olusumunu ifade eden
hiperfosforile tau proteini birikimini ve genis alanlarda néron kaybini gézlemlemek

miimkiindiir [18].

Alzheimer hastalifinin etiyolojisi karmasiktir ve tam olarak aydinlatilmasi gereken c¢ok
sey vardir. Genetik mutasyonlarin yani sira presenilin 1 (PS1), presenilin 2 (PS2), amiloid
beta prekiirsor (6ncii) proteini (APP) ve trizomi 21 mutasyonlari gibi bozukluklar AH ile
iligkilidir [25]. Bunlara ilave olarak; sinaptik, mitokondriyal, metabolik, inflamatuvar,
noronal, miyelin ve yasla iliskili diger degiskenler AH nin patogenezinde etkili rol
oynamaktadir [25], [26]. AH’da tau proteini i¢eren norofibriller yumaklarin olusumu ve
sonraki siireclerin, AP iiretimi ve AP klirensi arasindaki bozukluktan kaynaklandigi

belirtilmistir [27].

Anormal ndrotik plaklarin ve ndrofibriler yumaklarin birikmesiyle karakterize
edilmektedir. Plaklar, hiicre disi amiloid beta peptit cekirdegine sahip kiiresel
mikroskobik lezyonlardir. Beta-amiloid peptit, bir APP olarak bilinen transmembran
proteinlerden tiiretilir. B-amiloid peptit alfa (o), B beta ve y gama-sekretaz adli
proteazlarin etkisiyle APP'den ayrilir. a veya B-sekretaz enzimi tarafindan boliinen
APP’lerin olusturdugu kiiglik pargalar noronlar icin toksik degildir. f ve daha sonra -
sekretaz enzimi tarafindan sirali bdliinmeyle, 42 amino asit peptid (f - amiloid 42)
olusumuyla sonuglanir. § - amiloid 42 seviyelerinde yiikselme, ndronal toksisiteye neden
olan amiloid birikimine (agregasyonuna) yol acar. - amiloid 42, normal APP’yle
kiyaslandiginda, kiimelenmis fibriler amiloid protein olusumudur. APP geni, ailesel AH
ile baglantili bdlgelerden biri olan 21. kromozom iizerinde yer almaktadir. Norofibriler
yumaklar, noronlarda tau adi verilen bir protein tarafindan olusturulan fibriler
intrasitoplazmik yapilardir. Tau proteininin birincil islevi, aksonal mikrotiibiilleri

stabilize etmektir. Mikrotiibiiller, néronal aksonlar boyunca uzanir ve hiicre i¢i tagima
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icin gereklidir. Mikrotiibiil diizeneginin siirdiiriilmesinde tau proteininin roli biiyiiktiir.
AH’da, hiicre dis1 - amiloid agregasyonuna bagli olarak tau hiperfosforilasyonu vardir
ve bu daha sonra tau agregatlarinin olusumuna neden olmaktadir. Tau agregalari,
ndrofibriler yumaklar olarak bilinen biikiilmiis ¢ift sarmal filamentler olusturur. ilk olarak
hipokampusta ortaya ¢ikarlar ve daha sonra tiim serebral kortekste goriilmekte ve tau-
agregatlart ndronlarin iginde birikmektedir. Norofibriler yumaklarin 6 asamada
topografik evrelenmesine dayanan Braak evrelemesi Ulusal Yaslanma ve Reagan
Enstitiisii icin AH’nin teshisi icin noropatolojik kriterlerin ayrilmaz pargasidir.
Hiperfosforile tau iplik¢ikleri (tangles), AH ile plaklardan daha giicli bir sekilde
iligkilidir. AH’nin bir diger 6zelligi, amiloid anjiyopati tarafindan hipokampal piramidal
hiicrelerin graniilovakuolar dejenerasyonudur. Biligsel diisiisiin, plak sayisindaki bir
artistan ziyade, lamina III ve IV'teki piramidal ndronlardan presinaptik uclarinin
yogunlugundaki bir azalma ile daha fazla iliskili oldugunu gdstermektedir. AH nin
norodejeneratif siirecine vaskiiler katki tam olarak belirlenmemistir. Subkortikal
infarktlarda demans riski dort kat artar. Serebrovaskiiler hastalik ayrica demansin

derecesini ve ilerleme hizini abartir [24], [28], [29].
1.2.4. Alzheimer Hastaligimin Olusumu ile Tlgili Hipotezler

Alzheimer hastaliginin altinda yatan sebepler arastirildiginda oldukga fazla hipotez yer
almaktadir. AH ile ilgili en yaygin hipotezler arasinda; kolinerjik ve oksidatif stres
hipotezi, amiloid beta (AP) kaskad hipotezi, tau hipotezi [1] ve kolesterol hipotezi gibi
bir¢ok hipotez yer almaktadir [30]. Bu hipotezlerin en 6nemlileri asagida agiklamstir.

1.2.4.1. Kolinerjik Hipotez

Kolinerjik hipoteze gore; hipokampus, frontal korteks, amigdala, nukleus bazalis ve
mediyal septum gibi hafiza ve 6grenmeden sorumlu 6nemli yapilarda bulunan kolinerjik
ndronlarin selektif olarak hasarlandigi birincil dejeneratif bir siire¢ olarak tanimlanmustir.
Bu selektif degisiklik, asetiltransferaz, asetilkolinesteraz (AChE) ve nikotinik asetilkolin
reseptorleri (nAChR) gibi kolinerjik yapilarin down-regiilasyonunu isaret etmektedir
[30]. AH’da etkili rolii olan en temel norotransmitterler arasinda Ach, glutamat,
norepinefrin, dopamin ve daha bir ¢ok néromodiilator yer almaktadir [31]. Kolinerjik
hipotezi destekleyen bir diger yaklasim ise eksitotoksisite mekanizmasidir. Beyindeki
uyarict aminoasitler ile glutamat reseptorlerinin asir1  aktivasyonu, kalsiyum

tamponlamasindaki bozukluk, serbest radikal olusumu ve mitokondriyal gegirgenligin
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bozulmasi, sekonder eksitotoksisiteyi de igeren bir dizi hasara yol actig1 raporlanmigtir

[32].
1.2.4.2. AP Kaskadi Hipotezi

Ikinci hipotez olan AP kaskad1 hipotezine gére ise ndrotoksisiteden sorumlu ana faktoriin
AP peptid birikimi oldugu ve bunun ndronal hasar olusturarak AH gelisimine neden
oldugu vurgulanmistir [31],[33]. AH’de PS1 ve PS2, PS2 ve veya APP genlerinde olusan
mutasyonlar sonucunda AP miktar1 artmaktadir [33]. Ozellikle APP genindeki
mutasyonlar - ya da y-sekretazlar araciligiyla AP olusumunu arttirdig1 ve sonug olarak

AP’nin fibril olusumuna sebep oldugu belirtilmistir [14],[15],[16],[19],[26],[27].

1.2.4.3. Kolesterol Hipotezi

Kolesterol hipotezine gore ise, AH nin kolesterol homeostazindaki degisikliklere de bagl
oldugunu savunulmustur [34]. insanda merkezi sinir sistemi (MSS)’deki esterlesmemis
kolesteroliin ortalama konsantrasyonu ~23 mg/g’dir. Bu deger diger herhangi bir
dokudaki miktardan daha yiiksektir. MSS, viicut agirliginin sadece %2,1'ini
olusturmasina ragmen, tiim viicut havuzunda bulunan steroliin %23"ine sahiptir [35].
Insanlarda bulunan toplam kolesterol miktarinin ise yaklasik %25', ¢ogu miyelin icinde
bulunan bu organda lokalizedir [36]. Beyin, kolesterol agisindan en zengin organdir;
viicut kiitlesinin yalnizca %?2'si ile viicut kolesteroliiniin ~%20'sini igermektedir. Bu
kolesteroliin ~%70'i miyelin i¢indedir ve ~%30'u metabolik olarak aktiftir [37]. MSS,
tim viicut kiitlesinin yalmizca %2'sini olusturur, ancak tiim bireyde bulunan

esterlesmemis kolesteroliin neredeyse dortte birini igerdigi belirtilmistir [38].

Alzheimer hastalig1 i¢in yalnizca AP plaklar1 ve tauopati risk faktorii degildir. AH ile
iliskili cesitli genetik, cevresel ve diger risk faktorleri de mevcuttur. Beyin kolesterol
dismetabolizmasi, norodejenerasyon da dahil olmak iizere AH'nin baslica ayirt edici
ozelliklerini etkiledigi kabul edilmistir. Ne yazik ki, AH’dan sorumlu olan beyin
kolesterol diizeylerinde bir artisin veya disiisiin olup olmadig1 heniiz netlik
kazanmamistir. Beyindeki kolesterol seviyesini yonetmenin AH i¢in alternatif bir tedavi
stratejisi olarak yardimci olabilecegine inanilmistir [39]. Kolesterol homeostazinin
korunmasmi ve kolesterol translokasyonunun diizenlenmesini kolaylagtiran ATP

baglayict kaset tasiyicilarinin, lipid aracili transmembran tasima yoluyla AH



patogenezinde rol aldig1 belirtilmistir. Bu tasiyicilarin néromodiilatér ve nérokoruyucu

etkilerinin varlig1 belirtilmistir [40].

Yaslanan insan ve hayvanlarda, AH hastalarda, Tg-AH modellerinde, AH genetik
formlarinda kolesterol sentezinde ve/veya kolesterol trafiginde (tasima, alim ve hiicre i¢i
tasima) ve/veya kolesterol katabolizmasinda azalma dahil beyin kolesterol
metabolizmasinda anormal degisiklikler oldugu goriilmiistiir. Beyin kolesterol kaybinin
membran lipid raft diizensizligine ve hiicre i¢i bolmelerin azalmasina yol agarak AH
patogenezi ile iliskili patolojik bozukluklara yol agabilecegi beliritilmistir. Ozetle, farkli
apoE izoformlar1 arasindaki yapisal farkliliklar, kolesterol trafiginde gerceklesen
degisiklikleri aciklayabilir. Kolesterol tagima ve aliminda ki genetik kusurlarin AH gibi
norodejeneratif hastaliklarda yer alabilecek beyin kolesterol seviyesinin diismesine yol
acabilecegi belirtilmistir. KBB’nin kolesterol agisindan zengin lipoproteinlerin girisini
engellediginden dolayi, yiiksek kan kolesterolii ile AH arasindaki nedensel iliskiler
tartismalidir [41]. ApoE'nin normal ve yarali MSS'de kolesterol tasinmasinda, sinaptik
dongiide ve dentritik yeniden yapilanmada kritik ve benzersiz rolii oldugu belirtilmistir.
Periferden kaynaklanan apolipoproteinlerin (apolipoprotein Al (ApoAl) ve
Apolipoprotein B (ApoB) gibi), siddetli nérodejenerasyon alanlarinda KBB’den sizarak
yerel patolojik siirecte aktif bir rol oynama olasiligiminin goz ardi edilemeyecegi
belirtilmistir. Kolesterol, APP sekretaz islevi {izerinde (apoE-diisiik yogunluklu
lipoprotein (LDL)-reseptdr yolunda) ¢ok sayida etki gostermektedir. Hiicre i¢i kolesterol
konsantrasyonlarindaki artiglarin, a-sekretaz aktivitesinin inhibisyonuna yol agarken B-
ve y-sekretaz aktivitelerini uyardigi beliritilmistir [42].  3-hidroksi-3-metilglutaril
koenzim A rediiktazi (HMG-CoA rediiktaz inhibitorleri veya statinler) inhibe eden
kolesterol diiglirticii ilaglarin  kullanimiyla AH prevalansinda azalma olacag:
gosterilmigtir. Hiicre kiiltliri ve in vivo deneyler, statinlerle tedavinin AP iiretimini
azalttigin1 gostermektedir. KBB gecen statinlerin, noronal kolesterol miktarini kritik bir
seviyenin altina diisiirebilecegi beliritlmistir. Azalan néronal kolesterol seviyeleri, APP'yi
kolesterol ve sfingolipid ile zenginlestirilmis membran mikro alanlarindan ¢ikararak Af
olusturan amiloidojenik yolu inhibe edebilecegi belirtilmistir. Kolesterol disiiriicii
stratejilerin AH'in ilerlemesini etkileyebilecegi belirtilmistir [43]. AH patogenezinde
kolesteroliin roliiniin daha kapsamli bir sekilde taninmasi i¢in, beyin kolesterol miktari,
spesifik bolgesel degisiklikler ve ayrica lipit sallar1 veya hiicre i¢i organeller gibi ndronlar

icindeki kolesterol dagilimi dahil olmak {izere, AH sahip insan ve hayvanlarin



beyinlerinde kolesterol metabolizmasimin roliinii daha fazla aragtirilmasi gerektigi

belirtilmistir [41].

1.2.4.4. Tau Hipotezi

Dordiincii hipotez olan tau hipotazi incelendiginde; yiiksek ¢oziiniir 6zellikte mikrotiibiil
iligkili protein (microtubule-associated protein; MAP) olan tau proteininin asir1 veya
anormal fosforilasyonunun, hiperfosforile tau ve norofibriller yumaklara donligmesiyle

AH’a sebep oldugu belirtilmistir [31],[44].

Tau, mikrotiibiillerin dengeleyicisi olmasi ve dinamiklerine dahil olmasinin yani sira,
miyelinasyon, aksonal tasima, nérojenez, motor fonksiyon, 6§renme ve hafiza, néronal
uyarilabilirlik, glikoz metabolizmasi, demir homeostazi ve DNA korumasi gibi birgok
fizyolojik siirecte rol oynamaktadir [45]. Amiloid  ve tau arasinda ¢ift yonlii bir etkilesim
olmasina ve bazi faktorlerin her iki molekiilii bagimsiz yollarla etkiledigi belirtilmistir
[46]. Noronlar gibi olduk¢a polarize ve uzun hiicrelerde, hiicre gévdesinde {liretilen
tau'nun, aksonal mikrotiibiilleri stabilize etme gorevini yerine getirmek i¢in akson igine
ve asagl dogru hareket etmesi gerekmektedir [47]. Tau proteinleri aksonal tasinmaya
cesitli mekanizmalarla miidehale etmektedir. Hiperfosforile tau'nun fonksiyon kaybiyla
mikrotiibiillerin kararsiz hal almasi, aksonal fosfotransferazlarin aktivasyonu araciligiyla
ve bir dizi molekiiler mekanizmalarla aksonal tasimanin inhibisyonuyla tau
filamentlerinin toksik fonksiyon kazanmasi, artan tau proteinleri araciligiyla
mikrotiibiiller aksonun mekanik tikanmasi ve de mikrotiibiile bagli tau ile kinesin ve
dynein bagiml aksonal tasimanin dogrudan etkilesiminin 6nemli oldugu vurgulanmistir
[47],]48]. Yiiksek stabiliteye sahip hiperfosforillenmis tau proteini genellikle
hipokampusta ve entorhinal kortekste toplanarak proteazlar tarafindan pargalanmayan
NFT'ler olusmaktadir. Bu da aksonal tasima ve sinaptik homeostazda bozukluklara neden
olur ve sonugta norotoksisiteye ve ndrodejenerasyona neden olmaktadir [49]. Amiloid (3
(AB) ve tau proteininin her ikisi de hafiza bozuklugu, hafif biligsel bozukluk ve erken
donem AH’da etkili olduklar1 6ne siiriilmiistiir. AB'nin hipokampusta sinaptik plastisiteyi
bozmas1 i¢in tau proteininin gerekli oldugunu belirtilmistir. A ve tau arasindaki
etkilesimi dnlemenin, hafif biligsel bozukluk ve erken AH’da biligsel bozuklugu tedavi
etmek i¢in umut olabilecegi belirtilmistir [50].

Alzheimer hastalig1 patogenezinde 6nemli ilerlemeler saglanmis olmasina ragmen,

AH'min tedavisi icin etkili ilaglar hala eksikligini korumaktadir. AB'min anormal
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birikiminin, tau proteininin hiperfosforilasyonunun ve néroenflamasyonun birbiriyle
etkilesime girerek sinaptik islev bozukluguna ve néronal kayba yol actig1 bilinmektedir.
Metal iyonlarinin (Fe, Cu ve Zn) dishomeostazi, AH'in patogenezi ile yakindan iligkilidir.
Metal selatlayicilar, metal iyon homeostazini diizenleyerek, AP birikimini ve tau
fosforilasyonunu yavaslatarak ve noroinflamasyonu ve oksidatif hasari1 hafifleterek

hafizay1 ve biligsel gerilemeyi bir dereceye kadar hafiflettigi belirtilmistir [51].

Tau patolojisinin AP plak olusumundan yaklasik on yil 6nce ortaya ¢iktigini spesifik
projeksiyon gdsteren noronlarda gozlenen tau patolojisinin sporadik AH’ni
baglatabilecegi diisliniilmistiir. Mikrotiibiiller iizerindeki anormal fosforile tau, AB
tiretimini tetikleyen APP igeren endozomlar1 yakalayarak olusan A oligomerleri, tau'nun
anormal fosforilasyonunu artirdik¢a patolojik olaylar1 hizlandirabilecek kisir dongiileri
tetikleyecebilecegi belirtilmistir [52]. AH’1n ilerlemesinde AP birikiminden ziyade tau
patolojisinin etkili oldugu diisiiniilmiistiir. Tau patolojisi sonrasinda hiicrede tagima
sistemi, hiicre iskeleti sistemi, sinyalizasyon sistemi ve mitokondriyal biitiinliiklerde
bozulmalara yol agmaktadir. Mikroglial inflamasyonunda, Ap’dan bagimsiz olarak tau
bagimli dejenerasyonda etkili olabilecegi belirtilmistir [53].

1.2.4.5. Oksidatif Stres Hipotezi

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) {iretiminin hiicresel antioksidan savunma
sisteminden olan siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPX),
glutaredoksinler, tioredoksinler ve katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimleri astig1 bir
durumdur [54].

1.2.4.6. Hiicre Siklusu Hipotezi

Amiloid-P haricindeki APP pargalarinin anormal néronal hiicre dongiisiine girisinde ve
sonrasinda apoptozda rolii olabilecegi diisiiniilmektedir. APP'nin beyindeki normal
islevini anlamanin 6nemini ve bu islevin AH'de nasil bozulabilecegini vurgulamaktadir.
APP aracili bir sinyal yolunun, AH'de goriilen hiicre donglisii aktivasyonunda ve
ndrodejenerasyonda rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir [55]. Ozellikle, AH beyninin
patolojik olarak etkilenen bolgelerindeki noronlarda hiicre dongiisii proteinlerinin
anormal ifadesi ve DNA tetraploidi tarif edilmistir. Hiicre dongiisiine giren ndronlarin
daha sonra apoptoz adi verilen programlanmis bir hiicre formuna maruz kaldiklar1 da
gosterilmistir. Simdiye kadar, AH'deki ndron Oliimiiniin en azindan kismen hiicre

dongiisii girisi ardindan apoptozis nedeniyle olabilecegine dair kanitlar kayda degerdir.
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Bunun acik terapotik etkileri vardir: Bu hiicre dongiisii aracili nérodejenerasyonun altinda
yatan molekiiler yolaklar1 anlamak, yeni terapdtik hedefleri ortaya ¢ikaracak ve AH'nin
baslangicini ve ilerlemesini yavaglatmak ve hatta engellemek i¢in yeni stratejilere yol
acacaktir. APP'nin aracilik ettigi boyle bir yol tarif edilecektir. Tau’nun mitotik
fosforilasyonu ndurofibriller yumaklarin gelisimi ile iligkili olarak konfarmosyanal
degisikliklere sebep olmaktadir. Bu veriler, hiicre dongilisii mekanizmasinin yeniden
etkinlestirilmesinin yalnizca DNA sentezine neden olmadigi, ayn1 zamanda AH beyninde

tau hiperfosforilasyonuna da neden olabilecegi fikrini desteklemektedir [55].

Alzheimer hastaliginin patogenezinde degismis hiicre siklusunun O6nemli oldugu
bilinmektedir. Yetiskin hipokampusundeki noronlarin, ¢ogunlukla boélinmeyen GO
fazinda hiicreler oldugu bilinmektedir. GO fazindaki hiicrelerde terminal farklilagsma
gerceklesmistir ve bu fazdaki hiicreler yeniden (yeni bir) hiicre siklusuna girmezler.
Ancak bu durumun AH’1 olan bireylerde mitotik olarak aktif olmayan GO fazindaki
hiicrelerin hatali bir sekilde yeniden aktiflestigini ancak bu hiicrelerin hiicre siklusunu
tamamlayamadiklari belirtilmistir. Bu yiizden; GO fazindaki farklilasmig hiicreler mitoz
yapma yetenekleri azaldigi i¢in yeni bir mitoz fazina girmezler/giremezler. Bu hiicreler

apoptoz yoluyla 8liime ugrarlar [25],[281,[29]1,[301,[311,[331,[561,[571,[581,[591,[60].

Hiicre siklusunda goriilen bu anormalliklerin dogrudan veya dolayli olarak oksidatif stres
ile iligkili olabilecegi belirtilmistir. Gelisen oksidatif stres inflamasyona, AP ve tau
birikimine, mitotik disfonksiyona ve hiicre oliimiine sebep olarak AH gelisiminde rol

oynamaktadir [58],[59].

1.2.4.7. Vaskiiler Hipotez

Epidemiyolojik ¢alismalar kardiyovaskiiler sistem (KVS) hastaliklarin AH’1n gelisimine
ve ilerlemesine katkida bulunarak vaskiiler hipoteze yol ac¢tigini belirtilmistir [60].
Hipertansiyon, diyabetes mellitus (DM) ve hiperhomosisteinemi (HHcy) gibi vaskiiler
risk faktorleri AH’1in olusma riskini artirabilir. Vaskiiler risk faktorlerinin AH {izerine
sinerjik bir etki olusturacagi diisiiniilmiistiir [60]. Nedensel etkileri ¢ogunlukla
bilinmeyen vaskiiler risk faktorlerinin, serebral kan akisindaki azalmalar sonucu olusan
kronik serebral hipoperfiizyonun AH baslangicinda kilit rol oynadig: diigiiniilmektedir
[60]. Kronik serebral hipoperfiizyon indiiksiyonunun AH ile iligkili patolojinin giiclii bir

sekilde alevlenmesine neden oldugu in vivo (hayvan) ¢alismalarla desteklenmistir. Farkli

12



kardiyovaskiiler hastalik risk faktorlerinin AH nasil katkida bulunduguna dair kapsamli
calismalar gerekmektedir [60]. Deneysel olarak uzun vadeli kardiyovaskiiler risk
faktorlerini indiiklemek veya serebral hemodinamikleri bozmanin, AH’na sahip beyin
bolgelerinde amiloid ve tau patolojisi, néroinflamasyon ve ndérodejenerasyon ve biligsel

gerilemeyi hizlandirdig goriilmistiir (Sekil 1.1) [60].

Vaskiiler risk faktorleri Serabral Hemodinamikler
- Hipertansiyon - Kronik serebral hipoperfiizyon
- Diyabet - Iskemi
- H1perhom051ste1nem1 - H1p0k51

Inflamasyon Amiloid
Oksidatif stres Tau

Noroinflamasyon

& Vaskiiler hasar

Fonksiyonel bozulmalar

(Bilissel & Motor Islevler)

AH

Sekil 1.1. AH ve kardiyovaskiiler sistem (KVS) arasindaki iliski [60].

Genel anlamda, oksidatif stres ve mikrovaskiiler inflamasyonu tesvik eden vaskiiler
faktorlerle birlikte, AP klirensinin bozulmasina ve ndrovaskiiler fonksiyonun daha da

bozulmasina yol acan kisir bir dongii varligindan bahsedilmektedir [60].
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1.2.4.8. Inflamasyon Hipotezi

Konjenital immiin fonksiyonlarla iliskili AH risk genlerinin tanimlanmasi, AH na sahip
bireylerde inflamatuvar belirteglerinin artis gostermesi ndéroinflamasyonun AH
patogenezinde dnemini gdstermektedir [61]. Inflamasyona sitokinler, kemokinler, ROT
ve ikincil habercilerin yapimi aracilik etmektedir. Bu aracilar, MSS’de mikroglia ve
astrositler, endotelyal hiicreler ve periferal bagisiklik hiicreleri tarafindan tiretilmektedir.
Noroinflamatuvar bu yanitlarin immiin, fizyolojik, biyokimyasal ve psikolojik olmak
tizere ¢cok yonlii sonuglart vardir. Ayrica, noroinflamasyonun derecesi, birincil uyaran
veya hastaligin baglamna, siiresine ve seyrine bagldir [62]. Ornegin, inflamasyon,
bagisiklik hiicrelerinin toplanmasina, 6dem, doku hasarina ve potansiyel olarak hiicre
Oliimiine yol agabilir. Bununla birlikte, néroinflamasyon terimi evrensel olarak esdeger

degildir. Noroinflamasyonun ortak noktasi tartismasiz mikroglialardir [62].

Proinflamatuvar sitokinler arasinda IL-1p3, IL-6 ve TNFa, kemokinler (kemokin ligandi 2
(CCL2), kemokin ligand1 5 (CCLS5), kemokin C-X-C motif ligand-1 (CXCL1), ikincil
haberciler (NO ve prostaglandinler (PG) ve (ROT aracilik etmektedir. Bu kimyasal
aracilarin ¢ogu; mikroglia ve astrositleri igeren aktiflestirilmis MSS hiicreleri tarafindan
iiretilmektedir [63]. Sekil 1.2.” incelendiginde; amiloid 6ncii proteininin (APP) hidrolizi
sonrasinda, ilk olarak AP oligomerlerini olusturan AP monomerleri serbest birakilir.
Ardindan AP kaynakli Ca*? sinyalleri prion proteinine (PrPc) baglanir ve bu daha sonra
InsP3 olusumunu indiiklemek icin mGIluR5 reseptdrlerini aktive eder; Ca'™'yi dahili
depodan serbest birakir. Ortaya ¢ikan Ca*?bu art1s uzun siireli artist AH’da hafiza kaybina
sebep olan uzun siireli deprosyonun (LTD) sebep olur. InsP3'iin aktivasyonu Li tarafindan
inhibe edilir ve Ca™ mobilize edici etkileri Bcl-2 ve kafein tarafindan azaltilir. Bu ii¢

ajanin AH’ nin etkilerini ve baglangicini azalttig1 belirtilmistir [64].
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AP oligomerleri

[E
SAPPp T~ Ap-kaynakh Gntamat
L 7 Ap monomferleri kalsiyum sinyaTleri
mGluR5

| T~ m
L tipi Ca™? PrPc
kalsiyim 1

kanali ,

Kalsivum kaynakh Ap
olusumu

Artan LTD ve
hafza kayba Artan apoptoz
\ Alzhefmer hastahg

Sekil 1.2. Alzheimer hastaliginda inositol 1,4,5-trisfosfat/kalsiyum (InsP3/Ca*?) sinyal

yolunun rolii [64].

1.2.4.9. Metal Dengesizligi Hipotezi

Alzheimer hastaliginda bozulmus olan metal homeostazisinin tekrar eski dengesine
kazandirmay1 planlayan tedavi edici yaklasimlar vardir. Bu metaller arasinda ana redoks
aktif gec¢is metalleri olan demir (Fe) ve bakira (Cu) daha fazla odaklanilmistir. Ancak
redoks aktif olmayan aliiminyum (Al) ve ¢inko (Zn) gibi metal iyonlarininda beyinde
onemli rolleri vardir [65]. Saglikli kosullarda, demirin iki ana oksidasyon durumu olan
Fe™/Fe™nin birbirine doniisiimii, zararli ROT olusumuna neden olacak sekilde
dioksijenin Fe'? tarafindan katalitik indirgenmesini énlemek igin sik1 bir sekilde kontrol
edilir. Demir birikimi ayrica ROT {iretimine sebep oldugu i¢in ndroinflamasyon ve
norodejenerasyonla sonuglanan mikroglia aktivasyonuna yol a¢maktadir. Beynin
vaskiiler durumu ve demir geri doniisiim metabolizmasinin etkinligi AH vakalarini

azaltmakla ilgili olabilecegi ve deneysel ¢alismalar gerektigi belirtilmistir. Tasarlanmasi

15



planlanan selatlayicilar, Cu-amiloid komplekslerinden bakiri ¢ikarabilmeli ve daha sonra
beyinde bakir tiikkenmesine (yoksunluguna) neden olmadan bakir1 bakir tastyici
proteinlere birakabilmelidir. Bu tiir ilaglar, endojen indirgeyicilerin mevcudiyetinde Cu-
amiloidler tarafindan indiiklenen ROT iiretimini inhibe etmektedir. AH bireylerin
beyninde bakir dengesizligini diizenlemek i¢in selatorlerin ilag adaylar1 olabilecegi

belirtilmistir [65].

Protein hedeflerinin yani sira, en bol bulunan biyolojik demir, bakir ve ¢inko gibi
biyolojik metallerinin dagilimlarinin (dengesinin) diizenlenmesi, AH tedavisi i¢in hedef
olabilir. Bu ii¢ metalin dagilimi hem birbirine hem de amiloid-tau metabolizmasina da
baghdir. Bakir ve ¢inko, APP'min islenmesini etkileyen farkli mekanizmalarla A
tiretiminin diizenlemesine katki saglamaktadir. Tau fosforilasyonunun diizenlenmesi ve
APP islemesi, sinaptik NMDA reseptorlerinin ¢inko ile indiiklenen aktivasyonuyla iliskili
oldugu belirtilmistir. Bu ylizden tek basina olmasada bakir homeostazinin diizenlenmesi
AH i¢in hedefler arasinda sayilabilir [65]. AH'li beyindeki metal seviyelerinin yanlis
diizenlemesinin zararlt sonuglarma karsi koyabilen terapdtik ajanlar olarak metal
selatorlerin tasarimi, uygun ila¢ adaylarin1 se¢gmek ve klinikte basari sansini artirmak igin
gerekli koordinasyon kimyasi altyapisini hesaba katmalidir [65]. Bakir 6zgilliigii igin
uygun bir koordinasyon kiiresi sergileyen suda ¢6ziiniir tetradentat monokinolin (TDMQ)
molekiilleri iizerinde farmakolojik ¢alismalar halen devam etmektedir [65]. TDMQ
selatorlart AH sahip bireylerin beyinlerindeki oksidatif stresin azaltilmasinda ve bakir

homeostazinin diizenlenmesi i¢in ilag adaylar1 olarak tasarlanmistir [66].
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AH'da beyinde Cu, Fe redoks
metallerinin serbestlesmesi

Cu-Ap
Spesifik Cu Oksidatif
seldtorleri ndron hasari
Cu - proteinleri .

4

Farelerde episodik
hafizanin yenilenmesi

Sekil 1.3. Alzheimer hastaliginda metal iyonlarinin rolii [64].

1.2.4.10. Mitokondriyal Kaskad Hipotezi

Alzheimer hastaliginin 6zellikleri arasinda mitokondriyal disfonksiyon ve degismis
metabolizma da yer almaktadir [67]. Cesitli kosullar altinda elektron transferi
tamamlanmadan Once sona erebilir. Membran potansiyeli hiperpolarize oldugundan,
matristen proton pompalamak icin gereken enerji miktar1 artar, bu da elektronlarin
elektron tasima zinciri (ETZ) yolculugunu tamamlamasini engelleyebilir. ETZ'den
salinan elektronlar, ROT ve reaktif nitrojen tiirleri (RNT)’ni olusturmak i¢in molekiiler
oksijen ve nitrojen ile reaksiyona girer. Tersine, i¢ zar boyunca depolarizasyon,
mitokondri zar potansiyelini yeniden olusturmaya calisirken ETZ’den elektron gegisinde
bir artisa neden olabilir. Depolarizasyon, ATP sentezinden bagimsiz olarak i¢ zardan
proton sizintis1 ve matrikse geri donmesi nedeniyle veya fizyolojik olarak ayrilan
proteinler (uncoupling proteinler -UCP'ler) tarafindan olusturulan kanallar yoluyla ortaya
¢ikabilir. Protonlarin bir i¢ zar sizintis1 yoluyla veya UCP'ler yoluyla matrise doniisii,
ATP iiretiminden elektron tasinmasini “ayirir” ve elektron aktarimindan yakalanan
enerjiyi 1s1 liretimine yonlendirir. Yapisal ETZ bozulmalar1 ayrica zincirin biitiinliigiini
azaltabilir ve elektronlar1 serbest birakabilir. Bu senaryoda, ROT ve RNT iiretimi,

goreceli bir mitokondriyal membran potansiyeli depolarizasyonu baglaminda gerceklesir.
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Alzheimer hastasi bireylerin beyinlerindeki mitokondrilerin, AH olmayan beyinlerindeki
mitokondrilerden morfolojik olarak farkliliklara sahip oldugu dogrulanmistir. AH beyin
mitokondri sayisinda net bir azalma gozlenmis olsa da hastalikta mitokondriyal kiitlenin
nasil degistigi ¢cok acik degildir. Mitokondriyal dongiiniin arttifini, otofagozomlarda
artan miktarda mitokondriyal materyal artisinin oldugunu gostermektedir. Bu genel
bilgiler, yeni mitokondrilerin degistirilmesinde eszamanli bir azalma ile birlikte, gelismis
mitokondriyal eliminasyonu destekliyor olabilir [58],[59],[60],[68],[69],[70],[71].
AH’da AB’y1 mitokondriyal etkilesimler i¢in 6nemli bir potansiyel haline getirmektedir.
Hiicrelerin APP - A iiretimi ve eliminasyonunu (AP homeostasisin) dikkatli bir sekilde
yonetmesinde mitokondrinin katkis1 olabilecegi dile getirilmigtir
[59],[60],[61],[69],[70].[71],[72].[73].[74]. Mitokondriyal ~ fonksiyonu  protein
homeostazina ve agregasyonuna, bu protein degisiklikleri mitokondriyi degistirmek i¢in
geri donse bile, mitokondrinin bu protein degisikliklerini bir dereceye kadar
yonlendirmesine izin verecek sekilde baglamak da 6nemlidir [73]. Literatiirdeki veriler,
mitokondriyal fonksiyon ve biyoenerjetiklerin protein homeostazini etkiledigini
belirtmektedir. AH’da mitokondrinin APP, AP, tau, a-siniiklein ve transaktif yanit 43
kDa'lik DNA baglayici protein (TDP-43) homeostaz1 iizerine etkilerinin ¢ok yonlii
degerlendirmenin O6nemini vurgulamiglardir [73]. Birka¢ sporadik ndrodejeneratif
hastalik, mitokondriyal fonksiyonla dogrudan veya dolayli olarak iliskili fenomenler
sergiler. Bu hastaliklarda mitokondriyal fonksiyonun mitokondriyal DNA'dan (mtDNA)
kaynaklanabilecegini diisiindiiren veriler gozden gecirilmistir. Mitokondriyal fonksiyonu
manipiile etmeye ve mitokondriyal disfonksiyonun negatif (asag1) yondeki sonuglarini en
aza indirmeye yonelik yaklasimlar tartisilmaktadir [75]. Serbest radikalleri ve serbest
radikal aracili kimyasal etkilesimi azaltmak, uzun zamandir mitokondriyal tip yaklagimi
olarak kabul edilmektedir. Egzersizin kas tlizerindeki etkilerini ve diyet kisitlamasinin
karaciger Ttzerindeki etkilerini taklit ederek beyin mitokondriyal biyogenezini
indiiklemenin etkili yollar1 belirlenebilir. Ancak adenozin trifosfat (ATP) seviyelerini
normalin altina diisirmenin iyi oldugu anlamina gelmez. Aksine, néronlar1 daha aerobik
bir duruma zorlamak, adenozin monofosfatla aktive olan protein kinaz (AMPK) ve sirtuin
-1 (SIRT1) aktivasyonu gibi genis kapsamli sonuglara sahip olabilir. Hiicre i¢indeki
islevsiz mitokondri kiitlesinin artmasi olumsuz sonuglara yol acan potansiyel bir
dezavantaj olabilir. Tehlikeli ancak yine de kismen islevsel bir hiicre i¢indeki islevsiz
mitokondri kiitlesinin arttirilmasi, oksidatif stresi veya apoptotik sinyallesmeyi tolere

edilebilir seviyelerin iizerine ¢ikarabilir [75].
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Mitokondriyal islev bozuklugunun neden oldugu enerji eksikligi ve Ap1-42 oligomerleri,
hiicre i¢i Ca®" dengesizligini ve AMPK aktivasyonunu tetikleyerek sinaptotoksisiteye ve
hafiza kaybma yol agmaktadir. AH insidansinda yasa bagli orantili bir artisla
mitokondriyal disfonksiyonel birikimi ve bozulmus mitofaji eslik etmektedir. Mitofaji,
saglikli bir mitokondriyal islevlerin siirdiiriilmesi ve nodronal Oliimiin engellenmesi
yoluyla noéronal fonksiyonda ve noronal hayatta kalmada kritik bir rol oynar. AH

hipokampusundaki hasarli mitokondri birikimini géstermektedir [70].

AH dahil, yas ile iliskili nérodejenerasyonun 6zelliklerinden biri hasarlt mitokondrilerin
birikmesidir. AH etiyolojisinde ve ilerlemesinde kusurlu mitofaji, AMPK, p-tau ve AB
arasindaki birbirine bagl karmasik rolleri ayirmak i¢in daha ileri ¢alismalar gereklidir
[63],[65],[67],[681,[701,[711,[741,[761,[77],[ 781,[ 79]. Kusurlu mitokondriyi

hedeflemenin AH tedavisi i¢in 6nemli olabilecegi belirtilmistir [70].

Mitokondri ile iligkili endoplazmik retikulum membranlar1 hiicre i¢i sinyallesmenin
onemli bilesenleridir ve hiicre i¢i Ca*?/lipid homeostazinin, mitokondriyal dinamiklerin,
otofaji/mitofajinin, apoptoz ve inflamasyonun diizenlenmesine katkida bulunmaktadir
[76]. Bu gecirgenlik degisikliklerinin iletkeni, uygun bir sekilde adlandirilmis
mitokondriyal gegirgenlik geg¢is gozenekidir; bu, heniliz tam olarak tanimlanmamasina
ragmen, hiicresel fizyolojik fonksiyonlar sirasinda iyonlarin, proteinlerin ve metabolik
yan triinlerin akisimi farkli sekilde diizenlemek i¢in farkli sekilde hareket eden birkag

integral proteinden olusur, ancak ayrica patofizyolojik hakaretler [80].

1.2.5. Bellek

Alzheimer hastaligindan etkilenen kisilerin ilk ve en yaygin basvuru semptomu, uzun
stireli bellegin goreceli olarak korundugu epizodik kisa siireli bellek kaybidir. Kisa stireli
hafiza bozuklugunun belirtileri arasinda; muhakeme ve problem ¢dzme yeteneginde
bozulmalar, yiiriitiicii islevlerde azalmalar, motivasyon eksikligi ile diizensizligi ve
sonrasinda takiben ¢oklu gorev ve soyut diistinme sorunlari yer almaktadir. AH’nin erken
fazlarinda, yiiriitme islevindeki bozulmalar hafiften 6nemliye degisir. Bunu dil bozuklugu
ve gorsel uzamsal becerilerde bozulma izlemektedir. AH orta ve gec evresinde ise; apati,
sosyal geri ¢ekilme, disinhibisyon, ajitasyon, psikoz ve gezinme gibi noropsikiyatrik
semptomlar dikkat ¢ekmektedir. Ekstrapiramidal motor belirtilerde bozukluklar ve

parkinson hastaligina 6zgii semptomlar hastaligin ge¢ doneminde kendini géstermektedir.
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Bunu takip eden ilkel refleksler, inkontinans ve tam bakim bagliligi kendini

gostermektedir [24],[42],[43],[79].

Bellek siniflandirmalari farklilik gostermektedir. Bu siniflandirmalardan biride kisa siireli
bellek (caligma bellegi — Working memory, WM olarak da adlandiriimaktadir) ve uzun
siireli bellek (referans bellek olarak da adlandirilmaktadir) olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Bu bellek tiirleri arasinda ki temel fark, bilgi depolama siiresiyle ilgilidir: bilgi, sozde
gecici olarak WM'de depolanirken, uzun siireli bellekte kalici bir sekilde birlestirilmis
olarak depolandigi kabul edilir [81].

Hem kisa hem de uzun siireli hafizanin saglikli yaslanma ile azalir [82]. Cok sayida
ndrodejeneratif ve psikiyatrik bozukluk, ¢alisma bellegi ve biligsel esneklik gibi yiiriitiicii
islevlerdeki eksikliklerle iligkilidir [83]. Hipokampal CA1 alanindaki hiicreler ile yapilan
bir calismada; calisan ve referans bellek arasindaki yeniden yiiriitme tiiriindeki
farkliliklar, bu bellek siireglerini farkli sistem diizeyinde mekanizmalar araciligiyla
destekleyebilecekleri belirtilmistir [84]. Hayvanlarin uzamsal referans bellek temsillerini
giincellemesi ve ayn1 zamanda uzamsal ¢alisma bellegini kullanmasi gereken bir gorev
sirasinda yer bildiren hiicrelerin aktivitesinin nasil yeniden diizenlendigini inceleyen bir
calismada, uzamsal referans veya calisma bellegi gerektiren iki gérev varyant: sirasinda
noronal kodlama ile karsilagtirilmistir. Uzun siireli bellek giincellemesine bagli olan yer

belirten konum hiicrelerinin birkag ayirt edici atesleme 6zelligi belirlenmistir [84].

Calisan bellek, “bilingli diisiincenin eskiz defteri” olarak da adlandirilmistir. Diisiinceleri
tuttuSdumuz ve maniplle ettigimiz platformdur ve hedefe yonelik davranisin
organizasyonu icin temeldir [85]. Calisma bellegi, akil yiiriitme, kavrama ve 6grenme
gibi karmagik gorevleri yerine getirirken bir seyleri akilda tutmak i¢in gerekli oldugu
varsayilan sistem veya sistemleri ifade eder [86]. Calisma bellegi degerlendirme tercih
edilen davranis deneylerinin literatiire kazandirilmasinda Olton’un katkisi tartisilmazdir.
Olton c¢alismalari, farelerin her bir kolun yemlendigi ¢ok kollu bir radyal labirentteki
performanslari esasina dayantyordu. Uzamsal bilgi i¢in isleyen bellegin bir 6l¢iisii olarak
RKL testini kullaniyordu [87],[88]. Giinde birka¢ deneme ve &diilii en {ist diizeye
cikarmak i¢in o glin hangi kolun ziyaret edildigini hatirlamasi1 esasina dayaniyordu.
Olton'un konsepti, hayvanlar lizerinde yapilan ¢alismalarda giiniimiizde de kullanilmaya

devam etmektedir [86],[87].
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Caligsma ve referans hafizasi genellikle siyah tabanli radyal kol su labirent (8 kollu su
labirent) davranis testi kullanilarak degerlendirilir. Bu test 6n egitim, yiyecek yoksunlugu
gerektirir ve koku ipucu karigikliklarina neden olabilir. Sekiz kollu radyal su labirentide
alternatif deneyler arasindadir. Deneklerin kagis platformlarini bulmak i¢in ekstra labirent
ipuclart kullanmas1 gerekmektedir ve boylece ¢alisma ve referans bellegi es zamanli
olarak degerlendirmeye imkan vermektedir. Deneklerin her test giinii boyunca daha dnce
kacmak icin kullandiklar1 kollardan (calisma hafizasi) ve asla kagis platformlari
icermeyen sabit kollardan (referans hafizasi) kaginmalar1 gerekir. Bir test oturumu
sirasinda halihazirda kagis i¢in kullanilmis kollara yeniden girisler (ve boylece kagis
platformu kaldirilmistir) ve referans bellek kollarina yeniden girisler, ¢alisma bellegi
eksikliklerinin gostergesidir. Alternatif olarak, referans hafiza kollarina yapilan ilk
girigler, referans hafiza eksikliklerinin gostergesidir. Bu test hem ¢alisma hem de referans
hafizasinda 6nemli eksiklikleri gostermek i¢in kullanilabilir. Bu protokol, diger bircok

o6grenme bozuklugu modelini incelemek i¢in kolayca degistirilebilir [89].

1.2.6. Deneysel Alzheimer Hastaligi Modeli

Alzheimer hastalig1 arastirmalarinda en ¢ok tercih edilen yontem transgenik modeller
olmasina karsin, translasyonel arastirmalar i¢in daha faydali olabilecek alternatif
modeller aranmaktadir [90]. Alzheimer Ila¢ Arastirmalar1 Kurulusu (AIAK), transgenik
olmayan AH modellerinin yetersiz kullanildigina dikkat ¢ekmistir. Son zamanlarda,
diyabetojenik bir toksin olan streptozotosinin (STZ) intraserebroventrikiiler
enjeksiyonunu (icv) kullanan model 6nemli Olc¢lide popiilerlik kazanmaktadir [90].
Transgenik modeller ile icv STZ modeli arasindaki temel kavramsal fark, beyin glukoz
hipometabolizmasinin Alzheimer ndéropatolojisine yol agan nedensellik zincirindeki yeri

ile ilgilidir [90].

Streptozotosin, 20. yy’in yaklagik ortalarinda Streptomyces achromogenes bakterisinden
izole edilmistir. Baslangigta bir antibiyotik, daha sonra bir antikanser ajani1 olarak
gelistirilmistir [90]. Intravendz ve intraperitoneal doza bagh kullamimlari deneysel
diyabet modeli olusturmak i¢in tercih edilmistir [90]. Molekiiler yapisinda heksoz
bulundurmasi sebebi ile STZ daha az lipofiliktir ve hiicresel membranlar1 gegmek icin
glukoz tasiyicis1 2 (GLUT2)’yi kullanir. STZ, GLUT2 tastyicist olmayan kan beyin

bariyerini dogrudan gegemez ve beyni dogrudan etkilemez [90].
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Deneysel arastirmalar i¢in hayvanlara ilaglar veya secici toksik maddeler beynin
ventrikiiler sistemine uygulanmaktadir. Enjeksiyonlar ¢ogunlukla lateral ventrikiillere
yapilir [90],[91]. Beyin omurilik sivisina (BOS) enjekte edilen ilag kitlesel akis yoluyla
hizla kana gectigi ancak difiizyon smirlamalari nedeniyle beyin dokusuna zayif bir
sekilde niifuz ettigi belirtilirken, bircok aragtirmaci icv uygulamanin, uygulanan
maddenin kan beyin bariyerini (KBB) ve beyne dagilimini smirlayan diger
mekanizmalar atladigi i¢in yiiksek konsantrasyonlarda merkezi bolmeye girmesine izin

verdigini varsaymaktadir [90].

Bir veya iki doz icv STZ enjeksiyonuna maruz birakilan sicanlarda beyin metabolik ve
davranis bozukluklarinin Alzheimer benzeri indeksinin gelistirilmesinde dinamik bir
siire¢ olarak kabul edilmektedir. Icv STZ uygulamasinin beyin islevi ve davranisi
tizerindeki etkileri birkac hafta gibi nispeten kisa bir siire i¢inde takip edilebilir. Kortikal
kan damarlarinin duvarinda AP birikintilerinin ortaya c¢ikmasi i¢in icv STZ
uygulamasinin daha uzun takibi gerektigini raporlamislardir [90],[92]. Icv STZ
enjeksiyonu ile tetiklenen AH modelinde; biligsel ve ndrokimyasal degisikliklerin, ii¢
asamadan olusan zamana bagh bir model izledigi belirtilmektedir. ilk 1 ay iginde akut
yanit gelisir, 1-3. ayda normal degerlere donme egilimi olusur ve son olarak 6-9. ayda
yavas ve ilerleyici bir siddetlenme ile dekompansasyon fazi olusur. Lateral ventrikiillere
(tek veya cift tarafli) STZ enjeksiyonu ile baslatilan patolojinin bu gegici evrimi,
transgenik fare AH modellerinde mevcut olmayan gergek bir yagsamdaki duruma benziyor

gibi goriinmektedir [90], [93].

Intraserebroventrikiiler STZ'yi takip eden metabolik bozukluklarin, enjeksiyon
bolgesinden uzak yerler de dahil olmak iizere, beynin genis alanlarin1 kapsadigina ve
zamanla arttigina dair gozlemler uyumluydur. Ornegin, yetiskin siganlarm lateral
ventrikiillerine glinde iki kez STZ enjeksiyonu, frontoparietal kortekste 3 hafta sonra
tespit edilen noronal golgi aparatinda 6nemli bir genislemeye neden oldugu gézlenmistir

[90], [94].

Bilateral icv STZ enjeksiyonundan (3 mg/kg) bes hafta sonra [95] beyin agirliginda bir
azalma, bilissel diisiis, hipokampal AB'de (1-42) énemli bir artis tespit edilmistir. Ayni
zamanda hem hipokampal hem de kortikal hiperfosforile tau diizeylerinde artis, beyin
dokusu oksidatif stres belirtileri [96] ve kaspaz aracili apoptotik hiicre 6liimiine neden

olabilen beyin mitokondriyal anormallikler rapor edilmistir [97], [98]. Bunun yani sira
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glial aktivasyonun, icv STZ'yi takiben TNF-o ve serbest radikal olusumu, apoptoz ve
sinaptik norotoksisiteden daha énce meydana geldigi bildirilmistir. icv STZ'den sonra
siganlarda, 1 saat ile 15 giin arasinda degisen farkli zaman dilimleriyle farkli tipte

davranigsal ve norodejeneratif tepkiler gézlemlenmistir [90],[99].

Yiiksek dozlar (1 mg/kg) septum ve korpus kallozumda inflamasyonla iligkili ve lokal
oksidatif stresin neden olabilecedi siddetli ve akut norodejeneratif lezyonlara neden
olurken, daha diisiik doz daha diisiik siddetli ancak daha kronik ve yaygin etkilere yol
actig1 belirtilmistir [90].

Ozetle, sicanin lateral ventrikiillerine tek veya ¢ift tarafli STZ enjeksiyonunun, insan
Alzheimer hastaligini andiran kronik metabolik, ndropatolojik ve davranigsal bozukluklar
iirettigine sliphe yoktur, ancak bu fenomen ic¢in kabul edilebilir mekanik agiklama
eksiktir. Icv STZ enjeksiyonlar1 tarafindan uyarilan model hastaligin gelisiminde rol
oynayan ¢ok sayida etkilesimli siire¢ arasindaki nedenselligin anlagilmasi, bunun insan
sporadik Alzheimer hastalig1 ile yakinsamasinin ve transllasyonel aragtirmalarinda olasi

yararliliginin degerlendirilmesi i¢in gereklidir [90].
1.2.7. Alzheimer Hastaligi Modelinde Ogrenme ve Bellek ile ilgili Deneysel Testler

Insanlarda, bellege genellikle sozlii veya yazili dil yoluyla erisilirken, hayvanlarda biligsel
islevlere bircok spesifik, deneysel bellek ve 6grenme modelinde farkl tiirde davranislar
yoluyla erigilmesi gerekir. Bunlar arasinda, yeni nesne tanima testi, yeni ve tanidik
nesnelerin kesif stirelerindeki farkliliklar ile degerlendirilebilir. Uygulamasi bir arastirma
alantyla sinirl degildir ve hafiza ve 6grenme, yeniligi tercih etme, tanima siirecinde farkli
beyin bolgelerinin etkisi ve hatta farkli ilaglar ve etkilerinin ¢alisilmast gibi gesitli

konularin ¢alisilabilmesini saglamaktadir [100].

Hipokampal bagimli uzaysal ve nesne bellegini degerlendirmek i¢in en yaygin kullanilan
testler arasinda Morris su labirenti (MSL), radyal kol labirenti (RKL) ve nesne tanima
(NT) ve nesne yerlestirme (NY, nesne konumu olarak da bilinir) testleri yer almaktadir.
MSL ve RKL davranis ve 6grenme testlerinde hayvanlar, sudan kagmak veya bir yiyecek
veya su ddiilii bulmak i¢in yuvarlak veya tekerlek seklindeki bir labirenti gegmek igin
ekstra labirent ipuglarini kullanirlar. Bu gorevlerdeki bellek, tipik olarak birden fazla giin

boyunca Ol¢iiliir, bu da denek i¢i ve denekler arasi performansin zaman iginde
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degerlendirilmesini saglar. Hem MSL hem de RKL, performansi zorlamak icin agik
motivasyonel uyaranlari igerirken, nesne tanima ve nesne yerlestirme gorevleri, hayvanin
dogal yenilik egilimine dayanir. Yani, fareler ve siganlar, yeni bir nesneyi veya yeni bir
konumdaki tanidik bir nesneyi, tanidik bir konumdaki daha 6nce arastirilmis bir nesneden
daha fazla aragtirarak daha fazla zaman harcarlar. Ayrica, nesne gorevlerinin 6grenilme
hizi, bellek olusumunun evreleriyle (edinme, pekistirme ve tutma dahil)
iliskilendirilmesine olanak tanir [101]. Labirentler, sican ve fare gibi kemirgen
modellerinde deneysel bellek siireglerini aragtirmak i¢in davranigsal sinirbilimde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Uzamsal ¢aligma bellegi, spontan doniisiimlii T-labirent testi ile
degerlendirilebilir. Test sirasinda, denemeler arasinda segimleri basarili bir sekilde
degistirmek icin, bir hayvanin 6nceki denemede hangi kolun ziyaret edildigini hatirlamas1
gerekir, bu da spontan T-labirent degisimini uzaysal ¢alisma bellegi i¢cin optimal bir test

haline getirir [102].

Aktif kacinma testlerinin aksine, pasif kacinma testlerinde (PST) genellikle acik bir
kosullu uyaran kullanmaz. Bunun yerine, egitim bagimli kosullu uyaran yolu tercih edilir.
Egitim baglamindaki veya dahili uyaranlardaki, 6rnegin test siiresindeki degisiklikler,
akilda tutma performansin etkileyecektir [103]. PST’de, hayvan, normalde parlak bir
sekilde aydinlatilan pasif ka¢inma sisteminin karanlik bir bolmesi gibi, caydirici olayla
iligkili veya bu durumun 6ngoriiciisii olan test alanina maruz kalmaktan kaginmak i¢in bir
motor tepkisini bastirmay1 6grenir. Davranigsal tepkilerin analiz edildigi bir ¢atigma
durumu olusturulur. Analizler ka¢inma davranisinin, 68renmenin farkli siirecleri
icerdigini gostermektedir. Pasif kac¢inmanin bilissel yorumu, bu paradigmanin

hipokampusu iceren yer 6grenimine dayandigini 6ne siirer [103].
1.2.8. Alzheimer Hastahg ile iliskili Bilesikler
1.2.8.1. Amiloid beta peptid 1 — 42

Amiloidler, norodejeneratif hastaliklarda rol oynayan protein grubudur. A monomerleri
amiloid fibril olusumunda yer alan en kii¢iik birimdir. A, fibriler kiimeleri, AH’a sahip
bireylerin beyinlerinde gézlenen senil plaklarin temel bileseni AP (1-42)’dir [104], [105].
Hiicre i¢i AP birikimi, hastalikta erken bir olay gibi goriinmektedir ve hastalik ilerledikce
hiicre dis1 birikintiler i¢in bir kaynak olabilir. A, hiicreler i¢inde iiretilebilir veya reseptor

baglanmasi ve miiteakip i¢sellestirme yoluyla hiicre dis1 kaynaklardan alinabilir. Bunlar,
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endozomlar, multivesikiiler cisimler, lizozomlar, mitokondri, endoplazmik retikulum

(ER), trans-golgi ag1 ve sitozol i¢inde birikime yol agabilir.

Amiloidler B, a ve y sekretazlar olarak adlandirilan enzim gruplar1 veya enzim
kompleksleri tarafindan APP'nin sirali boliinmesiyle elde edilen APP endoproteolizi ile
iiretilir. Bir parcalayici ve metaloproteaz alan1 (ADAM) ailesine ait olan, a-sekretaz
aktivitesine sahip {ic enzim tanimlanmistir. Bunlar tiimor nekroz faktorii doniistiiriicii
enzim olarak da bilinen ADAMY9, ADAMI10 ve ADAMI17 enzimleridir [106],[107].
Noronlarda AP birikimi, bir dizi hiicresel 6zellik lizerinde tahribata yol agar ve transgenik
fare calismalarindan elde edilen kanitlar, bunun sinaptik aktiviteyi bozabilecegini,
proteazom disfonksiyonuna yol agabilecegini, kalsiyum dishomeostazina neden
olabilecegini ve hatta tau'nun hiperfosforilasyonunu  kolaylastirabilecegini
gostermektedir. Bununla birlikte, AB'nin hangi katilim durumunun intrandronal olarak
baskin oldugu, hangi durumun sinaptik plastisiteye, 6grenme, hafiza ve diger hiicresel
islevler tizerinde en giiclii etkileri uyguladigi gibi bir¢ok 6nemli soru ele alinmaya devam
edilmektedir. Daha geng bireylerden alinan hiicrelerin, hiicre i¢i Af'min potansiyel
olumsuz etkilerini, belki de daha verimli temizleme veya saperon aracili bir siire¢ yoluyla
daha iyi noétralize edip edemeyecegini belirlemek c¢ok ©Onemli olacaktir. Dahasi,
gelecekteki diger deneylerin, 6zellikle hangi durumun patoloji ve bilissel gerileme ile en
iyi iliskili oldugu konusunda, intranéronal tiirlerin biyofiziksel montaj durumlarin

belirlemesi gerekecektir [107].
1.2.8.2. Hiperfosforile tau proteini

Norofibriler filamentler (NFT), hiperfosforile tau proteininin anormal filamentler olarak
bilinir. Hiperfosforillenmis tau proteini, AH’a sahip bireylerin beyinlerindeki NFT'lerin
ana bilesenidir. Hiperfosforile tau proteininin farkli morfolojik asamalar1 (6n-diigiim fazi
(fibriller yumak fazi), olgun NFT fazi, ekstraseliiler yumaklar veya hayalet NFT fazi)
bulunmaktadir. Bu asamalardan ilk fazda, fosforile tau proteinlerinin eglestirilmis sarmal
filament (ESF) olusumu ger¢eklesmeden beyinde (somatodentritik bélmede) biriktigi bir
tiir NFT ¢esitleridir. Ikinci faz, tau proteininin filament agregasyonu ile cekirdegin
somanin ¢evre kismina yer degistirmesi ile karakterize edilen olgun NFT'lerin
olusumuyla karakterizedir. Son faz olan {i¢iincii fazda ise, proteolize kismi direngli biiyiik
miktarda tau proteinlerinden dolay1 ger¢eklesen néronal kayiplarla sonuglanan, hiicre disi

yumaklar veya hayalet NFT agsamasidir. NFT, hiperfosforile tau proteininin anormal
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filamentleridir. ESF olusturmak i¢in, birbirinin etrafinda biikiilebilir ve noralperikaryal
sitoplazma, aksonlar ve dendritlerde birikerek hiicre iskeleti mikrotiibiilleri ve tiibiilinle

iliskili proteinlerin kayiplarina sebep olmaktadirlar [108],[109],[110].
1.2.8.3. Translocator protein

Translokatdr protein (TSPO), dis mitokondriyal membran proteinidir. Bir¢cok beyin
patolojisinde aktif mikroglia'da belirgin sekilde up regiile edilen, néroenflamasyonun bir
biyobelirteci arasinda sayilmaktadir. Enerji metabolizmasindan ROT’ nin modiilasyonu
yoluyla enflamatuvar yanitlarin yayilmasina kadar mitokondriyal siireglerde TSPO'nun
merkezi bir roliiniin vurgulandigi ¢alismalar mevcuttur [111]. Mikroglial aktivasyonun
en yaygin sekilde incelenen biyobelirteglerinden biridir. TSPO’nun hiicresel

biyoenerjetik i¢inde kilit bir rolii olabilecegi belirtilmistir.

TSPO, eskiden periferik tip benzodiazepin reseptorii (PBR) olarak bilinmekteydi.
Norolojik bozukluklarda potansiyel bir terapotik hedef olarak kabul edilir. Onceki
kanitlar, TSPO ligandlarinin yaralanma sirasinda hiicreleri koruyabildigini ve merkezi

sinir sistemi (MSS) hiicrelerinde apoptozu 6nleyebildigini gostermektedir [112].

2017 yilinda yapilan bir ¢alismada, APP’ri asir1 eksprese eden noroblastoma hiicrelerini
kullanan bir AH modelinde, yeni sentezlenen imidazokinazolinon TSPO ligandlari, H>O:
stimiilasyonuna yanit olarak ROT {iretimini azaltarak oksidatif hasar1 azaltabildigi
raporlanmigtir. Sentezlenen bu ligandlarin ilave olarak stres kosullar1 altinda
mitokondriyal solunumu stabilize edebilecegi ve sonucta amiloid beta olusum

seviyelerini azaltabilecegi vurgulanmistir [111], [112].
1.2.8.4. Tiobarbiitirik asit reaktif tiriinleri

Tiobarbiitirik asit reaktif iiriinleri (TBARS) testi, asir1 serbest radikallerin neden oldugu
hiicre zar1 hasarimi karakterize eden biyolojik sivilarda lipid peroksidasyonunu ve
antioksidan aktiviteyi degerlendirmek i¢in kullanilabilen oksidatif stresin laboratuvar
belirtecleridir [113],[114]. Insan serumunda, diisiik yogunluklu lipoproteinlerde ve hiicre
lizatlar1 gibi biyolojik dokularda TBARS gosterilmistir. Numune uygun kosullarda
islenmis ve muhafaza edilmisse, oksidatif stres seviyelerinin iyi bir gostergesi olarak

kabul gormiistiir. TBARS, basta malondialdehit (MDA) olmak iizere lipid peroksidasyon
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tiriinlerinin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girerek TBARS ad1 verilen MDA-
TBA2 eklentilerinin olusumuna yol agmaktadir [113].

1.2.8.5. Malondialdehid

Malondialdehit (MDA), oksidatif stres kaynakli lipid peroksidasyonunun belirteclerinden
biridir [115]. Serbest radikaller ve oksidanlar, fizyolojik sinyal yollarinda yer alirlar,
ancak pro-oksidan ve antioksidan sistemler arasinda 6ncekinin lehine olan bir dengesizlik
bliyiik biyomolekiiler hasara yol agar. MDA, lipid peroksidasyonunun degerlendirilmesi
icin yararli bir biyobelirtectir. Bu nedenle MDA, farkli fizyolojik ve patolojik durumlar
altinda insan plazmasindaki lipid peroksidasyonunun degerlendirilmesi i¢in degerli bir
biyobelirtegtir [116]. Oksidatif stresin artmasiyla karakterize olan yaglanma baglantili
bozukluklarda lipid peroksidasyonu sonucu olusan 4-hidroksinonenalin (HNE) ve

MDA nin 6nemli patojenik rolleri vardir [117].
1.2.8.6. IL-1 ve IL-10

Interldkin-1 beta (IL-1B), proinflamatuvar sitokindir. Multipl skleroz (MS), travmatik
beyin hasar1 ve diyabetik retinopati, ndrodejeneratif hastaliklar gibi ¢esitli merkezi sinir
sistemi hastaliklarda immiin yanitlar1 siirdiirmekte ve néroenflamasyona aracilik ederek
hastalik siddetine katkida bulunmakla iligkilendirilmistir. IL-1B’nin otoimmiin hastalik,
norodejenerasyon ve metabolik hastaliklar mevcut oldugunda baslica kan miyeloid
hiicreleri, patojenik lenfositler, merkezi sinir sisteminde ki yerlesik mikroglia ve
astrositler tarafindan iiretilen indiiklenebilir bir sitokindir [118]. Diyabetik retinopati, MS
ve AH’da IL-1B'nin paradoksal roliinii vurgulanmakla birlikte AH sirasinda ndrotoksik
fonksiyonlariin hangi asamada etkili oldugu net degildir. IL-1p aracili eylemler yoluyla
immiinomodiilator tedaviler i¢in potansiyel yollar1 saglamlastiracaktir. MS, AH ve
diyabetik retinopati'deki noroenflamasyon alanlarindaki son arastirmalar, vaskiiler hasari
ve hiicresel infiltrasyonu hedefleyen IL-1p bloke etme stratejilerinin noronal hasari
iyilestirmede ve belki de tersine c¢evirmede basar1 saglayabilecegi fikrini

desteklemektedir [118].

Interlokin-10 (IL-10), enfeksiyon ve enflamasyon sirasinda agir1 inflamatuvar yanitlari
azaltan, dogal bagisikligin up-regiilasyonu ve doku onarim mekanizmalarini aktive

ederek doku homeostazini korumak i¢in temel islevleri yerine getiren bagisiklik
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baskilayici sitokindir [119]. Sitokinler, hedef hiicrelerin biyolojik fonksiyonlarini otokrin
veya parakrin mekanizmalarla diizenlemek i¢in l6kositler tarafindan iiretilen tartismasiz
en dnemli haberci molekiillerdendir. ilave olarak enfeksiyon veya enflamasyonun neden
oldugu yaralanmalarda doku iyilesme siirecinde etkileri vardir [119],[120]. IL-10,
l16kositlerden gelen dogal ve adaptif bagisiklik yanitlarini inhibe eder ve enflamasyonun
neden oldugu potansiyel doku hasarmni sinirladig: belirtilmistir. Bu yiizden IL-10 ailesi
sitokinleri, ¢esitli enfeksiyonlara ve bir¢ok otoimmiin hastaligin gelisimine kars1 konak
savunmasi i¢in gereklidir [120]. IL-10, dendritik hiicreler (DH), makrofajlar, T hiicreleri,
dogal 6ldiiriicti (NK) hiicreler ve B hiicreleri dahil olmak {izere hemen hemen tiim 16kosit

alt gruplarn tarafindan iiretilmektedir [119],[120], [121].

IL-10 ailesi sitokinleri, doku biitiinligliniin korunmasina yardimer olur ve anti-
enflamatuvar, anti-apoptotik ve doku yenileyici 6zellikleriyle doku homeostazin
destekler. Bu aileye ait sitokinler hem enflamasyonu destekleyen ve enflamasyonu
baskilayan 6zellikler hem de doku koruma ve rejenerasyon yetenekleri dahil olmak tizere
cok cesitli islevlere sahiptir. Bu sitokinler, yalnizca cesitli patojenlere karsi konake1
savunmasi i¢in gerekli degildir, ayn1 zamanda konag1 bir enflamatuar yanittan sonra bir
bagisiklik hareketsiz durumuna ve doku homeostazina geri dondiirmek ic¢in de
vazgecilmezdir. Bununla birlikte, IL-10 ailesi sitokinlerinin, 6zellikle IL-10 ve IL-22"nin
islevini ve diizenlenmesinin yan sira pek ¢ok soruda cevapsiz kalmaktadir. IL-10 ailesi
sitokinlerinin 6nemli iglevleri géz oniine alindiginda, bu yollarin manipiile edilmesi, her
bir hastaliin igerigine bagli olmasi muhtemel olsa da, bulasici, enflamatuar hastaliklar

ve kanserler dahil olmak tizere ¢esitli hastaliklar i¢in tedavi edici fayda saglayabilir [119].
1.2.8.7. Voltaj Bagimli Anyon Kanallar

Voltaj bagimli anyon kanallart (VDAC), non-selektif anyon kanallar1 olarak
bilinmektedir. VDAC1, VDAC2 ve VDAC3 olmak tizere 3 farkli izoformu bulunan
integral membran proteinlerdir. VDACI epitel hiicreleri, astrositler ve néronlarin plazma
membraninda bulunmaktadir [3]. Ayrica, mitokondri dis membraninda (MDM)’da
lokalize olan porinler olarak da bilinmektedir. VDACI, cesitli mitokondriyal islevleri
kontrol eden mitokondriyal ag gecidi (gatekeeper) olarak gorev yapmaktadir [4], [5]. Bazi
caligmalarda VDACI, apoptozda yer alan "amiloidle diizenlenmis" bir kanal olarak
adlandirilmaktadir [122]. Mitokondriyal aracili hiicre 6liimlerinde VDACI’in roli
oldugu gosterilmistir [123]. VDACI, plazma (pl) membraninin mikro yapilarindan olan
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kaveola ve kaveola benzeri alanlarda da lokalizedir. pl-VDACI1 hipokampal néronlarda
ve kortekste eksprese edilmektedir [10]. VDACI, mitokondriyal bolme ile sitozol
arasindaki metabolik gecislerin ana diizenleyicisidir. VDACI1'in mitokondriye bagiml
apoptozun diizenlenmesindeki rolii; cyto c'nin salinmasina ve kaspaz kaskadinin
aktivasyonuna yol actig1 gosterilmistir [124]. VDACI, mitokondri i¢ zarindan sitozole
pro-apoptotik proteinlerden Cyto c, AIF, Smac/DIABLO salinmasina aracilik etmektedir
[3]. AH'dan etkilenen beyinlerdeki asir1t VDACI ekspresyonu néronal hiicre oliimii ile
iliskilendirilmistir [3]. VDAC1’in inhibe edilmesiyle APP islemesinin azaldigi,
sonrasinda bu durumun VDACI ekspresyon seviyesinin Af liretimini modiile edebilecegi
savunulmugstur [3]. AH’s1 transgenik farelerden alinan hipokampal 6ziitlerde fosforile
edilmis VDACI1 seviyelerinde ciddi bir artis gozlenmistir. AH olan post-mortem
beyinlerde ve AP transgenik farelerin beyinlerinde AP birikintileri bulunan distrofik
noritlerde VDACI1 gosterilmistir [3]. Batten hastalig1 modelinde farelerin talamusundaki
VDACI seviyelerindeki artisin nérodejenerasyonla, Wernicke-Korsakoff sendromunun
hayvan modelindeki uzamsal 6grenme biligsel eksikliklerinin talamik VDACI1 protein
seviyelerindeki degisikliklerle iliskili oldugu savunulmustur [3]. Ostradiol, VDACI
fosforilasyonunu inhibe ederek kanali inaktive ederken, tamoksifen gibi anti-Ostrojenler
kanali1 defosforile ederek kanali agmayi tetikleyerek AP, tau ve ROT-RAT vs. ile
indiiklenen hiicre 6liimiine yol agabilecegi vurgulanmistir [3]. VDAC1'in AP ile dogrudan
etkilesimi, kortikal dokularin protein lizatlarinda gosterilmistir. VDACI’in asiri
ekspresyonunun noronal hiicre 6liimii ile iliskilendirildigi bir diger ¢calismada; metformin
ile indiiklenen A agregatlarinin 6zellikle korteks bdlgesindeki néronlarda birikmesinin
ve bu bolgede pl-VDAC1 oligomerleri ile organize edildigi bulunmustur. A
oligomerlerinin in-vitro insan néroblastoma hiicrelerinde VDAC]1'in up-regiilasyonunu
indiikledigine dair raporlar, Ap ve VDACI ekspresyon seviyeleri arasinda dogrudan bir
baglant1 oldugunu gostermektedir [3]. VDACI seviyeleri ile AH arasindaki baska bir
baglanti ise hastalikta glikojen sentaz kinaz-3 (GSK3) protein aktivitesinin yiikseldigidir.
Anormal APP islemesine yol agtig1 ve boylece tau hiperfosforilasyonunu ve A liretimini
artirdig1 belirtilmistir. GSK3, AH patogenesinde rolii ¢cok énemli olan bir tau kinazdir.
APP proteinlerinden olusan tau proteinlerinin fosforilasyonunda onemlidir. AH igin
VDAC I -tau hiperfosforilasyonu arasinda rollerinin aydinlatilmasi gerekmektedir [3].

Alzheimer hastalik modeli noronlarinda mitokondriyal disfonksiyon ve ferroptozda
VDACI'in etki mekanizmasmin arastirildigi calismada: AH’a sahip hastalarin

beyinlerinde AP birikiminin néronlarda mitokondriyal disfonksiyona ve ferroptoza yol

29



actig1 belirtilmistir ve bu mekanizma heniiz net degildir. AH farelerinin beyin dokusunda
ve AP1-42 ile tedavi edilmis PC12 hiicrelerinde VDAC1'in ifadesi artar. AB1-42
tarafindan indiiklenen tiim etkilerin VDACI'in inhibisyonu ile tersine cevrildigi
belirtilmistir [125]. AP birikimi beyinde néronal disfonksiyona ve dliime neden olabilir.
Hayvan modellerinin ve hastalarin patolojik 6zellikleri i¢in benimsenen gesitli stratejiler
ve miidahalelere ragmen, noronal hasar1 hafifletmek, mevcut AH tedavisi i¢in biiyiik bir
zorluk olmaya devam ediyor [125],[126]. VDACSs proteinlerine yogunlagsmanin, kanser,
solunum veya iireme sistemi hastaliklari, bobrek veya dermatolojik hastaliklar, bazi
miyopatiler, frontotemporal demans ve ndrodejeneratif bozukluklar gibi ¢ok sayida
bozukluk ve hastaliga tanisal ve terapotik yaklasimlarin gelistirilmesi i¢in umut verici

oldugu belirtilmistir [4].
1.2.8.8. DIDS

4,4'-diizotiyosiyano-2,2'-disiilfonik asit (DIDS), non-selektif anyon degistiricilerini
inhibe etmektedir [8]. VDACI’in inhibisyonunu saglayarak, hiicre sag kalimim
artirmakta, ROT-RNT seviyelerini azaltir ve mitokondriyal disfonksiyonu azaltarak hem
hiicre 6liimiinii hem de mitokondriyal par¢calanmay1 azaltmaktadir [3],[5],[9]. VDACI’in
inhibisyonuyla, mitokondrilerden sitozol igerisine salinan cyto ¢ ve apoptoz uyarici
faktoriin (AIF) azalmasi ile hiicre 6liimleri azalmistir. Bu inhibisyonun, mitokondriyal
hasar1 Onleyebilecegi ve oksidatif norotoksisiteyi azaltabilecegini gdsterilmistir [9].
Mitokondriyal hedefleme alan1 (MTD - Mitochondrial targeting domain), okta-arginin
(R8) ile kaynagmis MTD'nin (yani,R8:MTD) mitokondriyal gecirgenlik gecis
gbzeneklerini (mPTP) agarak nekrotik hiicre 6liimiinii indiikledigini ve bdylece hiicre ici
Ca?" akigini sagladigini belirtilmistir [127]. DIDS'nin R8'in kolaylastirdig1 i¢sellestirmeyi
mi yoksa MTD'nin neden oldugu hiicre yikimini mu etkileyip etkilemedigi acik degildi.
DIDS'nin hem hiicre zarinin disina hem de mitokondri gibi hiicre alt1 organellerine etki
ettigini ve yalnizca kiiciik bir miktarda DIDS'nin zarin digim1 etkileyebilecegini
gostermektedir. DIDS iyi bilinen ve giiclii bir anyon kanali inhibitdriidiir. Ilging bir
sekilde, hiicre penetrasyonunu inhibe etme yetenegi, diger fonksiyonel gruplarindan, yani
izotiyosiyanat gruplarindan kaynaklaniyor gibi goriinmektedir. DIDS'min ayrica
izotiyosiyanat gruplart araciligiyla bir alkilleyici ajan olarak islev gordigi
bildirildiginden, etki ettigi mekanizma membran proteininin ve/veya guanidino'nun

alkilasyonunu igerebilir. R8:MTD iizerinde arginin grubu. DIDS'min izotiyosiyanat
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gruplarinin Onleyici etkisinin daha fazla arastirilmasi, CPP'lerin etki ettigi ayrintili

mekanizmanin aydinlatilmasina yardimci olacaktir [128], [129].
1.2.8.9. Davunetide

Davunetide (NAP, DAYV), aktiviteye bagli noroprotektif proteinden (ADNP) tiiretilen 8
amino asitli (Asn-Ala- Pro-Val-Ser-Ile-Pro-Gln) bir peptittir [10]. Bu peptit, amnestik
hafif bilissel bozuklugu olan hastalarda kisa siireli hafizay1 giiclendirmistir [11],[12]. In
vivo ¢alismalarda DAV (pg/kg) noéroprotektif etki sergilemistir. Apolipoprotein E (ApoE)
eksikligi olan farelerde, yasamin ilk 2 haftasinda gilinliik subkutan davunetide
enjeksiyonlari, gelisimsel reflekslerin kazanilmasi ve kisa siireli hafiza kaybinin
onlenmesini saglamistir [13]. In vitro calismalarda, DAV’ oksidatif stres, glikoz
eksikligi, AR, NMDA ve elektrik blokaj1 vs.iliskili toksisiteye karsi néronlar1 korudugu
bildirilmistir [130],[131],[13]. DAV’ aktiviteleri kismen siklik guanozin monofosfat
(cGMP) olusumu, nitrik oksit iiretiminin kontrolii, TNF-a miktarin1 azaltmak gibi
hiicrelerin 6mri ile iliskili farkli sinyal yollar ile iliskilidir [132],[133],[13]. AH’da
hayvan modellerinde 6grenmeyi ve hafizayr korumakla birlikte ndranal koruma
saglamistir. Cok diisiik konsantrasyonlarda dahi ndroprotektif etkisi oldugu bilinen
DAV’ AH tedavisi i¢in umut verici oldugu belirtilmistir [14]. DAV’ 1, mikrotiibiiler ag
ile dogrudan etkilesimi floresans hiicre goriintiileme ¢alismalari ile kanitlanmstir. In vitro
caligmalarda ise, tiibiilin birlesimini mikrotiibiillere tesvik ederek ve fosforile olmayan
tau'nun fosforile tau'ya oranini arttirdigini gosterilmistir. Hayvan ¢alismalarinda, NAP'in
ndrodejenerasyona karsi korumasinin yani sira hem referans bellegi hem de kisa siireli
bellegi iyilestirmektedir. DAV’ 1in herhangi bir biligsel bozukluktan muzdarip olmayan
hayvanlarda hafiza performansini artirabilecegi de belirtilmistir [11]. AH modelinde,
davranig testlerinden bir saat once giinliik intranazal (in) olarak uygulanan DAV
tedavisinden sonra, kisa siireli uzaysal bellekte iyilesme oldugu gosterilmistir [8]. Farkli
bir deneyde, DAV ile tedavi edilen hayvanlarda, uygulamadan iki giin sonra su labirent
testinde iyilesme oldugu ve uzun vadeli koruyucu etkilerini hemen gosterdigi
belirtilmistir [15]. Yani DAV, AH’da hem hiperfosforile tau birikimini engellemektedir

hem de dolayli olarak A birikimini engelleyerek noroprotektif etki gostermektedir.

Aktiviteye bagli noroprotektif protein 1102 aminoasitten olusmustur ayni zamanda en
kiiciik aktif noroprotektif fragman olarak da bilinmektedir. ADNP ifadesi beyin olusumu

ve bilissel islevler icin esastir ve AH, parkinson hastaligi ve sizofreni gibi cesitli
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norodejeneratif hastaliklarda diizensiz oldugu belirtilmistir. ADNP haployetersizlik
farelerde, iicgen benzeri yapilarin olusumunda, kusurlu aksonal tasima, ve tau
hiperfosforilasyonunda artmalar gibi taupati benzeri 6zelliklerle birlestiginde yasa bagl
kognitif (bilissel) 6zelliklerde azalmalara neden olmaktadir [134]. DAV, bir mikrotiibiil
stabilize edici peptit ilag olarak da bilinmektedir. AH’1nda gozlenen taupati ve sonrasinda
frontotemporal demansa katilmasiyla birlikte tauopatiyi azaltan ve ndroproteksiyon

saglayan yeni DAYV tiirevlerinin klinik i¢in 6nemli olabilecegi belirtimistir [135].
1.2.9. Mevcut Tedavi Yaklasimlar

Galantamin, donepezil ve rivastigmin gibi kolinesteraz enzimi inhibitdrleri ve memantin
gibi NMDA antagonistleri hafizay1r ve uyanikligi gelistirir ancak AH’da ilerlemeyi
durdurmaz. Cesitli arastirmalar, diyet ve egzersiz gibi yasam tarzi aliskanliklarindaki
degisikligin, beyin saghigini iyilestirebilecegini ve tibbi miidahale olmaksizin AH’1
azaltabilecegini ve tim AH hastalarn icin birinci basamak miidahale olarak kabul
edildigini gostermistir. Son zamanlarda yapilan aragtirmalar, AH'm AP ve p-tau gibi
patolojik 6zelliklerini hedeflemeye odaklanmislardir. Hastaligi modifiye edici tedavi gibi
gelecekteki tedaviler, AP yolunu hedefleyerek AH’ nin ilerlemesini degistirebilir ve AN-
1792, solanezumab, bapineuzumab, semagacestat, avagacestat ve tarenflurbil gibi bircok
ilag¢ klinik deneylere girmistir, ancak etkinlik gostermede basarisiz olmustur. Son klinik
asamada olan aducanumab, gantenerumab, crenezumab, tideglusib, lityum ve digerleri
gibi AP ve tau patolojilerini hedef alan saperonlar ve dogal bilesikler gibi hastalik
modifiye edici terapétikler (HMT) halen arastirilmaktadir. Ayrica, geleneksel Cin
tibbinda kullanilan dogal ekstraktlar, ¢esitli mekanizma yollari {izerinde hareket ederek
AH tedavisinde biiyiik potansiyel gostermistir. Sonug olarak, AH tedavisinin basarisi,
erken uygulanmasina ve biyobelirte¢ teshisi kullanilarak hastaligin ilerlemesinin hasta
tarafindan izlenmesine baglidir. Tau patolojisini ve kombinasyon tedavisini hedefleyen
gelecekteki tedaviler, AH patolojisinin ilerlemesini yavaslatma potansiyeline sahip
olabilir. AH'li hastalar1 ve hastalig1 gelistirme riski tasiyanlar1 tedavi etmek i¢in giiglii,

secici ve etkili bir ilacin tasarlanmasi acilen gereklidir [136].

Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in ABD Gida ve Ilag Idaresi tarafindan en son Leqembi
(lecanemab-irmb) onayladi. Hafif kognitif bozukluk veya hastaligin hafif demans evresi
olan ve AP patolojisinin varlig1 dogrulanan hastalarda tedavi baslatildi. Doza ve zamana

bagl olarak tedavili gruplarda AP plaklarinda anlamli azalmalar oldugu belirtildi.
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Legembi’nin AH’nin bir belirteci olan AP plaklarda azalma sagladigi belirtilmistir.
Legembi’nin hafif kognitif bozukluk veya hastaligin hafif demans evresi olan hastalarda
baslatilmas1 gerektigi belirtilmistir [137]. 18 aylik lecanemab uygulamasinin erken
AH’da amiloid belirteclerini azalttigi belirtilistir. Erken AH’da lecanemab'in etkinligini

ve glivenligini belirlemek i¢in fazla calismaya ihtiyag vardir [138].
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. ARASTIRMA YONTEMI

2.1.1. Hayvanlar

Calismada kullanilacak olan hayvanlarm temini Diizce Universitesi Deney Hayvanlart
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden saglandi. Laboratuvar ortami 23 °C oda 1s1sinda,
60+ 5% nem ve 12:12 aydinlik-karanlik dongiisiinde optimal degerlerde tutulan, besin ve
su alimlar serbest olan, 2-3 aylik ve 230430 gr agirliginda 30 adet Wistar cinsi erkek
siganlar tercih edildi. Bu tez calismasi, Diizce Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu Baskanlig1 tarafindan 12.03.2021 tarihinde gergeklestirilen toplantida alinan
Karar No: 2021/03/02 olan etik onay dogrultusunda gergeklestirildi.

2.2. CALISMA GRUPLARININ OLUSTURULMASI

Deneye her grupta 5 adet sigan olacak sekilde 30 adet sican rastgele 6 gruba boliindii.
Ardindan deneysel siireg ve uygulamalar dogrultusunda, isimlendirilmeler
(etiketlenmesi), uygulanan madde, uygulama dozu, uygulama sekli ve uygulama siiresi

dikkate alinarak ¢alisma gruplar1 dizayn edildi (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Calisma gruplari, maddeler ve dozlar1

Grup Grup Adi Uygulanan Uygulama Uygulama Uygulama siiresi N
No Madde Dozu Sekli (giin)
1 Kontrol (K) Salin 1 ml/kg P 14 5
2 Sham (S) - 1 ml/kg P 14 5
3 STZ (STZ) STZ 3 mg/kg icv 1 5
4 STZ+DIDS STZ+DIDS 3 mg/kg icv+ip 1+14 5
5 mg/kg
5 STZ+ DAV STZ+DAV 3 mg/kg + icv+ip 1+14 5
50 mg/kg
6 STZADIDS+ DAV STZ+DIDS+DAV | 3 mg/kg + iCV+iP+ip 1+14 5
5 mg/kg +
50 mg/kg
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2.3. DENEYSEL AH MODELi OLUSTURMA PROSEDURU

Deneysel model igin kullanilacak olan STZ Diizce Universitesi Fizyoloji Anabilim Dal1

tarafindan saglandi.

Girisimsel islem yapilacak sicanlar, 90 mg/kg ketamin hidrokloriir (Keta-Control, Mefar
Ilag Sanayi A.S., Istanbul, Tiirkiye) ve 10 mg/kg ksilazin hidrokloriir (Vetaxyl, VET-
AGRO Sp. z 0.0., ul. Lublin, Polonia) ile intramiiskiiler (im) olarak anesteziye alindi.

Anestezi islemi sonrasinda siganlarin kafasi yatayla paralel olacak sekilde stereotaksik
cergeveye (RWD Life Science Co.,LTD, Guangdong, China) sabitlendi (Sekil 2.1A)
[139]. Cihaza yerlestirilen sicanlarin kafa derileri tiras edildi ve batikon soliisyonu ile
temizlendi. Ardindan orta hatta sagittal, diiz, yaklagik 1.5 cm kadar bir kesi yapildi.
Enjeksiyonun yapilacagi koordinatlar dikkate alinarak kafatasi kemigi {izerinde bilateral
isaretleme yapilarak kemik mikro delici dril yardimi ile delikler agildi [140]. Deliklerin
acilmasinda, kemik mikrodelici sisteme takilan, uclarinda 0,3 mm ¢apinda haraplayici bir

topuzu bulunan dril (Strong90, Saeshin America, INC, Irvine, CA) kullanild1 (Sekil 2.1B)

A B e

agﬁi

e

Sekil 2.1. Calismada kullanilan cihaz ve aletler
(A:Stereotaksik cerceve, B; Drill, C: Hamilton mikroenjektorii)

Calismamizda literatiirde belirtildigi sekli ile STZ uygulamasi yapildi [139],[140],[141],
[142],[143],[144],[145].

Ozetle; salin ¢ozeltisi igerisinde ¢ozdiiriilmiis STZ bilateral enjeksiyonu i¢in; Paxinos ve
Watson atlasini referans alarak bregmadan 0,8 mm posteriora, sagittal siiturdan 1,5 mm

laterale ve beyin yiizeyinden 4.0 mm derinlige olacak sekilde koordinatlar belirlendi.
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Hamilton mikroenjektorii (Hamilton™ 700 Microliter™ Syringes, Hamilton Bonaduz
AG, Bonaduz, Isvigre) ile icv olarak uyguland: (Sekil 2.1C). STZ uygulamasi dncesi
metilen mavisi ile koordinatlarin dogrulugu test edildi. Hedef koordinatlara bilateral (her
iki hemisfere (sag/sol) olarak Hamilton mikroenjektd (10 pl, 26G, Hamilton. ABD)
aracigiyla 0. giinde tek doz olacak sekilde STZ (3mg/kg) enjeksiyonu yapildi. Hamilton
mikroenjektorii ile hedefe ulasildiktan sonra 3 dk boyunca yavasga enjeksiyon islemi
gergeklestirildi. Mikroenjektdr geri ¢ekilmeden Once uygulanan maddenin tamamen
difiizyonu 3-5 dakika yerinde birakildi ve ardindan yavasca ¢ikarildi. Daha sonra kesi
bolgesi sterilize edildi. Kafatasi tizerinde agilan delikler tibbi macun-tibbi ¢imento (steril
dis cimentosu ve akrilik recine) ile kapatilarak dogal goriiniim kazandirildi. Kesi bolgesi
stitiirlarla kapatilarak enfeksiyonu 6nlemek icin batikon ile sterilize edildi. Uygulamasi
boyunca hayvanlarin goz kurulugunu 6nlemek i¢in ignesi ¢ikarilmis enjektor ile her 30
dk bir serum fizyolojik damlatildi. Hayvanlar kafeslerinde dogal sekilde uyandirilmaya

birakildi. Sham grubu i¢in ayn1 prosediir uygulandi ancak sadece salin enjekte edildi.

Qe — - 1.5 mm

=R N
’IV* ~‘ﬁ}’b’!‘
7 - —

4.00 mm

Sekil 2.2. STZ uygulama koordinatlarinin temsili gosterimi

2.4. DAVRANIS TESTLERI

Ogrenme ve hafiza olusumunun tek kamiti kazanilmis bilginin hatirlaniyor olmasidir.
Calismada asagidaki davranis testleri tercih edildi. Teste tabi tutulacak tiim sicanlar
testlerden en az bir saat Once testin yapilacaglr odaya getirilip ortama adaptasyonu
saglandi. Tiim deney gruplar1 davranis testleri siiresince ad libitum olarak beslendi.

Davranis testleri 08.00 - 13.00 saatleri arasinda gercgeklestiridi.
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2.4.1. Radyal Kollu Labirent

I- Bu test i¢in kullanilan RKL esit aralikli seffaf pleksiglas sekiz koldan
olusmaktadir. Bu kollarin her biri uzunluklar1 50 cm uzunlugunda, 10 cm
genisligindedirler ve 50 cm yliksekliginde yan duvar ile ¢evrilidirler. Sekiz kolun
birlestigi merkez ise 24 cm ¢apinda sekizgendir.

2- 8 kolun ucuna 7 oraninda beyaz kesme seker yemek kabi (cap 3mm, derinlik 1
cm) igerisine eklendi.

3- Her kola sirayla 1- 8 aras1 numara verilmistir.

4- 8 koldan yalnizca 1., 2., 4., 5. ve 7. kollara %4 beyaz seker eklendi. Diger 3., 6 .ve
8. kollaradaki yemek kablarina yem eklenmedi.

5- Deneyin yapildigi oda sessiz ve aydinlik bir oda olup diizenegin 4 duvarinda farkli
renk ve sekilde olan gdrsel ipuglar yerlestirildi.

6- Tim testler boyunca bu ¢evre diizeni ve aydinlatma hi¢ degistirilmedi.

7- Her hayvan testi bitirdiginde tiim kollar ve besin kaplar1 alkol ile temizlenmistir.

8- 3 giinliik bir 6n alistirma boliimii (pretraining) yapildiktan sonra 7 giin boyunca
giinde 5’er dk olmak iizere 1 kez 6grenme boliimii (training) uygulandi.

9- Ardindan 1 giin training boliimiine ara verildi ve sonra 1 giin 6grenme bolimii
(training) 5 dk (1 kez) test uygulanda.

10- Sonrasinda tiim gruplarin agirliklart 6lgiilerek doku oOrnekleri alindi ve
sakrifikasyon agamasina geg¢ildi.

Her bir egitim 5 dk siire boyunca 3 farkli tekrarlarla geceklesti. Hayvan her 8 kolu 5 dk
dolmadan ziyaret ettiginde 5 dk beklenmeden test sonlandirildi. 5 dk igerisinde hayvan
labirentte tiim kollara girmesine, besini tiiketmesine izin verildi. Kollara girmiyorsa 5
dk’lik siireyi diizenek icerisinde gecirmesine izin verildi. RKL testi ile dogru se¢im (DS)
sayilari, yanlis se¢im sayilari, toplam se¢im sayilari tiim gruplarda diizenli olarak
kaydedildi. Postoperatif degerlendirme boliimii; sicanlarin her kola girisleri bir se¢im
olarak degerlendirildi. Yem olan her kola (1., 2., 4., 5. ve 7. kollara ilk girisleri dogru
secim (DS), yemsiz kollara girisleri (3., 6. ve 8. kol) yemli kollara 2. girisleri ve tekrarl
girigleri ikinci ve daha sonraki tekrar girigleri yanlis secim (YS) olarak degerlendirildi. 5
dk boyunca sicanin dort uzvunun tiimiiniin giridigi her kol bir secim olarak
degerlendirildi. Onceden ziyaret edilen yemek iceren kola yeniden giris, kisa siireli bellek
(KSB) hatas1 olarak (calisan bellek hatalar1 (CBH)) degerlendirildi. Referans bellek
hatalar1 (RBH), yemsiz bir kola girme (uzun siireli bellek hatalar1 (USB)) olarak kabul
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edildi. Calisan bellek hatalarinin sayis1 yem igeren ancak daha dnce girilen bir kola giris
olarak kabul edilirdi. Referans bellek hatalar1 hi¢ yemlenmemis bir kola giris olarak kabul
edildi. Yiyecek odiiliinii igeren kola girmek i¢in gecikme siiresi bir kronometre
kullanilarak kaydedildi. Davranis deneyi sonrasi tiim gruplar i¢in dogru yanit ytlizdeleri

asagidaki formiiller hesaplandi.

5 . . dogru yanitin say:si
dogru yanitin yizdesi = x100
deneme sayisi

Davranis testlerine baglamadan once her gruptaki 5 sican ayni anda RKL merkezine
yerlestirildi ve 15 dk olmak iizere 3 kez diizenegi kesfetmeleri saglandi. Olgiimler;
caligma bellegi hatalarinin sayisini sayarak (yem iceren ancak daha once girilen bir kola
girme) ve yemsiz bir kola hayvan girislerini sayarak referans bellek hatalar1 sayilarak

degerlendirildi.

Referans hafizasi, tekrarlanan denemelerde sabit kalan bilgiler i¢cin uzun siireli bir hafiza
olarak goriiliirken (yemlenmis kollarin pozisyonlar i¢in hafiza), calisma hafizasi ise
hatirlanmas1 gereken bilgilerin her deneme de degistigi kisa siireli bir hafiza olarak kabul

edildi [146],[147],[148].

2.5. DENEY PROSEDURLERI

Deneyin -1. giinlinde her grupta 5 adet sican olacak sekilde sicanlarin deney oncesi
agirlklart tartilarak rastgele 6 gruba boliindii. Laboratuvar 6n hazirliklar, stereotaksik
cihaz kontorlleri ve sterilizasyonu, cerrahi islem esnasinda gerekli olabilecek tiim
malzeme, ara¢ gere¢ kontrolii ve hazirhigi, tiim etiketlemeler saglandi. Icv-STZ
injeksiyonu yapilacak koordinatlarin dogrulanmasi atlas araciligiryla ve deney Oncesi
uygulama ile 3 kez kontrolleri yapildi. Deneyin 20. ve 21.giiniinde biyokimysal analizler
icin hazirliklar yapildi. Davranis testinden alinan veri hesaplamalar1 ve analize hazir

datalara doniistiiriildii.

Kontrol Grubu: Bu gruba deneyin 0.giinde herhangi bir girisim yapilmadi. Deneyin 2.
giinli gruptaki tiim hayvanlarin RKL diizeneginin kesfi i¢cin 10 dk siire tanindi. Deneyin
3. ve 17. giinleri dahil toplam 14 giin boyunca her giin ip salin uygulamasi yapildi. 3. —

17. glinlerde davranis testleri uygulamasi yapildi. Davranis testleri siiresince ip yol ile
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salin uygulamasina devam edildi. 18. giinde her hayvanin deney sonras1 agrlik dl¢timleri
yapildi. Sonrasinda agirliklar1 (kg) dikkate alinarak uygun dozlarda ketamin/ksilazin
karigimi yapilarak anestezi altina alindi. Sonrasinda kardiyak puncture yontemi ile kanlar
alind1 ve servikal dislokasyonla 6tenazi islemi uygulandi. Hayvanlar sakrifiye edildikten
sonra beyinleri ¢ikarildi ve bir kismi histopatolojik degerlendirme i¢in kasetler igerisine
aliarak formol igerisine alindi. Diger bir kism1 da immiinohistokimya ve biyokimyasal

analizler i¢in -80C de saklandi.

Sham Grubu: deneyin 0. giiniinde icv olarak sagital siiturdan yukarda verilen
koordinatlar dikkat edilerek drill yardim ile bilateral girisimler yapildi. Deneyin 2. giinii
gruptaki tiim hayvanlarin RKL diizeneginin kesfi i¢in 10 dk siire tanindi. Deneyin 3. ve
17. giinleri dahil toplam 14 giin boyunca her giin ¢oziicii uygulamasi yapildi. 3. — 17.
giinlerde davranis testleri uygulamasi yapildi. Davranis testleri siiresince ip yol ile salin
uygulamasina devam edildi. 18. giinde her hayvanin deney sonrasi agrlik Olglimleri
yapildi. Sonrasinda agirliklar1 (kg) dikkate alinarak uygun dozlarda ketamin/ksilazin
karisimi yapilarak anestezi altina alindi. Sonrasinda kardiyak puncture yontemi ile kanlar
alind1 ve servikal dislokasyonla 6tenazi islemi uygulandi. Hayvanlar sakrifiye edildikten
sonra beyinleri ¢ikarildi ve bir kismi histopatolojik degerlendirme igin kasetler icerisine
alinarak formol igerisine alindi. Diger bir kismi da immiinohistokimya ve biyokimyasal

analizler i¢in -80<C de saklandu.

STZ Grubu: (Standart deneysel AH modeli) bu gruba deneysel AH modeli olusturmak
icin deneyin 0.glinlinde icv olarak sagital siiturdan yukarda verilen koordinatlar dikkat
edilerek dril yardimi ile bilateral girisim saglanarak lateral ventrikil igerisine 10 dk
boyunca yavas inflizyon ile STZ enjeksiyonu yapildi. Deneyin 2. gilinii gruptaki tim
hayvanlarin RKL diizeneginin kesfi i¢in 10 dk siire tanindi. Deneyin 3. ve 17. giinleri
dahil toplam 14 giin boyunca her giin ¢oziicii uygulamasi yapildi. 3. — 17. giinlerde
davranig testleri uygulamasi yapildi. Davranig testleri siiresince ip yol ile salin
uygulamasina devam edildi. 18. giinde her hayvanin deney sonrasi agrlik 6l¢iimleri
yapildi. Sonrasinda agirliklar1 (kg) dikkate alinarak uygun dozlarda ketamin/ksilazin
karigimi yapilarak anestezi altina alindi. Sonrasinda kardiyak puncture yontemi ile kanlar
alind1 ve servikal dislokasyonla 6tenazi islemi uygulandi. Hayvanlar sakrifiye edildikten

sonra beyinleri ¢ikarildi ve bir kismi histopatolojik degerlendirme i¢in kasetler igerisine
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aliarak formol igerisine alindi. Diger bir kism1 da immiinohistokimya ve biyokimyasal

analizler i¢in -80<C de saklandu.

STZ+DIDS Grubu: standart deneysel AH modeli uygulamasi yapildi. Deneyin 2. giinii
gruptaki tiim hayvanlarin RKL diizeneginin kesfi i¢in 10 dk siire tanindi. Deneyin
3.giintinden 17.giin sonuna kadar giinliik ip yol ile 5 mg/kg olacak sekilde hayvanin
agirhiginca hesaplanan DIDS 9%0.9 NaCI’de ¢ozdiiriilerek giinliik ip yolla tek doz olarak
uygulandi. 3. — 17. giinlerde davranis testleri uygulamasi yapildi. Davranis testleri
stiresince ip yol ile DIDS uygulamasina devam edildi. 18. giinde her hayvanin deney
sonras1 agrlik Olctimleri yapildi. Sonrasinda agirliklarn (kg) dikkate alinarak uygun
dozlarda ketamin/ksilazin karigimi yapilarak anestezi altina alindi. Sonrasinda kardiyak
puncture yontemi ile kanlar alind1 ve servikal dislokasyonla 6tenazi igslemi uygulandi.
Hayvanlar sakrifiye edildikten sonra beyinleri cikarildi ve bir kismi histopatolojik
degerlendirme i¢in kasetler igerisine alinarak formol igerisine alindi. Diger bir kism1 da

immiinohistokimya ve biyokimyasal analizler i¢in -80C de saklandi.

STZ+DAYV Grubu: standart deneysel AH modeli uygulamasi yapildi. Deneyin 2. giinii
gruptaki tiim hayvanlarin RKL diizeneginin kesfi i¢in 10 dk siire tanindi. Deneyin
3.giintinden 17.glin sonuna kadar giinliik ip yol ile 50 mg/kg olacak sekilde hayvanin
agirhiginca hesaplanan DAV %0.9 NaCI’de ¢ozdiiriildii ve giinliik ip yolla tek doz olarak
uygulandi. 3. — 17. giinlerde davranis testleri uygulamasi yapildi. Davranis testleri
stiresince ip yol ile DAV uygulamasina devam edildi. 18. giinde her hayvanin deney
sonras1 agrlik olctimleri yapildi. Sonrasinda agirliklar1 (kg) dikkate alinarak uygun
dozlarda ketamin/ksilazin karigimi yapilarak anestezi altina alindi. Sonrasinda kardiyak
puncture yontemi ile kanlar alind1 ve servikal dislokasyonla 6tenazi igslemi uygulandi.
Hayvanlar sakrifiye edildikten sonra beyinleri ¢ikarildi ve bir kismi histopatolojik
degerlendirme i¢in kasetler igerisine alinarak formol igerisine alindi. Diger bir kism1 da

immiinohistokimya ve biyokimyasal analizler i¢in -80C de saklandi.

STZ+DIDS+DAYV Grubu: standart deneysel AH modeli uygulamasi yapildi. Deneyin 2.
giinli gruptaki tiim hayvanlarin RKL diizeneginin kesfi i¢cin 10 dk siire tanindi. Deneyin
3.giinlinden 17.giin sonuna kadar giinliik ip yol ile %0.9’luk NaCI’de ¢6zdiiriildi 5 mg/kg
DIDS ve 50 mg/kg DAV uygulandi. 15. —20.giinler arasinda davranis testleri deneylerine

tabi tutuldu. Davranis testleri siiresince ip yol ile DIDS + DAV uygulamasina devam

40



edildi. 18. giinde her hayvanin deney sonrasi agrlik Olctimleri yapildi. Sonrasinda
agirliklan (kg) dikkate alinarak uygun dozlarda ketamin/ksilazin karigimi yapilarak
anestezi altina alindi. Sonrasinda kardiyak puncture yontemi ile kanlar alind1 ve servikal
dislokasyonla 6tenazi islemi uygulandi. Hayvanlar sakrifiye edildikten sonra beyinleri
cikarildi ve bir kismu histopatolojik degerlendirme i¢in kasetler icerisine alinarak formol
igerisine alindi. Diger bir kism1 da immiinohistokimya ve biyokimyasal analizler i¢in -

80C de saklandi.

2.6. ELiZA TEST YONTEMI

Serum orneklerinde ve doku homojenatlarinda VDAC-1, MAPt, TSPO, TBARS, TNF-
a, CASP-3, AB1-42, ve IL-10 parametrelerinin ¢alisilmas1 amaciyla kanlar sar1 kapakli,
jelli diiz tiiplere alinarak 4°C’de 10000 rpm/10 dakika santrifiij (marka model) edildi.
Serum kismi1 eppendorflara ayrilarak analiz yapilincaya kadar -80°C’de saklandi. Doku
homojenatlarinda c¢alisilacaksa hayvanlardan elde edilen doku 6rnekleri ikiye ayrilarak
doku kaseti igerisine yerlestirildi ve formol eklenmis tek orneklik kaplara alindi. Diger
kismui ise eppendorflara ayrilarak analiz edilinceye kadar -80°C’de muhafaza edildi. Bu
parametrelerin miktarlari ticari olarak temin edilen ELIZA kitleri kullanilarak 6nerilen

protokoller uygulanarak belirlendi.
2.6.1. Serum Parametrelerinin ELISA Yontemi Kullanilarak Belirlenmesi

Toplanan serum orneklerinden VDAC-1, MAPt, TSPO, TBARS, TNF-a, CASP3, AB1-
42 ve IL-10 diizeylerini belirlemek i¢in ticari kitler kullanildi. Bunun i¢in VDAC-1 (Cat.
ELK7787), rat MAPt (Cat: ELK6015)), rat TSPO (Cat: ELK8904), rat TBARS (Cat:
ELK8905), rat TNF-a (Cat: ELK1396), rat CASP-3 (Cat: ELK1528) ve rat Ap1-42 (Cat:
ELK4897) ELK marka elisa kitleri (ELK biotechnology CO., LTD, Hubei, CIN)
kullanilirken ve IL-10 (SRB-T-83478) elisa kiti (Shanghai Sunred Biological
Technology, China) tedarik edildi. Tiim parametreler kit prosediiriine uygun olarak eliza
okuyucu cihaz1 (Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek Instruments, Inc.,

Winooski, VT, USA) ile ol¢iildii.

Kit bilesenleri:
- On kaplamali mikroplaka
- Standartlar (Liyofilize)
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- Biyotinlenmis Konjugat (antikor) (100x)

- Biyotinlenmis konjugant (antikor) seyreltici
- Streptavidin-HRP (100x)

- HRP seyreltici

- Yikama tamponu (25x)

- TMB ytizey ¢oziictisu

- Reaktif durdurucu

- Plate kaplama bantlar1

Reaktif Hazirlama:
1. Kullanmadan o6nce tiim kit bilesenlerini ve numuneler oda sicakligima (18-
25°C) getirildi.
2. Yikama tamponunu (25x) distile su veya distile suyla 1x yikama tamponunda
seyreltildi.

3. Standart hazirlama

Standart calisma soliisyonu standardi (1000xg)'de 1 dakika santrifiij edildi.
Standardi 1,0 ml standart seyreltici tampon ile sulandirildi, oda sicaklifinda

yaklasik 10 dakika bekletilerek kopiirmemesi i¢in hafifce vortekslendi.

Standardin stok soliisyondaki konsantrasyon durumuna gore standart soliisyonlar
seyreltildi. Ornegin standart soliisyonu 400 nmol/ml olan bir standart icin
seyreltme iglemi su sekilde yapildi. 7 tane eppendorf tiip hazirland1 ve iizerlerine
S1’den S7’ye kadar rakamlar yazildi. S1 igerisine hazirlanan yukarida anlatilan
standart ekledi. Diger eppendorflarin her birine ise standart seyreltici soliisyondan
500 pl eklendi. Daha sonra mikropipetler S1’den 500 pl cekilerek S2
eppendorfuna eklendi ve iyice pipetaj ve vorteksleme isleminden sonra S2
eppendorfundan 500 pl alinip S3 eppendorfuna eklendi ve bir 6nceki iglemler
tekrarlandi. Bu islem S7°ye kadar tiim eppendorlar icin yapildi. Bu islemler
sonucunda eppendorlardaki konsantrasyonlar 400 nmol/ml, . 200 nmol/ml, 100
nmol/ml, 50 nmol/ml, 25 nmol/ml, 12.5 nmol/ml, 6.25 nmol/ml olacak sekilde
seyreltilmis oldu. 0 nmol/ml olansa kor’diir. Standard: ytliksek konsantrasyondan

diisiik konsantrasyona diliie ederken, her diliisyon i¢in pipet uglar1 degistirildi.
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Sekil 2.3. Standartlarin hazirlanmasinin temsili gosterimi

4. Biotinlenmis antikor ve streptavidin-HRP stok soliisyonu iyice vortekslendi.
Sonrasinda biyotinlenmis antikor seyrelticisi ve HRP seyrelticisi ile 100 kat
seyreltildi. Ornegin, 990 uL HRP seyrelticisine 10 puL Streptavidin-HRP eklendi.
5. Gerekli miktarda TMB substrat soliisyonu steril uglarla ¢ekilerek kullnildi.

Numune Hazirlama

1. Kullanmadan 6nce tiim malzemeleri ve hazirlanan reaktifleri oda sicakligina
getirildi. Flakonlarda kopiik olusturmamaya dikkat ederek tiim reaktifleri iyice
vortekslendi.

2. Tiim testte kullanilan 6rnekler olas1 miktar1 hesaplandi.

3. Deneyden oOnce konsantrasyonlar hazirlandi. Degerler standart egrinin

araliginda olmasi i¢in en uygun 6rnek diliisyonlarini belirlendi.

Uygulama prosediirii

1. Seyreltilmis standart, kor ve 6rnek kuyucuklar belirlendi. Standart i¢in 7 kuyu
ve kor i¢in 1 bos kuyu hazirlandi. Her kuyucuga 100 pL standart caligma
solisyonu veya ornek eklendi (Sekil 3.4A). Plate, plate kapama band:i ile
kapatilarak 37°C'de 80 dakika inkiibasyona birakildi.

2. Inkiibasyondan sonra kuyucuklerin sivisini bosaltilir ve her kuyucuga 200 ul
yikama soliisyonu (1x) eklendi ve 1 dakika beklendi. Bir dakika sonra sivi
bosaltildi, plate iyice kurumasi i¢in kurutma kagidi {lizerine konuldu ve tim
kuyulardan kalan s1v1 ¢ikarildi. Bu iglem 3 kez tekrarlandi Son yikama isleminden

sonra plate temiz kurutma agitlariyle iyice kurutuldu (Sekil 3.4B).
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3. Yikama iseminden sonra her kuyucuga 100 pL biyotinlenmis antikor (1x)
eklendi. Iyice karistirild1 ve plate kapama band ile kapatilarak 37°C'de 50 dakika
inkiibasyona birakild.

4. Inkiibasyondan sonra 2. adimdaki yikama prosediirii tekrarland1 (3 kez yikama
islemi gerceklestirildi).

5. Yikama isleminden sonra her bir kuyucuga 100 pL streptavidin-HRP calisma
soliisyonu (1x) eklendi, ardindan kuyucuklar plate kapama bandi ile kapatildi ve
37°C'de 50 dk inkiibasyona birakildi.

6. Inkiibasyon isleminden sonra 2. adimdaki yikama prosediirii tekrarland: (5 kez
yikama islemi gerceklestirildi)

7. Yikama ve kurutma iseminden sonra her kuyucuga 90 pLL TMB substrat
soliisyonu eklendi ve yeni bir plate kapama bandi ile kapatildi. Bu islem karanlik
ortamda gergeklestirildi. Daha sonra plate inkiibasyonda 37°C'de 20 dakika
inkiibe edildi (30 dakikay1 ge¢gmeyecek sekilde). 20 dakika sonra TMB eklenen
kuyucuklar maviye doniistiigi gézlemlendi (Sekil 2.4C). Optik yogunluk (OD)
Olclimiinden 6nce microplate reader' yaklasik 15 dakika 6nceden 1sitildi.

8. Inkiibasyon iseminden sonra her kuyucuga 50 pL stop (durdurma) reaktifi
eklendi. Bu islemden sonra kuyucuklar mavi renkten sar1 renge doniistiigii
gozlemlendi (Sekil 2.4D).

9. Plakanin altindaki su damlasini ve parmak izleri silindi ve sivinin yiizeyinde
kabarcik olmamasina dikkat edildi. Ardindan mikroplaka okuyucuda450 nm dalga
boyunda okutuldu.
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Sekil 2.4. Platelerdeki renk degisimlerinin temsili gosterimi

2.6.2. Doku Homejenatlarinda Parametrelerinin ELISA Yoéntemi Kullanilarak

Belirlenmesi

2.7.2.1. Doku Lizati Hazirlama
Kullanilan soliisyonlar;
Lizis Buffer:

= 10ml0,1M Tris (pH 7.4), (Bio-Rad, #161-0719)
* 90 ml distile su, Iml 100X Na-orthovanadate (Sigma, #S6508)
= 1 gr SDS (Sigma, #1.4390)

Proteaz inhibitor Kokteyli (PIK, 1X):

= 40 pl PIK 25X (2 ml dH20 + 1 tablet PIK (Roche, #11697498001))
= 600 ul dH20

PBS:

* 100 ml dH20
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» Phosphate Buffer Saline (PBS) Tablet (Invitrogen, #003002)

= Sonikatoér: Bandelin UW2070 (Bandelin electronic GmbH & Co. KG)
»  Sogutmali Santrifiij: NUVE 800R (+4°C)

= Mikroplaka Spektrofotometresi Biotek Epoch

Beyin dokusu bistiiri yardimiyla sivi forma gelene kadar par¢anlandiktan sonra tartildi.
Tartilan dokular 1,5ml’lik eppendorf tiiplere aktarildi ve buz iizerine alindi. Her 0,2 gram
doku bagsina 600 pl Lizis buffer (PIK ekli) eklendi. Ependorflardaki dokular buz lizerinde
60 dakika stiresince her 10 dakikada bir vortekslendi. Bir saat sonra ependorflardaki
dokular 10 sn %70 power gii¢c ile 9 siklus sonikatorden gecirildi. Sonraki asamada
+4°C’de 10 dk 15000 rpm santrifiij yapilarak siipernatantlar yeni ependorflara alindi.

Protein 6l¢iimii yapilana kadar hiicre lizatlar1 -20 °C’de sakland.
Protein Miktarinin Belirlenmesi

= Kullanilan soliisyonlar ve cihazlar;

* Bovine Serum Albiimin (BSA)(Sigma, #A9647)

= Bicinchoninic Acid Kit (BCA):

* Bicinchoninic Acid Solution (Sigma, #B9643-1L)

= Copper (II) sulfate solution (Sigma, #C2284-25mL)

Lizis Buffer:

= 10ml0,IM Tris (pH 7.4), (Bio-Rad, #161-0719)

* 90 ml distile su, Iml 100X Na-orthovanadate (Sigma, #S6508)
= ]gr SDS (Sigma, #L.4390)

= Spektrofotometre: pQuant BioTek Spectrophotometer

Beyin lizatlarinin igerdigi protein miktarinin belirlenmesi igin BCA yontemi kullanildi.
BCA yonteminde protein igerigi 1 mg/ml olan BSA kullanildi. BSA’nin SO (1000 pg/ml),
S1 (500 pg/ml protein), S2 (250 pg/ml), S3 (125 pg/ml), S4 (62,5 pg/ml), S5 (31,3
png/ml), S6 (15,6 png/ml), S7 (7,8 pg/ml) olacak sekilde diliisyonlar1 yapilarak standart
protein araligi hazirlandi. Lizatlar, 1:50 oraninda lizis buffer ile diliie edildi ve
vortekslendi. Kor olarak lizis buffer kullanildi. BCA kit igerigindeki Bicinchoninic Acid
Solution ve Copper (II) Sulfate Solution’nun karigimi 98:2 oraninda saglanarak ¢alisma

soliisyonu hazirlandi. Ardindan 96 kuyucuklu plate standartlar, blank ve oOrnekler
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kuyucuga 25 pl olacak sekilde yiiklendi. Uzerlerine her kuyucuga 200 pl olacak sekilde
calisma soliisyonu eklendi. Her kuyucukda toplam hacim 225 pl oldu. Daha sonra
60°C’lik inkiibatérde 15 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi spektrofotometrede 562
nm dalga boyunda okunmasi saglandi. Standartlar ile karsilastirilarak her bir numunenin
protein miktar1 tespit edildi. Tiim numunelerin protein miktarlariin esit olmasi

saglanarak ELISA analizlerinde kullanima hazir hale getirildi.

2.7. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Istatistiksel degerlendirme SPSS 24.0 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA) programi
kullanilarak yapildi. Sayisal degiskenlerin normal dagilima uygunluklart Shapiro-
Wilk testi ile incelendi. Sayisal degiskenler i¢in tanimlayici istatistikler aritmetik
ortalamatstandart sapma ve ortanca (minimum-maksimum), kategorik yapidaki
veriler i¢in say1 ve yiizde olarak verildi. Sayisal degiskenler bakimindan gruplarin
karsilagtirilmasinda parametrik test varsayimlari
saglandiginda Anova analizi, parametrik test varsayimlari

saglanmadiginda ise Kruskal-Wallis varyans analizi kullanildi. p<0.05 degeri anlaml

kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1.DENEYSEL ALZHEiMER MODELINDE DAV VE DIDS UYGULAMASININ
SICAN AGIRLIGI UZERINE ETKIiSi

Caligmaya dahil olan tiim hayvanlarin agirliklar1 deneyler baslamadan 6nce 6lgiildii ve
sonrasinda gruplar rastgele olusturuldu. Gruplar aras1 agirliklar 0. giin (deney 6ncesi) ve
21. giinii (deney sonrasi) kaydedildi. Gruplar kendi i¢inde deney Oncesi ve deney sonrasi
ortalama agirlik degisimleri bakimindan karsilastirildiklarinda gruplar i¢inde anlamli fark

saptandi (p=0,0001) (Sekil 3.1 ve Cizelge 3.1).

350
] e KONTROL

_ = SHAM

£

& 3004 + STZ

% ¥ STZ-DIDS

T ] + STZ-DAV

&1 250-]

< ® STZ-DIDS-DAV

200 : T T

Deney Oncesi  Deney Sonrasi

Olgiim Periyotlari
Sekil 3.1. Gruplarin agirlik bakimindan karsilagtirilmasi

(*STZ grubu deney 6ncesine gore anlamli, “STZ-DIDS-DAV grubu deney &ncesine gore

anlamli)

Gruplar daha ayrintili incelendiginde STZ ve STZ-DIDS-DAV grubunun deney sonrasi
ortalama agirliklart deney Oncesi ortalama agirliklarina gore istatistiksel olarak daha
yuksek bulundu (p degerleri sirasiyla; p=0,0053 ve p=0,0104). Diger gruplarin kendi
icinde karsilastirildiklarinda ise istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05)

(Sekil 3.1 ve Cizelge 3.1).
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Gruplarin  deney Oncesi ve deney sonrast ortalama agirliklart  bakimindan
karsilagtirildiklarinda ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi

(p=0,3430).

Cizelge 3.1. Gruplarin agirlik bakimindan karsilastirilmasi

Grup Zaman Ortalama SD Minimum Maksimum P

(€] @ @
DO 258.6 16,9 238 279

KONTROL 0.1137
DS 290,4 13,8 280 310
DO 269.8 12,6 257 289

SHAM 0,8903
DS 283.4 23.4 252 304
DO 2652 16,8 243 287

STZ 0,0053
DS 312 31,7 264 336*
DO 273.8 17,5 247 291

STZ-DIDS 0,3031
DS 299.4 18,0 281 325
DO 2724 18,6 244 290

STZ-DAV 0,8460
DS 2872 28,0 248 317
. ] DO 248 28,3 209 273

STZ-DIDS 0,0104
DAV DS 291,8 14,0 272 305*

(*STZ grubu deney oncesine gore anlamli, *STZ-DIDS-DAV grubu deney éncesine gore anlamli)

3.2. SERUM BiYOKIMYASAL ANALIZ SONUCLARI

3.2.1. Deneysel Alzheimer Modelinde DAV ve DIDS Uygulamasinin Serum TNF-a

Seviyesi Uzerine Etkisi

Gruplar ortalama TNF-a seviyeleri bakimindan karsilastirildiklarinda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,328) (Sekil 3.2 ve Cizelge 3.2).
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Sekil 3.2. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin serum TNF-a

seviyesi iizerine Etkisi

Gruplar daha ayrintili incelendiginde SHAM ve STZ-DIDS-DAV gruplarinin ortalama
TNF-a seviyeleri KONTROL grubuna gore daha yiiksek olmasina ragmen istatistiksel
olarak anlaml degildi (p degerleri sirasiyla; p>0,999 ve p>0,0999).

Cizelge 3.2. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin serum TNF-

a seviyesi lizerine Etkisi

Ortalama Minimum Maksimum
Parametre Gruplar
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
KONTROL 72,71 35,14 72,71 154,8
SHAM 93,93 64,81 93,93 238,1
STZ 52,88 49,17 52,88 174
TNF-a 0,328
STZ-DIDS 67,95 49,76 67,95 199,3
STZ-DAV 42.36 56,87 42,36 190,1
STZ-DIDS-DAV 52,09 54,08 52,09 187,2

3.2.2. Deneysel Alzheimer Modelinde DAV ve DIDS Uygulamasimin Serum IL-10

Seviyesi Uzerine Etkisi

Gruplar ortalama IL-10 seviyeleri bakimindan karsilastirildiklarinda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0,0184) (Sekil 3.2 ve Cizelge 3.2).
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Sekil 3.2. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin serum IL-10

seviyesi lizerine Etkisi (*p<0,05)

Gruplar daha ayrmtili incelendiginde, SHAM grubunun ortalama IL-10 seviyesi
KONTROL ve STZ+DIDS+DAV gruplarina gore istatistiksel olarak daha yiiksek
bulundu (p degerleri sirasiyla; p=0,0267 ve p=0,0242) (Sekil 3.2 ve Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin serum IL-10

seviyesi iizerine Etkisi

Ortalama Minimum Maksimum
Parametre Gruplar SD
(pg/ml) (pg/ml)  (pg/ml)
KONTROL 45,46 5,75 39,76 53,69
SHAM 62,19 7,63 54,20 73,03
STZ 52,55 10,67 41,89 65,17
IL-10 0,0184
STZ-DIDS 51,51 9,92 37,70 61,18
STZ-DAV 56,00 7,26 49,22 68,12
STZ-DIDS-DAV 45,24 3,51 41,03 48,26
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3.2.3. Deneysel Alzheimer Modelinde DAV ve DIDS Uygulamasinin Serum TBARS

Seviyesi Uzerine Etkisi

Gruplar ortalama TBARS seviyeleri bakimindan karsilastirildiklarinda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark belirlendi (p=0.0055). Gruplar daha ayrintili
incelendiginde, STZ-DAV grubunun ortalama TBARS seviyesi KONTROL ve SHAM
gruplarina gore istatistiksel olarak daha yiiksek bulundu (p degerleri sirasiyla; p=0,0012
ve p=0,0086). (Sekil 3.3 ve Cizelge 3.3)
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Sekil 3.3. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin serum TBARS

seviyesi iizerine Etkisi

STZ, STZ+DIDS ve STZ+DIDS+DAYV gruplariin ortalama TBARS seviyeleri KONT
ve SHAM gruplarina gore daha yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamdi

degildi (p>0,05).
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Cizelge 3.3. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin serum

TBARS seviyesi lizerine Etkisi

Ortalama Minimum Maksimum
Parametre Gruplar

(nmol/ml) (nmol/ml) (nmol/ml)
KONTROL 250,00 34,94 204,00 290,00
SHAM 245,60 57,63 173,30 315,20
STZ 312,42 51,31 260,40 367,20

TBARS 0,006

STZ-DIDS 353,02 17,20 329,10 374,00
STZ-DAV 300,88 58,79 225,60 368,50
STZ-DIDS-DAV 312,98 25,68 279,80 343,70

3.2.4. Deneysel Alzheimer Modelinde DAV ve DIDS Uygulamasinin Serum Casp-3

Seviyesi Uzerine Etkisi

Gruplar aras1 Casp-3 seviyeleri arasinda anlaml fark saptanmadi (p=0,485) (Sekil 3.4 ve

Cizelge 3.4).

1.5

Serum Casp-3 seviyesi (ng/ml)

Gruplar

Sekil 3.4. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin serum Casp-3

seviyesi iizerine Etkisi

STZ+DAYV ve STZ-DIDS-DAV gruplarinin ortalama Casp-3 diizeyleri diger gruplara

gore daha diisiik olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,05).
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Cizelge 3.4. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin serum Caps-

3 seviyesi lizerine Etkisi

Ortalama Minimum Maksimum
Parametre Gruplar
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
KONTROL 0,82 0,13 0,69 0,97
SHAM 0,73 0,11 0,53 0,81
STZ 0,83 0,29 0,64 1,34
Casp-3 0,485
STZ-DIDS 0,65 0,14 049 0,84
STZ-DAV 0,76 0,60 0,60 0,84
STZ-DIDS-DAV 0,68 0,51 0,51 0,88

3.2.5. Deneysel Alzheimer Modelinde DAV ve DIDS Uygulamasinin Serum Ap1-42

Seviyesi Uzerine Etkisi

Gruplar ortalama AB1-42 seviyeleri bakimindan karsilastirildiklarinda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark belirlendi (p=0.0056) (Sekil 3.5 ve Cizelge 3.5).
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Sekil 3.5. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin serum AB1-42

seviyesi lizerine Etkisi (*p<0,05)
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Gruplar daha ayrintili incelendiginde, KONTROL grubunun ortalama AB1-42 seviyesi
STZ-DAYV grubuna gore istatistiksel olarak daha diisiik bulundu (p=0,0412). STZ-DIDS-
DAV grubunun ortalama AB1-42 seviyesi hem STZ hem de STZ-DAV grubuna gore
istatistiksel olarak daha diisiik bulundu (p degerleri sirasiyla; p=0,0274 ve p=0,0125).
Diger gruplarin ortalama AB1-42 seviyesi STZ ve STZ-DAV grubuna gore daha diigiik

olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05).

Cizelge 3.5. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin serum AB1-

42 seviyesi tizerine Etkisi

Ortalama Minimum Maksimum
Parametre Gruplar SD
(pg/ml) (pg/ml)  (pg/ml)
KONTROL 5,789 4,275 1,065 11,96
SHAM 12,21 2,454 9,209 14,49
STZ 16,78 6,398 12,83 27,87
AP1-42 0,0056
STZ-DIDS 11,67 9,618 2,425 27,01
STZ-DAV 18,1 8,086 11,13 30,01
STZ-DIDS-DAV 3,756 1,247 2,16 4,724

3.2.6. Deneysel Alzheimer Modelinde DAV ve DIDS Uygulamasinin Serum MAPt

Seviyesi Uzerine Etkisi

Gruplar ortalama MAPt seviyeleri bakimindan karsilastirildiklarinda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark belirlenmedi (p=0.1019). (Sekil 3.6 ve Cizelge 3.6)
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Sekil 3.6. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin serum MAPt

seviyesi lizerine Etkisi

Gruplar daha ayrintili incelendiginde, STZ-DIDS grubunun ortalama MAPt seviyesi
diger gruplara gore daha diisiik olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli degildi

(p>0,05).

Cizelge 3.6. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin serum

MAPt seviyesi lizerine Etkisi

Ortalama Minimum Maksimum
Parametre Gruplar SD

(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
KONTROL 0,35 0,11 0,25 0,52
SHAM 0,24 0,09 0,11 0,38
STZ 0,35 0,11 0,16 0,45
MAPt 0,1019
STZ-DIDS 0,36 0,10 0,24 0,51
STZ-DAV 0,21 0,7 0,14 0,30
STZ-DIDS-DAV 0,35 0,08 0,25 0,46

3.2.7. Deneysel Alzheimer Modelinde DAV ve DIDS Uygulamasimin Serum TSPO

Seviyesi Uzerine Etkisi

Gruplar ortalama TSPO seviyeleri bakimindan karsilagtirildiklarinda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark belirlendi (p=0.0091) (Sekil 3.7 ve Cizelge 3.7).
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Sekil 3.7. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin serum TSPO
seviyesi lizerine Etkisi (*p<0,05 ve **p<0,001)

Gruplar daha ayrintili incelendiginde, STZ-DIDS grubunun ortalama TSPO seviyesi STZ
grubuna gore istatistiksel olarak daha diisiik bulundu (p=0,0268). Benzer sekilde STZ-
DIDS-DAYV grubunun ortalama TSPO seviyesi STZ grubuna gore istatistiksel olarak daha
diisiik bulundu (p=0,0051). Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadi (p>0,05).

Cizelge 3.7. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin serum

TSPO seviyesi iizerine Etkisi

Ortalama Minimum Maksimum
Parametre Gruplar SD
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

KONTROL 1,392 0,2442 1,078 1,725

SHAM 1,541 0,6147 1,033 2,55

STZ 2,125 0,4939 1,822 2,996
TSPO 0,0091

STZ-DIDS 1,015 0,5007 0,484 1,783

STZ-DAV 1,451 0,7451 10,7779 2,651

STZ-DIDS-DAV 0,783 0,3717 0,3419 1,343
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3.2.8. Deneysel Alzheimer Modelinde DAV ve DIDS Uygulamasinin Serum VDAC1

Seviyesi Uzerine Etkisi

Gruplar ortalama VDACI1 diizeyleri bakimindan karsilastirildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0,0319). Gruplar daha ayrintili incelendiginde
STZ-DIDS-DAV grubunun ortalama VDACI diizeyinin KONTROL grubuna goére
istatistiksel olarak daha diisiik oldugu belirlendi (p=0,0267) (Sekil 3.8 ve Cizelge 3.8)

E 15-

g0

ot *

2 1.0- !

2

o

é 0.5

=

=

5 0.0-

Z Ve LA
SRR

TR DAY 8
SN
Gruplar

Sekil 3.8. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin serum
VDACT seviyesi lizerine Etkisi (*p=0,0319).

STZ-DIDS ve STZ-DAV gruplarinin KONTROL grubuna goére daha diisiik olmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05).
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Cizelge 3.8. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin serum
VDACI seviyesi lizerine Etkisi

Ortalama Minimum Maksimum
Parametre Gruplar SD
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

KONTROL 0,72 0,23 0,35 0,96

SHAM 0,60 0,30 0,33 1,10

STZ 0,44 0,21 0,24 0,81
VDACI1 0,0319

STZ-DIDS 0,51 0,24 0,47 0,53

STZ-DAV 0,41 0,65 0,32 0,48

STZ-DIDS-DAV 0,33 0,07 0,23 0,41

3.3. BEYIN DOKUSU BiYOKIMYASAL ANALiZ SONUCLARI

3.3.1. Deneysel Alzheimer Modelinde DAV ve DIDS Uygulamasinin Beyin TNF-a

Seviyesi Uzerine Etkisi

Gruplar aras1 beyin TNF-a seviyeleri karsilastirildiginda anlamli fark gézlendi (p=0,0006).
Gruplar aras1 ikili karsilagtirmalarda anlamli farkin, KONTROL ile STZ-DIDS gruplari
arasinda (p=0,032) ve KONTROL ile STZ-DAV (p=0,037) arasindadir (Sekil 3.9 ve
Cizelge 3.9).
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Sekil 3.9. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin beyin TNF-a

seviyesi lizerine Etkisi (*p<0,05).

Ortalama beyin TNF-a seviyeleri karsilastirildiginda en diisiik degerin STZ-DIDS
grubuna aitken, en yiiksek degerin KONTROL grubuna ait oldugu goriilmektedir (Sekil
3.9 ve Cizelge 3.9)

Cizelge 3.9. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin serum TNF-

a seviyesi lizerine Etkisi

Ortalama Minimum Maksimum
Parametre Gruplar SD
(pg/ml) (pg/ml)  (ng/ml)
KONTROL 4021,60 87,09 3895,00 4100,00
SHAM 3678,80 380,24 3095,00 4065,00
STZ 3562,80 315,36 3136,00 3917,00
TNF-oa, 0,006
STZ-DIDS 344420 205,36 3222,00 3766,00
STZ-DAV 3455,40 145,99 3205,00 3574,00

STZ-DIDS-DAV 3589,00 371,48 3028,00 3929,00

60



3.3.2. Deneysel Alzheimer Modelinde DAV ve DIDS Uygulamasinin Beyin IL-10

Seviyesi Uzerine Etkisi

Gruplar ortalama beyin IL-10 seviyesi bakimindan karsilastirildiginda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,0821). (Sekil 3.10. ve Cizelge 3.10).
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Sekil 3.10. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin beyin IL-10

seviyesi lizerine Etkisi

STZ ve SHAM gruplarinin ortamala IL-10 diizeyleri diger gruplara gére daha yiiksek

olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05).
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Cizelge 3.10. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin beyin IL-

10 seviyesi iizerine Etkisi

Ortalama Minimum Maksimum
Parametre Gruplar
(pg/ml) (pg/ml)  (pg/ml)

KONTROL 76,55 24,04 38,6 98,44

SHAM 115,8 45,22 61,78 178,3

STZ 105,7 45,55 62,49 172,7
IL-10 0,0821

STZ-DIDS 65,21 18,77 38,7 90

STZ-DAV 72,02 21,38 423 97,47

STZ-DIDS-DAV 76,39 6,761 66,86 85,6

3.3.3. Deneysel Alzheimer Modelinde DAV ve DIDS Uygulamasinin Beyin TBARS

Seviyesi Uzerine Etkisi

Gruplar ortalama beyin TBARS seviyesi bakimindan karsilastirildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0,0345). (Sekil 3.11. ve Cizelge 3.11).
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Sekil 3.11. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin beyin
TBARS seviyesi tizerine Etkisi (*p=0,0241).
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Gruplar daha ayrintili incelendiginde STZ-DIDS-DAV grubunun ortalama TBARS

seviyesi STZ grubuna gore istatistiksel olarak daha diisiiktii (p=0,0241). Diger gruplar

arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

Cizelge 3.11. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin beyin

TBARS seviyesi lizerine Etkisi

Ortalama Minimum Maksimum
Parametre Gruplar
(nmol/ml) (nmol/ml) (nmol/ml)
KONTROL 14,03 4,00 9,40 18,93
SHAM 17,83 5,9710,76 26,20
STZ 20,09 7,2112,22 31,76
TBARS 0,0345
STZ-DIDS 15,74 525 923 22,32
STZ-DAV 17,90 6,58 9,81 26,32
STZ-DIDS-DAV 8,10 3,12 571 13,49

3.3.4. Deneysel Alzheimer Modelinde DAV ve DIDS Uygulamasimin Beyin Casp-3

Seviyesi Uzerine Etkisi

Gruplar ortalama beyin Casp-3 seviyesi bakimindan karsilastirildiginda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0,0096). (Sekil 3.12 ve Cizelge 3.12).
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Sekil 3.12. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin beyin Caps-3

seviyesi lizerine Etkisi (*p<0,05)

Gruplar daha ayrintili incelendiginde STZ-DIDS grubunun ortalama Casp-3 seviyesi hem
KONTROL hem de SHAM gruplarina gore istatistiksel olarak daha diisiik oldugu
saptand1 (p degerleri sirasiyla; p=0,0465 ve p=0,0122). Diger gruplar arasinda ise

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

Cizelge 3.12. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin beyin

Casp-3 seviyesi lizerine Etkisi

Ortalama Minimum Maksimum
Parametre Gruplar
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
KONTROL 3,712 1,038 2,57 5,157
SHAM 3,987 0,8483 3,045 4,878
STZ 2,664 0,7304 2,102 3,93
Casp -3 0,017
STZ-DIDS 2,257 0,3635 1,729 2,672
STZ-DAV 2,899 0,2047 2,76 3,253
STZ-DIDS-DAV 2,924 0,8645 2,006 4,068
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3.3.5. Deneysel Alzheimer Modelinde DAV ve DIDS Uygulamasinin Beyin Ap1-42

Seviyesi Uzerine Etkisi

Gruplar ortalama beyin AB1-42 seviyesi bakimindan karsilastirildiginda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,2650). (Sekil 3.13 ve Cizelge 3.13).
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Sekil 3.13. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin beyin AB1-42

seviyesi lizerine Etkisi

Gruplar daha ayrintili incelendiginde STZ-DIDS grubunun ortalama AB1-42 seviyesi
diger gruplara gore daha diisiikk olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli degildi

(p>0,05).
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Cizelge 3.13. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin beyin AB1-

42 seviyesi iizerine Etkisi

Ortalama Minimum Maksimum
Parametre Gruplar
(pg/ml) (pg/ml)  (pg/ml)
KONTROL 120,80 22,68 90,52 144,20
SHAM 117,00 7,51 103,90 123,00
STZ 120,60 20,30 100,50 150,30
Ap1-42 0,2650
STZ-DIDS 95,56 12,47 80,82 112,80
STZ-DAV 117,00 29,08 100,00 168,70
STZ-DIDS-DAV 121,50 12,15 103,90 137,00

3.3.6. Deneysel Alzheimer Modelinde DAV ve DIDS Uygulamasinin Beyin MAPt

Seviyesi Uzerine Etkisi

Gruplar ortalama beyin MAPt seviyesi bakimindan karsilastirildiginda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0,0019). (Sekil 3.14 ve Cizelge 3.14).
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Sekil 3.14. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin beyin MAPt

seviyesi lizerine Etkisi (*p<0,05 ve **p<0,01)
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Gruplar daha ayrintili incelendiginde STZ-DAV grubunun ortalama MAPt seviyesi
KONTROL, SHAM, STZ, STZ-DIDS ve STZ-DIDS-DAYV gruplarina gore istatistiksel
olarak daha yiiksek oldugu saptandi (p degerleri sirasiyla; p=0,0080, p=0,0033, p=0,0118,
p=0,0071 ve p=0,0047). Diger gruplar arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmad1 (p>0,05).

Cizelge 3.14. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin beyin

MAPt seviyesi lizerine Etkisi

Ortalama Minimum Maksimum
Parametre Gruplar
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

KONTROL 5,797 0,7155 4,735 6,741

SHAM 5,419 0,9046 4,465 6,443

STZ 5,966 0,8136 5,188 7,246
MAPt 0,0019

STZ-DIDS 5,749 0,6892 5,141 6,81

STZ-DAV 9,763 3,101 7,097 13,84

STZ-DIDS-DAV 5,574 1,865 3,524 8,575

3.3.7. Deneysel Alzheimer Modelinde DAV ve DIDS Uygulamasinin Beyin TSPO

Seviyesi Uzerine Etkisi

Gruplar ortalama beyin TSPO seviyesi bakimindan karsilastirildiginda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,0002). (Sekil 3.15 ve Cizelge 3.15).
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Sekil 3.15. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin beyin TSPO
seviyesi lizerine Etkisi (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)

Gruplar daha ayrintili incelendiginde STZ-DIDS grubunun ortalama TSPO seviyesi hem
STZ hem de STZ-DAV gruplarina gore istatistiksel olarak daha diisiik oldugu belirlendi
(p degerleri sirastyla; p=0,0033 ve p=0,0007). Benzer sekilde STZ-DIDS-DAYV grubunun
ortalama TSPO seviyesi hem STZ hem de STZ-DAV gruplarina gore istatistiksel olarak
daha diisiik oldugu saptandi (p degerleri sirasiyla; p=0,0130 ve p=0,0028). Diger gruplar

arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

Cizelge 3.15. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin beyin

TSPO seviyesi lizerine Etkisi

Ortalama Minimum Maksimum
Parametre Gruplar SD
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

KONTROL 2,586 0,4168 2,013 2,898

SHAM 2,561 0,3317 2,16 2,936

STZ 3,064 0,5581 2,57 3,844
TSPO 0,0002

STZ-DIDS 2,071 0,2033 1,791 2,304

STZ-DAV 3,212 0,4133 2,742 3,628

STZ-DIDS-DAV 2,204 0,09049 2,118 2,354
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3.3.8. Deneysel Alzheimer Modelinde DAV ve DIDS Uygulamasinin Beyin VDAC1

Seviyesi Uzerine Etkisi

Gruplar ortalama beyin VDACI seviyesi bakimindan karsilastirildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,0068). (Sekil 3.16 ve Cizelge 3.16).
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Sekil 3.16. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin beyin
VDAC Iseviyesi tizerine Etkisi (*p<0,05 ve **p<0,01).

Gruplar daha ayrintili incelendiginde STZ-DIDS grubunun ortalama VDACI seviyesi
hem STZ hem de STZ-DAV gruplarina gore istatistiksel olarak daha diisiikk oldugu
belirlendi (p degerleri sirasiyla; p=0,0197 ve p=0,0031). Diger gruplar arasinda ise

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0,05).
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Cizelge 3.16. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin beyin

VDACI seviyesi lizerine Etkisi

Ortalama Minimum Maksimum
Parametre Gruplar
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

KONTROL 3,039 0,9237 2,068 4,087

SHAM 3,134 0,5453 2,782 4,1

STZ 3,668 0,4119 3,257 4,256
VDACI1 0,0068

STZ-DIDS 1,913 0,2863 1,554 2,24

STZ-DAV 4,056 1,213 3,281 6,187

STZ-DIDS-DAV 3,248 0,9354 2,19 4,603

3.4. RADYAL KOL LABIRENT DAVRANIS TESTi ANALIZ SONUCLARI

3.4.1. RKL testininde dogru secim sayilari

On egitim giinlerinde dogru secim (DS) sayilar1 analiz edildiginde gruplar aras1 1.giin
elde edilen testlerden sirasiyla 1 ve 2. test dogru se¢im sayilari anlamliydi ( p=0,018 ve
p=0,036) pretraining 1.giin 3.testler aras1 anlamli degildi (p=0,253). Pretrainin 1. giin
gergeklesen 3 test sonuglar1 gruplar arasi anlamliydi (p=0,004). Gruplar arasi ikili
karsilagtirmalarda 1. giin 1. test STZ-DIDS-DAV grubunda KONTROL grubuna kiyasla
anlamli azalis gozlendi (p=0,049). Gruplar arasi ikili karsilagtirmalarda 1. giin 2. test
arasinda anlamlilik yoktu (p>0,05). Toplam DS sayilar ikili karsilagtirildiginda ise
KONTROL ve STZ-DIDS-DAV grubu arasinda anlamli azalig vardi (p=0,006). (Sekil

3.17).
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Sekil 3.17. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin RKL testinde

on egitim giinlerindeki dogru se¢im sayist1 iizerine Etkileri

Gruplar aras1 egitim giinleri verilen DS sayilar1 dikkate alindiginda 6n egitim sonrasi
verilen 1 giinliik aradan sonra ki ilk teste verilen DS sayilar1 arasinda 1., 2., 3., 4., 5., 6.,
7.,ve 8. giinlerde ki ilk egitimde elde edilen DS sayilar1 arasinda gruplar aras1 anlamli fark
gbzlenmedi (p=0,072) (Sekil 3.18). Ortalama veriler dikkate alindiginda tim egitim
giinlerinde en yiiksek DS say1s1t KONTROL grubuna aitti. Egitimin son giinlerine dogru
STZ-DIDS-DAYV grubunda ki DS sayilarinda artis gozlensede istatistiksel olarak anlamli
degildi (Sekil 3.18).

7,0

6,0
2 5,0
? > —@— KONTROL
E£40 —@— SHAM
On
230 STZ
)E«D 20 —@— STZ-DIDS
A —@—STZ-DAV

1,0

STZ-DIDS-DAV
0,0
1 2 3 4 5 6 7 8
Egitim glinleri

Sekil 3.18. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin RKL testinde

egitim giinlerindeki dogru se¢im sayisi lizerine Etkileri
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3.4.2. RKL testininde toplam secim sayilari

On egitim 1. giinde ki tiim testlerde verilen toplam se¢im sayilari tiim gruplar arasi
karsilagtirildiginda anlaml fark gozledi (p=0,002). Gruplar arasi ikili karsilastirmalarda
ise sirastyla KONTROL ve SHAM grubunun toplam se¢im sayilarinda STZ-DIDS-DAV
grubuna kiyasla anlaml artis gézlendi (p=0,000 ve p=0,042). On egitim 2. giinde gruplar
arasi toplam secim sayilar1 karsilastirildiginda anlamli fark gozlendi (p=0,012). Gruplar
aras1 ikili karsilagtirmalarda ise KONTROL grubu ile STZ grubu arasinda anlamli artig
gbzlendi (p=0,007) (Sekil 3.19).
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Sekil 3.19. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin RKL testinde

on egitim giinlerindeki dogru se¢im sayisi1 lizerine Etkileri

Egitim giinlerindeki toplam seg¢imler karsilastirildiginda egitimin 4.giinlide gruplar arasi
anlamlilik gdzlendi (p=0,038). ikili karsilastirmalarda KONTROL grubu ile STZ-DIDS-
DAYV grubu arasinda anlamli azalig gézlendi (p=0,024). Egitimin 7.gilinlinde gruplar arasi
toplam secimler karsilastirildiginda anlamlilik gézlendi (p=0,042). Gruplar arasi ikili
karsilastirma yapildiginda toplam secim sayilar1 STZ-DIDS-DAV grubunun STZ-DAV
grubuna kiyasla anlamli azalig gosterdi (p=0,024) (Sekil 3.20).
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Sekil 3.20. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin RKL testinde

egitim giinlerindeki toplam se¢im sayisi lizerine Etkileri
3.4.3. RKL testininde dogru secimlerin yiizdeleri

On egitim déneminde gruplar aras1 % secim sayilar1 1. giin tiim testler toplami gruplar
arast kiyaslandiginda anlamhi fark gozlendi (p=0,008). Gruplar aras1 ikili
karsilastirmalarda 1. giin toplam testler arasinda KONTROL grubu ile STZ-DIDS-DAV
gruplar1 arasinda anlamli artis gozlendi (p=0,023) (Sekil 3.21). STZ-DIDS-DAV
grubunun 1.glin DS diger giinlere gore oldukg¢a fazla iken anlamlilik goézlenmedi

(p>0,05).
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Sekil 3.21. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin RKL testinde

on egitim giinlerindeki dogru se¢im sayisi iizerine Etkileri

On egitim déneminde gruplar arasi dogru se¢im sayilarinin yiizdeleri gruplar arasi
karsilagtirildiginda anlaml fark gézlenmedi (p>0,05) (Sekil 3.22). Se¢im yiizdeliklerinde
anlamlilik olmasada KONTROL grubu DS sayilarinin yiizdesi fazlaydi.
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Sekil 3.22. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin RKL testinde

egitim giinlerindeki dogru sec¢im sayisi iizerine Etkileri
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3.4.4. RKL testininde ¢alisan bellek hatalari

On egitim doneminde gruplar aras1 1.giin toplam calisan bellek hatalar1 kiyaslandiginda
anlamlh fark gozlendi (p=0,033). Gruplar aras1 l.giin l.test ve 3.test calisan bellek
hatalarinda anlamli fark gézlenmedi (p>0,05). 1.giin 2.test ¢calisan bellek hatalar1 gruplar
arast anlamliydi (p=0,006). Gruplar aras1 ikili karsilagtirmalarda 6n egitimin 2. giinlinde
KONTROL grubunun, STZ, STZ-DIDS, STZ-DAV ve STZ-DIDS-DAV gruplarina
kiyasla isleyen bellek hatalarinda anlamli artis gézlendi (p=0,041) (Sekil 3.23).
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Sekil 3.23. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin RKL testinde

On egitim giinlerinde isleyen bellek hatalar1 tizerine Etkileri

Egitim giinlerinde gruplar arasi1 ¢alisan bellek hatalar kiyaslandiginda yalnizca sirasiyla
2. ve 6.glinlerde isleyen bellek hatalarinda anlamli fark gozlendi (p=0,029 ve p=0,037).
Gruplar arasi ikili karsilastirmalarda herhangi bir anlam gozlenmedi (p>0,05). (Sekil
3.24).
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Sekil 3.24. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin egitim

giinlerinde isleyen bellek hatalari tizerine Etkileri

3.4.5. RKL testininde referans bellek hatalari

On egitim déneminde gruplar arasi referans bellek hatalar1 kiyaslandiginda yalmzca
1.giin 2. ve 3.testlerde rbh arasinda sirasiyla anlamli fark gézlendi (p=0,002 ve p=0,022).
Gruplar arast 2. giin ve 3.giin RBH sayilar1 ve toplam RBH sayilar1 arasinda
karsilastirildiginda anlamli fark gézlenmedi (p<0,05). Gruplar arasi 1.giin toplam RBH
sayilart karsilagtirildiginda anlamli  fark vardi (p=0,004). Gruplar arast ikili
kargilastirmalarda 6n egitimin 1.giin 2. testinde sirastyla STZ-DIDS-DAV grubunun
KONTROL ve STZ grublarina gore RBH’da anlaml1 azalis vardi (p=0,011 ve p=0,045).
Gruplar arasi ikili karsilastirmalarda 6n egitimin 1.giin 3.testinde KONTROL grubunun
STZ-DIDS-DAV grubuna kiyasla RBH’larinda anlamli artig gozlendi (p=0,05). (Sekil
3.25).
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Sekil 3.25. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin 6n egitim

Egitim giinlerinde gruplar arasi referans bellek hatalar kiyaslandiginda anlamli fark
gbzlendi (p=0,040). Gruplar aras1 ikili karsilastirmalarda herhangi bir anlamlilik s6z
konusu degildi (p>0,05). Ortalama degerler incelendiginde STZ-DIDS-DAV ve STZ-

DAV gruplariin rbh sayilarinin diger gruplara oranla anlamli olmasada azalig gosterdigi
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goriilmektedir (Sekil 3.26).
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Sekil 3.26. Deneysel Alzheimer modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin egitim

Egitim glinleri

—8—KONTROL
—e—SHAM
STZ
—8—STZ-DIDS
—8—STZ-DAV

giinlerinde referans bellek hatalar1 tizerine Etkileri

77

STZ-DIDS-DAV



RKL testi STZ-DIDS, STZ-DAV, STZ-DIDS-DAV gruplarinda DAV ve DIDS
uygulamasinin  biligsel bozukluklar iizerindeki etkisini ortaya koydu. DIDS
uygulamasinin isleyen bellek ve referans bellek hatalari iizerine azaltici etkisi olabilecegi
gozlendi. DAV’ 1n ¢alisma bellegi hatalari tizerinde DIDS tedavisine gore onemli etkileri
vardir (p < 0.0001). Ote yandan, STZ grubu ve SHAM grubu, tedavili guruplara kiyasla
yiiksek sayida referans bellek hatas1 gergeklestirdi (p < 0,001), DAV grubunda referans
bellek hatalar1 tizerinde artan etkiler gozlendi (p <0.0001). Bulgular, icv-STZ uygulamasi
ile AH olusturulan modelde, DAV ve DIDS uygulamasinin si¢anlarda hafiza
performansim1  arttirdigin1 - ortaya koymaktadir. Arastirmamiz, DAV ve DIDS
uygulamasinin hafiza eksiklikleri ve buna bagli bunama yoniinde rasyonel bir bilimsel

kullanim saglayabilir.
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4. TARTISMA

Alzheimer hastalig1, en yaygin bunama tiirii olarak kabul edilmis ve AP peptitler, noritik
plaklar ve norofibriler yumaklar ile karakterize yavas ilerleyise sahip ndrodejeneratif bir
hastaliktir. AH bir diinya saglik sorunu olarak kabul edilmektedir. Ulusal Yaslanma
Enstitiisii - Alzheimer Dernegi, 1984 (UYE - AD) kriterlerini daha yiiksek o6zgiilliik,
duyarlilik ve AH gelistirme riski tasiyan hastalarin erken teshisi i¢in glincellemelerde
bulunmustur. AH’1in daha dogru teshisi icin kritik onerilerde bulunsa da, hastaligin
prognozunda herhangi bir degisiklik olmaksizin AH’1n tedavisi semptomatik kalmaktadir
[136]. Mevcut calismalar dikkate alindiginda, AH’1n semptomlarinin tedavisinde etkili
oldugu fakat hastaligi onlemede ve iyilestirmede kesin ¢oziim saglayan bulgulara

rastlanmamuistir.

Alzheimer hastalig1 kilo kaybina neden oldugundan, eritropoetin (EPO) tedavisi olan
intra-hipokampal AP uygulamasi sonrasi, EPO tedavili gruplarda viicut agirliginda artisa
sebep oldugu bildirilmistir [149]. Kilo kayb1 ve davranis bozukluklari, AH nin seyri
boyunca sik goriilmektedir. Orta seviyeli AH ve "6nemli anormal motor davranisi” olan
yash yetiskinlerin kilo aldig1 belirtilmistir [150]. Calismamizda deney 6ncesi ve sonrasi
agirliklar arasinda anlaml artig gézlenmistir. Bu durum farmakolojik uygulamalarin kilo

artigina sebep olabicegini diisiindiirmektedir.

Alzheimer hastaliginda, beynin histopatolojik ve biyokimyasal bulgular1 incelendiginde
esas belirtegleri arasinda AB1-42 ve hiperfosforile tau (MAPt) proteinleri yer almaktadir.
Amiloid polipeptitleri, AP ve a-siniiklein agregasyonu ile karakterize edilen en yaygin iki
norodejeneratif hastalik PH ve AH’dir. AB1-42 peptitlerinin tiretimi ve birikmesinin AH
patogenezinde merkezi rolii asikardir [151], [152]. Hiicre dis1 Zn*? dinamiklerinin hem
biligsel aktivite icin hem de bilissel gerilemede etkileri oldugu belirtilmistir. Ekstraseliiler
Zn?" dinamikleri, glutamaterjik sinaps uyarimi ve AH’a neden olan AP1-42 varlig: ile
modifiye edilmektedir [153]. AH’nda amiloid plaklar1 saptamak AH tanisina yardimci
olabilecegi ve saglam bir 6l¢iit oldugu bildirilmistir. Yasamlarmin ileriki siire¢clerinde AH
kaynakli bunama riski tasiyanlar1 belirlemek icin faydali olabilecegi belirtilmistir. Ilave

olarak AH arastirmalarina ve klinik deneylere kayitli popiilasyon cesitliligini iyilestirmek
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icin de kullanilabilir [154]. Beyin amiloidozunun bir biyobelirteci olarak
immiinopresipitasyon kiitle spektrometrisi (IPKS) ile plazma AB42/AB40 testinin
dogrulugunun ve giivenilirliginin belirlenmesi i¢in birden ¢ok kohort calisma ile
dogrulanmasinin gerektigi belirtilmistir. Aragtirma da; plazma AB42/AB40'in hem bilissel
olarak bozulmamis hem de bilissel olarak bozulmus bireylerde beyin amiloidozunun
giivenilir bir 6l¢ti olup olmadig hala belirsizligini korudugu sonucuna varilmistir [154].
DAV ve ADNF-9’un AP peptitlerin, mikrotiibiiller ile etkilesime girerek AP25-35
toksisitesine kars1 koruma gosterdigi ve DAV’ AP (25-35 ve 1-40) agregasyonunun
inhibisyonunda roliiniin olabilecegi belirtilmistir. Yeni dogmus si¢canlardan tiiretilen
serebral kortikal noron kiiltiirlerine 10-15 mol/l konsantrasyonlarda uygulanan DAV
maksimum koruma saglamistir. Biyoyararlanim ¢alismalari, DAV'in burun veya sistemik
uygulamadan sonra hiicrelere niifuz ettigini ve KBB gectigini gostemistir. DAV 1n Faz I1
klinik caligmalar1 Allon Therapeutics Inc. tarafindan devam etmektedir. Boylelikle,
DAV’ 1in AB1-42 toksisitesine kars1 koruyucu etkisi belirtilmistir. Tau hiperfosforilasyonu
AH dahil bircok norodejeneratif hastalikla iliskilendirildiginden, DAV uygulamasinin
noroprotektif/norotropik bir ilag adayr olabilecegi belirtilmistir [155]. DAV’in
mikrotiibiiler ag ile dogrudan etkilesimi floresans hiicre goriintiileme ¢aligmalar ile
kanitlanmistir. Hayvan ¢aligmalarinda, DAV 1n nérodejenerasyona karsi korumanin yani
sira referans bellegi ve de kisa siireli bellegi iyilestirmede etkisi gosterilmistir. DAV 1n
herhangi bir bilissel bozukluktan muzdarip olmayan hayvanlarda dahi hafiza
performansini artirabilecegi de belirtilmistir [11]. AH modelinde, davranis testlerinden
bir saat dnce giinliik in olarak uygulanan DAV tedavisininden sonra, kisa siireli uzaysal
bellekte iyilesme oldugu gosterilmistir [8]. Farkli bir deneyde, DAV ile tedavi edilen
hayvanlarda, uygulamadan iki giin sonra su labirent testinde iyilesme oldugu ve uzun
vadeli koruyucu etkilerini hemen gosterdigi belirtilmistir [15]. Yani DAV, AH hem
hiperfosforile tau birikimini engellemektedir hemde A birikimini engelleyerek ve APB1-
42 norotaksisitesini azaltarak AH’da noroprotektif etki gostermektedir diye ¢ikarimda

bulunabiliriz.

APB1-42’nin bilateral intrahipokampal enjeksiyonu ile DAV’1n uzamsal bellek, sinaptik
plastisite ve hipokampal protein kinaz B (AKT veya PKB) seviyesindeki AB1-42
kaynakli bozukluklar iizerindeki etkilerininin arastirildigi ¢alismada, 3 haftalik DAV
uygulamasinin ardindan, AB1-42 ile indiiklenen 6grenme eksikliklerini ve bellek kaybini

doza bagh sekile tersine g¢evirdigi ve de sican hipokampiisiinde fosforile edilmis Akt
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seviyesinde iyilesmeler oldugu dikkat ¢ekmistir. Fosfatidilinositol-3-fosfat (PI3K)/AKT
yolu, hiicre sagkalimi, proliferasyon, sinaptik plastisite ve biligsel performansin
diizenlenmesinde énemli yollardan biridir. DAV’ 1n uzamsal bellek ve sinaptik plastisite
noroproteksiyonunun PI3K/AKT sinyal yolunun diizenlenmesi ile iliskisini agikliga
kavusturmak i¢in, hipokampusta toplam AKT ve fosforile (Ser473) AKT (P-AKT)
seviyelerini incelenmistir. Western blot analizleri sonuglarinda, DAV tedavisinin, sadece
AB1-42 grubunda, toplam AKT seviyesinde degil, hipokampal p-AKT (Ser473)
seviyesinde Onemli bir azalma dikkat c¢ekmistirr DAV’in AH gibi hastaliklarda,
PI3K/AKT yolunu gii¢lendirerek, uzaysal bellek ve sinaptik plastisitede Ap1-42 kaynakli
bozulmalar1 hafifletmede Onemli rolleri olabilecegi belirtilmistir [156]. AH gibi
norodejeneratif hastaliklarin 6nlenmesi, 6§renme ve hafiza eksikliklerinin tedavisi i¢in

etkili bir noroprotektif aday olabilecegini diisiindiirmektedir.

Ayni zamanda DAV, bir mikrotiibiil stabilize edici peptit ilag olarakta bilinmektedir.
AH’inda gozlenen taupati ve sonrasinda frontotemporal demansa katilmasiyla birlikte,
tauopatiyi azaltan ve noroproteksiyon saglayan yeni DAV tiirevlerinin klinik i¢in 6nemli
olabilecegi vurgulanmistir [135]. Calismamizda serum AP1-42 degerleri gruplar arasi
istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,0056). Gruplar aras1 ikili karsilastirmalarda serum
AB1-42 degerleri KONTROL grubununda STZ-DAV grubuna kiyasla anlamh azalis
gosterdi (p=0,042). STZ-DIDS-DAV grubunun serum AB1-42 degerleri STZ ve STZ-
DAYV grubuna kiyasla anlaml diisiiktii (p<0,05). Beklendigi gibi serum AB1-42 degerleri
STZ grubunda en yliksek degerdeydi. En diisiik degerler ise KONTROL ve STZ-DIDS-
DAYV grubuna aitti. Ozellikle STZ-DIDS-DAV grubunda serum AB1-42 degerlerinin ¢ok
diisiik miktarlarda olmasi bizlere; DAV ve DIDS uygulamalarinin birlikte etkisinin daha
kuvvetli olabilecegini diisiindiirmektedir. Daha yiiksek dozlarda DIDS ve DAV
uygulamalarinin etkisi de daha biiyiik olabilir. DAV ve DIDS uygulamasimin AB1-42
degerlerinde azalis gostermesi amiloid yapimina sebep olabilecek oksitatif stres
parametrelerini slipiirmesi ve antioksidan aktivite iizerine pozitif yonde etki sagliyor

olabilir.

Tau proteini, AH’da AB1-42 aracilig1 nérodejenerasyona aracilik eden kaskadta merkezi
role sahiptir. Morfolojik degisiklikler, oligomerik veya yanlis katlanmis tau proteini
toksik aktivite kazanabilir ve noron oOliimlerine sebep olabilir. Tau, mikrotiibiil

dinamiklerinde de 6nemlidir. Bu yiizden, tau hedefli stratejilerin, A etkisini down regule
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ederek norodejeneratif degisiklikleri 1iyilestirmek icin yararli olabilecegi One
striilmektedir. Tau proteinlerinden bagimsiz olarak bagimsiz AP mikrotiibiil
dinamiklerindeki degisiklikleri indiikleyebilecegi de belirtilmektedir. Bu yiizden,
mikrotiibiil dinamiklerinin modiile edilmesi, ¢esitli noérodejeneratif bozukluklarda
noronal stabilizasyon saglayabilir. Tau hedefleme yaklasimlar1t arasinda, tau
ekspresyonunu azaltan, fizyolojik tau konformasyonunu stabilize eden beyin ve hiicrelere
niifuz eden kiiciik molekiiller, toksik tau fragmanlarinin olusumunu onleyerek veya
oligomerik taunun nérodejeneratif yonlerini azaltma esasli tedavi stratejileri gelistirebilir
[157]. Taupatiyi hedefleyen bir arastirmada, DIDS’in tau patolojisinin memeli
baskilayicis1 (MSUT2)'nin neden oldugu tau patolojisinin mekanizmasi iizerine yapilacak
calismalar icin faydali olabilecegi belirtilmistir. ilave olarak, poli (A)-MSUT2
etkilesimini kii¢iik molekiillerle hedeflemenin toksik tau yiikiinii azaltacagin1 ve
tauopatiler icin gegerli bir terapdtik yaklasim olabilecegi eklenmistir [158]. In vitro bir
calismada, VDAC inhibitorii DIDS'nin eklenmesiyle 6nemli 6l¢iide azalan mitokondriyal
siiperoksit anyonlarinda ve tiyol grublarinda degisiklige sebep oldugu goriilmiistiir.
Alzheimer ndéronlarinda ANT-1 {izerindeki patolojik AB-NH2htau etkilesiminin, ANT-
l'in tiyol redoks durumunu ve AB1-42 kaynakli ROT artisin1 igerdigi bir molekiiler
mekanizma olabilecegi one siiriilmiistiir. Bunun ardindan, mitokondriyal islevi stabilize
ederek, eski haline getirerek veya enerji metabolizmasina miidahale sonucu
mitokondriyal seviyede hiicreleri korumak igin ¢esitli stratejiler kullanma yeniligini
ortaya ¢cikarmistir. AB1-42, tau parcaciklar1 ve mitokondri arasinda {i¢lii molekiiler bir
etkilesim mekanizmasi Onerilmistir. Mekanizma, AB1-42 kaynakli ROS'tan etkilenen
ANT-1 tiyol redoks durumuna dayanmaktadir. Tau toksisitesinde modiilatorii olarak etki
gosteren ROT artisinin mekanizmalar1 aydinlatilirsa, AH’1in tedavisinde umut verici
olabilecegi belirtilmistir [159]. Mikrotiibiil fonksiyonunu modiile eden ve nodronal
tiibiilini tercih eden bir ajan olarak DAV 1, AH ile ilgili tau patolojisi olan transgenik
fare modelinde patojenik siireci inhibe edip edemeyecegini ve bilissel eksiklikleri dnleyip
Onleyemeyeceginin arastirildigi ¢alismada: tauopatinin erken ila orta dereceli asamasinda
3 aylik DAV tedavisi sonrasinda ¢oziniir hiperfosforile tau ve ¢oziinmez tau
seviyelerinde azalmalar goriilmiistiir. 6 aylik DAYV tedavi siireci sonrasinda ise bilissel
islevlerde iyilesmeler gozlenmisti. DAV’a 6 aylik maruziyetin hicbir yan etki
gostermedigi belirtilmistir. Sonugta, DAV gibi néronal mikrotiibiil etkilesimli ajanlarin
tauopatilerin tedavisi veya onlenmesi i¢in yararli olabilecegi belirtilmistir [160]. Mevcut

calismada DAV uygulamasi yapilan gruplar ile diger gruplar arasinda serum MAPt
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diizeyleri bakimindan benzerlikler elde edilmistir. DAV uygulamasi yapilan gruplarda
MAPt seviyesinin diismemesinin en 6énemli nedeni 21 giinliik kisa tedavi siiresi olabilir.
Fakat serum TSPO diizeyleri bakimindan STZ-DIDS ve STZ-DIDS-DAV gruplarinda

onemli diizeyde daha diisiik seviyelerde oldugu belirlenmistir.

Primer retinal hiicre kiiltiirlerinde in vitro oksidatif stres ve mekanik yaralanma modelleri
kullanilarak, VDAC1 oliomerizasyonunun DIDS tarafindan inhibisyonunun, mikroglial
hiicre aktivasyonunu etkileyerek hiicre sag kalimini artirabilecegi belirtilmistir. DIDS’1n
intraoliiler (I0) g6z i¢i uygulamasi, in vitro gézlemleri dogrulayan apoptozu azalttigi ve
mikroglial polarizasyonu oOnledigi raporlanmistir. VDACI1 seviyelerindeki hassas
degisimlerin dahi noronal sagkalim ve retina morfolojisi tlizerine 6nemli degisikliklere
neden oldugu gozlenmistir. VDACI'in, 6liim ve sag kalimda hiicresel sinyallemeleri
biitiinlestirerek ndronal bozukluklart hedeflemede hedef olabilecegi sonucuna varilmistir
[161]. Kalsiyum diizensizligi, ROT, enflamasyon ve glutamaterjik toksisite ve daha
bir¢ok etken ikincil hiicre 6liimiiniin tetikleyicileri arasindadir. VDACT1'in oksidatif stres
ile iligkili bir siire¢ olan mekanik yaralanmadan sonra saglikli ve dejenere olan retinadaki
roliiniin degerlendirildigi bir ¢alismada, VDAC1 ve superoksit dismutaz 1 (SOD1)
seviyeleri arasinda anlamli bir korelasyon gozlemlenmistir. Farkli hacimlerde (25 uM ve
50 uM) DIDS uygulamasi ve oksidatif stress i¢cin 100 uM hidrojen peroksit (H20,)'ye
maruz birakildiginda hiicre canlihigimi kurtarmadign goriilmiistiir. In vivo travma
yaralanmasinda VDACI1 seviyeleri lezyondan 2 saat sonra %58+ 13, 6saat sonra
%40 + 5 olarak gozlemlenmistir. Lezyondan 1., 3. ve 7. glinlerde VDACI seviyelerinde
anlaml1 bir degisim gdzlenmemistir. Immiinofloresan (iF) analizler sonucu VDAC]I
seviyelerinin lezyondan 1., 3. ve 7. glin sonra degismemistir. Ayrica, VDACI1'in
farmakolojik inhibisyonunun, hiicre olimiinii ve mikroglial aktivasyonu hafifleterek
noroinflamatuvar yaniti bozdugu belirtilmistir. DIDS tedavisinin enflamasyonu azaltip
azaltmadig1 arastirildiginda, lezyondan 2 saat sonra nitrik oksit sentaz (iNOS)- pozitif
hiicreler gézlenmistir. Yani 6zetle: VDACI seviyelerinin dowm regiilasyonu, SOD1'i
diizenleyen bagimsiz bir kaspaz siirecini etkileyerek retinadaki dejenerasyonu
tetikleyebilecegi, retinal mekanik travma, VDACI ve SOD1'1 birikimiyle, oksidatif stresi
artirmastyla ikincil hiicre 6liimiinii uyarabilecegi, VDACI inhibisyonunun, in vitro
oksidatif stres modelinde hiicre Oliimiinii azaltabilecegi, VDAC1’in farmakolojik
inhibisyonu, mikroglial hiicrelerin ve astrositlerin (mikroglial)  polarizasyonunu

etkileyerek in vitro mekanik travmada ikincil hiicre kaybini azaltabilecegi, retinanin
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mekanik travmali grubunda, plazma zarina ve ER’ye dogru yer degistiren VDAC1’i
diizenleyebilecegi, in vivo VDACI inhibisyonunun, mikroglial hiicre aktivasyonunu
azaltabilecegi ve inflamatuar yamiti yeniden diizenleyerek ndrokorumayi
destekleyebilecegi sonuglarina ulasmislardir [161]. Sonu¢ olarak, VDACI'in hiicre
sagkalimmi belirlemek i¢in sinyallerin entegrasyonunda etkili oldugu belirtilmistir.
VDACI1 ablasyonunun ndéronlar i¢in ciddi sonuclara sebep olacagi ve de VDACI
translokasyonunun hiicre Oliimiine neden olabilecegi vurgulanmistir. VDAC1'in
travmatik ve kronik norodejeneratif bozukluklar i¢in gii¢lii bir terapdtik hedef oldugunu
gostermektedir [161]. Calismamizda gruplar arasi serum ve beyin VDACI seviyesi
anlamli farklilik gostermistir. STZ-DIDS-DAV  grubunun serum VDACI diizeyi
KONTROL grubundan daha diisiik oldugu tespit edilirken, STZ-DIDS grubunun beyin
VDACI diizeyi ise STZ ve STZ-DAYV gruplarina gore daha diistik oldugu saptanmustir.
In vitro galigmalardan birinde, DIDS'nin oksidatif stres indiiksiyonu ve in vitro mekanik
travma dejenerasyon modelinde astrositlerin, DIDS varliginda daha dallanmig morfoloji
gosterdigi gézlenmistir. Mekanik travma sonrasinda bu dallanma artiginin, VDAC1'in
glial skar olusumunda rol oynayabilecegini diisiindiirmiistiir [161]. In vivo DIDS
tedavisinin ise, anti- ve pro-inflamatuvar molekiilleri azaltarak, bagisiklik yanitini
yeniden diizenleyebilecegi ve de VDACI'in immiin diizenleyici sistem dengesine
katilabilecegi raporlanmistir. VBIT-12 gibi VDACI ile etkilesime giren molekiillerin
kullanilmasi, VDAC1'in enflamatuvar yanitta yeri olabilecegini gostermislerdir [162].
VDACI'in AB1-42 ile indiiklenen noronal mitokondriyal disfonksiyona ve ferroptoza
katildigin1 gosterilmis ve bu siireclere AMPK/mTOR ve Wnt/B-katenin'in dahil oldugu
belirtilmistir. Mitokondriyal disfonksiyonu ve ferroptozu inhibe etmek i¢cin VDACI1'i
hedeflemek, gelecekte AH i¢in umut verici olabilir [125]. VDACI1'in AH patolojisine
dahil edilmesini ve VDACI ile etkilesime giren yeni gelistirilmis VDAC] inhibitorii N
(4-chlorophenyl)-4-hydroxy-3-(4-(4-(trifluoromethoxy)phenyl)piperazin-1-yl)
butanamide (VBIT-4) ile calisilmistir. In vitro calismalarinda, mitokondriyal islev
bozuklugunu ve néronal kaybi1 6nlemedeki ve AH fare modelinde bilissel aktiviteyi geri
kazanmadaki etkileri aragtirilmistir. Noronal kiiltiirlerde, AP kaynakli VDACIT ve p53
asir1 ekspresyonu ve apoptotik hiicre 6liimii, VBIT-4 tarafindan 6nlenmistir. VBIT-4’{in,
noronal hiicre 6liimii, ndroenflamasyon ve ndro-metabolik islev bozukluklari dahil olmak
tizere iligkili patofizyolojik degisiklikleri onleyebilecegi belirtilmistir. VBIT-4, fosforile
tau tizerine énemli bir degisiklige sebep olmazken, AB-plak yiikiinde hafif bir azalma

gozlenmesi AH’1n patolojisine kars1 koruma sagladig belirtilmistir. Gatekeeper VDACI
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ile mitokondriyal disfonksiyonun AH terapodtik miidahalesi i¢in VBIT-4'iin AH tedavisi
icin umut verici bir ilag aday1 olabilecegi belirtilmistir [163]. VDACI oligomerleri ayrica
mitokondriyal DNA (mtDNA)'nin salinmasina da izin vermektedir [163], [164], [165].
MDM’da lokalize olan porinler olarakta bilinmektedir. VDACI, ¢esitli mitokondriyal
islevleri kontrol eden gatekepeer olarak goérev yapmaktadir [4],[5]. Baz1 ¢aligmalarda
VDACI, apoptozda yer alan "amiloidle diizenlenmis" bir kanal olarak da
adlandirilmaktadir [122]. Mitokondriyal aracili hiicre 6liimlerinde VDACI’in roli
oldugu ve de pl-VDAC1’in hipokampal néronlarda ve kortekste eksprese edildigi
belirtilmistir. VDACI1, mitokondriyal bolme ile sitozol arasindaki metabolik gegislerde
oldukea etkilidir [10], [123],[124]. Bu durumda DIDS uygulamasi sonucu VDACI
aktivitesinde azalmalar veya kisitlamalar olmasi sebebi ile STZ-DIDS-DAV grubunda
STZ ve STZ-DAV grubuna oranla serum AB1-42 diizeylerinde ki azalma agiklanabilir.

VDACI; Ca*?, ROAT ne, fosforile tau, AP, y-sekretaz, kolesterol niikleotidleri (ATP /
ADP ve NADH / NAD) ve piruvat, malat, siiksinat metabolitleri dahil olmak {izere 5
kDa'lik molekiiler kiitleye kadar ¢dziinen maddeleri ve Mg*?, Zn*? ve diger iyonlar: da
tagtyan pek cok toksik maddenin hiicre i¢ine ve dolayisi ile mitokondri igerisine akigina
eden bir Ca™ kanali olarakta belirtilmistir [10],[166]. Matriste Ca*> PDH, ICDH ve
KGDH aktivasyonu yoluyla enerji iiretimini diizenleyerek sitrik asit dongiisliniin artan
aktivitesine yol acarak mitokondriyal aracili apoptozda etkilidir [10]. VDAC1’in, hem
HK, tiibiiliin, GSK3, ANT ve kreatin kinazlar [3] hem de Bcl-2 ailesinin apoptoz
diizenleyicileri olrak bilinenen Bcl-2 ile iliskili X proteini (Bax), B hiicreli lenfoma -2
(Bcl-2), B hiicreli lenfoma ekstra biiyiikk (Bcl-XL) ve heksokinaz (HK) ile etkilesimi
bilinmektedir [167]. AH'dan etkilenen beyinlerdeki agirt VDACI ekspresyonu noronal
hiicre oliimii ile iligkilendirilmistir. VDAC1’in inhibe edilmesiyle APP islemesinin
azaldig1 sonrasinda bu durumun VDACI1 ekspresyon seviyesinin A iiretimini
diizenleyebilecegi savunulmustur [3]. VDACI inhibisyonunun DIDS’la saglandigi
caligmamizda STZ-DIDS grubunda ki artis veya azalislar diger gruplara gore serum
seviyeleri benzer olarak tespit edilmistir. Fakat DIDS ve DAV uygulamasinin birlikte
yapildigr grupta AP1-42 seviyelerinde anlamli azalis dikkat cekmistir. Beyin
homojenatlarinda tiim gruplar arast VDACI seviyeleri arasinda anlamli fark gézlenmistir.
Gruplar arasinda ise yalnizca STZ-DIDS grubunun VDACI seviyelerinin STZ ve STZ-
DAYV grubuna gore anlamli azalis gosterdigi saptanmistir. Bizde ki AB1-42 seviyelerinde
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ki anlaml1 bu azalisinda APP islenmesinde ki azalma veya APP olusturmadaki ikincil bir

yolaga etki ile olabilir.

Alzheimer hastaliginda VDACI seviyelerinde yasa bagl bir artis gézlendigi ve AH’a
sahip bireylerin beyinlerinde VDACI ve p-tau arasinda mitokondrinin yapisal ve islevsel
biitlinliigiinde anormalliklere yol acan anormal bir etkilesim varligi ileri striilmistiir.
Transgenik tau fare modeli ile olusturulmus AH modelinde, azaltilis VDAC1’in AH ve
cesitli taupatiler i¢in tedavilerin gelistirilmesinde 6nemli olabilecegi vurgulanmistir. Cift
mutant farelerde dendritik dikenlerin sayisinda biiyiik olciide artis, mitokondri sayisinda
onemli dlgiide azalis ve mitokondri uzunlugunda 6nemli 6l¢iide artis belirtilmistir [168].
Transgenik tau (P301L) farelerinde p-tau tarafindan indiiklenen mitokondriyal ve sinaptik
toksisitelere karst azaltilmis VDAC1'in koruyucu etkilerine dair bilgiler mevcuttur.
AH’da VDACI fosforilasyonunun nedensel faktorleri tam olarak anlagilamamistir [169].
VDAC1'in AH iizerindeki etkisini yalnizca hiicresel diizeyde (in vitro) arastirmanin ve in
vivo (hayvanlarda) diizeyde dogrulanmamasi caligmanin eksiklikleri olarak kabul
edilmistir. AH 1 noropatolojik belirtecleri olarak kabul edilen AP ve tau protein
birikimidir. Sadece AP birikimi altindaki VDAC1 mekanizmasini arastirirken, tau
birikimi mekanizmasinda VDACI1 degisiklikleri ve mekanizmasinin eksik kaldigi

belirtilmistir [125].

Alzheimer hastalig1 ana risk olan yaslanma ile pozitif olarak iligkili olan sirtuin 1 (SIRT
1)’in, DAV ile noérodejenerasyonun anlasilmasinda yeni bir kompleks olarak
degerlendirilmesi Onerilmistir. Mikrotiibiilleri ve histon metilasyonunu diizenleyen yeni
ortaklar olarak calisilmistir [170]. NAP/ADNP’in PI3K/AKT ve MAPK/MEK1 yollari
aracilifiyla noroprotektif etkiler gosterektedir. ADNP’den tiiretilen DAV, ndroprotektif
ilag adaylar1 arasindadir [171]. Sizofreni hastalifinin patolojisinde, ADNP ile iliskili en
onemli hiicresel siireglerden biri anahtar bir oyuncu olarak kesfedilen otofaji yoludur. Bu
baglamda mikrotiibiil ve otofaji sistemleri arasinda, ADNP mikrotiibiil ucu baglayici
protein motifinin, yani noroprotektif DAV'in, mikrotiibiilleri korurken ve ADNP'nin her
iki sistemle iliskisini artirarak otofajiyi gelistirebilecegi belirtilmistir. Bu nedenle, otofaji
ve ADNP'iin iligkilendirilmesi, otizmden AH’ye kadar bir¢ok beyin hastaliklarina
miidahale i¢in hedef olarak gosterilmistir. Bu ¢aligmada ki bulgulara gore, otofajinin
sizofreni tedavisi i¢in yeni bir hedef olabilecegidir.Yine ayn1 ¢alisgmada AH demans

hastalarinin serumunda azalan tek proteinin ADNP oldugunu dikkat ¢ekmistir. Bilissel
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olarak normal yaslilarda hastalik oncesi zekanin azalmasiyla baglantili olarak serum
ADNP'deki azalma gozlenmesinin, hafif biligsel bozuklugu olan hastalarin plazma
ADNP'deki artig gézlenmistir. Bu iki durum arasinda geligki varmig gibi goriilebilir ancak
bu durumu, ADNP'nin pihtilasmis kan ile iligkili olabilecegi belirtilmistir. (Ciinkii kan
pthtilasma faktorleri ADNP tarafindan gii¢lii bir sekilde diizenlenmektedir) [172],[173].
Intranazal (in) veya intravendz (iv) uygulama sonrasinda DAV’m, beyin omurilik
stvisinda (BOS) hizla ortaya ¢iktig: belirtilmistir. Intranazal DAV’in MSS’ne ulastig1
mekanizmanin burundan beyne dogrudan tasinma ile degil de sistemik dolasim yoluyla
oldugunu belirtmislerdir. Oksidatif stres, AP toksisitesi ve eksitotoksisite dahil bir¢ok
durumda in vitro uygulanan DAV’in noroproteksiyon sagladigi belirtilmistir [174].
Siddetli nérodejenerasyona sahip fare modelinde, DAV’1n hem mikrotiibiil (MT) iliskili
aksonal tasima iizerindeki etkileri hem de in vivo amyotrofik lateral skleroz (ALS)
modelinde koruyucu aktivitesi, kusurlu aksonal tasimanin modellenmesi ve tau patolojisi
ile iligkileri arastirilmistir. Bunlara ilave olarak canli hayvanlarda manyetik rezonans
goriintiileme (MRI) yontemiyle hastalik seyri boyunca, DAV’1n beynin yapisal korumasi
ile uzun Omir arasindaki baglant1 arastirilmistir. Farelerin kisa ve uzun omiirli alt
gruplarinin lateral ventrikiillerinin hacimsel analizi sonrasi, kisa Omiirlii grupta dnemli bir
genisleme gozlenmigken, DAV ile tedavi edilen grupta belirgin bir azalma gozlenmistir.
Uzun 6miirlii hayatta kalan ve DAV ile tedavi edilen grubun salinle tedavi edilen gruba
kiyasla vetraltegmental (VTA) alaninin korundugu belirtilmistir. Sonrasinda VTA
biitiinliiglinlin korunmasinda DAV’1n etkili oldugu belirtilmistir. Yiiksek dozda DAV
tedavisi uygulanan farelerin yasam siireleri saline uygulanan farelere kiyasla dnemli
artiglar gostermistir. DAV ile tedavi edilen disi farelerin yasam siireleri erkek farelere
oranla Oonemli artis gostermektedir. DAV’ 1in sadece beyni degil, omurilik ve motor
noronlarida kismen korudugu belirtilmistir. DAV’ 1, SODI1 birikimine ve astroglioza

kars1 6nemli 6l¢iide koruma sagladigi 6nemle vurgulanmistir [175].

STZ ile indiiklenmis diyabetli sican modelinde, DAV’in diyabetle iliskili beyin
patolojilerini Onleme yeteneginin arastirildigi caligmada, diyabetli sican grubunun
prefrontal korteksinde DAV tedavisi ile 6nlenen atrofi gosterilmistir. DAV tedavisinin,
STZ kaynakli sinaptik belirte¢ sinaptofizin ve astrositik apoptozun biiylik miktarda
kaybina kars1 korudugunu belirtilmistir [176]. Mevcut ¢alismada, DAV'in belirli beyin
bolgeleri iizerindeki koruyucu etkisi, biligsel islev bozuklugunun iyilestirilmesiyle

birlestiginde, beyin yapist ve islevi arasinda dogrudan bir baglanti saglamistir. Sigan
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beyinleri histopatolojik yontemle incelendiginde; serebral korteks ve hipokampustaki
sinaps seviyesinde noroproteksiyon dikkat ¢ekmistir. In vivo sinaptik kaybr ima eden ve
DAV tedavisi ile korunan sinaptofizin ekspresyonu- azalmistir. Elde edilen sonuglarin,
kan sekeri seviyelerinden bagimsiz olarak beyindeki davranigsal, morfolojik ve molekiiler
degisiklikleri iyilestirmede DAV’in faydalarimin oldugunu savunmaktadir. Ozetle,
DAV’1in intranazal iletiminin, STZ aracili modellenen diyabet patolojisinde beyin
hastaligin1 6nleme ve yavaslatma igin terapdtik bir yaklasim olabilecegi gdsterildi.
Diyabet ve Alzheimer hastaligi beyin patolojilerinin benzerligi kabul edilmistir.
Diyabetik bunama ile iliskili hastalarda DAV ile klinik caligsmalara yogunlasmasi
onerilmistir. DAV ile sinaptik plastisite arasinda 6nemli bir iligki oldugunu gosterilmistir.
Sinaptik plastisite, bilisin 6nemli temellerinden biridir. DAV’in  diyabet ve diger
norodejeneratif hastaliklar gibi bilissel islev bozuklugu olan hastalarda terapotik firsatlar
saglayabilecegi raporlanmistir [176]. AH ile ilgili bozukluklarin tedavisi igin
gelistirilmekte olan intranazal olarak uygulanan DAV, ndrit biiyiimesini tesvik etmek
icin mikrotiibiillerle etkilesime girerek AH ve ilerleyici supraniiklear felg (ISP)'nin
hayvan modellerinde etkili oldugu goriilmiistiir. Sizofrenide bilis lizerine etkilerinin
arastirlldigt c¢alisma sonucunda, DAV’m iyi tolere edildigi ve denek grubunun
genigletilerek arastirilmasiyla sizofrenide klinik gelisim i¢cin Onemli olacagi
vurgulanmustir [177]. Intranazal hipofiz adenilat siklaz aktive edici polipeptit (In-
HACAP) uygulamasinin, fare modelinde A ile iliskili eksikliklerin iyilesmesine katki
saglamistir [178]. 1Ileri evre AH fare modelinde (transgenik fare modeli APP23) kisa
sireli ip 0.3 pg DAV/g tedavisinin uzamsal hafiza {izerine etkisinin olmadigi
belirtilmistir. DAV’1n tedavi edici etkisinin ortaya ¢ikmasi i¢in AH’ nin tam gelismis
patolojisinden Once, erken bir asamada tedaviye baslamanin gerekli oldugu ya da
transgenik ileri evre AH farelerde, bilissel gelisme gérmek icin uzun stireli tedavinin
gerekli oldugu belirtilmistir [179]. AB'min genel sican hipokampal ndronlar1 ve ¢alisma
bellegi, hipokampiisiinde oksidatif stres ve ndroinflamasyon iizerinde rahatsiz edici
etkilere neden oldugu belgelenmistir. Metanolik ekstraktin her iki dozda uygulanmasi, Y-
labirent testinde artan spontan davranis ile gosterildigi gibi AB1-42'nin neden oldugu
biligsel degisikligi ve RKL testi gerceklestirerek calisma ve referans bellek hatalarini
azaltmay1 6nledi. Davranigsal gorevlerdeki bu farmakolojik tepkiler, metanolik ekstraktin
biligsel gliclendirici bir ajan olarak hareket edebilecegini diisiindiiriir [148]. Calismada
RKL testi verileri analiz edildiginde; gruplar aras1 DS sayilar1 karsilastirildiginda 6n

egitim gilinlerinde yalnizca ilk giin toplam DS sayilar1 arasinda anlamlilik saptanmaistir.
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Giin i¢indeki testler kendi igerisinde karsilastirildiginda yalnizca 1 giin 1. ve 2. giinlerdeki
DS sayilari arasinda anlamlilik saptanmustir. Ikili karsilastirmalarda yalmzca STZ-DIDS-
DAV grubunun DS sayilarinin KONTROL grubuna kiyasla anlamli azalig gostermistir.
1.glin 2.test karsilastirmalarinda gruplar arasi anlamlilik belirlenmemistir). Toplam DS
sayilar1 gruplar arast KONTROL grubunda ve STZ-DIDS-DAV grubuna anlamli azalis
saptanmistir.  Gruplar arast RKL testi egitim giinleri ile elde edilen DS sayilar
karsilastirildiginda anlamli fark belirlenmemistir. Gruplar aras1 DS sayilarinda ise
anlamlilik olmasada STZ-DIDS-DAYV grubunda sayisal artis dikkat ¢gekmistir. DIDS ve
DAYV uygulamasinin 6zellikle 6n egitim giinlerinde etkili oldugu goriilmiistiir. Gruplar
arast RKL testi 6n egitim giinleri elde edilen %DS’leri karsilastirildiginda; gruplar arasi
yalnizca 1.giin tiim testler anlamliyken, ikili karsilagtirmalarda KONTROL grubunun
STZ-DIDS-DAV grubuna kiyasla %DS’leri arasinda anlamli azalis saptanmistir. RKL
testi egitim giinleri elde edilen %DS karsilastirildiginda gruplar arasi herhangi bir

anlamlilik gézlemlenmemistir.

On egitim giinleri elde edilen TS sayilar1 karsilastirildiginda; 1.giin tiim testlerden elde
edilen TSS arasinda anlamli fark belirlenmistir. ikili karsilastirmalarda KONTROL
grubunun STZ-DIDS-DAYV grubuna kiyasla TSS anlamli artis saptanmistir. SHAM ve
KONTROL grubunun TSS’nin STZ-DIDS-DAV grubuna kiyasla anlamli artig
gozlenmistir. Gruplar aras1 2. giinde ikili karsilastirmalarda KONTROL grubunun SHAM
grubuna kiyasla TSS arasinda anlamli artig bulunmustur. Gruplar aras1t RKL testi egitim
giinleri elde edilen TS sayilar1 karsilastirildiginda; gruplar arasi ikili karsilagtirmalarda
KONTROL grubunun STZ-DIDS-DAYV grubuna kiyasla TSS anlamli azalig saptanmaistir.
7.glinde gruplar arasi ikili karsilagtirmalarda STZ-DIDS-DAV grubunun TSS’nin STZ-

DAYV grubuna kiyasla anlamli azalig gostermistir.

Davunetidinin, muhtemelen PI3K/AKT yolunu giiclendirerek, MSL testinde uzamsal
bellek ve sinaptik plastisitede AB1-42 kaynakli bozulmalar1 hafifletmede 6nemli rol
oynadig1 gosterilmistir. DAV 1n si¢anlarda AB-42'nin neden oldugu uzamsal 6grenme ve
hafiza bozukluguna kars1 koruma saglamistir. AP ile uyarilan hippokmapal LTP
baskilanmasini tersine ¢evirmistir. Bu bulgular DAV’in AH gibi noérodejeneratif
hastaliklarin tedavisinde etkili rolii olabilecegini gostermektedir [156]. DAV peptidinin
hipobarik hipoksinin neden oldugu oksidatif stresi iyilestiren terapotik potansiyeli oldugu

belirtilmistir. DAV takviyesinin radyal kol labirenti ile degerlendirilen hafiza
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fonksiyonunu iyilestirdigi belirtilmistir. DAV, niikleer faktor (eritroid tiirevi-2)-benzeri
2 (Nrf2) aracili oksidatif stres tepki yolunu aktive etmektedir. DAV in varligi hipoksi
kaynakli hafiza kaybin1 bozmaktadir [180]. Insan klinik deneylerinde, DAV i, AH’nin
onciisii olan amnestik hafif biligsel bozukluktan muztarip hastalarda hafiza skorlarini
arttirdigr gosterilmistir. Yine bu ¢alismada, DAV’ kortikal plakta PI-3K/Akt yolunun
veya beyaz cevherde hem PI-3K/Akt hem de MAPK/MEKI kinazlarinin aktivasyonu
yoluyla apoptotik noronlarin sayisini azalttigini belirtilmistir [181]. Metformin tedavisi
hipokampal bolgede MDA, ROT, TNFa, ve DNA pargalanma yogunlugu, kaspaz 3
aktivitesi, AChE aktivitesini azaltmasina ragmen SOD aktivitesini ve bir anti-inflamatuar
faktor olarak IL-10 seviyesini arttirmigtir. Erkek sicanlarda metformin uygulamasinin
noroprotektif ve anti-demans o6zelligi gostermistir. Bu yiizden DM yam sira AH gibi
norodejeneratif bozukluklar1 olan hastalarda biligsel gerileme ve buna bagh
komplikasyonlarin azaltilmasinda potansiyel fayda saglayabilecegi belirtilmistir. AP
uygulanmis grubun sham grubuna kiyasla calisan bellek hatalar1 ve referans bellek
hatalarinda anlaml artiglar goriilmiistiir. Calisma ve referans bellek hatalarindaki bu tiir
onemli artiglar, 50 ve 200 mg/kg dozlarinda metformin ile tedavi edilen AB gruplarinda
daha diisiik derecede elde edilmistir. Buna karsilik, AB grubunun 200 mg/kg'lik daha
yiiksek dozda metformin tedavisi, AB grubuna gore ¢alisma ve referans bellek hatalarini
onemli Olclide azaltmistir. AB grubununda sham grubuna kiyasla 6nemli 6l¢lide daha
yliksek diizeyde ROT, MDA go6zlenmis ve diisiik katalaz ve SOD aktivitesi gézlenmistir
200 mg/kg'da metformin uygulamasinda A grubu, ROT, MDA miktarlarinda énemli
azalma varken SOD miktarlarinda artis gozlenmistir. 50 mg/kg'lik dozda metformin,
oksidatif stres faktorlerini azaltma ve/veya iyilestirme yetenegine sahip olmamuistir.
Ayrica, 200 mg/kg metformin ile tedavi edilen grup ile sham grubu kiyaslandiginda,
oksidatif stres faktorlerinde 6nemli ve belirgin degisiklikler gozlenmemistir. Elde edilen
veriler, AP grubunun, sham grubuyla karsilastirildiginda anlamli olmayan IL-10
azalmasiyla birlikte, onemli Olclide daha yiiksek bir TNFa diizeyine sahip oldugu
goriilmiistiir. Tersine, daha yiiksek metformin dozuyla, yani 200 mg/kg ile tedavi edilen
AP grubu, AP grubuna gore TNFa'da 6nemli bir azalmaya ve IL-10'da anlaml1 ve uygun
bir artisa sebep olmustur. Ek olarak, sham grubunun metformin tedavisi, bu faktorlerde
onemli ve belirgin degisikliklerle iliskili degildi. Inflamatuvar faktér TNFa anlamli
azalig, antiinflamatuar faktor IL-10 anlamli artis gozlenmistir. AP hasarinin yaninda
hipokampal apoptozun zayiflamasinda metforminin etkisini gostermek i¢in, apoptotik

faktorler kaspaz 3 ve DNA fragmantasyonunda A hasarli grupta sham grubuna kiyasla
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yiiksek aktivite gostermistir. Daha yiiksek metformin dozunun (200 mg/kg) uygulanmasi,
AP grubuyla karsilastirildiginda kaspaz 3'te ve DNA fragmantasyonunda anlamli azalma
ile iliskilendirildi. 200 mg/kg'lik bir dozda metformin tedavisini takiben sham grubunda
onemli bir degisiklik kaydedilmemistir. 200 mg/kg'lik daha ytliksek dozda oral metformin,
APB1-40'1n hipokampal mikroenjeksiyonunu takiben biligsel gerilemeyi hafifletmistir. Bu
bulguyla uyumlu olarak, metforminin sicanlarda metotreksatin neden oldugu hafiza
bozuklugunu Onleyebilecegi gosterilmistir: Bu arastirma incelemesinde, AB1-40 ile
yaralanan grubun hipokampiisiinde kaspaz 3 aktivitesi ve DNA fragmantasyon
yogunlugundan olusan apoptotik faktorlerde belirgin bir artis gozlenmistir [182].
Transgenik (APP23) AH fare modelinde, kisa siireli DAV tedavisinin hafizay1 artirict
etkisinin arastirildig1 calismada, DAYV ile tedavili transgenik grubta, sham ve yabani
gruba kiyasla uzamsal bellekte hi¢bir gelisme gézlenmemistir. Transgenik grup yabani
gruba kiyasla MSL testinde diisiik performans gostermistir [179]. Mevcut ¢alismada,
RKL testi 6n egitim giinleri elde edilen CBH karsilagtirildiginda; gruplar arasi ikili
karsilagtirmalarda 1. giin 1.test ve 3.testten elde edilen CBH arasinda anlamli fark
belirlenmezken, yalnizca 1.giin 2.test CBH arasinda anlamli fark saptanmistir. Gruplara
arasi ikili karsilastirmalarda KONTROL grubununda STZ, STZ-DIDS, STZ-DAV ve
STZ-DIDS-DAV grubuna kiyasla anlamli artis saptanmistir. RKL testi egitim giinleri
elde edilen CBH karsilastirildiginda yalnizca 2.ve 6. giinlerde anlamlilik gozlenirken,

ikili karsilagtirmalarda herhangi bir anlam gozlenmemistir

Gruplar aras1t RKL testi 6n egitim giinleri elde edilen RBH karsilastirildiginda; gruplar
aras1 yalmzca 1.giin anlamlilik tespit edilmistir. Ikili karsilastirmalarda 1. giin 2.test ve
3.testten elde edilen RBH arasinda anlamli fark saptanmistir. Gruplara arasi ikili
karsilastirmalarda 2.testte STZ-DIDS-DAV grubunun RBH sayilarinin KONTROL ve
STZ gruplarina kiyasla anlami azalis gozlenirken, 3.testi gruplar arasi ikili
karsilastirildiginda ise STZ-DIDS-DAV grubunun KONTROL grubuna kiyasla RBH’da
anlamli azalig belirlenmistir. RKL egitim giinlerinde elde edilen RBH degerleri gruplar
arasi ikili karsilastirmalarda herhangi bir anlamlilik tespit edilmemistir. Ortalama
degerler incelendiginde STZ-DIDS-DAV ve STZ-DAV gruplarinin RBH sayilarinin
diger gruplara oranla anlamli olmasada azalis gosterdigi goriilmiistiir. Calismamizda
CBH ve RBH arasinda nadirde olsa gruplar aras1 ve sonrasinda ikili karsilagtirmalarda

anlamli artis ve azaliglar gdzlemlenmistir.
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Mikrotiibiil fonksiyonunu modiile eden ve nodronal tiibiilini tercih eden bir ajan olarak
DAV’ 1n, AH ile ilgili tau patolojisi olan transgenik fare modelinde patojenik siireci inhibe
edip edemeyecegini ve biligsel eksiklikleri onleyip Onleyemeyeceginin arastirildigi
caligmada: tauopatinin erken ila orta dereceli asamasinda 3 aylik DAV tedavisi
sonrasinda ¢Oziinlir hiperfosforile tau ve c¢oziinmez tau seviyelerinde azalmalar
goriilmiistiir. 6 aylik DAYV tedavi siireci sonrasinda ise bilissel islevlerde iyilesmeler
gozlenmistir. DAV’a 6 aylik maruziyetin hi¢bir yan etki gostermedigi belirtilmistir.
Sonucgta, DAV gibi noronal mikrotiibiil etkilesimli ajanlarin tauopatilerin tedavisi veya

Onlenmesi i¢in yararl olabilecegi belirtilmistir [160].

Normal orta yash farelerde kisa siireli DAV tedavisinin hafizay1 artirict etkisi
arastirilmistir. MSL’de testten Once bir haftalik DAV inhalasyonunun, bellekte 6nemli
gelismelere neden olmustur. Sonuglar, kisa siireli bellegi degerlendiren MSL testinde
yalnizca DAYV ile tedavi edilen orta yash fare grubu, plasebo grubu ve tedavi edilmeyen
gruplarin test siiresinin sonunda énemli gelismeler gosterdigini gosterdi. Bu sonuglar,
cevresel ve genetik toksik faktorlerin birikmesiyle iliskili normal yaslanmada DAV
etkinlik gostermektedir [183]. Benzer sekilde, DAV ile 2 haftalik intranazal tedavi, bir
kolinotoksin ile tedaviden sonra kisa siireli hafiza kaybina kars1 korunmak i¢in yeterli
oldugu goriilmiistiir [14]. 12 aylik farelere 10 giin boyunca agizdan DAV uygulamasi
yapilmis ve 6grenme ve hafizada onemli bir gelisme gosterdigi belirtilmistir. Bununla
birlikte, DAV 1n, aktiviteye bagli norotrofik faktorden tiiretilen ve DAV ile sinerjistik bir
etkiye sahip oldugu gosterilen bir peptit olan SALLRSIPA (ADNF-9 olarak da bilinir) ile
birlestirdiler. Kisa siireli tedaviden sonra hafizay1 gii¢lendiren etkiler daha once
gosterilmis olsa da, bunu deneyimizde dogrulayamadik. DAYV, norodejeneratif
hastaliklarin hastalig1 modifiye edici tedavisi i¢in umut verici bir peptittir, ancak tedavi
muhtemelen tam gelismis patolojiden dnce erken bir asamada baslamalidir. fleri bir
patoloji asamasindaki Tg-AH (APP23) fareleri tedavi edildiginde, herhangi bir bilissel
gelisme gormek icin muhtemelen uzun siireli tedavi gerekir [179]. Ayrica, tubulin
(MT'ler) ile DAYV etkilesiminin, DAV aktivitesi i¢in Tau-MT etkilesiminin gerekliligini
dogrulayarak, MT'ler lizerindeki tau baglama bdlgelerinin engellenmesiyle inhibe
edilebilecegi gosterilmistir. DAV’in Tau3R ile tercihli etkilesimi, karma ve Tau4R
patolojilerindeki klinik etkinligi aciklayabilir ve Tau3R ndrogelisimsel bozukluklarinda
etkililik 6nerebilir. DAV’ 1 tercihen sican beyinlerinden Tau3R proteini ile etkilesime

girdigini ve Tau4R'ye kiyasla cinko toksik kosul altinda insan Tau3R'nin MT'lere
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aliminda artisa neden oldugunu gosterilmistir. Ayrica, tubulin ile DAV etkilesiminin,
DAYV aktivitesi i¢in Tau-MT etkilesiminin gerekliligini dogrulayarak, MT'ler tizerindeki
tau baglama bdlgelerinin paklitaksel tarafindan engellenmesiyle inhibe edildigini
gosterilmistir.  Paklitaksel ile  bozulan tau-tiibulin  etkilesiminin, DAV'in
tubulin/mikrotiibiiller ile birlesmesini 6nledigini ve DAV 1n koruyucu aktiviteyi inhibe
ettigi gosterilmistir. Bu durum yalnizca tau’nun ifadesinin degil, ayn1 zamanda yeterli
DAV’ yeterli eylemi i¢in tau-tubulin dogrudan iligkisinin gerekliligini de ortaya

koymustur [12].

Phoenix dactylifera ekstrakt tedavisinden sonra serum kreatinin, iire ve bilirubin
parametrelerinde arttiglar goriilmiistiir. Ekstraktla tedavi edilen gruptaki peroksidazlar
(POD), GSH, CAT, SOD ve TBARS gibi antioksidan enzimlerin seviyeleri kontrol
grubuna kiyasla yakin olan gelismis sonuclar gosterdi. Genel olarak sonuglar, P.
dactylifera tohum ekstraktlar1 ile tedavi edilen sicanlarin hafiza ve davranisini
tyilestirmede oldukca etkili oldugunu kanitladi. Antioksidanlar ve enzimler de arttiglar
goriilmesi sebebi ile AH tedavisi i¢in aday olabilecegi belirtilmistir [184]. Murraya
koenigii yapraklarinin diyabetik farelerde alloxan kaynakli bilissel bozulma tizerindeki
etkisinin arastirildigi calismada, ardisik giinlerde uygulamanin AChE aktivitesini belirgin
sekilde azalttig1 belirtilmistir. Beyin dokusu homojenatlarinda TBARS seviyesinde
azalma ve CAT, GSH ve glutatyon rediiktaz (GR) seviyelerinde artiglar saglamistir.
Murayya koenigii, bunama hastalar1 i¢in umut verici bir gida takviyesi olabilir. Murraya
koenigii (L.) bahar yapragi 6zlerinin alloxan ile indiiklenen diyabetik hayvanlarda biligsel
gerilemeyi, kolinerjik islev bozuklugunu ve oksidatif hasarin azalmasini1 6nleyebilecegi
sonucuna vartlmistir. Sonugta, norolojik dejeneratif bozukluklardan Ozellikle AH
tedavisinde Murraya koenigii ekstraktlarinin  geleneksel kullanimiin nérolojik
gerekcelendirmeye uygun oldugu belirtilmistir [185]. Baska bir ¢alismada, icv STZ
enjeksiyonu sonrasinda 21 giin boyunca giinliik tannik asit (TA) tedavisi uygulandiginda
Alzheimer tipi sporadik demans tipi modelde goézlenen hafiza eksikliklerini ve
norokimyasal degisiklikleri 6nleme yetenegini arastirilmistir. Siganlar, 21 giin boyunca
giinliik TA (30 mg/kg) ile tedavi edildi ve ardindan icv STZ enjeksiyonu yapilmistir.
STZ'min 6grenme ve hafiza bozukluklarina neden oldugu belirtilmistir. TA ile tedavinin
bu etkileri onleyebildigi vurgulanmistir. STZ, serebral korteks ve hipokampiiste AchE
aktivitesinde artiga, Na*, K""ATPaz aktivitesinde azalmaya ve TBARS, nitritler ve ROT

seviyelerinin artmasina ve antioksidan enzim aktivitesinin azalmasini saglayarak
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oksidatif strese sebep olmustur. TA ile uygulamas: bu nérokimyasal degisikliklerin
cogunu Onlemistir. Nihayetinde, TA hafiza eksikliklerini, beyin enzim aktivitelerindeki
degisiklikleri ve STZ'nin neden oldugu oksidatif hasar1 onlemistir. Bu nedenle TA,
sporadik AH’nin 6nlenmesinde ilging bir strateji olabilir. TA ile tedavinin, Y-labirent
testindeki test fazinda STZ tarafindan indiiklenen uzamsal bellek bozuklugunu 6nledigi
gosterilmistir. STZ grubundaki hayvanlar, kontrol grubuna kiyasla yeni kolda daha az
zaman harcamiglardir. Nesne tanima testinin egitim asamasi, test gruplari arasinda bir
etkilesim gostermemis, bu da Onemli bir fark olmadigimi diisiindiirmiistiir. Test
asamasinda STZ grubunda TA ile tedavinin, kontrol grubuna kiyasla yeni bir nesnenin
kesfedilmesi i¢in harcanan toplam siireyi azalttig1 ve TA tedavisinin bellek biitiinliigiinii
korudugu belirtilmistir. Kontrol grubuna kiyasla STZ grubunda TBARS'ta énemli bir
artis gostermesine ragmen TA tedavisinin korteks ve hipokampiiste bu artis1 engelledigi
belirtilmistir. Nitrit ve ROT seviyeleri ile ilgili olarak STZ grubunda artiglar gostermistir.
TA tedavisinin icv-STZ grubunda nitrit ve ROS iiretimini 6nledigi diistiniilmektedir.
Serebral korteksteki ve hipokampiisteki toplam tiyol seviyelerinde énemli bir degisim
goriilmemistir [186]. icv-STZ sicanlarinda TBARS, nitrit ve ROT seviyelerinde énemli
bir artig gosterdi, bu da serebral korteks ve hipokampusta oksidatif stresin neden oldugu
noronal hasara isaret ediyor. Beyin dokusu, 6zellikle serbest radikal saldirilarina karsi
savunmasiz olan bircok doymamis yag asidi icerir. Bu nedenle, STZ tarafindan
indiiklenen TBARS'daki artig, icv-STZ'ye bagh olarak nitrit ve ROS seviyelerindeki
artisa baglanabilir. Bu calismada, TA ile kronik tedavi, hem serebral kortekste hem de
hipokampusta STZ'nin neden oldugu antioksidan enzim aktivitelerindeki azalmay1
Onlemistir. Ayrica TA, serebral yapilarda TBARS artigin1 ve ayrica hipokampusta ROT
ve nitrit diizeylerinin artisin1 engellemistir. A¢ik alan testinde, kontrol grubuna kiyasla ne
TA ne de STZ gegis sayisim1 degistirmemistir. Bu yilizden TA ve STZ'nin herhangi bir

motor degisiklige neden olmadigini diigiindiirmektedir [186].

Skopolamin (SCO) tedavisi hafizayr ve bilisi bozmus, oksidatif stresi artirmis,
norotransmitterleri azaltmis ve beyinde ciddi noérodejeneratif degisikliklere neden
olmustur. SCO enjeksiyonundan 90 dk sonra farkli dozlarda nigella sativa 400 mg/kg;
biberiye 200 mg/kg; adagayr 600 mg/kg ve ginseng 200 mg/kg 6ziitleri kullanilmistir.
Deney sonrasinda, dort bitki 6zliniin tamaminin uygulanmasiyla dlgiilebilir bir sekilde
hafiflettigi belirtilmistir. SCO grubunun CAT seviyeleri kontrol grubuna oranla énemli

Ol¢iide azalmistir. 4 bitki 6zitiiniin uygulandig1 gruplarda CAT seviyelerinde onemli
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artiglar gozlenmistir. SCO'nun kontrole gére TBARS diizeyini 6nemli 6l¢iide artirirken 4
bitki 6ziitii ile tedavili grublarinda, SCO grubuna kiyasla TBARS seviyesinde anlamli bir
diisiis gozlenmistir. SCO, kontrole gére AChE'nin beyin seviyelerini 6nemli olciide
azaltmistir. SCO grubun kontrol grubuna kiyasla calisan bellekleri 6nemli derecede
geriletmistir. 4 bitki 06ziitlii tedavili gruplarda ise, SCO'nun neden oldugu hafiza
bozuklugunu 1iyilestirdigi belirtilmistir [187]. Mevcut calismada gruplar arast serum
TNF-a seviyeleri arasinda anlamli fark saptanmamaistir. Fakat STZ-DIDS ve STZ-DAV
gruplarinin beyin TNF- a seviyesi KONTROL grubuna gore daha diisiik oldugu
saptanmistir SHAM grubun serum IL-10 seviyesi hem KONTROL grubuna hem de STZ-
DIDS-DAYV gruplarina gore daha yiiksek bulunurken, beyin IL-10 bakimindan gruplar
arasinda fark saptanmamistir. Benzer sekilde STZ-DAV grubunun serum TBARS
seviyesi KONTROL ve SHAM grubuna gore daha yiiksek oldugu saptanirken, STZ-
DIDS-DAV grubunun beyin TBARS seviyesinin STZ grubundan daha diisiik oldugu
goriilmiistiir. Gruplar arasinda serum CASP-3 seviyesi bakimindan fark bulunmazken,
STZ-DIDS grubunun beyin CASP-3 seviyesi KONTROL ve SHAM grubuna gore daha

diisiik oldugu belirlenmistir.

Alzheimer hastaligi, insanlarda ve hayvan modellerinde TSPO'daki degisiklikler
acisindan en ¢ok caligilan patolojidir. AH nin molekiiler aktorleri (amiloid ve tau) oldugu
belirtilmistir [188]. Transgenik (Tg) AH sicanlarin hipokampiisiindeki TSPO seviyeleri
yabani tip sicanlara oranla anlamli artig gostermistir. Tg-AH si¢anlarin yaglar arttik¢a 12
aylik olana kiyasla 24 aylik olan grupta bu oran siddetlenmistir. 12 aylik Tg-AH si¢anlar
ve yabani tip siganalarin karaciger, dalak, distal kolon, duedenum ve g6z dahil perifer
organlar1 arasinda ki TSPO seviyeleri karsilastirildiginda yalnizca 24 aylik olan grubun
gozlerinde ki TSPO miktarlarinda artis gézlenmistir. 24 aylik sicanlarda 12 aylik Tg-AH
sicanlara gore duodenumda TSPO'da artis gdzlenmistir. Tg- AH si¢anlarinda farkli beyin
bolgelerindeki TSPO ekspresyonu kiyaslandiginda, 12 aylik grubun yabani tip ve 21 aylik
grublara kiyasla yalnizca hipokampiisiinde 6nemli artis gozlenmistir. 24 aylik Tg-AH
grubunun TSPO seviyeleri, 12 aylik Tg-AH grubu, 12 aylik yabani grup, 24 aylik yabani
gruba kiyasla hipokampiis, beyincik, frontal korteks, striatum ve beyin kalintilarinda
anlaml artis gbézlendi. Hipokampiistaki astrosit, mikroglia ve endotel hiicre gruplari
arasinda karsilastirma yapildiginda TSPO degerlerinin astrosit ve migroglia hiicre
gruplarinda anlaml artis sagladigi gozlendi. TSPO artis1 sadece 24 aylik sicanlarin

striatum, frontal korteks, beyincik, beyin kalintis1 ve gozlerinde goriildi. 12 aylik
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sicanlarda ki amiloid birikinti seviyeleri, diger beyin bolgeleriyle karsilastirildiginda
hipokampusta en yliksek gozlenmistir. Hipokampiiste, TSPO seviyelerinin yasla birlikte
diizenlendigini ve bu artiglarin hiicresel kokeninin gelistigi gosterilmistir. 12 ayhk
siganlarda TSPO artisindan astrositlerin sorumlu oldugu belirtilirken, 24 aylik
sicanlardaki TSPO seviyelerinden mikroglialarin sorumlu oldugu ifade edilmistir. Tg —
AH olan gruplarda ki TSPO artisindaki bu artis glial hiicre sayisindaki artis olmadan,
hiicre basmma TSPO alanlarinin artistyla iliskilendirilmistir. Insan AH deneklerinin
temporal korteksinde, doku seviyesinde gozlenen TSPO artislarinin, siganda oldugu gibi
astrositler ve mikrogliadan kaynaklandigim1 fakat insan AH’da bu TSPO
upregiilasyonunun mikroglial hiicre sayisindaki bir genisleme ile iliskili oldugu
belirtilmistir [189].  Alzheimer hastaliginin sican modelinde dopamin sistemi ve
serotonin ile baglantisindaki degisikliklerin arastirildig1 ¢alismada, AP birikintilerinin
varliginin ve TSPO’nun upregiilasyonunun tek basina AH teshisini temsil edemeyecegi
belirtilmistir. Biligsel bozukluktaki nérotransmitter sistem tutulumu, bu monoaminerjik
yolaklardaki islev bozukluklarinin, AH’da bellek bozuklugunun patofizyolojisine
katilabilecegi belirtilmistir. 6 aylik yasa sahip grupta TSPO asir1 ekspresyonu ilgili
dopaminerjik sistem bdlgeleri olan substantia nigra, pars compacta ve reticulata, ventral
tegmental alan (VTA) dahil, hipokampus ve isitsel korteks, entorhinal korteks ve gorsel
korteks bolgelerinde artig gostermistir [190]. Serotonin reseptor blokajina yanit olarak 6
aylik Tg- AH si¢anlarda dopamin saliniminin 6nemli 6l¢lide azaldigi gosterilmistir. Bu
fonksiyonel degisiklikler, sadece serotonin blokaj yogunlugunun azalmasini degil, ayni
zamanda dopaminerjik sistem alanlarinda TSPO-iltihab1 ve amiloid plaklarin birikmesini
de yatkin hale getirmektedir [190]. Caligmamizda serum ve beyin homojenatlarinda ki
TSPO seviyelerinde anlamli fark goriilmiistiir. STZ-DIDS-DAV gubunun serum TSPO
seviyesi hem STZ-DIDS grubuna STZ grubuna azalis gosterirken, STZ-DIDS grubunun
beyin TSPO seviyesi ise STZ ve STZ-DAYV grublarinaazalis gdstermistir. Buna ek olarak
STZ-DIDS-DAYV grubunun beyin TSPO degerleri sirasiyla STZ ve STZ-DAYV gruplarina

gore azalig gostermistir.

Korteks ve hipokampiiste AH sicanlarin ROT yabani tip siganlara kiyasla anlaml yiiksek
degerdeydi. Artan ROT seviyelerinin egzersiz egitimi ile korteks ve hipokampiiste Gnemli
seviyede hafifledigi goriildii. 4-HNE ve lipid peroksidasyonunun AH grubunda artis
gosterirken egzersiz gruplarinda azaldig: bildirilmistir. 12 aylik Tg-AH siganlarinin, kosu

band1 egzersizi sonrasi mikroglia aktivasyonunu ve proinflamatuar sitokinlerin salinimini
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onemli 6l¢iide artirdigi belirtilmistir. Proinflamatuar sitokin seviyelerinin uzun siireli
egzersiz egitimiyle belirgin sekilde baskilandigini, ve antiinflamatuar sitokinlerin
yukseldigi belirtilistir. Kosu band1 egzersizi, Tg-AH siganlarin  korteks ve
hipokampiisinde = mikrogliyozu azaltir ve proinflamatuar sitokin {iretimini
baskilamaktadir. Enflamatuvar sitokinlerin salinmasi {izerindeki etkisini incelemek i¢in
major proinflamatuvar transkripsiyon faktorii NF-xB, TNF-o ve IL-1p seviyeleri
karsilastirildi. Korteks ve hipokampus dokularindaki enflamatuar sitokinlerin seviyeleri,
Tg-AH sig¢anlarin korteks ve hipokampiisiinde yabani si¢anlara kiyasla NF-kB, TNF-a,
IL- 1B 6nemli Olciide artmistir. Egzersiz egitimli grupta ise korteks ve hipokampiiste
major proinflamatuar transkripsiyon faktoriinii ve proinflamatuar sitokin salinimi anlaml
azalmistir. AH grupta yabani gruba kiyasla IL-4, IL-10 ve IL-13 anti-enflamatuvar
sitokin seviyelerinin baskilandig goriilmistiir [191]. Calismamizda beyin IL-10
seviyeleri arasinda anlaml fark gézlenmezken serum IL-10 seviyerinde ise KONTROL

grubunun STZ-DIDS-DAV grubuna oranla anlamli artis gostermistir.

Voltaj bagimli anyon kanallar1 -1, AH’nin en Onemli belirtegleri olan AP ve tau
hiperfosforilasyonu, RONT basta olmak {izere bir¢ok oksidadif stress parametrelerinin
hiicreye girisi ve apoptoz indiiksiyonu i¢in gerekli anyon kanallaridir. VDACT'in
hiicrenin yasami ve Oliimiindeki bu merkezi rolii, Ap ve tau toksisitesi ile iliskisi,
norodejeneratif hastaliklarda asir1 ekspresyonu 6zellikle AH gibi patolojilerde apoptozu
ve diizensiz hiicre metabolizmalarini hedefleyerek umut verici yenilik¢i bir hedef haline
getirilmelidir. Ozetle, VDAC!’in hiicrelerde ve mitokondrilerde asir1 ekspresyonunun,
apoptoz indiikleyicilerinin artmasiyla hiicreyi oliime gotirdiigii bir¢ok c¢alisma ile
desteklenmektedir. Bu sebeple, VDACI1 oligomerizasyon seviyesinin ve apoptozun
hedeflenmesinin, AH i¢in yeni bir terapdtik strateji olabilecegi vurgulanmaktadir. Bu
nedenle, VDAC1 in pro-apoptotik aktivitesini dnlemenin, AH’da hiicre 6liimiinii inhibe

etmek i¢in ideal bir yontem olabilecegi goriilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Intraserebroventrikiiler STZ uygulamasiyla sigan beynin oksidatif stres temelli deneysel
AH modeli basarili sekilde olusturulmustur. Deneysel AH modelinde meydana gelen
hiicresel hasarlara karst DAV ve DIDS uygulamasiin toksik etkiye karsi tutumu ve
koruyucu etkisi serum ve beyin dokularinda biyokimyasal analizlerle sunulmustur. DAV
ve DIDS uygulamasinin 6grenme ve bellek iizerine etkilerini degerlendirmek i¢in RKL
testinden yararlanilmistir. DAV ve DIDS uygulamalarinin serum TNF-a seviyeleri
lizerine artig ve azalis saglamadig saptandi. Beyinde ki TNF-a seviyelerinde KONTROL
grubunun STZ-DIDS ve STZ-DAV grubuna kiyasla 6nemli artis gostermistir. STZ-
DIDS-DAV uygulamasinda farkin gozlenmemesi bu farmokolojik uygulamalarin TNF-a
lizerine ayri ayr1 daha etkili olabilir. DAV ve DIDS STZ ile AH modelinde bir gostergesi
olan serum AB1-42 ve TSPO, VDACI seviyelerinin diizenlenmesinde etkilidir. DAV ve
DIDS uygulamast yapilan grubun ortalama serum TBARS seviyeleri beklenenin aksine
KONTROL ve SHAM grubuna kiyasla artis gostermistir. Beyin TBARS seviyeleri
degerlendirildiginde STZ-DIDS-DAV grubununda STZ grubuna kiyasla daha diistiktii.
DAV ve DIDS’mm VDACI iizerine etki mekanizmas1 ve apoptosisle iliskisinin etki

mekanizmasini belirlemek i¢in mitofaji hedefli molekiiler caligmalar ile desteklenmelidir.

Alzheimer hastaligr ve néronal VDAC1’in hedeflendigi ve ikincil habercilerin dahil
caligmalara ihtiyag vardir. Deneysel AH modelinde DAV ve DIDS uygulamasinin TNF-
a diizeyini azaltabilecegi tespit edilmistir. DAV tek bagina inflamasyonu azaltmaktadir.
Fakat DAV ve DIDS birlikte uygulandiginda daha etkili inflamasyonu azaltabilecekleri

gOriilmiistiir.

RKL testine gore, DAV ve DIDS uygulamasinin hafiza tizerindeki etkilerinin uzun siireli
ve daha yliksek dozlarda gozlenmesi gerektigi sonucuna varilmistir. RKL testinde daha
cok anlamli verilerin 6n egitim fazinda elde edildigi goriilmiistiir. Egitim fazinda anlamli

artiglarin gdzlenmemistir.
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