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OZET

Deneysel Alzheimer Hastahginda TGF-p1’in Prefrontal Korteks ve Hipokampuste Ap-40 ve a- -y
Sekretaz Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Alzheimer hastahg1 (AH), 6grenme ve hafiza fonksiyonlarinda bozulma, giinliik yasam
aktivitelerinde gerileme ile karakterize kronik, kompleks norodejeneratif bir hastaliktir. Amiloid
plaklar, norofibriler yumak olusumu, néron ve sinaps kaybi ile beyinde belirgin atrofi, hastaligin
en onemli histopatolojik bulgularidir. Giiniimiize kadar hastaliin etiyolojisi, patogenezi ve
histopatolojisi ile ilgili cok sayida faktoriin varh@ one siiriilmiis olmakla birlikte, mekanizmasi
heniiz tam olarak aydinlatilmis degildir. Amiloid beta (AB) birikimi, hastahin patogenezinden
sorumlu en temel degisikliktir. AB-40 ve AB-42 patogenezde yer alan 6nemli amiloid beta tiirleridir.
B-sekretaz ve y-sekretaz enzimlerinin hiperaktivasyonu sonucu amiloid prekiirsér proteinin (APP)
anormal kesimi ile amiloid plak olusumu meydana gelmektedir. Doniistiiriicii biiyiime faktorii p1
(TGF-B1), hiicre metabolizmasi, doku homeostazi, noronal gelisim ve sinaptik plastisitede kritik
rollere sahip 6nemli bir biiyliime faktoriidiir. TGF-B1’in, norodejeneratif hastaliklarin olusumu ve
ilerlemesinin 6nlenmesinde antienflamatuvar etkisi ile yararh olabilecegi ileri siiriilmiistiir. TGF-
B1’in eksitotoksisite, iskemi ve hipoksi kosullarinda néron Kkoruyucu etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. Yaslanma ve kronik enflamasyonlarda, TGF-g1/Smad sinyalinin inaktivasyonu,
mikrogliya aracih norodejenerasyonu uyarmaktadir. Dolayisiyla TGF-p1 sinyalizasyonunun
diizenlenmesi, AH tedavisinde yeni bir farmakolojik strateji olabilir. Literatiirde TGF-p1’in
noroprotektif etkisini gosteren calismalar yer alsa da Alzheimer hastaliginda TGF-B1’in A
birikiminde etkin rol olan sekretaz enzimleri iizerine etKkisi ile ilgili bir cahismaya rastlanmamstir.
Bu calismada deneysel AH benzeri hastallk modelinde TGF-B1’in a, B ve y-sekretaz enzimlerinin
regiilasyonu, Af-40 birikimi, apopitoz ve ndronal hasar iizerine etkisinin incelenmesi amacland.

Seksen sekiz adet erkek Swiss-Albino cinsi fare rastgele ayrilarak, herhangi bir
uygulamanin yapilmadigi kontrol grubu, yalnizca SF uygulamasinin yapildig1 sham grubu, TGF-f1
uygulanan grup, 28 giin boyunca Skopolamin uygulanan deney grubu ve Skopolamin+TGF-f1
uygulanan tedavi grubu olmak iizere 5 gruba béliindii. Tedavi grubunda yer alan fareler kendi
icinde 2 alt gruba ayrildi. Sham, TGF-p1 kontrol, deney, tedavi-1 ve tedavi-2 gruplar1 56. giine
kadar bekletilerek uygulanan yontemlerin uzun siireli etkileri de incelendi. 28. ve 56. Giinlerde
Moris su havuzu testi uygulanarak hafiza ve bellek fonksiyonlari incelendi. Tiim gruplardan 28. ve
56. giinlerde alinan hipokampus ve prefrontal korteks dokulari 151k ve elektron mikroskobik,
immunohistokimyasal ve biyokimyasal yontemlerle incelendi.

Moris su havuzu testinde deney gruplarinda, hafiza ve bellek performansinin azaldig:
goriiliirken, tedavi gruplarinda hafiza ve bellek performansinin tekrar yiikseldigi gézlendi. Ap-40
ve kaspaz-3 immunreaktivitesinin hipokampus ve prefrontal kortekste deney grubunda 28. ve 56.
giinlerde arttigi, TGF-p1 tedavisi sonucu immunreaktivitenin azaldig1 gozlendi. Isik ve elektron
mikroskobik incelemelerde deney gruplarinda néronlarda ve gliya hiicrelerinde yapisal
degisikliklerin varhig: tespit edildi. TGF-B1 tedavi gruplarinda hiicresel degisikliklerin nispeten
azaldig1 gozlendi. o-sekretaz ekspresyonunun deney gruplarinda azaldigi goriiliirken, tedavi
gruplarinda arttig1 tespit edildi. p ve y- sekretaz enzim seviyelerinin deney gruplarinda arttigy,
tedavi gruplarinda ise azaldig1 belirlendi.

Skopolaminle olusturulan Alzheimer benzeri hastalilk modelinde TGF-B1’in hafiza ve
bellek performansini arttirarak, Ap-40 birikimini engellemesiyle Alzheimer hastaligi iizerine tedavi
edici etkisinin olabilecegi diisiiniildii. Ayrica kaspaz-3 ekspresyonunu down-regule ederek néronal
hasarin onlenmesinde etkili olabilecegi belirlendi. Ayn1 zamanda a, f ve y-sekretaz enzimleri
iizerinde diizenleyici rolii ile hastaligin 6nlenmesinde etkili olabilecegi gosterildi. Biitiin bulgular
birlikte degerlendirildiginde, TGF-B1’in Alzheimer hastahiginda tedavi edici bir ajan olarak
degerlendirilebilecegi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastalhigi, Ap-40, Isik ve Elektron Mikroskopi, TGF-p1 ve a, B, y-
sekretaz enzimleri
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ABSTRACT

Effects of TFG-p1 on AB-40 and a- B- y Secretase Expression in Prefrontal Cortex and
Hippocampus in Experimental Alzheimer's Diseases

Alzheimer's disease (AD) is a chronic complex neurodegenerative disease characterized by
impaired learning and memory functions and regression in activities of daily living. Amyloid
plaques, neurofibrillary tangle formation, loss of neurons and synapses, and marked atrophy in the
brain are the most important histopathological findings of the disease. Although many factors
related to the etiology, pathogenesis and histopathology of the disease have been suggested to date,
the exact mechanism is not yet known. Amyloid beta (AP) deposition is the most fundamental
change responsible for the pathogenesis of the disease. AB-40 and AB-42 are important amyloid
beta species in the pathogenesis. Amyloid plaque formation occurs with abnormal cleavage of
amyloid precursor protein (APP) as a result of hyperactivation of P-secretase and y-secretase
enzymes. Transforming growth factor §1 (TGF-p1) is an important growth factor with critical roles
in cell metabolism, tissue homeostasis, neuronal development and synaptic plasticity. It has been
suggested that TGF-p1 may be beneficial in preventing the formation and progression of
neurodegenerative diseases with its anti-inflammatory effect. TGF-p1 has been shown to have
neuroprotective effects in conditions of excitotoxicity, ischemia, and hypoxia. In aging and chronic
inflammation, inactivation of TGF-B1/Smad signaling induces microglia-mediated
neurodegeneration. Thus, regulation of TGF-B1 signaling may be a new pharmacological strategy
in the treatment of AD. Although there are studies showing the neuroprotective effect of TGF-B1 in
the literature, no study has been found on the effect of TGF-g1 on secretase enzymes, which have
an active role in Ap accumulation in Alzheimer's disease. In this study, it was aimed to examine the
effect of TGF-p1 on the regulation of a, p and y-secretase enzymes, AB-40 accumulation, apoptosis
and neuronal damage in an experimental AD-like disease model.

Eighty-eight male Swiss-Albino mice were randomly divided into 5 groups as the control
group without any treatment, the sham group in which only SF was applied, the group in which
TGF-p was administered, the experimental group in which Scopolamine was applied for 28 days,
and the treatment group in which Scopolamine + TGF-B1 was applied. The mice in the treatment
group were also divided into 2 subgroups. In order to examine the long-term effects of the applied
methods, sham, TGF-B1 control, experiment, treatment-1 and treatment-2 groups were followed
until the 56th day, and the Moris water pool test was applied on the 28th and 56th days, and
memory functions were examined. Hippocampus and prefrontal cortex tissues taken from all
groups on the 28th and 56th days were examined by light and electron microscopic,
immunohistochemical and biochemical methods.

In the Moris water pool test, it was observed that memory performance decreased in the
experimental groups, while memory performance increased again in the treatment groups. It was
observed that AB-40 and caspase-3 immunoreactivity increased in the hippocampus and prefrontal
cortex on the 28th and 56th days in the experimental group, and immunoreactivity was decreased
as a result of TGF-B1 treatment. Structural changes were detected in neurons and gliyal cells in the
experimental groups in light and electron microscopic examinations. It was interesting that cellular
changes were relatively decreased in TGF-$1 treatment groups. It was found that a-secretase
expression decreased in the experimental groups, while it increased in the treatment groups. It was
determined that B and y-secretase enzyme levels increased in the experimental groups and
decreased in the treatment groups.

It was thought that TGF-p1 might have a therapeutic effect on Alzheimer's disease by
increasing memory performance and preventing AB-40 accumulation in the Alzheimer's-like
disease model induced by scopolamine. In addition, it was determined that it may be effective in
preventing neuronal damage by down-regulating caspase-3 expression. At the same time, it has
been shown that it can be effective in preventing the disease with its regulatory role on o,  and y-
secretase enzymes. When all the findings were evaluated together, it was concluded that TGF-p1
could be evaluated as a therapeutic agent in Alzheimer's disease.

Keywords: Alzheimer's disease , AB-40, Light and Electron Microscopy, TGF-g1 and e, B, y-
secretase enzymes.
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1. GIRIS

Alzheimer hastaligt (AH), farkli derecelerde biligsel faaliyetlerde bozukluk,
giinliik yasam aktivitelerinde azalma ve bellek degisiklikleri ile karakterize kompleks
norolojik bir hastaliktir (1). Senil plaklar (SPs), norofibriler yumaklar (NFTs), sinaptik
kayip ve norodejenerasyon, hastaligin temel patolojik bulgularidir. Senil plaklar,
merkezi sinir sisteminde amiloid beta (AP) adi verilen proteinin birikimiyle olusur.
Diger yandan, hiperfosforile olmus tau proteinlerinin ndronlarda birikimiyle olusan
norofibriler yumaklar da AH’nda goriilen onemli diger bir patolojik siireci temsil
etmektedir. En sik gozlenen noérodejeneratif hastalik olarak goriilen AH’nda sinir
hiicrelerinde ilerleyici hasar sonucu, sinir sistemi fonksiyonlarinda 6nemli derecede
kayip meydana gelir (2).

Glinlimiize kadar yapilan arastirmalarda AH’ nin olusumu ve tedavisi iizerinde
¢ok Onemli gelismeler kaydedilmis olmakla birlikte, hastaligin olusumu ile ilgili
patolojik siireglerin sebepleri halen tam olarak bilinmemektedir (3). Hastaligin
olusumunda en kritik patolojik etkenlerden birisi olan amiloid beta birikimiyle olusan
senil plaklarin, baslica beyin korteksinde biriktigi ve daha sonra diger beyin bolgelerine
yayildigi rapor edilmistir (4, 5, 6). AH’nin olusumunda genetik mutasyonlarin yaninda,
kronik hastaliklarin varligimin da etkili oldugu bilinmektedir. Bu nedenle AH’nin
olusumunda yas, aile Oykiisii, apo€4 geni, orta diizeyli bilissel kayip, kardiyovaskiiler
risk faktorleri, Diyabetes Mellitus (DM), sosyal ve bilissel yiikiimliiliikler ile travmatik
beyin hasar1 gibi pek ¢ok faktor rol almaktadir. Alzheimer hastaliginin toplumlarda
goriilme sikliginin oldukca farkli oldugu bilinmekle beraber, genellikle 65 yas alti
bireylerde %5, 65-74 yas grubunda %12-15, 75-84 yas arasinda %19-44, 85 ve tizeri
yaslarda ise %38-42 oraninda gozlenebildigi rapor edilmistir (7, 8, 9). Hastalarda beyin
korteksi ve hipokampuste yaygin senil plaklarin goriildiigii ve olugsan ndrodejenerasyona
bagli olarak 6zellikle hipokampuste % 45-55 oraninda sinaptik kaybin meydana geldigi
bildirilmistir (10). Senil plaklarin major komponenti olan amiloid betanin (AP),
noronlar, gliya hiicreleri ve kapiller endotel hiicreleri {izerinde toksik etkiye sahip
oldugu rapor edilmistir (11). AP peptidinin daha biiyiik bir transmembran protein olan
amiloid prekiirsor protein (APP)’den proteolitik yolla olustugu bilinmektedir (12). Bu
peptidinin, AB-40 ve AB-42 formlarinin Alzheimer hastalarinin beyin dokulari ve



serebral damarlarda norotoksik etkiye sahip oldugu, AP birikimine bagli olarak
norovaskiiler fonksiyonlarin bozuldugu ve olusan hiicresel dejenerasyonun kronik hale
geldigi rapor edilmistir. Ayn1 zamanda, meydana gelen oksidatif stres ve kalsiyum
dengesindeki degisiklikler, noéronlarda iyon kanallarinin yapisina zarar vermekte ve
uzun siireli elektriksel aktivitenin bozulmasi sonucu néron dliimii ve fonksiyon kaybi
olusmaktadir (13, 14). AP, B-site APP ayirma enzimi-1 (BACE1) ve presenilin-1 (PS1)
olarak da isimlendirilen PB-sekretaz ve y-sekretaz aracili sirali boliinme ile o-sekretaz
enziminin aktif sekilde gorevini yapamamasi sonucu, amiloid prekiirsér proteinden
tiretilmektedir (15, 16). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, AP nin saglikli bireylerin
plazma ve serebrospinal sivisinda disiikk seviyelerde bulundugu ve uzun siireli
Hipokampus aktivitesi, sinirsel iletim ile hafiza i¢in gerekli oldugu vurgulanmistir (2,
17, 18). Bununla birlikte, AP iiretiminde goriilen artisa bagli olarak, noronlarda ve
ekstraselliiler alanlarda asir1 AP birikiminin meydana gelmesi, AH’nin gelisimi ve
ilerleyisinde ¢ok dnemli bir agama olarak degerlendirilmektedir (11).

AB’nin birikimine bagli olarak, baslica ndronlarda ve gliya hiicrelerinde
apopitotik mekanizmalarin aktive olmasi 6nemli diger bir patolojik siirectir. AP,
hiicrelerde mitokondriyal disfonksiyona yol agarak, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
artisina yol agmaktadir. Son yillarda yapilan arastirmalarda, AB'nin anahtar enzimlerin
aktivitelerini azaltarak mitokondriyal dinamikleri bozdugu, buna bagli olarak da
elektron tagima zincirinin zarar gordiigli rapor edilmistir. Olusan patolojik degisiklikler
sonucunda oksidatif stres, aksonal tagimada islev bozuklugu ve mitokondriyal DNA
hasar1 olugsmaktadir. AB plaklarinin olusumundan once ¢oziiniir haldeki A, hidrojen
peroksit seviyesinde degisime ve sitokrom-C oksidaz aktivitesinde azalmaya sebep
olmaktadir. Mitokondriyonlarda AP birikimine bagl olarak, mitokondriyal membranda
oksidatif hasarla birlikte, lipid polaritesi ve protein hareketliliginde bozulma ile
solunum zinciri inhibe olmaktadir. Mitokondriyal membran gecgirgenligi ve sitokrom-C
saliniminin artmasi sonucu apopitoz kaskadinin aktive olmasi ile birlikte de noronal
oliim ve enflamatuvar siiregler uyarilmaktadir (19).

Amiloid beta birikimi ve APP’nin anormal sekilde kesilmesi, AH’nin
olusumunda ©Onde gelen sebeplerdir. Son yillarda biligsel ve kognitif belirtilerin
Onlenmesi ve olusan patolojik degisikliklerin ortadan kaldirilmasina yonelik farkli

tedavi yaklasimlart mevcuttur. Glinlimiizde AH’nin semptomlarini iyilestirme ve



hastaligin ilerlemesini durdurmaya yonelik tedavi segenekleri 6n plana g¢ikmistir.
AH’nda asetilkolinesteraz (AChE) inhibitorii ve N-metil D-aspartat (NMDA) reseptor
antagonisti olan ilaglar, semptomatik tedavi amaciyla kullanilmakla birlikte yan etkileri
nedeniyle bazi sinirlamalar1 da beraberinde getirmektedir (20). Diger taraftan, son
yillarda AH’nda gen tedavisi yaklasimi da literatiirde siklikla yer almaktadir. Gen
tedavisinde ana hedef, hastaligin onlenmesinde etkili olacagi diisliniilen molekiiliin
yeterli seviyede, uzun siireli ekspresyonunu saglamaktir (21).

Giliniimiizde AH’nin tedavisinde, aktif ve pasif immunoterapi yontemi ile AP
birikiminin engellenmesi diisiiniilmektedir. Bu amagla gelistirilen asilarda ileri
gelismeler kaydedilmis ve daha ¢ok AH’nin baslangic doneminde tedavinin oldukca
etkili olabilecegi hastalik modellerinde gosterilmistir (22). Sinir biiyiime faktorii (NGF)
ve Beyin kokenli norotropik faktor (BDNF) gibi biiyiime faktorleri, merkezi ve periferik
sinir sisteminin gelisim ve fonksiyonunda yer alan 6nemli biiylime faktorleridir. Yakin
zamanda yapilan arastirmalarda NGF ve BDNF gibi biiylime faktorlerindeki dengenin
bozulmas1 veya yetersizligin AH nin olusumunda etken olabilecegi rapor edilmistir.
Dolayisiyla AH patolojisinde, biiyiime faktorlerinin yeterli diizeyde varligina iliskin
yaklagimlar ideal tedavi secenekleri arasinda 6n plana ¢ikmaktadir (23, 24).

AH’nin olusum mekanizmalarinin anlasilmasi ve hastaligin tedavisinde in-vivo
ve in-vitro kosullarda deneysel arastirmalar yogun olarak yiirtitiilmektedir. Muskarinik
asetilkolin reseptor antagonisti olan Skopolamin uygulamasinin deneysel AH modeli
olusturmada etkili bir yontem oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir. Skopolamin’in,
AH’na benzer biligsel amneziyle birlikte, beyinde AP ve tau birikimi ile elektro-
fizyolojik degisikliklere neden oldugu rapor edilmistir (25).

Doniistiiriicii bitytime faktorii B1 (TGF-B1), TGF-p siiper ailesinin bir tiyesi olup,
hiicre metabolizmasi, doku homeostazinin kontrolii, noronal gelisim ile sinaptik
plastisitede kritik rolleri olan 6nemli bir biiyiime faktoriidiir. Cok yonlii etkiye sahip bir
sitokin olan TGF-B1’in, antienflamatuvar etkisi ile noérodejeneratif hastaliklarin
olusumu ve ilerlemesinin 6nlenmesinde 6nemli olabilecegi ileri siiriilmiistiir. TGF-B’nin
beyinde hipokampus ve prefrontal kortekste yogun olarak lokalize oldugu,
eksitotoksisite, iskemi ve hipoksi kosullarinda noéron koruyucu etkiye sahip oldugu
literatiirde gosterilmistir. Yaslanma ve kronik enflamasyonda, TGF-B1/smad sinyalinin

inaktivasyonu, mikrogliya aracili nérodejenerasyonu uyarmaktadir. Bu nedenle, TGF-



B1 sinyalizasyonunun diizenlenmesi, AH tedavisinde yeni bir farmakolojik strateji
olabilir. TGF-B1 sinyalinin bozulmasinin, hiicrelerde A birikimi ile norofibriler yumak
olusumunu tetikleyebilecegi rapor edilmistir (26). TGF-p1’in AH’nda noéroprotektif
etkisinin oldugu ileri siiriilse de etki mekanizmasi halen tam olarak aydinlatilmamustir.
Bugiine kadar yapilan arastirmalarda, TGF-f1’in AH’nda A birikiminde rol alan a,
ve y-sekretaz enzim ekspresyon diizeyleri lizerine etkisini aragtiran bir ¢alismaya
rastlanmamuistir.

Sunulan c¢alismada deneysel AH modelinde, TGF-B1’in, beyinde Ap-40
birikimi, a, B ve y-sekretaz enzimlerinin ekspresyonu ve apopitoz iizerine etkilerinin
mikroskobik, immunohistokimyasal ve biyokimyasal yoOntemlerle incelenmesi
amaglandi. TGF-B1’in intraperitoneal yolla sistemik uygulanmasinin AH {iizerinde
tedavi edici ve profilaktik etkisi, farkli tedavi gruplarinda, 6grenme ve bellegin kritik
merkezleri olan hipokampus ve prefrontal kortekste bu ¢alismada ilk defa arastirildi.
Ayrica TGF-B1’in uzaysal 6grenme ve bellek iizerine etkisi de fizyolojik davranis

testleriyle analiz edildi.



2.GENEL BILGILER

2.1. Demans

Demans (bunama), diistinme, hatirlama ve akil yiiriitme gibi biligsel islevlerin ve
davranigsal yeteneklerin, kisinin giinlilk yasamini ve faaliyetlerini engelleyebilecek
diizeyde kaybi olarak tanimlanir. Demansta 6zellikle hafiza, dil becerileri, gorsel algi,
problem ¢6zme, kendi kendini yoOnetme, odaklanma ve dikkat etme yetenegi
etkilenebilmektedir. Demans hastalar1 derecesi degismekle birlikte duygularii kontrol
edemezler ve kisilikleri degisebilir. Demansin siddeti, kisinin yasamini etkilemeye
basladig1 en hafif asamadan, kisinin temel yagam aktiviteleri i¢in tamamen baskalarina
bagimli olmas1 gereken en siddetli asamaya kadar degisir. Beyindeki ndronlarin hasar
sonrast fonksiyon kayb1 gergeklestiginde diger noronlarla baglantilar kesilir ve yaygin
noron Sliimii gerceklestiginde demans belirtileri ortaya ¢ikar. Normalde de yaslanmaya
bagli beyinde noron kaybi gozlenmekle birlikte, demans hastalarinda sinir hiicre
kaybinin ileri diizeyde oldugu belirlenmistir (27). Alzheimer hastaligi, Parkinson
hastaligi, Huntington hastalig1r ve vaskiiler bozukluklar gibi pek c¢ok ndrodejeneratif
hastaligin demansa yol actifi bilinmektedir. Bununla birlikte demans hastalarinin
yaklasik %60-70’ini Alzheimer hastalar1 olusturur. Bunun yaninda, vaskiiler demansin
%20, Lewy cisimcigi demansinin %10 ve frontotemporal demansin da %2 oraninda

goriildiigii rapor edilmistir (28).

2.2. Alzheimer Hastahg:

Alzheimer hastaligt (AH), kronik ve ilerleyici bir hastalik olup,
norodejenerasyon ve hafiza kaybi ile karakterize demansin en 6nde gelen sebeplerinden
olan kompleks bir hastaliktir (29). AH klinik olarak erken ortaya ¢ikan hafiza kaybiyla
birlikte, biligsel ve davranigsal bozukluklar ile karakterize edilmektedir (30, 31). Son
yillarda yaygin olarak goriilen AH’ nin, 2050 yilinda tiim diinyada yaklasik 135 milyon

insani etkileyecegi tahmin edilmektedir (32).

2.3. Alzheimer Hastaliinin Tarihcesi
Alzheimer hastaligi, ilk kez 1906’da Alman psikiyatrist Dr. Alois Alzheimer

tarafindan presenil demans olarak tanimlanmistir. Dr. Alzheimer, ilerleyici bilissel



kayba sahip bir hastanin 6liimii sonrasinda yapilan beyin otopsisinde, beyin dokusunda
¢ok sayida miliyer odaklar tespit etmistir. Senil demans olarak isimlendirilen bu
bulgulara sahip hastalarin beyin dokularinda belirgin olarak atrofi gelistigi gosterilmistir
(32, 33).

Alzheimer hastalifinda ortaya cikan serebral atrofinin, kan akiminin asamali
olarak bozulmasma bagli olarak gelistigi rapor edilmistir. Alois Alzheimer,
Bielschowsky metodu ile demansi olan 51 yasinda bir kadin hastada sira dis1 yeni bir
noronal patolojiyi tanimlamistir. N6ron sitoplazmasinda fibriler yumaklar ile presenil
demansta da tanimlanan, plak benzeri yapilar1 tespit etmistir (Sekil-1). Hastaligin
baslangi¢ yasi, hizli ilerleyisi ve lezyonlarin siddetindeki artis senil demanstan farkl
olarak degerlendirilmistir. Daha sonra yapilan arastirmalarda senil plaklar ve
norofibriler yumaklara sahip presenil demans vakalarimin tespit edilmesi ile bu
hastaligin "Alzheimer Hastalig1" olarak isimlendirilmesi saglanmistir (34).

Alzheimer hastaliginin tanimlanmasindan giiniimiize kadar yapilan ¢alismalarda,
hastaligin patogenezine yonelik gelistirilen hipotezlerde AB ve Tau birikimi, hastaligin
gelisim stirecinde esas hedef olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte AB ve Tau
birikiminin altinda yatan mekanizmalarin tam olarak anlagilabilmesi i¢in ileri ¢aligmalar

halen gliniimiizde de siirdiiriilmektedir (35).
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Sekil 1. Saglikli ve Alzheimer hastaligi olan beyin goriintiisii (36).



2.4. Alzheimer Hastaliginin Epidemiyolojisi

AH, tim diinyada toplumsal, sosyal ve mali ylikii olan ¢ok Onemli bir halk
saglig sorunudur. Giiniimiizde AH’nin diinyada gelismis veya gelismekte olan birgok
iilkede yasli ve yetiskinler arasinda onde gelen 6liim nedenlerinden birisi oldugu kabul
edilmektedir. Hastalarin dogrudan bakimi ve tedavisi icin yilda yaklagik 200 milyar
dolar harcandig1 hesaplanmistir. AH, tek bir nedene bagli olmayan multifaktoriyel bir
hastaliktir ve pek c¢ok risk faktoriiniin hastaliin gelisimi ve ilerlemesi ile iliskili
olabilecegi diisiiniilmektedir. AH'nin gelisiminde en biiylik risk faktoriiniin yaslanma
oldugu kabul edilmektedir. AH'na yakalanma olasiligimin yasla birlikte katlanarak
arttig1 ve bu oranin 65 yas ve iizerinde, her 5 yilda bir ikiye katlandig1 bildirilmistir
(37). Bununla birlikte, genetik mutasyona sahip veya ailesel AH gegmisi olan bireylerde
hastaligin ¢ok daha erken baslayabildigi de rapor edilmistir (38).

Ailesel AH gegmisi olan bireylerde, kromozom-1 ve 14'te bulunan presenilin
genlerinde veya kromozom 21'de bulunan amiloid prekiirsor protein (APP) geninde
otozomal dominant mutasyon gézlenmektedir. Ayrica, Down sendromlu (trizomi 21)
bireylerde de erken baslangicli AH gelisme riskinin yiiksek oldugu bildirilmistir.
AH'nin kadinlar arasinda daha yiliksek oldugu ve bu durumun kadinlardaki daha uzun
yasam siiresi ile ilgili oldugu disiinilmektedir (39). Diger taraftan disiik egitim
kazanimmin AH goriilme sikligini arttiran risklerden biri oldugu vurgulanmistir (40).
Gilinilimiize kadar yapilan arastirmalar serebrovaskiiler risk faktorlerinin AH'nin
gelismesinde ve ilerlemesinde ¢ok Onemli bir yer tuttugunu gdstermektedir. Ayrica
diyabet, hipertansiyon, obezite ve sigara Oykiisii olan kisilerde AH riskinin yiiksek
oldugu bildirilmistir (41). Bunlara ilaveten, birinci derece akrabalarinda AH goriilen
bireyler ile biling kayb1 ve kafa travmasi gegiren kisilerde de hastaligin olusum riskinin

yiiksek oldugu kabul edilmektedir (42).

2.5. Beyin Histolojisi

Insan beyni, yaklasik seksen alti milyar ndron igeren, viicudun en karmagik
yapisi olarak kabul edilir. Merkezi sinir sistemi (MSS), gri ve beyaz cevherden olusur.
Gri cevher noronlar, gliya hiicreleri ve kan damarlarindan olusurken, beyaz cevher gliya
hiicreleri, sinir hiicrelerinin aksonal uzantilar1 ve kan damarlarini igermektedir. Serebral

korteks, ndronlardan olusan, birbirleriyle baglantili ¢ok tabakali bir diizenlenmeye



sahiptir. Serebral kortekste yer alan sinir hiicreleri piramidal hiicreler, fusiform hiicreler
ve graniiler hiicreler olmak iizere siniflandirilir. Kortekste goriilen diger hiicre tipleri
Cajal-Retzius hiicreleri ve Martinotti hiicreleridir (43, 44, 45).

Piramidal Hiicreler: Korteksin hiicresel bileseninin %75'ini  olusturan
noronlardir. Piramidal ndronlar biiylik ¢apli néronlar olup, farkli biiytikliiklere sahip
olabilmektedir. Genellikle beyin korteksinin yiizeyine dogru ilerleyen bir apikal
dendrite ve coklu bazal dendritlere sahiptir. Akson c¢ogunlukla beyaz cevhere
uzanmaktadir (46).

Fusiform Hiicreler: Korteksin derinlerinde yer alan ndronlardir. Dendritleri
kortikal yiizeye dogru uzanir, aksonlari ise komissural, assosiyasyon veya projeksiyon
liflerine katilir.

Graniiler (Stellat) Hiicreler: Cogunlugu kiiciik olan néronlardir. Korteksin
yiizeyinde sayilar1 az olmakla birlikte, diger tabakalar daha fazla sayida bulunan
ndronlardir. Fonksiyonel olarak uyarici veya inhibitor néronlar olarak kabul edilir.

Cajal-Retzius Hiicreleri: Beyin korteksinin yiizeysel tabakasinda yer alan,
akson ve dendrite sahip, ¢cok az sayida bulunan noéronlardir.

Martinotti Hiicreleri: Korteksin derin tabakalarinda yer alan ters piramidal
noronlardir. Aksonlari korteks yiizeyine dogru uzanir (44, 47).

Beyin korteksi 6zel boyama teknikleri ile incelendiginde ndronlarin tabakalar
seklinde diizenlendigi goriiliir. Beyin kesitinde ndronlarin perikaryonlarii belirleyen
boya metodlarinin uygulanmasiyla, perikaryonlarin yerlesim diizeni yoniinden 6 korteks
tabakast ayirt edilir. Bu sekilde tabakalara ayirma, hiicresel yapi diizeni veya
sitoarkitektiir olarak adlandirilir. Buna gore beyin korteksi tabakalari; en ylizeyden
beyaz cevhere dogru, molekiiler tabaka, dis graniiler tabaka, dis piramidal tabaka, i¢

graniiler tabaka, i¢ piramidal tabaka ve multiform tabaka olarak siralanir (Sekil 2) (48).

2.5.1. Molekiiler tabaka

Pia materin hemen altinda en ylizeyel kat olup, baslica ylizeye paralel seyreden
ve daha derindeki hiicrelerden koken alan lifler ile kiiciik sinir hiicresi
perikaryonlarindan meydana gelir. Sinir hiicrelerinin perikaryonlart 1g seklinde,
yassilasmis ve ¢ok kutupludur. Dendrit ve aksonlar1 kisadir. Miyeloarkitektiirii III.

kattaki piramidal noronlarin dendritleri ile yine ayni katta yer alan ters piramidal



hiicrelerin (Martinotti hiicreleri) aksonlarinin bu kata ulasarak yiizeye paralel

dallanmalar gdstermeleri ile olusur.

Sekil 2. Beynin histolojik goriintiisii. Beyin korteksinde (gri cevherde, GC) noronlar ve gliya hiicreleri
izlenmektedir. Beyaz cevherde gliya hiicrelerinin (GH) varligr goriilmektedir. Gri cevherde
grantiler hiicreler (GrH), fusiform hiicreler (FH), piramidal hiicreler (PH)’in varlig1 ile pia mater

(PM)’de yer alan genis bir ven (V) izlenmektedir (49).

2.5.2. D1s Graniiler Tabaka

Cogunlukla kiigiik graniiler hiicrelerden olusur. Noronlarin kiiciik boyutta
olmasindan dolay1 graniiler bir goriinlime sahiptir. Sinir hiicreleri ¢ok kutupludur,
dendrit ve aksonlar1 kisadir, bulunduklar1 katta kalirlar. III. katta yer alan piramidal

hiicrelerin dendritleri I. kata gegmek icin bu kattan gecer.



2.5.3. Dis Piramidal Tabaka

D1s piramidal tabakada biiyiik piramidal hiicreler yer alir. Noron perikaryonlari
piramidal sekilli olup, 20-30 mikron kadar ¢apa sahiptir. Dendritleri I. kata kadar
uzanarak, orada yiizeye paralel olarak dallanir. Tabandan ¢ikan aksonlar alttaki katlar
gecerek demetler halinde baglayici ve komissural lifler olarak beyaz cevhere girer. Bu
tabakada pek c¢ok kiiciik graniil hiicreleri de bulunur. Bunlara ilaveten bu tabakada
aksonlar1 molekiiler tabakaya kadar uzanan, ters piramit seklindeki Martinotti hiicreleri

de yer almaktadir.

2.5.4. i¢ Graniiler Tabaka

Graniiler hiicrelerden ve az sayida piramidal hiicrelerden olusur. Perikaryonlarin
siklig1 buraya graniillii bir goriiniim verir. Graniiler hiicrelerin aksonlar1 kortekste
sinaps yaparken, piramidal hiicrelerin aksonlar1 korteks icinde daha derin tabaka
hiicreleriyle sinaps yapar veya korteksi gecerek beyaz cevhere katilir. Bu katin genisligi
korteksin cesitli bolgelerinde birbirlerinden farklidir. Motor ve 6n motor bolgesinde

olduke¢a kalindir.

2.5.5. i¢ Piramidal tabaka

Beynin en biiyiilk ¢apli noronlarinin bulundugu tabakadir. Bu tabakada ayni
zamanda orta biiytikliikte piramidal hiicreler de yer alir. 40-60 mikron kadar ¢apa sahip,
bliylkk piramidal hiicrelere Betz’in dev piramidal hiicreleri denir. Noron
perikaryonundan ayrilan dendritler 1. kata ¢ikar ve orada yiizeye paralel olarak dallanir.

Biiyiik piramidal hiicrelerin aksonlar1 uzundur ve beyaz cevhere gecer.

2.5.6. Multiform Tabaka

Multiform tabaka gesitli sekillerdeki hiicreleri igerir. Biiyiik capli perikaryona
sahip noronlarin dendritleri II. ve III. katlara ¢ikar, aksonlar1 ise beyaz cevhere girer. Bu
tabakada ters piramidal hiicreler olan Martinotti hiicreleri de bulunur. Bunlarin aksonlar1
I. kata ¢ikar. Aksonlardan ve kollateral uzantilardan olusan yiizeye paralel uzanti

demetleri de gézlenir. Bu kat motor bolgelerde kalin, duyusal bolgelerde incedir.
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Beyin korteksinin yapisal diizenlenmesi beyinin hemen her bolgesinde aynidir
ve bu yapi diizenine sahip korteks izokorteks olarak adlandirilir. Bazi alanlarda ise
korteks degisik hiicresel diizenlenme gosterir ve allokorteks adini alir (44, 49, 50, 51,
52, 53, 54, 55).

Gri cevherin altinda yer alan beyaz cevher, ndrogliya hiicreleri ile desteklenen
ve farkli yonlerde seyreden sinir lifi demetlerinden (aksonlardan) meydana gelir. Sinir
lifleri, ayn1 hemisfere ait korteksin degisik bolgelerini birbirine baglayan, baglayici
lifler (assosiyasyon lifleri), bir hemisfere ait korteks bolgelerini, kars1 diger hemisferin
korteks bolgelerine baglayan komissural lifler ile beyin korteksini daha derindeki

merkezlere baglayan projeksiyon lifleri olarak siniflandirilir (56).

2.5.7. Beyin Embriyolojisi

Merkezi sinir sistemi, embriyoda 3. haftanin basinda, primitif diigiimiin 6niinde,
dorsal orta hatta noral plak olarak adlandirilan terlik bigiminde, ektodermin kalinlagmasi
seklinde ortaya cikar. Noral plagin yan kenarlarn kisa siire sonra ylikselerek noral
kivrimlari olusturur. Ileri gelisim sirasinda, noral kivrimlar yiikselmeye devam ederek
orta hatta birbirlerine yaklagirlar ve noral olugu olustururlar. Daha sonra uglar
birbirleriyle kaynasarak ndral tiipii meydana getirir. Kapanma servikal bolgede baslar,
sefalik ve kaudal yone dogru ilerler. Noral tiipiin 6n ve arka kisimlart gegici olarak agik
kalir. Noropor olarak adlandirilan bu agikliklar, amniyon sivisi ile noral tiip arasinda,
gecici bir stire devamlilik saglayarak, noral tiiplin kan damarlari olusana kadar
beslenmesini saglar. Kraniyal noéroporun kapanmasi, servikal bolgedeki kapanma
alanindan kraniyale dogru ilerler ve bu bolgeden daha sonra 6n beyin gelisir. Kraniyal
noropor, 18-20 somitlik evrede (25. giinde), kaudal ndropor ise yaklasik 3 giin sonra,
28. gilinde kapanir. Noral tiipiin sefalik ucundan 3 genisleme seklinde primer beyin
vezikiilleri (Prosensefalon, mezensefalon ve rombensefalon), kaudal ucundan ise
medulla spinalis gelisir.

Gelisim sirasinda orta beyinde sefalik fleksiir, arka beyin ile spinal kord arasinda
da servikal fleksiir sekillenir. Embriyo 5 haftalik oldugunda prosensefalonun ug
kismindan gelisen telensefalon, iki primitif lateral hemisferi olusturur. Prosensefalondan
gelisen diensefalon goz vezikiillerinin ¢ikintisi ile karakterizedir. Derin bir hat olan

rombensefalik istmus, mezensefalonu, rombensefalondan ayirir. Rhombensefalon,
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gelecekte pons ve serebellumu olusturacak metensefalon ile medulla oblangatay:
olusturan miyelensefalon boliimlerinden meydana gelir.

Serebral korteks palliumdan gelisir.  Pallium, korpus striatumun hemen
lateralinde yer alan paleopallium (arkikorteks) ve hipokampus ile paleopallium arasinda
bulunan neopallium (neokorteks) boliimiinii igerir. Neopalliumda, noéroblastlar subpial
bir yerlesim gostermek i¢in dalgalar halinde kortekse dogru goc eder ve daha sonra
olgun noronlara farklanirlar. Her yeni ndroblast dalgasi bolgeye ulastiginda, bu hiicreler
kendilerinden 6nce olusmus hiicre tabakalar1 arasindan gegerek subpial pozisyonlarini
alirlar.  Boylece, daha Once olusan noroblastlar kortekste daha derin yerlesimde

kalirken, sonra meydana gelen hiicreler daha yiizeyel bir pozisyon alirlar (57, 58).

2.6. Hipokampus Histolojisi

Hipokampus, uzunlugu 5 cm olan C harfi seklinde, temporal boynuzun medial
taban1 boyunca uzanan bir gri cevher boliimiidiir. Makroskobik olarak bas, govde ve
kuyruk olmak tizere 3 boliimden olusur. Kesitlerde denizatina benzemesi sebebiyle ismi
Yunanca bu anlama gelen “hippo-campus” kelimelerinin (hippo: at, campus: deniz)
birlesimi ile verilmistir. Daha 6nceki Misir’da yasayan bilim insanlari, kog boynuzuna
benzedigi i¢in bu anlama gelen “Cornu Amonis” olarak isimlendirmisler ve
hipokampusun bdlimlere ayrilmast bu kelimelerin bas harfleri kullanilarak “CA”
seklinde belirtilmistir (59). Hipokampusun, hafiza, uzaysal 6grenme, heyecan uyandiran
tepkiler ve heyecanin kontrolii, i¢ organlarin aktiviteleri ile beyin korteksinde néral
fonksiyonlarin diizenlenmesi gibi pek ¢ok gérevi bulunmaktadir (60, 61).

Hipokampus, hiicre yerlesimine gore CA1, CA2, CA3 ve CA4 olmak iizere 4
boliime ayrilir. Fonksiyonel olarak da bu boliimlerin farkli goérevleri oldugu
belirlenmistir. CA1, subikulum bdéliimiine komsudur. CA4 ise dentat giyrusa yakin olan
boliimdiir. CA3, CAl ile baglantili olan kisimdir. Bu béliimler igerisinde CA1, uzaysal
ogrenme ve hafizadan sorumlu olan esas kisim olup, entorinal korteksten bilgileri alir ve
degerlendirir. CA1 ve CA3 ndronlarinin iligkisi hafiza acgisindan olduk¢a onemlidir.
CAT1’den alinan ¢iktilar, subikulum, prefrontal korteks ve entorinal kortekse gider. CAl
bolgesi korteksten gelen bilgilerle, CA3 bolgesinden gelen bilgiler arasinda bir
uyumsuzluk olup olmadigin1 denetleyen bir kontrol merkezi olarak gérev yapmaktadir

(62).
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Hipokampus mikroskobik olarak birbiriyle baglantili tabakalar seklinde

diizenlenmistir. Buna gére hipokampusun 7 tabakadan olustugu belirlenmistir.

2.6.1. Alveus Tabakasi
Hipokampusun en derin tabakasidir. Bu tabaka piramidal hiicrelerin aksonlarini
icermektedir. Hipokampusun en kritik ¢iktilarina uzanan aksonal lifler bu bdliimden

gecmektedir.

2.6.2. Stratum Oriens
Piramidal hiicrelerin dendritleri ile ara ndronlarin yerlestigi tabakadir. Bu

boliimdeki ¢ogu aksonlar ayn1 zamanda alveus liflerine de katilmaktadir.

2.6.3. Stratum Piramidalis
Golgi tip-II noéronlar ve biiyiik piramidal hiicrelere sahiptir. Ayni zamanda bu
tabakada, yosunsu (mossy) liflerin yaptig1 sinapslar bulunur. Bir¢ok ara néron govdesi

bu tabakada yer almaktadir.

2.6.4. Stratum Lusidum
Mossy liflerin transvers eksende uzanip sonlandigi bu tabaka, hipokampusun en
ince tabakas1 olarak kabul edilir. Bu tabaka yalnizca CA3 boéliimiinde goriiliir. Hiicresel

yonden yogun piramidal sekilli motor ndronlar1 igerir.

2.6.5. Stratum Radiatum
Schaffer kollateral liflerini iceren hipokampus tabakasidir. Ayni zamanda septal
ve kommisural lifler de bu boliimde bulunur. Yapisal olarak stratum oriense benzerlik

gosterir.

2.6.6. Stratum Lakunozum
Schaffer kollateral liflerinin devamini igeren oldukga ince bir tabakadir. Ayni
zamanda entorinal kortekse uzanan perforan lifleri de icermektedir. Cogu zaman bir

sonraki tabaka olan molekiiler tabaka ile birlikte isimlendirilir.
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2.6.7. Stratum Molekiilare

Perforan liflerin ve piramidal hiicrelerin apikal dendritlerinin bulundugu
hipokampusun en dis tabakasidir (63).

Hipokampus embriyolojik olarak koroid fissurun dis kismindan gelisir.
Baslangicta beyin korteksine yakin olarak anterior boliimde yerlesim gosterir, beynin
ileri gelisimiyle birlikte inferiyo-medial yonde son pozisyonunu alir. Bu siiregte
hipokampusun olusacagi bolgeye dogru noral progenitor hiicreler gog eder. Gelisimin
13. ve 14. haftalarinda temporal lobun medial yiizeyinde primitif hipokampus ortaya
cikar. 15. ve 16. haftalarda dentat giyrus ve kornu amonis adi verilen primitif
hipokampus bélimlerinin  katlanmalart gergeklesir. 18-20. haftalarda hipokampus
goriinim ve biiyiikliik agisindan oldukga gelismis durumdadir. Hemisfer duvarlarinin
kalinlagmas1 ve ventrikiiliin median duvarina dogru biiylime ile hipokampusun gelisimi
tamamlanir. Hipokampusun ventrikiiler yiizeyinin tamami kendi hiicrelerinden gelen
aksonal sinir uzantilarindan meydana gelir. Dolayistyla sinir uzantilarinin olusturdugu
alveus adi verilen yapiyla ortiilidiir. Alveus liflerinin bant seklini almasiyla olusan
yaptya “fimbria hippokampi” adi verilir. Bu yapinin 6n ucu “gyri hippokampi”, arka
ucu ise alveusla birlikte “crus fornicis” olarak adlandirilir. Alveustan fimbriyaya gelen
lifler, forniksin baslangi¢ kismini olusturur. Forniks miyelinli sinir liflerini igeren
boliimdiir. Afferent sinir lifleri hipokampusun forniks adi verilen boliimiinden ¢ikar ve

ilgili alanlara uzanir (64, 65, 66, 67).

2.7. Amiloid Prekiirsor Protein

Amiloid prekiirsor protein, (APP) hem ekstraselliler hem de intraselliiler
boliimlere sahip, Tip-1 transmembran protein ailesinin bir liyesidir. Memelilerde APP
ve homologlar1 hiicre yiizey reseptorii, hiicre adezyonu, sinaptogenez gibi kritik
fonksiyonlarda goérev almaktadir. APP ailesi, memeli beyinlerinde fazla miktarda
eksprese edilirken, Drosophila noéronlarinda, APPL ve APLP gibi APP ailesi
proteinlerinin daha az eksprese edildigi bildirilmistir. Viicuttaki farkli dokularda da bu
proteinlerin varligi rapor edilmistir. Insanda 21. kromozomun uzun koluna yerlesmis
olan APP geni, yaklasik 240 kb uzunlugunda olup, 18 adet ekzon icermektedir.
Amiloidojenik fragmanlar, Ap alanindaki sekans degisiminden dolay1 APP’den

tiretilmektedir. APP’nin proteolizi i¢in birden fazla alternatif yol mevcuttur. Bu yollarin
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bazilar1t AH patogenezinde dnemli rol oynayan A peptidinin iiretimini saglarken, diger
yolaklar bu tiretime yol agmamaktadir (68).

Endoplazmik retikiilim ve Golgi aygitinda sirasiyla iiretimi gergeklesen APP,
noronlarda ilgili aksonun sinaptik terminallerine kinesin-1 araciligiyla hizli aksonal
tagima ile iletilir. APP’nin islenmesi i¢in gereken diger 6nemli adimlar, hiicre yiizeyinde
ve trans golgi aginda (TGN) ger¢eklesmektedir. APP iiretildikten sonra hiicre ylizeyine
veya endozomal kompartmana taginir. Klatrin bagimli vezikiiller bu adimlarin her
ikisine de aracilik eder. Ilk olarak hiicre yiizeyine tasinan APP, a-sekretaz ve y-sekretaz
enzimleriyle proteolize ugrar. Bir diger yol ise B-sekretaz ve y-sekretaz proteazlarini
iceren endozomal yolaktir. Bu yollardan ikincisi amiloid beta (AP) ftretimi ile
sonuglanir. APP, a-sekretaz ve y-sekretaz ile kesime ugradiginda herhangi bir patolojik
amiloid beta birikimi goriilmezken, B-sekretaz ve y-sekretaz ile kesime ugradiginda

patolojik amiloid beta birikimi gézlenmektedir (69).

2.8. Amiloid Beta (Ap) Peptidi

Amiloid beta peptidi, insan, maymun, kdpek, fare gibi birgok canlinin beyninde
ve diger organlarinda biriken yiiksek oranda korunmus bir protein olan APP’nin
proteolizi sonucunda olusur. AB birikim olusturan toksik bir polipeptittir (70, 71).
Amiloid beta (AP), oligomerler halinde birikir ve bu birikimin sonucunda B-yapraklar
seklinde amiloid fibrilleri olusur. Amiloid hipotezine goére, AP biyosentezinde gorev
alan genlerin mutasyonuna bagli olarak, AP klirensi ve iiretimi arasinda ortaya ¢ikan
dengesizlik sonucunda A birikimi gézlenmektedir (72).

AP peptidi, plazma membraninda, kanda ve serebrospinal sivida (CSF)
bulunabilen ve fizyolojik kosullarda ¢ok diisiik konsantrasyonlarda ¢oziinebilen bir
yaptya sahiptir (73, 74). APP iki farkli proteolitik yolaktan geger. Bu yollar,
amiloidojenik yol ve non-amiloidojenik yol olmak iizere siiflandirilir. Bu yollar ile AP
peptidinin olusup olusmayacag tayin edilmektedir (75). Non-amiloidojenik yolakta ilk
olarak a-sekretaz enzimi gorev yapar. Bu enzim ile APP, 6nce APP-o adi verilen
fragmente boliinlir. Bu boliinmede, boliinme pozisyonu APP’nin orta kismindan
gerceklestigi icin toksik bir amiloid veya tam bir amiloid beta olusumu gerceklesmez
(76). Amiloidojenik yolakta ise APP, ilk olarak B-sekretaz adi verilen enzimle klevaja

ugramaktadir. APP, bu bdlinmeyle N-terminal fragmenti olan SAPP-B ve C-terminal
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fragmenti olan C99’a klevaj edilmektedir (77). Bu boliinmeyi takip eden siiregte, bir
diger onemli sekretaz ailesi liyesi olan y-sekretaz tarafindan, daha o6nce olusan C99
fragmenti tekrar boliiniir ve amiloid beta peptidi iiretilir (Sekil 3). Bu boliinme sonucu
iki farkli kesim ve bu kesimlere ait farkli klevaj pozisyonlarindan dolayi, 37 ile 46
amino asit zinciri arasinda degisen formasyonlarda Ap peptidinin olusumu
gozlenmektedir. AB-40 ve AB-42, en yaygin AP peptidi izoformlar1 olarak bilinmektedir
(78, 79). AP peptidi, AH’nda en ¢ok goriilen patolojik degisiklik olan senil plaklari
olusturmaktadir. AH lizerine yapilan hem genetik hem de biyokimyasal ¢alismalardan
elde edilen bulgulara gore, bu ndropatolojik degisiklik, 6zellikle beyinde korteks ve
hipokampuste goriilmekte olup, bu birikimin nérodejenerasyona ve sinir sisteminde geri
donilisiimii olmayan hasara yol actig1 bilinmektedir (70, 71). Yapilan ¢alismalarda APP
ve sekretaz genlerinin mutasyonunun, amiloidojenik yolag: indiikledigi ve bu durumun
erken baslangigcli AH ile dogrudan iligkili oldugu disiiniilmektedir (80). Normal
kosullarda AP, beyinden uzaklastirilarak beyin dokusu korunmaktadir. Af’nin
uzaklastirllmasinda farkli mekanizmalar gérev yapmaktadir. Diisiik dansiteli lipoprotein
reseptorii iliskili protein-1’in AB’nin kan-beyin bariyerini gegmesine yardimci oldugu
bildirilmistir. Bunun yaninda, baz1 proteazlar, neprilizin, giimis bagimh
metalloproteazlar, insiilin azaltict enzim ve anjiotensin doniistiiriicii enzimin, AB’nin
beyinden atilimima yardimci oldugu rapor edilmistir (81). AB-40 ve AP-42 benzer
yapiya sahip olup, AB-42°de iki amino asit dizisi daha uzundur. AB-40, hiicrede
endoplazmik retikulumda iretilirken, Ap-42’nin trans Golgi aginda iretimi
tamamlanmaktadir. Bunlarin yaninda, AB-40 hiicreye enerji tiikketimi olmadan
endositotik olmayan yolaklarla alinabilirken, AB-42 endositotik yolaklar ile hiicre
icerisine alinmaktadir. Yapilan caligmalarda her iki izoformun da lizozomda birikim
yapabildigi bildirilmistir. (82) Bu izoformlarm, Alzheimer hastaliginda goriilen senil
plaklarda en cok biriken amiloid beta tiirleri oldugu ve sitotoksisiteyir uyardiklari
belirlenmistir. Bu amiloid beta tiirlerinin AH patolojisiyle iliskili oldugu yaygin olarak

kabul edilmektedir (83).
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Sekil 3. Amiloidojenik ve non-amiloidojenik yolun semasi (84).

2.9. Alzheimer Hastaligimin Patogenezi

Alzheimer hastali§1 iizerinde c¢alisan bilim insanlari, hastaligin preklinik
asamasini  “hiicresel asama” olarak belirtmislerdir. Hiicresel asamada, noéronlar,
astrositler ve mikrogliya basta olmak iizere, hiicrelerde meydana gelen degisiklikler
ifade edilmektedir. Hiicrelerde olusan bu degisiklikler, bilissel bozukluklarin ortaya
cikmasindan Once hastaligin sinsi ilerledigi donemde ger¢eklesmektedir (85).

Noroenflamasyon, vaskiiler degisiklikler, glimfatik sistemde harabiyet ve islev
bozukluguna paralel olarak baslayan A birikimi ile hastaligin gelisimi giderek ilerler
(86, 87). Giiniimiize kadar yapilan ¢alismalarda, Alzheimer hastaliginin patogenezi net
olarak anlagilmasa da belirli baz1 kaskadlarin aktive olmasi hastaligin patogenezinin
temelini olusturur. Alzheimer hastaliginda ortaya ¢ikan patolojik degisikliklerle ilgili
giinimiize kadar bircok calisma yapilmistir. Yapilan bu ¢alismalarda sorumlu
mekanizmalarin ¢ogu iki temel hipotezden tiiretilmistir. Bu hipotezlerden ilki; amiloid
kaskad hipotezi iken, ikincisi ise tau patolojisi iizerine olusturulan hipotezdir.
Alzheimer hastaligimin mevcut patogenezinin anlasilabilmesi icin bu hipotezlerin
detayli incelenmesi gerekmektedir. Amiloid beta, hala tam olarak bilinmeyen

mekanizmayla, ndronlarda graniilo-vakuoler degisikliklerle baglayan patolojik olaylar
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zincirine neden olmakta, tau proteini yayilimimni da indiikleyerek, hastaligin

patogenezinde 6nemli degisikliklere neden olmaktadir (88).

2.9.1. Amiloid Kaskad Hipotezi

Amiloid beta plaklari, ilk olarak Paul Blocq ve George Mannesco tarafindan
1892 yilinda ileri yastaki hastalarin beyinlerinde yapilan ¢aligmalarda kesfedilmistir.
Bunu takip eden yaklasik 100 yillik ¢alisma zincirinin ardindan Glenner, Alzheimer
hastalarinin meningeal damarlarindan AB’y1 izole etmis ve kismen peptit dizisini
tanimlamistir (89). AP’nin {iretiminde, non-amiloidojenik yolla, o- ve y-sekretaz
enzimlerinin etkisiyle olugan amiloid prekiirsor proteinin s-APP-a domaini, ¢dziiniir bir
fragment olarak olugmaktadir. Bu yolla ndrotropik ve noroprotektif iriinler tretilir.
Normal sartlarda a- ve y-sekretaz enzimlerinin APP isleme siirecinde, AP birikimi
olmadan ¢oziinlir formda {retilmektedir ve bu yolla anormal AP birikimi
gerceklesmemektedir. Diger taraftan, amiloidojenik yolakta, f ve y sekretaz enzimleri
APP’nin islenmesinde gorev almakta olup, farkli uzunlukta A peptitlerinin birikimine
sebep olmaktadir. Dolayisiyla bu yolagin, AH patogenezinde norotoksisiteyi uyaran
senil plaklarin esas olusum yolagi oldugu kabul edilmektedir. Senil plaklarin olusumuna

neden olan AB’nin, AH i¢in primer baslatici faktor oldugu diistiniilmektedir (90).

Plaklar Yumaklar

Sekil 4. Beyin kesitinde senil plaklar (AB) ve norofibriler yumaklarin goriiniimii (Giimiigleme metodu)
(91).
Alzheimer hastaliginda, hipokampus ve bazal gangliyonlar, amiloid beta

birikiminin basladig1 ve AP plaklarinin olustugu primer alanlardir. AP birikimine yeni
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zincirlerin eklenmesi sonucu sinir hiicrelerinde mitokondriyal hasar, stabil olmayan
homeostaz ve sinaptik disfonksiyon AH’nda sik goriilen bozukluklardir (92).
Mikrogliya ve astrositlerin bu siliregte en fazla aktive olan hiicreler oldugu kabul
edilmektedir. Bu hiicrelerin aktivasyonu sonucunda enflamatuvar yanit ve oksidasyon
mekanizmalart uyarilmakta ve sonugta ndronal disfonksiyon ve apopitoz
tetiklenmektedir. Tau protein kinaz-1, AP birikimiyle aktive edilerek anormal tau
proteinin fosforilasyonu ve olusumunu tesvik edebilmektedir. Hiperfosforile tau
proteininin birikimiyle olusan noérofibriler yumak (norofibriler tangle) adi verilen
yapilarin meydana gelmesi sonucu tau patolojisi ortaya ¢ikar (Sekil 4) (91). Boylece AH
patogenezinden sorumlu mekanizmalar tam anlamiyla aktive edilmis olur (93).
Coziilebilen AP oligomerleri, oldukea toksiktir ve AH ile ilgili patolojik degisikliklerin
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (94). AH’nda AP oligomerlerindeki bu artisgin,
serebrospinal sivida da tespit edilebildigi bir ¢ok ¢alismada rapor edilmistir (95). AP
oligomerlerinin, AH’nda klinik semptomlar ortaya ¢ikmadan uzun yillar 6nce birikmeye
basladig1 rapor edilmistir. Bu birikimin uzun zamanl etkilesimi hastalarda depresyona
neden olmakta ve NMDA (N-metil D-aspartat), glutamat ve nikotinik asetilkolin
reseptorleri gibi birgok reseptoriin fonksiyonunda da bozulmaya yol agmaktadir. AP
oligomerleri reseptdriin yani sira, sinaptik membranlara da zarar vererek oksidatif
hasara ve tau patolojisinin ilerlemesine yol agmaktadir (96). Gilinlimiizde mevcut
terapotik stratejilerin hedefi, AR olusumunu ve birikimini azaltmak ve AP klirensini
artirmaktir (89). Bu amagla, hiicrelerde  ve y sekretaz aktivitelerini kontrol ederek, Af
tiretiminin azaltilmas: hedeflenmektedir (97). Bugiine kadar deneysel olarak, AP
degredasyonunu ve klirensini artirarak AH patogenezinin azaltilmas: {izerine pek g¢ok
arastirma yapilmistir. Bu ¢alismalarda, AP birikimini azaltmak i¢in reseptorlerle iliskili
kullanilan kimyasal ajanlarla ilgili olumlu baz1 sonuglar elde edilse de hedeflenen etkiye
ulagilamadigindan dolay1 faz III asamasina gegilememistir (98, 99).

AP birikimi, monomerlerin kararsiz oligomerler halinde birlesmesiyle meydana
gelir. Oligomerik AP, daha sonra kisa, esnek ve diizensiz protofibriller olusturmak tizere
toplanir ve olusan bu protofibriller, tekrarlayan oryante diizenle, ¢6ziilmeyen fibril
sekline doniisiirler. Bu doniisiim sonucunda olusan ekstraselliiler AP birikimleri,
hidrolitik bozulmaya kars1 direngli hale gelir (100). Olusan AP oligomerleri,

ektrasinaptik glutamat seviyelerinde anormal yiikselmeye yol agar ve buna bagl olarak,
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ekstrasinaptik NMDA reseptoriiniin aracilik ettigi eksitotoksisiteye neden olur. Buna
bagli olarak uzun siireli depresyon (LTD) ile ilgili mekanizmalarin da uyarilmasi,
postsinaptik depresyon ve dendritik ¢ikintilarin kaybi ile sonuglanmaktadir. Bunlarin
yaninda, AP intraselliiler kalsiyum (Ca) dengesini bozarak, mitokondriyal fonksiyonun
zarar gormesi sonucu reaktif oksijen sentezinin (ROS) iiretiminin artisina sebep olur.
Biitiin bu degisikliklerin ortaya ¢ikmasi, ndronal hasara ve hiicre 6liimiine yol agar

(101).

2.9.2. Amiloid Beta ve Mitokondriyal Disfonksiyon

Alzheimer hastaligr ile ilgili yapilan pek ¢ok c¢alismada mitokondriyal
disfonksiyonun AH patogenezinde 6nemli bir role sahip oldugu vurgulanmistir (102).
Hastalik siirecinde AP beyin noéronlarinda mitokondriyonlarda birikebilmektedir.
Olugsan bu birikime bagli olarak, mitokondriyal yapida bozulma, mitokondriyal
fonksiyonda ve ATP iliretiminde azalma, bozulan mitokondriyal dinamiklerle iligkili
oksidatif stres ortaya ¢ikmaktadir. Alzheimer hastalarinda ve deneysel arastirmalarda,
mitokondriyal AP seviyeleri ile mitokondriyal yap1 bozuklugu ve islevindeki
anormalliklerin paralel oldugu bildirilmistir. Ayrica AP birikiminin oldugu beyin
bolgelerinde hiicrelerde mitokondriyonlarin enerji metabolizmasinda azalma gorildigi
belirlenmistir. AP, ayn1 zamanda mitokondriyal dinamikleri degistirerek, organelde
sekil bozuklugu ile karakterize anormalliklere de yol agabilmektedir. Af maruziyeti,
mitokondriyal fisyon ve flisyon proteinleri ile iligkili etkilesim sorunlarina da yol
acmaktadir (103, 104). Yapilan arastirmalarda oksidatif degisikliklerin AH
patogenezinde 6nemli bir role sahip oldugu sonucuna varilmistir. Oksidatif stresin
hastaligin baslangic asamasinda ortaya ¢ikmasi, AP kaynakli AH patogenezini destekler
niteliktedir (105).

Mitokondriyonlar, hiicre i¢i ROS un birincil kaynagidir. AP peptitleri sitokrom-c
ve apopitoz indiikleyici faktorlerin salinmasina yol acarak, mitokondriyonlarda ROS
tiretimini indiikler ve bdylece mitokondriyal disfonksiyon ortaya ¢ikar, bu da hiicrede
apopitoza dolayisiyla noronal kayiplara yol agabilmektedir (103, 106). Son yillarda
tanimlanan appoptosin proteininin, AP ile indiiklenen ndéronal hiicre 6liimii i¢in 6nemli
bir diizenleyici oldugu bildirilmistir. Appoptosin ekspresyonunun, AH’nda arttig1 ve bu

proteinin down-regule edilmesinin, AH norotoksisitesine karsi koruyucu etkisinin
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oldugu ileri siiriilmiistiir. Bunlarin yaninda, amiloid baglayic1 dehidrojenaz, siklofilin-D
gibi diger mitokondriyal proteinlerin de AH ile ilgili disfonksiyonlarda rol
oynayabilecegi rapor edilmistir (91, 107).

2.9.3. Amiloid Beta ve Tau Iliskisi

Erken baslangicli AH’nda, AP olusumunu etkileyen APP ve PS1/2 genlerinde
olusan mutasyonlarin etkili oldugu bildirilmistir. Ayn1 zamanda MAPT (Microtubule-
associated protein tau-441 human) mutasyonlarinin hem AH’na bagli hem de AH’na
bagli olmayan demansa yol agabilecegi de belirtilmistir. Ayrica tau patogenezinin de AP
birikiminin etkisi ile olusabilecegi diisiiniilmektedir (108, 109). Gergekten de APP
transgenik hayvan modellerinden yapilan arastirmalarda, Af’nin tau patolojisini
indiikledigi gosterilmistir. Yiiksek plak yiikii olusturulan deney hayvani modellerinde,
AP plaklarim1 ¢evreleyen hiperfosforile tau iceren distrofik noritlerin varligi tespit
edilmistir (110). Transgenik sican beyinlerinde yapilan arastirmalarda, AH ile iligkili
APP/PS1 mutasyonuna bagli AB artisin1 takiben, p-tau diizeyinde artis gozlenmistir
(111). Bu artisin GSK3p (Glikojen sentaz kinaz 3f3) gibi tau kinazlarin aktivasyonu ile
gerceklesen tau hiperfosforilasyonundan kaynaklandigi rapor edilmistir (112). Bunlarin
yaninda, AP kaynakli enflamasyonlarda da tau artist meydana gelebilmektedir. AP
birikimi, dogustan gelen bir¢ok bagisiklik yolagini aktive ederek, enflamatuvar yanita
neden olan interlokin-1f gibi sitokinlerin serbest birakilmasinda rol oynamaktadir
(113). Buna karsin hem APP hem de tau transgenleri ile iligkili IL-1 sinyal yolagimnin
bloke edilmesi, tau patolojisini azaltmaktadir (114). AP tarafindan indiiklenen noéronal
hiicre 6liimii, fare ve insan tau nakavt néronlarda AR’ nin neden oldugu noérotoksisiteyi
engellemektedir (115). Ayrica taunun baskilanmasi, AP kaynakli aksonal tagimada
meydana gelen bozukluklari da Onlemektedir (116). Deney hayvanlarinda yapilan
caligmalardan elde edilen veriler, AP kaynakli noérotoksisite de taunun katkisini
desteklemektedir. Taunun delesyonu araciligiyla cesitli APP transgenik fare
modellerinde, 6grenme ve bellek bozuklugu ile eksitotoksisiteye kargt koruma
saglanabilmektedir (117). Patolojik tau oligomerlerinin, AB kaynakli toksisiteyi artirdigt
ve norotoksisiteye karst kritik bir mediyatér oldugu diistiniilmektedir. AR’ nin toksik
etkisinin, taunun katkisiyla giiglendigi distiniilmektedir (118). Tau, AB tasinmasini
saglayarak birikimini artirmaktadir (119). Drosophilalarda yapilan calismalarda AP
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ekspresyonu, tau fosforilasyonunu artirmis ve A tarafindan indiiklenen noérodejeneratif
degisiklikleri de uyarmustir. Ozellikle, noral terminal sinapslarda hem AP hem de
fosforile tau proteinlerine rastlanmistir. Biitiin bulgular birlikte degerlendirildiginde, A
ve tau aracili patogenezde AP’nin indiiklemesiyle, sinerjik bir etkinin ortaya ¢iktigi

sonucuna varilmistir (120).

2.9.4. Tau Patolojisi

Insan tau proteini, 16 ekzon igeren, 17. kromozom iizerindeki MAPT geni
tarafindan kodlanir. 2, 3 ve 10 ekzon igeren alternatif varyasyonlari, insan beyninde 6
farkli tau izoformu varyanti olusturur. Bu izoformlar, N-terminalinde 0,1 veya 2x29
amino asit ekinin ve 3R veya 4R (R: mikrotiibiil baglanma tekrar1) mikrotiibiil
baglanma tekrarlarinin eklenmesi ya da eklenmemesiyle ayirt edilmektedir (121).
Normal yetiskin insan beyninde 3R ve 4R tau izoformlari, 1:1 oraninda bulunur.
Degismis MAPT ve pre-mRNA eklenmesinden kaynaklanan dengesiz 3R:4R oranlari,
cesitli taupatilerde gozlenmistir. Ornegin; Pick hastahginda artan 3R:4R orani
goriiliirken, ilerleyici supraniiklear fel¢ ve kortikobazal dejenerasyonlarda azalan 3R:4R
oranlar1 tespit edilmistir (122). Alzheimer hastalarinin beyninde tau izoformlarinin
ifadesinin karmasik oldugu halen tartisilmakla birlikte, bazi ¢aligmalarda beyindeki bazi
bolgelerde 4R tau proteini ifadesinin arttigi ve dengenin bozuldugu rapor edilmistir
(123).

Mikrotiibiil baglayict bilesen olarak bilinen tau proteini, mikrotiibiillerin
polimerizasyonunu ve stabilizasyonunu saglayan 6nemli bir komponenttir (124). Tau
proteini, mikrotiibiil baglama alan1 i¢indeki C-terminal tekrarlar1 yoluyla mikrotiibiillere
baglandigindan, 4R tau izoformlarmmin 3R tau izoformlarina kiyasla mikrotiibiil
birlesmesini tesvik etme egilimi daha yiiksektir (125). Tau proteini, memeli beynindeki
noronlarda yiiksek oranda eksprese edilmekte ve aksonal tagima diizenleyicisi olarak
biiylik oranda aksonlarda lokalize olmaktadir (126). Bununla birlikte tau geninde
meydana gelen delesyonlara ragmen, aksonal tasimada sorun olugsmadig1 goriilmektedir.
Bu bulgu MAP1 ve MAP2 gibi mikrotiibiil diizenlenmesi ile iligkili diger proteinlerin,
tau protein eksikligini telafi edebilecegini diisiindiirmektedir (116). Yapilan son
caligmalar, taunun ayni zamanda dendritlerde ve postsinaptik bdliimlerde de

bulundugunu gostermistir (127). Yapilan caligmalarda tau nakavt farelerde, sinaptik
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plastisitenin bozuldugu ve postsinaptik kayiplarin olustugu rapor edilmistir. Bu
bulgular, tau proteinin fizyolojik olarak sinaptik plastisitede rol oynadiginin kaniti
olarak degerlendirilmistir (128, 129).

Noronlardaki tau proteini dagilimi ve sinaptik fonksiyonlardaki roli,
fosforilasyon ve proteolitik bolinmenin de dahil oldugu posttranslasyonel
modifikasyonlar ile diizenlenmektedir. Tau ayrica, oligodendrosit ve astrositlerde de
eksprese edilmektedir (130). Oligodendrositlerde tau proteininin, gelisim siirecinde ve
miyelin izolasyonunda rol oynadig: bilinirken, astrositlerde tau fonksiyonu tam olarak
bilinmemektedir (131). Tau, demir metabolizmasinda ve insiilin sinyallerinin iletiminde
de gorev almaktadir (132, 133). Tau proteini lizerinde; fosforilasyon, asetilasyon,
glikozilasyon ve nitrasyon gibi posttranslasyonel modifikasyonlar gériilmektedir. Tau
patolojisinde, bu modifikasyonlarda meydana gelen degisikliklerin etken olabilecegi
kabul edilmektedir. Patolojik degisiklikler tau agregatlarinin birikimiyle baglar.
Monomerik tau, yiiksek oranda ¢oziiniirdiir ve biyokimyasal olarak diizensiz olup iyi
tanimlanmis ikincil bir yapidan yoksundur (134). Belirli kosullar altinda monomerik
tau, oligomerler, daha sonra fibriller ve filamanlar halinde goriiliir. En sonunda da
norofibriler yumak (NFT) adi verilen yapilar halinde toplanirlar. Tau mikrotiibiil
baglanma alani igindeki tekrarda, hekzapeptid motifleri adi verilen, tabaka seklinde
yapilarin olusumu tau birikimi i¢in énemlidir (135, 136). Hiperfosforilasyon, MAPT
genindeki mutasyonlar ve sivi-sivi faz ayirimi (LLPS) gibi bir¢ok faktoriin patolojik tau
birikimine sebep olabilecegi kabul edilmektedir. Giiniimiizde MAPT mutasyonu ile
bircok transgenik modelde, asir1 tau proteini ekspresyonu elde edilebilmektedir. Bu
mutasyonlar, genellikle 3R:4R tau oranini degistirerek, tau fragmentasyonunu indiikler
ve tau hiperfosforilasyonunu ve/veya diger mekanizmalar1 uyararak, tau birikimini
gerceklestirmektedir. Nitekim artan 3R:4R oranlarinin tau fosforilasyonunu ve
oligomerizasyonunun destekledigi ve insan tau proteininin eksprese eden fare
modellerinde davranigsal degisiklikleri indiikledigi gosterilmistir (137). MSS’deki
cesitli hiicre tipleri, taunun patolojik birikimini etkileyebilmektedir. Alzheimer
hastaliginda tau birikimini ilk goriildiigi hiicreler néronlardir. Noronlarin yaninda
astrositlerde ve oligodendrositlerde de tau birikimi gozlenebilmektedir. Ancak, tau
birikiminin arastiran karsilastirmali galismalar, AH’daki degisimleri net olarak

tanimlamamistir (138). Tau birikimiyle olusan NFT yapilari, ilk olarak entorinal
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korteksin 2. tabakasinda goriilmeye baslar. NFT’ler, daha sonra nérodejeneratif ilerleme
sirasinda hipokampus ve neokorteks de dahil olmak iizere, beyindeki birbirine bagl
anatomik bolgelerde ortaya ¢ikmaktadir (139). Transgenik fare modellerinde patolojik
insan tau proteininin hipokampusun dentat giyrusu gibi sinaptik olarak bagli oldugu
bolgelere yayildigr goriilmiis ve yaslanma ile sinaptik dejenerasyonu indiikledigi
bildirilmigtir. Bu bulgular, hiicresel ¢alismalarla da desteklenmis ve hastalardan elde
edilen tau pozitif hiicrelerin de saglam hiicrelere tau birikimini aktarabilecegini
diisiindiirmiistiir (140, 141).

Tau proteini noronal kiiltiir ortaminda, naif ve transgenik fare beyinlerinin
interstisyel sivisinda bulundugu gosterilmis olup hem fizyolojik hem de patolojik
kosullar altinda {iretilebilecegi rapor edilmistir. Eksozomlar, ndronal aktivitenin ve
geleneksel olmayan salgi yollarinin tau yayilmasinda rol alabilecegini gosterse de tau
salmmminin altinda yatan mekanizmalar henliz tam olarak aydinlatilamamigtir.
Eksozomlar, hiicrelerin endozomal boliimlerinden tretilen hiicre dis1 vezikiiller olup,
olgun noéron ve mikrogliya hiicreleri ile Alzheimer hastalarimin BOS ve kaninda tau
iceren eksozomlar tespit edilebilmektedir. Noronlarda veya mikrogliyalarda iiretilen tau
iceren eksozomlar tau yayiliminmi desteklemektedir. Eksozomlardaki tau, fosforile
edilebilir, kesilebilir ve oligomerler halinde birlestirilebilir. Eksozomla iliskili tau
seviyelerinin kontrol hastalara oranla, Alzheimer hastalarinin BOS ve kaninda daha
yiiksek olmasi, AH’nda bir biyolojik belirte¢ olabilecegini diisiindiirmektedir. Taunun
hem presinaptik bolimde hem de post sinaptik bdliimde bulunabildigi gosterilmistir.
Dolayisiyla bu bulgu tau yayiliminda sinir aglarinin da onemli olabilecegini
diisindiirmektedir. Bunlarin yaninda, hiicrelerde plazma membranindan dogrudan tau
salmmmimin da gergeklesebildigi, bu gorevde, plazma membrani {izerindeki heparan

stilfat proteoglikanlarinin rol aldiklari bildirilmistir (142).

2.9.5. Tau Norotoksisitesi

Gilinlimiize kadar tau patolojisi ilizerine yapilan arastirmalarda, taupati ile iligkili
tau mutantlari, anormal yapiya sahip tau proteinleri, ¢0ziiniir tau oligomerleri ve tau
fibrilleri gibi birgok tau tiiriniin nérotoksik etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Bununla
birlikte, tau birikimiyle olugan ndrofibriler tangle yapilarinin toksik olup olmadigi halen

tartisma konusudur. Patojenik etkiye sahip taunun, mikrotiibiil diizenlenmesi ve aksonal
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tasimada hasara yol agtifi, ayrica presinaptik ve postsinaptik fonksiyonlarin
bozulmasina sebep oldugu ve bunlara bagli olarak ndronal 6limi indiikledigi rapor
edilmistir. Mitokondriyon-mikrotiibiil iliskili proteinlerin aracilik ettigi aksonal tasima
yoluyla, sinapslarla iletisim kuruldugundan, taunun asir1 ekspresyonu ve
hiperfosforilasyonu, aksonal tagima dinamiklerini etkileyerek, ndronlarin canliligina
mitokondriyal disfonksiyon lizerinden de zarar verebilmektedir (143).

Yapilan deneysel c¢alismalarda, AH’na sahip fare modellerinden elde edilen
beyin dokularinda, tau kiimeleri i¢ceren noronlarda mitokondriyal dagilimin bozuldugu
gosterilmistir. Patojenik tau tiirlerinin anormal mitokondriyal dagilima nasil neden
oldugu halen belirsizligini korumakla birlikte, bu durumun mitokondriyal fisyon ve
fiizyon dengesindeki degisikliklere bagli olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Taunun patolojik
birikimi, hiicresel islev bozukluguna ve hiicre oliimiine neden olmaktadir. Deney
hayvanlarinda yapilan birgok ¢alismada, taunun neden oldugu sinaptotoksisiteye neden
olan ¢esitli molekiiler mekanizmalar ortaya konulmustur. Diger taraftan, hiperfosforile
edilmis tau tiirlerinin presinaptik bir protein olan sinaptogirin-3 ile etkilesime girerek,
sinaptik  vezikiil kiimelenmesini uyardigi da gosterilmistir.  Sinaptik  vezikiil
kiimelenmesi, vezikiillerin hareketliligi ve salinma oranini azaltmakta, buna bagl olarak
da presinaptik islevlerde bozukluga neden olmaktadir. Dolayisiyla, sinaptogirin-3
seviyesinin azalmasi, tau ve sinaptik vezikiiller arasindaki baglantiyr keserek, tau
tarafindan  indiiklenen presinaptik bozukluklar1  engellemektedir. Dolayisiyla,
sinaptogirin-3, tau kaynakli disfonksiyonda anahtar bir modiilatér olarak goérev
yapmaktadir. Insan viicudunda bulunan diger hiicrelerden farkli olarak yetiskinde
noronlar ¢ogalamaz ve farklilasmalari da sinirlidir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda,
norotropik faktér yoksunlugu, nodronal inaktivite, DNA hasari, oksidatif stres ve
eksitotoksisite tarafindan tetiklenen ¢ok sayida sinyal yolaginin, hiicre 6liimiine yol

actig1 rapor edilmistir (142).

2.10. Alfa (o) Sekretaz

APP'nin, bir proteaz enzim olan o-sekretaz tarafindan fizyolojik olarak
boliindiigi tespit edilmistir (70). a-sekretaz, transmembran amiloid prekiirsor proteinini
(APP) pargalayan proteolitik enzim ailesinin bir {iyesidir. o-sekretaz ile boliinme

patolojik AP olusumunu engellemekte ve APP islenme siirecinde, amiloidojenik
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olmayan yolun temel birimi olarak goriilmektedir. a-sekretaz ile APP’nin boliinmesi
sonucunda olusan APPs-o, ekstraselliiler bosluga verilerek atilir (144). Boylece a-
sekretaz tarafindan norotropik ve noroprotektif oOzelliklere sahip APP formu
olusturulmaktadir (145). Uyar1 sonras1 Golgi kompleksinin trans yiiziinden salinan a-
sekretaz, plazma membranina tasinir ve APP’nin boliinmesi gergeklesir (146). Boliinme
ilk olarak AP proteininin aminoasit dizininde, lisin-16 ve 16sin-17 arasinda gergeklesir
daha sonra lisin-16'y1 segici olarak ayiran karboksipeptidaz aktivitesi meydana gelir
(70). APP’nin a-sekretazla boliinmesi normal sekilde siirdiiriilmekle birlikte, asiri
uyarilarin da varligir rapor edilmistir (147). Muskarinik asetilkolin reseptorlerinin
aktivasyonu sonucu asirt a-sekretaz uyarimimin gergeklestigi diistiniilmistiir (148).
Ancak a-sekretazin metalloproteinaz 6zelliklere de sahip oldugu belirlenmistir. Farkli
metalloproteinazlarin APP'den iiretilen sentetik peptitleri in vitro olarak pargaladiklari
gosterilmis  ve asir1 ekspresyonlarin  APP  bolinmesini  artirdigi, dolayisiyla
metalloproteinazlarin potansiyel olarak a-sekretaz gibi gorev yaptiklari ileri siiriilmistiir
(149).

a-sekretazin yapisini olusturan ADAM proteinleri, membran kesme, hiicre-hiicre
ve hiicre-matriks etkilesimlerini diizenleme gibi ¢esitli siireglerde rol oynarlar.
ADAMI0 ve ADAMI17, a-sekretaz aktivitesini diizenleyen Onemli proteinlerdir.
Arastirmalarda  ADAM10'un, AH'nda APP {izerinde a-sekretaz aktivitesi ile AP
seviyelerini diigiirdigli gosterilmistir. Ayrica, ADAM17'nin de APP'nin a-sekretaz
kesimi ve AP iretimini modiile ettigi rapor edilmistir. Bu nedenle, ADAM
proteinlerinin a-sekretaz aktivitesi ile iliskisi dolayisiyla AH’nda patolojik siireglerin
daha 1yi anlasilmasi ve gelecekte potansiyel terapdtik hedeflerin tanimlanmasi agisindan
onemlidir. Boylece, ADAM proteinleri ve a-sekretaz arasindaki iliskinin iyi
bilinmesinin, Alzheimer hastaligi ile diger norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde yeni
etkili stratejilerin gelistirilmesine katkida bulunabilecegi bildirilmektedir (144, 150,
151).

2.11. Beta (B) Sekretaz
Beta (B)-sekretaz, insanlarda BACE1 geni tarafindan kodlanan ve APP’yi -
bolgesinden ayiran bir enzimdir. AP olusumunda kritik gorev ustlenen beta (J3)-sekretaz

cogunlukla noronlarda eksprese olmaktadir. Enzim, endoplazmik retikiiliimde
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sentezlenir ve olusan B-sekretaz 1 (BACE1) endozomal yolla plazma membranina
tasinir (152, 153). Baslangigta BACEIL, endoplazmik retikiilimde olgunlagsmamis bir
oncii protein (proBACE1) olarak sentezlenir (154). ProBACEI1, kisa omiirlidiir ve
kompleks karbonhidratlarin eklenmesini ve propeptit alaninin ¢ikarilmasini igeren Golgi
kompleksinde islenme siirecinin ardindan hizla 70 kDa'lik seklini alir. BACEI, dort N-
bagl bolgede glikozile edilir ve translasyon sonrasi modifikasyonlara ugrar (155).
Olgun N-glikozillenmis BACE] siilfatlanir ve BACE1'in sitozolik kuyrugundaki {i¢
sistein kalintist palmitoillenir (156). BACEL propeptit alani, Arg45 ve Glu46
aminoasitleri arasindaki bdliinme ile Golgi kompleksinden ayrilir (157). Glikozilasyon
enzimatik aktivitede, palmitoilasyon ise BACEIl'in tasinmasit ve lokalizasyonunda
onemlidir. BACE1 biiylik boliimii hiicrede biitiinleyici bir membran proteini olarak
tiretilmektedir (158). Bununla birlikte, BACE1'in kiigiik bir kismi, palmitoilasyon
tarafindan baskilanan bir siire¢ olan, ektodomain dokiilmesine ugrar. Ddokiilmenin
inhibisyonunun APP'nin B-bolgesinde islenmesini etkilemedigi bildirilmistir. APP ve
BACEl'in ¢oziiniir ektodomainin hiicrelerde birlikte ekspresyonu, Ap olusumunu
uyarmaktadir. Gelismis BACE1’in ektodomain dokiilmesi, APP'nin amiloidojenik
islenmesini artirir (152).

Propeptit alanin1 bolen aspartik proteazlardan farkli olarak, BACE1 propeptidi
ayri bir proteaz tarafindan bolinir. Golgi kompleksinde lokalize pro-protein
doniistiiriiciilerden furin’in, BACE1 propeptidini pargalayan ana proteaz oldugu
diigiiniilmektedir (155). proBACEI1, giiclii B-sekretaz aktivitesi sergiler ve bu durum
BACE1 propeptit alanmin, proteaz aktivitesini Onemli Ol¢liide baskilamadigini
gostermektedir. Elde edilen verilere gore, BACEIl propeptidinin c¢ikarilmasinin
engellenmesi, AH’nda AP seviyelerinin diisliriilmesi i¢in etkili bir terapdtik strateji
olamayacagimi diisiindlirmektedir. Bununla birlikte, bazi1 arastirmacilar tarafindan
Ozellikle norotoksik oldugu diisiiniilen AP havuzunun olugmasina neden olan
biyosentetik yolakta proBACE1’in APP'yi pargalayabilecegi ileri siiriilmektedir (153).
BACE]1 enziminin aktivitesi, translasyon sonrasi degisimler ve hiicrede gerceklesen
biyolojik faaliyetlerden etkilenebilmektedir. Olgun BACEI, plazma membraninda,
biiyiik oranda kolesterol agisindan zengin lipid raflarinda lokalize olur. BACE1
transmembran alaninin, bir glikozilfosfatidilinositol ile degistirilmesi, BACE1'"1 lipid

raflara yonlendirerek AP tretimini 6nemli Olglide artirmaktadir (154, 156). Olgun
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BACEI nispeten stabildir ve hiicre kiiltlirlinde dokuz saatten fazla yar1 6mre sahiptir
(159).

Kinesin-1'e baglanarak aksonlara tasinan BACEI’in, dogum sonrasi erken
evrede yliksek seviyelerde ekspresyonunun, nérogulin-1 (NRG-1) ile miyelinizasyonda
gorev aldigi rapor edilmistir (157). BACE1-/- farelerinden elde edilen verilerde,
BACE1l yoklugunun hem merkezi hem de periferik sinir sistemi aksonlarinin
hipomiyelinizasyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir (160). BACE1 eksikligi olan
farelerin goriilen sinaptik plastisite ve bilissel islev bozuklugu ile miyelinizasyon
bozukluklart BACE1'in genetik olarak eksikligi ile iliskilendirilmistir (161). BACE1’in
aktif ¢oziiniir formunun insanda BOS'nda tespit edilebildigi rapor edilmistir. BACE1’in
BOS’nda bulunmasi, AH ile ilgili gelecekteki teshis veya prognostik uygulamalarda
potansiyel kullanimi i¢in son derece onemlidir (162). BACE1, AP biyosentezi i¢in
kritiktir ve BACEI1'l yiikselten faktorlerin, artan AP olusumuna yol a¢tigi ve AH
olusumunu uyardigi bildirilmistir (163). Alzheimer hastalarinin beyninde biriken 40
veya 42 amino asit uzunlugunda {iretilen AP peptidleri APP’nin iki ardisik béliinmesi
ile gerceklesir. APP'nin, BACE] tarafindan hiicre dis1 béliinmesi ile ¢oziintir bir hiicre
dis1 parca ve C99 olarak adlandirilan hiicre zarina bagli bir parga olusur. Devaminda vy-
sekretaz tarafindan transmembran alani i¢inde C99'un bdliinmesi ile APP'nin hiicre ici
alanini serbest birakir ve bu bdliinmeler sonucunda AP dretilir. Bu durum AH
patolojisindeki amiloidojenik yolagin temel mekanizmasini olusturmaktadir (164).
BACEI] aktivitesinin yasa bagl artis1 ile AH olusumu arasinda paralel bir iliski dikkati
cekmektedir. Fare ve insan beyni ile ilgili yapilan karsilagtirmali ¢aligmalarda, yiiksek
BACE]1 aktivitesi ile artan AP seviyeleri arasinda pozitif bir korelasyonun varlig
gosterilmistir (165). Arastirma sonuglarina gore ndronlarda artan BACE1 aktivasyonu
ile AH’nda amiloidojenik yolagin uyarilmasi arasinda yakin bir iligkinin oldugu kabul

edilmektedir (166).

2.12. Gama (y) Sekretaz

Gama (y) sekretaz ilk olarak transmembran alani i¢inde APP'yi parcalayan
proteolitik aktiviteye sahip enzim ailesi olarak tanimlanmistir. y-sekretaz kompleksinin
tim bilesenlerinin tanimlanmasi sonucunda, kompleksin dort temel alt birimden

olustugu ortaya konulmustur. y-sekretaz kompleksi, presenilin (PS1 ve PS2 dahil),
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nicastrin, APH-1 (Anterior pharynx defective-1) ve presenilin arttiric1-2 (PEN-2)’den
olusmaktadir. y-sekretaz ekspresyonunu kontrol eden iki lokusta, iki homolog gen
belirlenmistir. Bu genler, kromozom 14 iizerinde PSEN1 (PS1'i kodlar) ve kromozom 1
tizerinde PSEN2 (PS2'yi kodlar) olarak tanimlanmistir. Giliniimiize kadar AH'na neden
olan mutasyonlarin ¢ogunun PSEN1'de meydana geldigi bildirilmekle birlikte, her iki
PS geninde de 150'den fazla farkli mutasyonlarin olustugu rapor edilmistir (167).

y-sekretaz esas olarak tip-I membran proteinlerinin intramembrandz
proteolizinde rol oynar. Bununla birlikte, APP, Notch, E-cadherin, ErbB4, CD44,
tirozinaz, TREM2 ve Alcadein gibi proteinlerin yikiminda da vy-sekretaz gorev
almaktadir (168, 169, 170, 171, 172). En iyi g¢alisilan y-sekretaz substratlari, AH'nda
kritik rol oynayan APP, gelisme ve hiicre kaderinin belirlenmesindeki 6nemi nedeniyle
Notch'dur (173, 174).

APP baslangicta a- ve P-sekretaz tarafindan boliiniir, geri kalan APP ise y-
sekretaz tarafindan ileri boliinmeye ugrar ve sonugta AP ve p83 olusur. p83 hizla
bozulmaya ugrarken, olusan AP norotoksik etkilere sahiptir. Dolayisiyla y-sekretaz
aktivitesinin patolojik AP olusumu ve Alzheimer hastaligi gelisiminde onemli rolleri
oldugu kabul edilmektedir (175). AH gelisiminde primer rol oynayan AB40 ve AB42'nin
yaninda y-sekretaz ayni zamanda, AP46 gibi farkli uzunluklarda AP birikimini de
uyarmaktadir. Ap olusumundaki temel rolii nedeniyle y-sekretaz, AH igin ilgi ¢ekici bir
terapotik hedef olmustur. Giiniimiizde AH’nda ilag arastirmalari y-sekretaz
inhibitorlerinin  gelistirilmesine  odaklanmistir. Bununla  birlikte, y-sekretazin
inhibisyonuna bagli diger fizyolojik reaksiyonlarla iligkili proteoliz mekanizmalarindaki

bozulmalar nedeniyle tedavi alternatiflerinin gelistirilmesi de gerekmektedir (176).

2.13. TGF-B Siiper Ailesi

TGF-B (Transforming growth faktor beta), ilk olarak sigan bobrek hiicrelerinde
koloni olusumunu uyaran bir protein olarak tanimlanmstir (177). Ileri arastirmalar
sonucunda TGF-B ailesinin, embriyogenez, immiin sistem gelisimi, ekstraselliiler
matriks metabolizmasi ve hiicre dongiisii gibi bircok fizyolojik siirecte gorev alan,
pleiotropik sitokinler oldugu bulunmustur (178). TGF-B ailesi, memelilerde eksprese
olan kemik morfogenetik proteinler (BMP), biiyiime ve farklilagsma faktorleri (GDF),

makrofaj migrasyon inhibitor faktor (MIF), aktivinler ve inhibinler gibi 40'tan fazla
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diizenleyici proteinden olusan, genis bir ailenin alt ailesidir (179). Insanlarda TGF-p alt
ailesi, sirastyla 19q13, 1q41 ve 14924 kromozomlarinda yer alan, yliksek homolojiye
sahip, TGF-B1, B2 ve B3 olarak isimlendirilen ii¢ izoform igermektedir (180). TGF-p alt
ailesi, hiicre dongiisiinlin kontrolii, farklilasma, erken gelisimin diizenlenmesi,
anjiyogenez, hemotopoez ve immiin sistemle iligkili olmak iizere pek cok gorev

istlenmektedir (181).

2.13.1. TGF-B'nin Yapisi

TGF-B ailesi, yaklastk 112 amino asit uzunlugunda ve 25 kDa molekiiler
agirhginda dimerik polipeptitlerdir. Dimerler, genellikle ayni veya farkli TGF-$
izoformlarindan olusan iki polipeptit zinciri arasinda disiilfit baglari ile birlestirilmistir.
Bu proteinler, dimerik sekilde katlanarak stabilite, sinyal iletimi ve proteolitik isleme
icin gereklidir. TGF-f proteinlerinin aktif formu, inaktif prekiirsér kompleksin serbest
birakilmasiyla elde edilir. Bu proteolitik islem siireci, integrinler, metalloproteinazlar ve
trombospondin-1 gibi ekstraselliiler matriks bilesenlerinin etkisiyle gergceklesmektedir.
TGF-B'nin hedef hiicrelere etki etmesi i¢in, spesifik hiicre yiizeyi reseptorleri olan TGF-
B reseptor tip I (TPRI) ve tip II (TPRII) araciligiyla sinyal iletimi gerceklesir. TGF-B'nin
TBRII'ye baglanmasi, TBRI'e trans-fosforilasyonu Smad proteinlerinin fosforilasyonunu
tetikler. Fosforilasyon sonucu hiicre igi Smad proteinlerinin hedef gen transkriptlerini
diizenleyerek hiicresel yanitin diizenlenmesi saglanmaktadir. TGF-f sinyal yolunun,
diger sinyal yollariyla etkilesim igerisinde olmasi hiicresel yanitlarin entegrasyonu ve

cesitliligi igin gereklidir (182, 183, 184, 185, 186).

2.13.2. TGF-p Reseptor ve Sinyal Yolaklar:

TGF-B biyolojik etkilerini, tip I (RI) ve tip II (RII) transmembran reseptor
kompleksine baglanarak gergeklestirir (Sekil 5) (187). Rl ve RII, serin/treonin kinaz
aktivitesine sahiptir. Diger hiicre ylizeyi reseptorleri olan tip III reseptor (betaglikan
olarak da adlandirilir) ve endoglin, TGF-B'y1 yiiksek afinite ile baglayan
proteoglikanlardir. TGF- siiper ailesinin iiyelerine baglanmak i¢in farkli 6zellikler ve
afiniteler gosteren yaklasik alt1 adet tip II ve dort adet de tip I memeli reseptorii tespit
edilmistir (188). TGF-B ve ilgili biliyime faktorleri, hiicre proliferasyonunu,

farklilagmasini ve gociinii diizenleyen, temel olarak hiicre homeostazinda iglev goren
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pleiotropik proteinler olarak salinirlar. TGF-f iiyeleri, sinyal transdiiserleri olarak Smad
ailesi lyeleriyle baglantili tip I ve tip II reseptorlerinin heteromerik kompleksleri

araciligiyla hareket ederler (189).

|

Non-SMAD pathway

Sekil 5. TGF-B sinyal yolunun sematik gosterimi (190)

TGF-B siiper ailesi, transmembran serin/threonin kinaz reseptorlerini aktive
ederek fonksiyonlarmi gerceklestirir. Serin-treonin kinaz reseptdrlerinin aktivasyonu,
transkripsiyonel regiilatorler olarak gorev yapan Smad proteinlerini uyarir (191). Sinyal
iletimi, tip II reseptorlere baglanmis ligand kompleksinin tip I reseptorleri fosforile
etmesi ile gerceklesir. TGF-B sinyalinin iletimi i¢in bu fosforilasyonun
gerceklesmesinden sonra ¢ekirdege ilgili sinyal iletiminin ulagsmasi i¢in Co-Smad’lar ve
R-Smad’lar, hetero-oligomer adi1 verilen yapiy1 olusturur ve bu kompleks ¢ekirdege
girer. Cekirdek iginde transkripsiyonel faktorler yardimi ile DNA {izerindeki hedef gen
bolgesine baglanarak, TGF-p uyarimi igin gerekli yanit olusturulur (192).
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2.13.3. Yetiskin Beyninde TGF-p Siiper Ailesinin ifadesi ve Norogeneze
Etkisi

Yetiskin norogenezi, beyinde néronal kok hiicrelerin (NSC) ¢ogalmasini, hiicre
dongiisiinden ¢ikisini, farklilasmayi, olgunlagsmayir ve noral devrelere entegrasyonu
icerir (193). Yetiskin 6n beyin subventrikiiler bolgesinin (SVZ) noérojenik nisi; tip-A,
tip-B ve tip-C olmak {izere {i¢ ana proliferatif hiicre tipinden olusur. Cok potansiyelli,
kendi kendini yenileyen B tipi hiicreler, SVZ'nin ndrojenik siiregte en erken ortaya
cikan hiicre tipidir ve hizla bdliinen tip-C hiicrelerine veya transit cogaltici
progenitorlere  doniigebilmektedir. Tip-A hiicreler veya noroblastlar ise tip-C
hiicrelerden farklilagirlar. Bu hiicreler proliferatif kapasiteye sahip néronal progenitdr
hiicreler olup, ara noronlara farklilastiktan sonra, olfaktor bulbusa go¢ ederler.
Hipokampal dentat giyrusun subgraniiler boélgesinde, tip-1 ve tip-2 yavas boliinen
progenitdrler, daha hizli boliinen ara progenitor hiicrelere doniisiirler ve bunlar sirayla
olgunlasmamis noroblastlara farklilasirlar. Daha sonra graniiler hiicre tabakasina gog
ederler ve olgun hiicrelere doniisiirler. Bu olgun hiicreler, néronlar ve mevcut
hipokampal ndronal devre ile biitiinleserek ndrogenez siirecini tamamlamis olurlar
(194).

MSS i¢inde TGF-f'nin {i¢ izoformunun hem noéronal hem de gliyal hiicreler
tarafindan tretildigi bilinmektedir. Gelisim sirasinda, TGF-B2 ve TGF-B3'in yaygin
ekspresyonunun, noronal migrasyon, gliyal proliferasyon ve farklilasmanin
diizenlenmesinde rol oynadigi gosterilmistir (195). Yetiskin beyninde TGF-
reseptorlerinin, beyin korteksi, hipokampus, beyin sap1 ve serebellumda belirgin olmak
tizere varligl gosterilmistir. TBRI ve TPRII immiinreaktivitesinin kortikal gri cevherde
bulunan noronlar, astrositler, mikrogliya ve endotel hiicrelerinde saptanmis olmasi,
MSS hiicrelerinin TGF-f sinyali i¢in potansiyel bir hedef olduklarim1 gdstermektedir
(196). TGF-p siiper ailesi ayn1 zamanda, yetiskin beyninin ndrojenik nislerindeki kok
hiicrelerin ve Onciil hiicrelerin de proliferasyonunu, farklilagmasini, olgunlagsmasini ve
hayatta kalmasini kontrol etme yetenegine sahiptir (197).

TBRI ve TPRII'nin, SVZ'daki nestin pozitif tip-B ve tip-C hiicreleri tarafindan
da eksprese edildigi rapor edilmistir. Bunun yaninda, TGF-B1, B2 ve B3'iin yetiskin
SVZ’da yer alan néronlarda ve dentat girusta (DG) bulunan hiicrelerde mRNA

ekspresyonunun varligi gosterilmistir (198). Norogenezin yasla birlikte azaldig
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bilinmektedir. Yaslanmayla birlikte, TGF-f'nin ekspresyon diizeyinde goriilen azalma,
TGF-f'nin ndrogenezin olast bir diizenleyicisi oldugunu diisiindiirmistiir. TGF-B1
ekspresyonunun ayni1 zamanda yetiskin insan hipokampusunde de gosterilmistir (199).
Smad 2/3 sinyal yolagi ekspresyonlarinin da, hipokampuste dentat girusta yiiksek
olmasi, TGF-f’nin ndrogenezin diizenlenmesinde yer aldiginin gostergesi olarak
degerlendirilmistir (200). Bunlarin yaninda, TGF-f'nin tip-1 ve tip-2 primer NSC'ler
tizerindeki dogrudan antiproliferatif etkisine bagli olarak, asir1 eksprese edildigi
kosullarda, hipokampal nérogenezin belirgin olarak inhibe edildigi de rapor edilmistir
(201).

Yapilan son c¢aligmalarda, norogenezin ileri asamalarinda TGF-f sinyalinin
yenidogan DG’undaki noronlarin hayatta kalmasi ve olgunlagsmasi i¢in kritik 6neme
sahip oldugu vurgulanmistir. Ger¢ekten de TPRI geninin immatiir ve matiir néronlarda
kosullu delesyonunun nérogenezin ve ndronlarin yasam siiresinin azalmasina yol agtigi

belirlenmistir (202).

2.13.4. TGF-p1 ve Tedavi Edici Etkileri

TGF-B1, iyilesmeyi destekleyen, patolojik onciillerin ¢ogalmasini inhibe eden,
ekstraselliiler matriks molekiilllerinin upregiilasyonu ile astrositleri uyararak gliyal skar
olusumunu destekleyen noroprotektif ve antienflamatuvar bir sitokindir (203). TGF-p1
noroprotektif etkisi ile ¢esitli yaralanma modellerinde norogenezi destekleyerek
tedavide olumlu sonuglarin elde edilmesini saglamistir (204).

Deneysel olarak, orta serebral arter okliizyonunda (MCAO), intranazal TGF-1
tedavisi sonucu ndral progenitorlerin ¢ogaltilmasi ve SVZ’daki yeni ndronlarin
sayisinin  artirtlmast  saglanmistir  (205). Ayrica, mikrogliyal aktivasyon ve
proliferasyonun TGF-B1 aracili down-regiilasyonu da gosterilmistir (206). TGF-p1
sinyalinin diizensizligi, kronik enflamasyon i¢in potansiyel bir kaynak olarak kabul
edilmektedir. Anormal TGF-B1 sinyali ve bunun sonucunda ndrojenik bolgelerde aktive
mikrogliya birikimi Alzheimer hastaliginin ilerlemesi i¢in 6nemlidir (207). TGF-1’in
intranazal uygulamasi sonucu beyinde korteks, talamus, olfaktor bulbus ve hipokampus
bolgelerinde bu sitokinin seviyesinin arttigr bildirilmistir. Buna bagli olarak gen
ekspresyonlarinin  degisebilecegi ileri siirilmiistir (208). TGF-p1 uygulamasinin

deneysel inme modelinde, néronal fonksiyonlar1 yiikselttigi ve noronal sag kalimi
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artirdig1 rapor edilmistir (205). TGF-B1’in ayni zamanda Alzheimer ve Parkinson
hastalig1 gibi nérodejeneratif hastaliklarda da néroenflamasyonu engelleyebilecegi ileri
stirilmistiir (209). Bunlarin yaninda, deneysel olarak intravenéz TGF-B1 uygulamasi ve
hiicre kiiltiirti caligmalarinda TGF-B1’°in oligodendrosit aktivasyonunun artmasina bagl

olarak remiyelinizasyonu uyardig1 gosterilmistir (210).

2.14, Kaspaz-3

Programli hiicre 6liimii olan apopitoz kaspaz ailesi tarafindan diizenlenmektedir.
Apopitotik mekanizmada kritik géreve sahip kaspazlar, katalitik bolgede anahtar bir
sistein amino asidini barmndirmalar1 ve segici olarak C-terminal bolgelerindeki
aspartatlardan proteinleri kesmeleri ile karakterize proteinlerdir. Kaspaz-3 apopitozda
primer etkili bir protein olarak kabul edilmektedir. Yapilan ¢alismalarda, kaspaz-3’iin
aktivasyonu, in vivo ve in vitro kosullarda niiklear DNA pargcalanmasina yol agtigi
boylece noronal gelisim bozuklugu ve MSS hasarina neden oldugu belirtilmistir (211,
212).

Alzheimer hastaligt ve down sendromu gibi norodejeneratif hastaliklarda
kaspaz-3 aktivasyonu ile apopitotik hiicrelerin sayilarinda belirgin bir artisin varlig
gosterilmistir. AH'nin ilerlemesi sirasinda apopitoz siirecinin aktive oldugu ve ndronal
oliimiin arttig1 kabul edilmektedir. Apopitotik siiregte artan kaspaz-3 aktivasyonu, 6lim
sonrast hem AH hastalarinin beyninde hem de AH hayvan modellerinde gosterilmistir.
Yapilan arastirmalarda kaspaz aktivasyonunun sitotoksik peptitlerin birikmesine ve
sinaptik hasara yol acan amiloid Oncii protein boliinmesine sebep oldugu rapor
edilmistir. Bunlarin disinda, kaspaz-3’iin, AH’nda taunun boliinmesini uyardig1 ve tau
birikimine neden oldugu bildirilmistir (213).

Bugiine kadar AH’nda goriilen hiicre 6liimiiniin engellenmesi amaciyla pek ¢ok
arastirma yapilmis ve halen de bu ¢alismalar yogun olarak siirdiiriilmektedir. TGF-B1'in,
iskemiye bagh apopitotik ve eksitotoksik néronal hiicre 6liimiine karsi olumlu etkileri
rapor edilmistir. Bagka bir calismada TGF-B1'in staurausporine bagli apopitoza karsi
noroprotektif bir etkisi oldugunu ileri stiriilmistir. TGF-Bl'in NMDA kaynakl
eksitotoksisiteye karsi secici noroprotektif etkisinin olup olmadigini belirlemek i¢in ileri
caligmalarin yapilmasi onerilmektedir. AH’nda TGF-B1'in hiicre 6liimiinii engelleyerek
etki  gosterebilecegi ileri siiriilmekle birlikte, tedavi edici ajan olarak
degerlendirilmesinde ayrmtili arastirmalarin yapilmasina ihtiya¢c bulunmaktadir (214,
215).

34



3. GEREC VE YONTEM

3.1.Deney Hayvanlarinin Elde Edilmesi ve Gruplandirilmasi

Bu calisma Cukurova Universitesi Saglik Bilimleri Deneysel Uygulama ve
Arastirma Merkezi ile Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji,
Fizyoloji ve Biyokimya Anabilim Dallarinin imkanlar1 kullanilarak yiiriitiildii. Deney
stirecindeki tim uygulamalar ve doku Orneklerinin alinmasi, etik kurul onayiyla
gergeklestirildi. Calismada, Saglik Bilimleri Deneysel Uygulama ve Arastirma
Merkezinden temin edilen agirligi 30-40 gram arasinda degisen 88 adet yetiskin, erkek,
Swiss-Albino cinsi fare kullanildi. Ortam sicakligi 22+2°C’de sabit tutularak, aydinlik-
karanlik dongiisii otomatik ayarlayici bir aygit araciligiyla 12 saat aydinlik, 12 saat
karanlik olacak sekilde diizenlendi. Havalandirma, pencere tipi aspiratorle nem sabit
olacak sekilde saglandi. Fareler, paslanmaz tel kapaklari olan plastik kafesler i¢erisinde
tutuldu. Deney hayvanlar i¢in uygun zemin; farelerin dinlenme ve hareketine uygun
sekilde enfeksiyona yol agmayacak materyal ile hazirlandi. Giinliik altlik degisimi takip
edildi. Deney hayvanlari ilgili yonetmeliklere gore hazirlanmis pelet yemlerle Ad-
Libitum olarak beslendi.

Calismamizda 88 adet erkek fare rastgele ayrilarak, normal kontrol, sham, TGF-
B1 uygulanan grup, deney ve tedavi grubu olmak tizere 5 gruba boliindii. 5. Grup tedavi
grubu olup bu grupta yer alan hayvanlar kendi i¢inde 2 alt gruba ayrildi.

Grup 1: Kontrol grubu (n=12): Herhangi bir hasar olusturulmayan ve
enjeksiyon uygulanmayan bu grupta yer alan deneklerin yaris1 deneyin 23-28.
giinlerinde Morris su havuzu testi uygulanmasinin ardindan sakrifiye edildi. Geri kalan
hayvanlara deneyin 51-56. giinler arasinda Morris su havuzu testi uygulandi ve 56.
giinde sakrifiye edildi. 28. ve 56. giinlerde sakrifiye edilen deneklerden beyin
hipokampus ve prefrontal korteks dokular elde edildi.

Grup 2: Sham grubu (n=12): Bu grupta yer alan deneklerden yarisina deneyin 1.
giinlinden itibaren 28 giin boyunca, 2 mg/kg %]10’luk serum fizyolojik (SF),
intraperitoneal yolla (i.p.) verilerek, uygulanan yontemlerin etkisinin olup olmadigi
arastirildi. Deneyin 23-28. giinlerinde Morris su havuzu testi uygulanmasinin ardindan
denekler sakrifiye edildi. Bu gruba ait geri kalan hayvanlara 28 giin boyunca 1.p yolla 2
mg/kg dozda SF verilmeye devam edildi ve deneyin 51-56. giinler arasinda Morris Su
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havuzu testi uygulandi. 28. ve 56. giinlerde sakrifiye edilen dencklerden beyin
hipokampus ve prefrontal korteks dokular1 elde edildi.

Grup 3: TGF-B1 kontrol grubu (n=12): TGF-B1’in deney hayvanlarina herhangi
bir etkisinin olup olmadigini test etmek tizere bu grupta yer alan deneklere deneyin 1.
giiniinden itibaren 28 giin boyunca, TGF-f1, 2 pg/giin i.p. olarak uygulandi. Deneyin
23-28. giinlerinde Morris su havuzu testi uygulanmasinin ardindan deneklerin yarisi
sakrifiye edildi. Bu gruba ait geri kalan hayvanlara 28 giin boyunca 2 pg/giin i.p. yolla
SF uygulandi. Bu fareler, 56.giinde Moris su havuzu testi uygulamasinin ardindan
sakrifiye edildi. 28. ve 56. giinlerde sakrifiye edilen deneklerden beyin hipokampus ve
prefrontal korteks dokular1 alindi.

Grup 4: Deney grubu (n=20): Skopolamin (SC) uygulanan grup. Deneklere 28
giin boyunca 2 mg/kg/giin SC + SF i.p. bir saat arayla uygulandi. Deneyin 23-28.
giinlerinde deneklerin yarisina Morris Su havuzu testi uygulandiktan sonra hayvanlar
sakrifiye edildi. Bu gruba ait geri kalan hayvanlara 28 giin boyunca SF i.p. olarak
verildi ve deneyin 51-56. giinlerde Morris su havuzu testi uygulandiktan sonra denekler
56. gilinde sakrifiye edildi. 28. ve 56. gilinlerde sakrifiye edilen deneklerden beyin
hipokampus ve prefrontal korteks dokular alindi.

Grup 5: Bu grupta yer alan 32 deney hayvani, Tedavi-1 grubu ve Tedavi-2
grubu olmak tizere 2 alt gruba ayrildu.

Grup 5-A: Tedavi-1 grubu (n=20): Bu gruptaki deneklere deneyin 1. giiniinden
itibaren 28 giin boyunca, 2 mg/kg/giin i.p. SC ile 2 pg/giin i.p. TGF-B1 bir saat arayla
uygulandi. 28. giinde deney hayvanlarindan yarisi Morris su havuzu testi uygulandiktan
sonra sakrifiye edildi. Bu gruba ait geri kalan hayvanlara 28 giin boyunca yalnizca i.p.
SF verildi. 51-56. giinler arasinda Morris Su havuzu testi uygulandiktan sonra bu
denekler 56. giinde sakrifiye edildi. 28. ve 56. giinlerde sakrifiye edilen hayvanlardan
beyin hipokampus ve prefrontal korteks dokulart alindi.

Grup 5-B: Tedavi-2 grubu (n=12): Bu gruptaki deneklerde, TGF-B1’in AH
modeli olusturulduktan sonraki siirecte etkisinin incelenmesi amaglandi. Deney
hayvanlarinin tamamina deneyin 1. giiniinden itibaren 28 giin boyunca 2 mg/kg/giin i.p.
SC + i.p. SF bir saat arayla uygulandi. 28. giinde SC uygulamasi durdurularak,
deneklere 28.-56. giinler arasinda TGF-f1 2 pg/gin i.p.+ ip. SF bir saat arayla
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uygulandi. 51-56. giinler arasinda Morris Su havuzu testi uygulandiktan sonra denekler

56. giinde sakrifiye edilerek beyin hipokampus ve prefrontal korteks dokulari alindi.

3.2. Deneysel Alzheimer Hastaligi Modeli Olusturulmasi ve Deneyin Yapilisi

Deneysel Alzheimer hastaligit modeli olusturmak {iizere asetilokolinesteraz
inhibitorii olan skopolamin (Sigma-Aldrich PHR-1470, USA) kullanildi. Skopolamin,
0,10 mg/ml olacak sekilde, serum fizyolojik icerisinde sulandirilarak stok soliisyon
hazirlandi. Stok soliisyon, 1ml’lik ependorflara ayrilarak -20°C’de saklanda.
Enjeksiyondan oOnce stok soliisyon serum fizyolojik ile sulandirilip final doz
hazirlanarak, enjeksiyon gilinlerinde +4°C’de saklanip soguk zincirle muhafazasi
saglandi.

Grup 4, 5A ve 5B’ye skopolamin giinde bir defa (her giin saat 10:00°da) periton
icine, 2 mg/kg dozda 28 giin siire ile uygulandi. Sham ve yaslanmaya birakilan
gruplarda ise davranig degisikliginin olmamasi i¢in, Skopolamin ile ayn1 hacimde gilinde
bir defa periton i¢ine serum fizyolojik enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyon giinlerinde
deney hayvanlarinin somatik biiylimelerinin takibi i¢in viicut agirliklar: 6l¢iildii.

Tedavi amaciyla TGF-f1, (Recombinant Mouse TGF-p1 CSB-EP023446MO,
Cusabio Technology, China) daha 6nce literatiirde belirtilen doz ve yolla periton igine 2
ug/gin olarak grup 3, 5A ve 5B’ye uygulandi. TGF-B1 serum fizyolojik igerisinde 0,1
ml’de 2 pg olacak sekilde sulandirilarak hazirlandi. Hazirlanan stok soliisyon, 0,5 ml’lik
ependorf tiipleri icerisinde -20°C’de saklanarak enjeksiyondan dnce +4°C’de bekletilen

TGF-p1, intraperitoneal olarak uygulandi.

3.3. Isik Mikroskobik Yontemler
Isik mikroskobik inceleme igin alinan prefrontal korteks ve hipokampus doku 6rnekleri,
% 10’luk formalin igerisine alind1 ve bu soliisyonda 3 giin bekletilerek tespit edildi.
Dokular ardindan akar suda yikandiktan sonra, Leica TP 1020 ototeknikon cihazi (Leica

Biosystems, Germany) ile Tablo 1’de belirtilen sekilde doku takip islemi yapildi.
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Tablo 1.

Isik mikroskobik doku takip islemi agamalari

Oda Sicakliginda Formalin 30 dakika

Oda Sicakliginda % 70’lik etil alkol 1 saat

Oda Sicakliginda % 80’lik etil alkol 1 saat

Oda Sicakliginda % 90’11k etil alkol 1 saat 30 dakika
Oda Sicakliginda Saf alkol 1 saat

Oda Sicakliginda Saf alkol 1 saat

Oda Sicakliginda Saf alkol 1 saat 30 dakika
Oda Sicakliginda Saf alkol + Ksilol 1 saat

Oda Sicakliginda Ksilol 1 saat

Oda Sicakliginda Ksilol 1 saat 30 dakika
60°C’de Parafin 1 saat

60°C’de Parafin 1 saat 30 dakika

Doku takibinden sonra prefrontal korteks ve hipokampus doku ornekleri, parafin
icerisinde blokland1 ve mikrotom (Thermo Shandon Finesse 325, USA) ile 5 pum
kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitler Hematoksilen-Eozin (H&E) ile boyandi.
Olympus BX53 151k mikroskobunda (Japonya) incelenerek fotograflar: ¢ekildi.

3.4. Elektron Mikroskobik Yontemler

Elektron mikroskobik degerlendirme icin alinan prefrontal korteks ve
hipokampus dokulari, Millonig fosfat tamponu ile hazirlanmis %5°lik glutaraldehit
sollisyonunda 1 saat bekletildikten sonra, lizerinde birka¢c damla glutaraldehit olan disci
mumuyla kapli petri lizerinde jilet yardimiyla 1 mm?*'liikk pargalara ayrildi. Doku
pargalar1 tekrar glutaraldehit soliisyonuna alinarak 3 saat tespit edildi. Daha sonra
dokular Millonig fosfat tamponunda iki defa 10’ar dk yikandi ve ardindan Millonig

fosfat tamponu ile hazirlanmis %1°lik Osmium tetraoksit (OsQO,) soliisyonuna alindi. 2
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saat OsO; ile tespit edildi, ardindan dokular, Millonig fosfat tamponu ile iki kez 10’ar
dakika daha yikandi. Daha sonra Tablo 2’de belirtildigi sekilde doku takip islemleri

uygulandi.
Tablo 2. Elektron mikroskobik doku takip agamalari

%50°1ik etil alkol +4°C’de 15 dakika
%70’lik etil alkol +4°C’de 15 dakika
%386°lik etil alkol +4°C’de 15 dakika
%96°lik etil alkol +4°C’de 15 dakika
%100’lik etil alkol +4°C’de 15 dakika
%100°1ik etil alkol +4°C’de 15 dakika
%100’liik etil alkol Oda sicakliginda 15 dakika
Propilen Oksit Oda sicakliginda 15 dakika
Propilen Oksit Oda sicakliginda 15 dakika
Propilen Oksit+ Gomme materyali Oda sicakliginda 30 dakika
Propilen Oksit+ Gomme materyali Oda sicakliginda 30 dakika

Bu islemlerin ardindan doku parcalar1 Tablo-3’de icerigi ve miktar1 belirtilen
resin sollisyonu igerisine alindi1 ve 1 gece rotatorda karistirildi. Ertesi glin doku parcalar
yeni hazirlanmis gdmme materyali kullanilarak beem kapsiillere gomiildii ve 60°C’de
etlivde 48 saat boyunca polimerize edildi. Daha sonra bloklar etiivden c¢ikarilarak
sogumaya birakildi. Bloklardan ultramikrotom (Reichert Ultracut S, Avusturya) ile 1
um kalinhiginda yar1 ince kesitler alinarak toluidin mavisi ile boyandi1 ve doku
bloklarinda uygun alanlarin se¢imi yapildi. Belirlenen alanlardan ultramikrotom ile 50
nm kalinhiginda ince kesitler alindi. Kesitler 200-300 gozenekli bakir gridlere alinarak
%70'lik etil alkolde hazirlanan doymus uranil asetat ve kursun sitrat soliisyonlar ile
kontrastlandi. Boyanan kesitler JEOL-JEM 1400 Transmisyon Elektron Mikroskobu

(Japonya) ile incelendi ve fotomikrograflar elde edildi.
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Tablo 3. Gomme materyalinin hazirlanist

Araldit (CY 212) 20 ml
Sertlestirici (HY 964) 20 ml
Hizlandiric1 (DY 064) 0,6 ml
Plastiklestirici-Dibiitil Fitalat 1ml

3.5. Immiinohistokimyasal Yontemler

Amiloid beta-40 (Ap-40) ve Kaspaz-3 aktivitesinin belirlenmesi amaciyla
prefrontal korteks ve hipokampusten elde edilen 5 mikron kalinliginda histolojik doku
kesitleri, polilizin kapli lamlar iizerine alindi. +4°C’de bekletilen kesitler isaretleme
islemine gecilmeden dnce kurutularak, bu islemden sonra tekrar buzdolabina alind1 ve
15 dakika kadar bekletildi. Buzdolabindan ¢ikarildiktan sonra tekrar kurutulan kesitler,
60°C’de etiivde ksilol icerisinde 15 dakika bekletilerek deparafinize edildi. Daha sonra
doku kesitleri, oda sicakliginda ksilol serilerinden gegirildi ve derecesi giderek azalan
alkol serileri igerisinde hidrate edildi ve distile su igerisine alindi. Kesitler daha sonra,
sitrat soliisyonu (pH: 6) icerisine alinip 95°C’lik su banyosunda 30 dakika siireyle
bekletilerek antijenlerin agiga ¢ikarilmasi saglandi. Oda sicakliginda 45 dk sogutulan
kesitler, distile suda yikandi ve endojen peroksitleri engellemek amaciyla %3’liik
hidrojen peroksit (H20,) igerisine alinarak 10 dk bekletildi. Kesitler, saf su ve fosfat
tamponundan (PBS, pH: 7,2-7,4) gegirildi. Her bir kesitin etrafi dikkatlice silinip,
kurulandiktan sonra, {izerine non-spesifik baglanmayi engellemek amaciyla blocking
soliisyonu (ab93705, Abcam, USA) damlatildi ve oda sicakliginda 15 dakika
bekletildikten sonra kesitler, distile su ve fosfat tamponundan gegirildi ve dokularin
etrafi kurulandi. Daha sonra 1/200 oraninda diliie edilen anti AB-40 (NBP1-44047
Novus biologicals, USA) ve 1/500 oraninda diliie edilen Kaspaz-3 (Monoclonal
antibody, ab32499, Abcam, USA) primer antikoru damlatildi. Primer antikor damlatilan
tim kesitler +4°C’de, nemli ortamda bir gece bekletildi. Negatif kontrol icin alinan
kesitlere, primer antikorlar yerine diliisyon sollisyonu damlatildi. Primer antikorla
muamele edilip 1 gece +4°C’de ve ardindan da 1 saat oda sicakliginda bekletilen
kesitler, daha sonra distile su ve PBS’den gec¢irildi ve iizerlerine Biotin (ab93705,
Abcam, USA) damlatilarak 15 dk siireyle oda sicakliginda tutuldu. 15 dk sonra distile
su ve PBS’de yikanan kesitlerin etrafi kurulanip Avidin (ab93705, Abcam, USA)
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damlatilarak, 20 dakika siireyle oda sicakliginda bekletildi. Distile su ve PBS’den
gecirilen kesitler tizerine, Aminoetilkarbozol (AEC, ab93705, Abcam, USA) soliisyonu
damlatildi ve 10 dakika bekletildi ardindan ¢esme suyu ile yikandi. Doku kesitleri, zit
boyama i¢in hematoksilen ile 30 saniye boyandi. Boyama isleminden sonra kesitler,
tekrar ¢esme suyunda yikanarak kurumaya birakildi. Su bazli yapistirici madde
damlatilarak dokular lamel ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar Olympus BX53 151k

mikroskobu (Japonya) ile incelendi ve fotograflar1 ¢ekildi.

3.5.1. Immiinohistokimyasal Skorlama Yéntemi
APB-40 ve kaspaz-3 ekspresyonunun arastirilmasi amaciyla fotograflari ¢ekilen
kesitlere immunohistokimyasal skorlama ydntemi uygulandi. Immiinohistokimyasal
skorlama icin 40°lik objektifte rastgele segilen 10 alanda H Skorlama sistemi kullanildi.
H skoru, pozitif hiicre yiizdesiyle birlikte 4 farkli boyama yogunlugunun carpimi
toplanarak hesaplanda.
Bu sisteme gore;
Boyanma derecesi; = 0 (Hig¢ boyanma yok)
=1 (Zayif derecede boyanma)
= 2 (Orta derecede boyanma)
= 3 (Giglii derecede boyanma) seklinde degerlendirildi.
H Skor degerini hesaplamak i¢in ‘I x PC’ formiilii kullanilda.
I: Intensity (Yogunluk)
PC: Percentage of positive cells (Her derecede boyanan hiicre yiizdesi)
Gruplar arasindaki ekspresyon farkliliklar1 ‘Mann Whitney U’ testi kullanilarak
degerlendirildi. 0,05 ten kiigiik p degerleri anlamli kabul edildi.

3.6. Moris Su Havuzu Egitim Denemeleri ve Testi

Morris su havuzu egitim denemeleri ve testi ile farelerin uzaysal 6grenmeleri ve
bellekleri degerlendirildi (Sekil 6). Morris su havuzunda deney hayvanlar1 5 giin {ist
iiste, giinde 4 kez egitim denemelerine tabi tutuldu. Her denemede, hayali olarak
boliinmiis dort kadranin herhangi birinden havuza birakilan fareler, kacis platformunu
bulmalari i¢in 60 sn siiresince yiizdiiriildii. Deney hayvanlari, platforma geldiklerinde

burada 15 sn bekletildikten sonra havuzdan alindi. Egitim denemeleri sirasinda fareler,
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platformu 60 sn siiresince bulamamislarsa el yardimi ile yonlendirilerek platformun
yerini uzaysal olarak 6grenmeleri saglandi ve 15 sn platformda bekletilerek havuzdan
alindi. Platformun yeri, denemelerin hepsinde ayni kadranda sabit sekilde tutuldu.
Egitim denemeleri arasinda fareler, uygun ortam sicaklig1 saglanarak kafeslerinde 30 sn
bekletildi. Test sirasinda platform havuzdan uzaklastirildi ve deney hayvanlar
platformun uzaklastirilmasindan o6nce, bulundugu kadranin karsisindaki kadrandan
havuza birakildi. Fareler, test icin 60 sn siiresince havuzda ylizdiiriildii ve platform
uzaklastirilmadan 6nce bulundugu kadranda (hedef kadran) gecirdikleri siire kamera ile
kayit altina alinarak, ETHOVISION XT (NOLDUS, siirim 4.1) programi ile
degerlendirildi.

Sekil 6. Morris su havuzu deney platformu

3.6.1. Morris Su Havuzu Egitim Denemelerinde Kullanilan Olgiitler

Platformu bulma siiresi: Egitim denemelerinde 60 sn i¢inde kagis platformunu
bulma siiresi (sn)

Yiizme mesafesi: Platform bulunana kadar kat edilen mesafe (cm)

Yiizme hizi: Platform bulunana kadar yiizme hizi (cm/sn)
3.6.2. Morris Su Havuzu Testlerinde Kullanilan Olgiitler

Platformun bulundugu kadranda (hedef kadranda) gegirilen siire: Platform

kaldirildiktan sonra 60 sn stiresince platformun bulundugu kadranda gegirilen siire (sn)
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Yiizme mesafesi: Platform kaldirildiktan sonra 60 sn siiresince kat edilen mesafe
(cm)

Yiizme hizi: Platform kaldirildiktan sonra 60 sn siiresince yiizme hizi (cm/sn)
(Tablo 4)

Tablo 4. Morris su havuzunda kullanilan 6lgiitler

Platformu bulma siiresi

Yiizme mesafesi

Yiizme hizi

Testler Platformun bulundugu kadranda (hedef kadranda) gegirilen siire

Yiizme mesafesi

Yiizme hizi

3.7. Biyokimyasal Yontemler

3.7.1. Alfa Sekretaz Tayini

Homojenize edilmis Ornekteki alfa sekretaz derisimi ELISA yontemi ile tespit
edildi. Bu amagla “SunRed Biotechnology Company Mouse Alfa-Secretase ELISA Kit”
kullanildi. 96 kuyucuklu plakalar alfa sekretaz antikoru ile kaplanmistir. Orneklerde
bulunan alfa sekretaz, bu antikorla etkilesime girmektedir. Ardindan eklenen
biyotinlenmis alfa sekretaz antikoru da alfa sekretaz ile etkilesime girer. Streptavidin-
HRP eklendikten sonra streptavidin-HRP-biyotinlenmis alfa sekretaz antikoru
kompleksinin olusmasi saglandi. Kompleksteki HRP’ye 0zgiin substrat eklendikten
sonra meydana gelen {riiniin renk siddeti, alfa sekretaz derisimi ile dogru orantilidir.
Renk siddeti 450 nm igerisinde ELISA okuyucuda olgiildii. Standart ¢ozeltilerin
derigimi 0,4;0,8;1,6;3,2 ve 6,4 ng/mL’dir. Sonuglar standart grafigine gore lineer

regresyon analizi ile hesaplandi.
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3.7.2. Beta Sekretaz Tayini

Homojenize edilmis drnekteki beta sekretaz derisimi ELISA yontemi ile tespit
edildi. Bu amagcla “Bioassay Technology Laboratory Mouse Beta-Secretase ELISA Kit”
kullanildi. 96 kuyucuklu plakalar beta sekretaz antikoru ile kaplidir. Orneklerde bulunan
beta sekretaz, bu antikorla etkilesime girmektedir. Ardindan eklenen biyotinlenmis beta
sekretaz antikoru da beta sekretaz ile etkilesime girmektedir. Streptavidin-HRP
eklendikten sonra streptavidin-HRP-biyotinlenmis beta sekretaz antikoru kompleksi
olusturuldu. Kompleksteki HRP’ye 6zgiin substrat eklendikten sonra meydana gelen
iriiniin renk siddeti beta sekretaz derigimi ile dogru orantilidir. Renk siddeti 450 nm
icerisinde ELISA okuyucuda 6lgiildii. Standart ¢ozeltilerin derisimi 50;100;200;400 ve

800 pg/mL’dir. Sonuglar standart grafigine gore lineer regresyon analizi ile hesaplandi.

3.7.3. Gamma Sekretaz Tayini

Homojenize edilmis Ornekteki gamma sekretaz derisimi, ELISA yontemi ile
tespit edildi. Bu amagla “Bioassay Technology Laboratory Mouse Gamma-Secretase
ELISA Kit” kullanild1. 96 kuyucuklu plakalar gamma sekretaz antikoru ile kaplanmigtir.
Ormeklerde bulunan gamma sekretaz bu antikorla etkilesime girmektedir. Ardindan
eklenen biyotinlenmis gamma sekretaz antikoru da gamma sekretaz ile etkilesime girer.
Streptavidin-HRP eklendikten sonra streptavidin-HRP-biyotinlenmis gamma sekretaz
antikoru kompleksi olusturuldu. Kompleksteki HRP’ye 06zgilin substrat eklendikten
sonra meydana gelen iirlinlin renk siddeti gamma sekretaz derisimi ile dogru orantilidir.
Renk siddeti 450 nm igerisinde ELISA okuyucuda olgiildii. Standart c¢ozeltilerin
derisimi 30;60;120;240 ve 480 ng/L’dir. Sonuglar standart grafigine gore lineer

regresyon analizi ile hesaplandi.
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3.8. Istatistiksel Analiz

Calisma verilerinin istatistiksel analizinde GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software Inc. USA) programi kullanildi. Verilerin normal dagilimli olup olmadiklarini
degerlendirilmek amaciyla “D’Agostino & Pearson omnibus normality test” yapildi.
Tiim testlerde istatistiksel onem diizeyi 0,05 olarak alindi. Tekrarli 6lgtimlerde iki yonlii
ANOVA kullanild1 ve grup i¢i degisimde eslestirilmis orneklerde t-testi, gruplar arasi
karsilastirmalarda ise student t-testi kullamildi. Immunohistokimyassal analizde ise
gruplar arasindaki ekspresyon farkliliklar1 Mann Whitney U testi kullanilarak
degerlendirildi. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edildi.

Morris su havuzu testi egitim denemeleri normal dagilima uymadigr igin
Friedman’in ANOVA testi takiben gruplarin kendi iglerinde karsilastirmasinda
Wilcoxon testi, gruplar arasi kargilastirmada Mann Whitney U testi kullanildi. Morris su
havuzu test giinii verilerinde, normal dagilima uyan ve parametrik verilerde ANOVA
ardindan ikili grup karsilastirmalarinda Tukey testi, normal dagilima uymayan verilerde

Kruskal Wallis takiben Mann Whitney U testi kullanildi.

45



4. BULGULAR

4.1. Morris Su Havuzu Testi Bulgular:

4.1.1. 28. Giin Egitim Denemeleri

Morris su havuzu testi egitim denemelerinde gizli platformu bes giin boyunca
bulma siiresinde, kontrol grubunda, giinler arasinda anlamli fark bulundu [Xz (4) =12,94
p=0,012]. Birinci giin ile karsilagtirildiginda, platformu bulma siiresinde, tigiincii (Z=-
2,15 p=0,03), dordiincii (Z=-2,73 p=0,006) ve besinci (Z=-2,80 p=0,005) giinde anlamli
azalma saptandi. Platformu bulma siiresinde sham grubunda giinler arasinda anlamli
fark saptandi [XZ (4) =32,05 p<0,001]. Birinci giin ile karsilastirildiginda {igiincii (Z=-
3,42 p=0,001), dordiincii (Z=-3,70 p<0,001) ve besinci (Z=-3,54 p<0,001) giinde
anlamli azalma bulundu. Morris su havuzu testi egitim denemelerinde platformu bulma
siresinde deney grubunda giinler arasinda anlamli fark belirlendi [y® (4) =35,57
p<0,001]. Platformu bulma siiresinde, birinci giin ile karsilastirildiginda dordiincii (Z=-
2,52 p=0,012) ve besinci (Z=-2,87 p=0,004) giinde anlamli azalma bulundu. Platformu
siiresinde TGFB1 kontrol grubunda giinler arasinda anlamli fark saptadi [ (4) =12,58
p=0,013]. Birinci giin ile karsilastirildiginda ii¢lincti, (Z=-2,01 p=0,04) dordiincii (Z=-
2,73 p=0,006) ve besinci (Z=-2,87 p=0,004) giinde platformu bulma siiresinde anlaml
azalma bulundu. Tedavi-1 (SCOP+ TGFp1) grubunda platformu bulma siiresinde giinler
arasinda anlamli fark bulundu [ (4) =19,0 p=0,001]. Birinci giin ile karsilastirildiginda
ikinci (Z=-2,91 p=0,004), tg¢iinci, (Z=-3,23 p=0,001), dordiincti (Z=-3,64 p<0,001) ve
besinci (Z=-3,98 p<0,001) gilinde platformu bulma siiresinde anlaml1 azalma saptandi.

Egitim denemelerinde birinci [H (4,152) =12,20 p=0,016], ikinci [H (4,152)
=37,90 p<0,001], iiciincii [H (4,152) =30,85 p<0,001], dordiincii [H (4,152) =27,60
p<0,001] ve besinci [H (4,152) =36,04 p<0,001] giinlerde platformu bulma siiresinde
gruplar arasinda anlamli fark saptandi. Sham (SF) grubu, kontrol grubu (U=159,5
p=0,002 z=-3,15) ve TGFP1 kontrol grubu (U=160,5 p=0,002 z=-3,13) ile
karsilastirildiginda ikinci giinde platformu bulma siiresinde anlamli artis bulundu.
Deney (SCOP) grubu, sham (SF) grubu ile karsilastirildiginda platformu bulma
stiresinde birinci (U=380,0 p=0,002 z=-2,98), ikinci (U=420,0 p=0,023 z=-2,27),
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ticiincti (U=159,5 p<0,001 z=-5,24), dordiincii (U=214,0 p<0,001 z=-4,14) ve besinci
(U=217,5 p<0,001 z=-3,84) giinde anlaml1 artis saptand1 (Sekil 7).
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Sekil 7. Morris su havuzu testinde egitim denemelerinde platformu bulma siiresi. Veriler ortalama +SH

olarak ifade edildi. Istatistiksel analiz i¢in bkz. Metin. Gruplarda N=6-10.

Platformu bulma siiresinde, tedavi-1 (SCOP+TGFf1) grubu, deney (SCOP)
grubu ile karsilastirildiginda birinci (U=600,0 p=0,001 z=-3,35), ikinci (U=420,0
p<0,001 z=-4,90), iiclincii (U=450,5 p<0,001 z=-4,124), dordiincii (U=417,5 p<0,001
z=-4,05) ve besinci (U=393,5 p<0,001 z=-4,08) giinde anlaml1 azalma bulundu. TGFB1
kontrol grubu, kontrol grubu ve tedavi-1 (SCOP+TGFp1) grubu ile karsilastirildiginda
platformu bulma siiresinde anlamli1 fark saptanmadi (Sekil 7). Morris su havuzu testinde
egitim denemelerinde ylizme hizinda kontrol grubunda gilinler arasinda anlamli fark
bulundu [¢? (4) =18,33 p=0,001]. Yiizme hizi, birinci giin ile karsilastinldiginda ikinci
(Z=-2,17 p=0,03), dordiincii (Z=-2,40 p=0,016) ve besinci (Z=-3,42 p=0,001) giinde
anlamli olarak azaldi. Yiizme hizinda sham (SF) grubunda giinler arasinda anlamli fark
belirlendi [;* (4) =12,56 p=0,014]. Birinci giin ile karsilastirildiginda yiizme hizi,
ticlincii giinde (Z=-1,65 p=0,09) artarken, besinci (Z=-2,17 p=0,03) giinde anlaml
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azaldi. Egitim denemelerinde ylizme hizinda TGFB1 kontrol grubunda giinler arasinda
anlamli fark saptandi [5° (4) =20,4 p<0,001]. Birinci giin ile karsilastirildiginda ikinci
(Z=-2,34 p=0,01), dordiincii (Z=-2,4 p=0,01) ve besinci giinde (Z=-3,57 p<0,001)
yiizme hizinda azalma bulundu. Deney (SCOP) [y* (4) =7,9 p=0,09] grubunda ve
tedavi-1 (SCOP+ TGFB1) [¥? (4) =5,9 p=0,20] grubunda, yiizme hizinda giinler arasinda
anlamli fark bulunamadi. Morris su havuzu testinde egitim denemelerinde yiizme
hizinda ikinci [H (4,152) =17,95 p=0,001], doérdiincii [H (4,152) =10,27 p=0,036] ve
besinci [H (4,152) =21,36 p<0,001] giinlerde gruplar arasinda anlamli fark saptandi.
Deney (SCOP) grubu, sham (SF) grubu ile karsilagtirildiginda ikinei (U=227,0 p<0,001
z=-3,5) ve besinci (U=234,0 p=0,001 z=-3,4) gilinde yiizme hizinda artis saptanirken,
diger glinlerde anlamli fark bulunamadi. Deney (SCOP) grubu, tedavi-1 (SCOP+
TGFB1) grubu ile karsilastirildiginda yiizme hizinda besinci (U=573,0 p=0,029 z=-2,18)
giinde anlaml1 artis bulundu (Sekil 8).
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Sekil 8. Morris su havuzu testinde egitim denemelerinde yiizme hizi (cm/sn). Veriler ortalama +SH

olarak ifade edildi. Istatistiksel analiz icin bkz. Metin. Gruplarda N=6-10.
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4.1.2. 28. Giin Test Verileri

Morris su havuzunda deney hayvanlari, altinci giinde platform kaldirilarak,
platformun bulundugu kadranin karsi kadranindan deneye alindi. Altinc1 giinde
platformun bulundugu kadranda gegcirilen siirede, gruplar arasinda anlamli fark bulundu
[F (4, 33) =7,06 p<0,001]. Deney (SCOP) grubunda, sham (SF) (p<0,05) ve kontrol
(p<0,01) grubuna gore hedef kadranda gecirilen siire anlamli olarak azaldi. Tedavi-1
(SCOP+ TGFB1) grubunda, deney (SCOP) grubuna gore hedef kadranda gecirilen
stirede anlamli artis saptandi (p<0,05). TGFB1 kontrol grubunda, sham (SF) ve kontrol
grubuna gore hedef kadranda gegirilen siirede anlamli fark bulunamadi (p>0,05) (Sekil
9). Morris su havuzu test gliniinde gruplar arasinda ylizme hizinda anlamli bir fark elde

edilmedi [F (4, 33) =0,28 p=0,88] (Sekil 10).
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Sekil 9. Morris su havuzu testinde hedef kadranda gegirilen siire *p<0,05 SF grubuna gore, ~p<0,01
kontrol grubuna gore, #p<0,05 SCOP grubuna gére. ANOVA takiben Tukey HSD testi. Veriler
ortalama =SH olarak ifade edildi. Gruplarda N=6-10.
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Sekil 10. Morris su havuzu testinde yiizme hizi (cm/sn). Veriler ortalama +SH olarak ifade edildi.

Gruplarda N=6-10.

4.1.3. 56. Giin Egitim Denemeleri

Morris su havuzu testinde bes gilin boyunca siiren egitim denemelerinde gizli
platformu bulma siiresinde, kontrol grubunda giinler arasinda anlamli fark bulundu [x2
(4) =12,94 p=0,012]. Birinci giin ile karsilastirildiginda, platformu bulma siiresinde,
tiglincii (Z=-2,15 p=0,03), dordiincii (Z=-2,15 p=0,006) ve besinci (Z=-2,80 p=0,005)
giinde anlaml1 azalma saptandi. Platformu bulma stiresinde, sham (SF) grubunda giinler
arasinda anlamli fark saptandi [y2 (4) =26,26 p<0,001]. Birinci giin ile
karsilastirildiginda ticiincii (Z=-2,84 p=0,005), dordiincii (Z=-2,51 p=0,012) ve besinci
(Z=-3,57 p<0,001) giinlerde anlamli azalma bulundu. Morris su havuzu testi egitim
denemelerinde platformu bulma siiresinde deney (SCOP) grubunda giinler arasinda
anlamli fark bulunmadi [x2 (4) =7,95 p=0,09].

Bes giin boyunca gizli platformu bulma siiresinde TGFB1 kontrol gurubunda
giinler arasinda anlamli fark saptandi [y2 (4) =12,88 p=0,012]. Birinci giin ile
karsilastirildiginda, platformu bulma siiresinde, besinci giinde anlamli azalma bulundu

(Z=-1,97 p=0,04). Platformu bulma siiresinde tedavi-1 (TD-1) grubunda giinler arasinda
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anlamli fark bulundu [y2 (4) =10,55 p=0,032]. Birinci giin ile karsilastirildiginda,
platformu bulma siiresinde, besinci giinde anlamli azalma belirlendi (Z=-2,66 p=0,008).
Tedavi-2 (TD-2) grubunda platformu bulma siiresinde giinler arasinda anlamli fark
bulundu [y2 (4) =20,84 p<0,001]. Birinci giin ile karsilastirildiginda ikinci (Z=-2,42
p=0,015), t¢lincii, (Z=-2,77 p=0,005), dordiincii (Z=-3,77 p<0,001) ve besinci (Z=-3,12
p=0,002) giinlerde platformu bulma siiresinde anlamli azalma saptandi.

Egitim denemelerinde ikinci [H (4,192) =13,21 p=0,021], tg¢iincti [H (4,152)
=31,02 p<0,001], dordiincti [H (4,152) =30,05 p<0,001] ve besinci [H (4,152) =33,33
p<0,001] giinlerde platformu bulma stiresinde gruplar arasinda anlamli fark saptanirken,
birinci giinde gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi [H (4,152) =8,88 p=0,114]. Sham
(SF) grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda dordiincii giinde platformu bulma
sliresinde anlamli artis bulundu (U=184,5 p=0,02 z=-2,19). Deney (SCOP) grubu, sham
(SF) grubu ile karsilastirildiginda platformu bulma siiresinde ti¢iincii (U=256,0 p<0,001
z=-3,91) ve besinci (U=212,5 p<0,001 z=-4,17) giinde anlaml1 artig saptandi.

Platformu bulma siiresinde, tedavi-1 (TD-1) grubu ile deney (SCOP) grubu
karsilastirildiginda, tgiincii (U=559,0 p=0,002 z=-3,05) ve besinci (U=514,5 p=0,002
z=-3,16) giinlerde anlamli azalma bulundu. Tedavi-2 (TD-2) grubu ile deney (SCOP)
grubu karsilastirildiginda, birinci (U=660,5 p=0,04 z=-1,97), ikinci (U=543,5 p=0,007
z=-2,70), iiciincti (U=364,0 p<0,001 z=-4,87), dordiincii (U=363,0 p<0,001 z=-4,45) ve
besinci (U=357,0 p<0,001 z=-4,63) giinlerde platformu bulma siiresinde anlamli azalma
saptandi. Tedavi-2 (TD-2) grubu ile tedavi-1 (TD-1) grubu karsilastirildiginda, ikinci
(U=589,5 p=0,02 z=-2,17), ligiincii (U=552,0 p=0,011 z=-2,53) ve dordiincii (U=482,0
p=0,002 z=-3,15) giinde platformu bulma siiresinde anlamli azalma bulundu. TGFf1
kontrol grubu ile sham (SF) grubu karsilastirildiginda, birinci giinde anlamli azalma
saptand1 (U=208,5 p=0,031 z=-2,15). TGFf1 kontrol grubu, kontrol grubu ve tedavi-1
(TD-1) grubu ile Kkarsilastirildiginda, platformu bulma siiresinde anlamli fark
saptanmadi. Tedavi-2 (TD-2) grubunda, TGFB1 kontrol grubuna goére ikinci (U=329,0
p=0,024 z=-2,25) ve ig¢iincii (U=327,0 p=0,026 z=-2,22) giinlerde, platformu bulma

stiresinde anlamli azalma bulundu (Sekil 11).
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Sekil 11. Morris su havuzu testinde egitim denemelerinde platformu bulma siiresi. Veriler ortalama +SH

olarak ifade edildi. Istatistiksel analiz icin bkz. Metin. Gruplarda N=6-10.

Morris su havuzu testinde egitim denemelerinde, yiizme hizinda kontrol
grubunda giinler arasinda anlamli fark bulundu [XZ (4) =18,33 p=0,001]. Yiizme hizi,
birinci giin ile karsilastirildiginda, ikinci (Z=-2,17 p=0,03), dordiincii (Z=-2,40 p=0,016)
ve besinci (Z=-3,42 p=0,001) giinlerde anlaml olarak azalmisti. Egitim denemelerinde
yiizme hizinda sham (SF) grubunda, giinler arasinda anlamli fark belirlendi [xz 4)
=21,03 p<0,001]. Birinci giin ile karsilastirildiginda, yiizme hizi, ikinci (Z=-2,71
p=0,007), ticlincii (Z=-3,71 p<0,001), dordiincii (Z=-3,60 p<0,001) ve besinci (Z=-2,28
p=0,022) giinlerde anlaml1 olarak azaldi. Egitim denemelerinde yiizme hizinda TGFf1
kontrol grubunda, giinler arasinda anlamli fark saptandi [y (4) =17,26 p<0,001]. Birinci
giin ile karsilagtirildiginda, tigiincii (Z=-2,82 p=0,005), dordiincii (Z=-2,97 p=0,003) ve
besinci glinlerde (Z=-2,97 p=0,003), yiizme hizinda azalma saptandi. Deney (SCOP) [xz
(4) =21,30 p<0,001] grubunda, ylizme hizinda giinler arasinda anlamli fark bulundu.
Ikinci (Z=-2,24 p=0,025), dérdiincii (Z=-3,17 p=0,002) ve besinci (Z=-3,48 p<0,001)

giinlerde, birinci giin ile karsilastirildiginda, ylizme hizinda anlamli azalma saptandi.
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Tedavi-1 (TD-1) [}* (4) =27,30 p<0,001] grubunda, yizme hizinda giinler
arasinda anlamli fark bulundu. Birinci giin ile karsilastirildiginda ylizme hizi, ikinci
(Z=-3,11 p=0,002), tiglincii (Z=-3,41 p=0,001), dordiincii (Z=-3,92 p<0,001) ve besinci
(Z=-4,10 p<0,001) giinlerde anlamli olarak azaldi. Tedavi-2 (TD-2) [y* (4) =17,28
p=0,002] grubunda, yiizme hizinda giinler arasinda anlamli fark bulundu. Birinci giin ile
karsilastirildiginda, dordiincii (Z=-2,91 p=0,004) ve besinci (Z=-3,33 p=0,001) giinlerde
yiizme hizi anlamli olarak azaldi. Morris su havuzu testinde, egitim denemelerinde
ylizme hizinda birinci [H (5,192) =12,21 p=0,032], ikinci [H (5,192) =19,88 p=0,001],
tictincti [H (5,192) =24,05 p<0,001], dordiincii [H (5,192) =13,39 p=0,02] ve besinci [H
(5,192) =15,25 p=0,009] giinlerde, gruplar arasinda anlamli fark saptandi. Deney
(SCOP) grubu, sham (SF) grubu ve tedavi-1 (TD-1) grubu ile karsilastirildiginda,
yiizme hizinda anlamli fark bulunamadi (p>0,05). Tedavi-2 (TD-2) grubunda, deney
(SCOP) grubuna gore, birinci (U=441,0 p=0,001 z=-3,45), ikinci (U=386,5 p<0,001 z=-
3,97), tgiincti (U=536,5 p=0,011 z=-2,53), dordiincii (U=485,0 p=0,002 z=-3,03) ve
besinci (U=423,5 p<0,001 z=-3,62) giinlerde yiizme hizinda artis saptandi. Tedavi-2
(TD-2) grubu, tedavi-1 (TD-1) grubu ile karsilastirildiginda, yiizme hizinda ikinci
(U=486,0 p=0,003 z=-3,02), t¢iincii (U=486,0 p=0,002 z=-3,02), doérdiincii (U=481,0
p=0,002 z=-3,07) ve besinci (U=517,0 p=0,006 z=-2,72) giinlerde anlaml1 artis bulundu.
TGEFp1 kontrol grubu, kontrol ve sham (SF) grubu ile karsilastirildiginda ylizme hizinda
anlamli fark saptanmadi (p>0,05) (Sekil 12).
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Sekil 12. Morris su havuzu testinde egitim denemelerinde yiizme hizi (cm/sn). Veriler ortalama +SH

olarak ifade edildi. Istatistiksel analiz icin bkz. Metin. Gruplarda N=6-10.

4.1.4. 56. Giin Test Verileri

Morris su havuzunda altinct giiniinde, platform kaldirilarak, platformun
bulundugu kadranin kars1 kadraninda gecirilen siire degerlendirildi. Altinci giinde
platformun bulundugu kadranda gegcirilen siirede, gruplar arasinda anlamli fark bulundu
[H (5, 48) =25,25 p<0,001]. Deney (SCOP) grubunda, sham (SF) (U=1,0 p=0,002 z=-
3,16) ve kontrol (U=0,0 p=0,001 z=-3,27) grubuna gore hedef kadranda gegirilen siire
anlamli olarak azaldi. Tedavi-1 (TD-1) grubunda, deney (SCOP) grubuna gore hedef
kadranda gegirilen siirede anlamli artis saptandi (U=12,0 p=0,004 z=-2,88). Tedavi-2
(TD-2) grubunda, deney (SCOP) grubuna gore hedef kadranda gegirilen siire anlamli
olarak yiikseldi (U=3,0 p<0,001 z=-3,56). Tedavi-2 (TD-2) grubunda, tedavi-1 (TD-1)
grubuna gore hedef kadranda gegirilen siire anlamli artti (U=24,0 p=0,049 z=-1,96).
TGFp1 kontrol grubunda, sham (SF) ve kontrol grubuna gore hedef kadranda gecirilen
stire acisindan anlamli fark bulunmadi (p>0,05) (Sekil 13).
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Sekil 13. Morris su havuzu testinde hedef kadranda gegirilen siire **p<0,01 SF grubuna gore, ~p<0,01
kontrol grubuna gére, ##p<0,01 SCOP grubuna gére, p<0,05 TD-1 grubuna gére. Kruskal
Wallis takiben Mann Whitney U testi. Veriler ortalama £SH olarak ifade edildi. Gruplarda
N=6-10.

Morris su havuzu testinde gruplar arasinda yiizme hizinda anlamli fark bulundu
[H (5, 48) =16,72 p=0,005]. Deney (SCOP) grubunda, sham (SF) (U=6,0 p=0,009 z=-
2,60) ve kontrol (U=10,0 p=0,03 z=-2,16) grubuna gore yiizme hizinda anlamli azalma
saptand1. Tedavi-2 (TD-2) grubunda, tedavi-1 (TD-1) grubuna gore ylizme hizinda
anlamli artig bulundu (U=22,0 p=0,034 z=-2,11). TGFB1 kontrol grubunda, sham (SF)
ve kontrol grubuna gore yiizme hizinda anlamli fark bulunmadi (p>0,05). (Sekil 14).
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Sekil 14. Morris su havuzu testinde yiizme hizi (cm/sn) **p<0,01 SF grubuna gére, ~p<0,05 kontrol
grubuna gére, ®p<0,05 TD-1 grubuna gore. Kruskal Wallis takiben Mann Whitney U testi.
Veriler ortalama +SH olarak ifade edildi. Gruplarda N=6-10.

4.2. Isik Mikroskobik Bulgular

4.2.1. Hipokampus

4.2.1.1. Kontrol Grubu

Tamamen normal kontrol grubu deneklerinden alinan doku orneklerinin, 151k
mikroskobik incelemesinde, hipokampusun yatay diizlemde, serebral korteksin ventro-
posterior ve ventro-lateral duvarlarinda C seklinde hacimli bir bolim olusturdugu
goriildii (Sekil 15A). Hipokampuste yer alan noronlarin dizilis ve yapisinin normal
oldugu izlendi. Noronlarda ve gliya hiicrelerinde ¢ekirdek ve sitoplazmik 6zelliklerin
normal yapida oldugu goriildii. Noronlarda c¢ekirdek oldukca biiylik ve yuvarlak olup,
vezikiiler tip ¢ekirdek 6zelliklerine sahip oldugu izlendi. Gliya hiicreleri hiperkromatik

oval cekirdekleri ile normal goriinlimdeydi (Sekil 15B).
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Sekil 15. Kontrol grubu deneklerine ait hipokampus doku kesitlerinin 151k mikroskobik goériiniimii. A)

Hipokampusun diisiik biiyiitmede ‘C’ harfi seklindeki genel goériinimii izlenmektedir. H&E.
Bar:500 um. B) Yiiksek biiyiitmede hipokampuste néronlarin (oklar) normal yapi ve dagilimda
olduklar1 gozlenmektedir. H&E. Bar:100 pm.

4.2.1.2. Sham Grubu

Yirmi sekiz giin boyunca i.p. olarak 2 mg/kg SF uygulanan dencklerden 28.
giinde alan hipokampus doku 6rneklerinin 151k mikroskobik incelemesinde, néronlar,
gliya hiicreleri ve sinir liflerinin yapilarinin, kontrol grubuna benzer sekilde normal
oldugu gozlendi (Sekil 16A). Bu grupta yer alan ve 56. giine kadar SF uygulandiktan
sonra sakrifiye edilen deneklere ait hipokampus doku 6rneklerinde de benzer sekilde,
sinir hiicreleri, gliya hiicreleri ile sinir liflerinin normal yapisini koruduklar1 belirlendi

(Sekil 16B).

Sekil 16. Sham grubuna ait deneklerden alinan hipokampus doku Orneklerinin 151k mikroskobik
goriiniimii. A) 28. giinde alinan hipokampus doku kesitlerinde, néron perikaryonlari (oklar) ve
gliya hiicrelerinin (ok basi) normal goriiniimiinde olduklar izlenmektedir. H&E. Bar:50 pum.
B) 56. giinde alinan hipokampus doku kesitlerinde néron perikaryonlarinin (oklar) ve gliya
hiicrelerinin (ok basi) normal yapilarini koruduklar gézlenmektedir. H&E. Bar:50 pm.
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4.2.1.3. TGF-p1 Kontrol Grubu

Yirmi sekiz giin boyunca i.p. olarak 2 pg TGF- B1 uygulanan deneklerden 28.
giinde alinan hipokampus doku o&rneklerinin 151k mikroskobik incelemesinde,
noronlarin, gliya hiicrelerinin ve sinir liflerinin normal yapida olduklar1 gézlendi. (Sekil
17A). 56. giinde alinan hipokampus doku 6rneklerinin 151k mikroskobik incelemesinde,
hipokampuste noron perikaryonlar1 ve gliya hiicrelerinin normal yapilarini koruduklar

izlendi. Sinir liflerinin yapilarinin da normal oldugu gozlendi (Sekil 17B).

Sekil 17. TGF-B1 verilen deneklere ait hipokampus doku kesitlerinin 1sitk mikroskobik goriiniimii. A)

TGF-B1 grubu deneklerinden 28. giinde alinan hipokampus doku kesitlerinde, néronlar (oklar)
ve gliya hiicrelerinin (ok basi) normal goériiniimiinde oldugu goézlenmektedir. H&E. Bar:100
pm. B) TGF-B1 verilen 56. giinde alian hipokampus doku kesitlerinde néron perikaryonlarimin
(oklar) ve gliya hiicrelerinin (ok basi) normal goriinimde olduklart izlenmektedir. H&E.

Bar:100 pum.

4.2.1.4. Deney Grubu

Deneysel Alzheimer hastaligi modeli olusturmak {izere 28 giin boyunca 2 mg/kg
dozda i.p. skopolamin uygulanan deneklerden 28. giinde alinan hipokampus doku
kesitlerinin 151k mikroskobik incelemesinde ndéronlarin ¢ekirdeklerinde kromatin
yogunlagsmast ve sitoplazmada biiziigme goriildi. Bazi noronlarda sitoplazmik
vakuolizasyon gozlendi. Gliya hiicrelerinde de ¢ekirdekte hiperkromatin artisi ve
sitoplazmada  vakuolizasyon izlendi. Noron ve gliya hiicrelerinde goriilen

intrasitoplazmik vakuolizasyon yaninda, interseliiler alanlarda da 6dem alanlarinin

varhigi dikkati cekti (Sekil 18A).
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28 giin boyunca 2 mg/kg dozda i.p. skopolamin uygulanan ve 56. giinde alinan
hipokampus doku kesitlerinin 151k mikroskobik incelemesinde perindronal alanlarda ve
interstisyumda belirgin 6dem alanlarinin varligi izlendi. Noronlarda c¢ekirdekte
hiperkromatin artisi ve sitoplazmik vakuolizasyon gozlendi. Gliya hiicrelerinde
cekirdekte kromatin yogunlagmasi ve interselliller 6dem alanlarimin varligi gézlendi

(Sekil 18B).

Sekil 18. Deney grubuna ait hipokampus doku kesitlerinin 11k mikroskobik goriiniimii. A) 28. giinde

alinan hipokampus doku kesitlerinde, noronlarda (oklar) ve gliya hiicrelerinde (ok bagi)
¢ekirdekte kromatin artis1 ve sitoplazmada vakuolizasyon izlenmektedir. H&E. Bar:50 pm. B)
56. giinde alinan hipokampus doku kesitlerinde noronlarda (oklar) ve gliya hiicrelerinde (ok
bas1) ¢ekirdekte hiperkromatin artist ve sitoplazmada vakuolizasyon gozlenmektedir.

Interseliiler 6dem alanlar1 da goriilmektedir. H&E. Bar:50 pum.

4.2.1.5. Tedavi-1 (TD-1) Grubu

Yirmi sekiz giin boyunca 2 mg/kg skopolamin uygulamasin takiben 2 pg/giin
TGF-B1 tedavisi uygulanan deneklerden 28. giinde alinan hipokampus doku kesitlerinin
151k mikroskobik incelemesinde her ne kadar ndronlarmn ve gliya hiicrelerinin
bazilarinda, ¢ekirdekte kromatin artisi ve sitoplazmada vakuolizasyon gozlenmekle
birlikte ¢cogu noron ve gliya hiicrelerinde normal yapinin korundugu gozlendi (Sekil
19A). Bu grupta 56. giinde alinan hipokampus doku kesitlerinde de minimal diizeyde
hiicresel degisiklikler izlenmekle birlikte, noronlar, gliya hiicreleri ve sinir liflerinin

genellikle normal yapida olduklar1 belirlendi (Sekil 19B).
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Sekil 19.

Tedavi-1 grubu deneklerine ait hipokampus doku kesitlerinin 11k mikroskobik gériintiimii. A)
28. giinde alinan hipokampus doku kesitlerinde, bazi néron ve gliya hiicrelerinde hiperkromatik
cekirdek ve sitoplazmik vakuolizasyon izlenmekle birlikte, ¢ogu noéron (oklar) ve gliya
hiicrelerinin (ok bagi) normal yapilarim1 korudugu izlenmektedir. H&E. Bar:100 pm. B) 56.
giinde aliman hipokampus doku kesitlerinde néronlar (oklar) ve gliya hiicrelerinde (ok basi)
genellikle normal yapinin korundugu dikkati ¢cekmektedir H&E. Bar:100 pm.

4.2.1.6. Tedavi-2 (TD-2) Grubu

Yirmi sekiz giin boyunca skopolamin verilen ve ardindan 28-56. giinler arasinda

2 ng/giin TGF-B1 tedavisi uygulanan deneklerden alinan hipokampus doku 6rneklerinin

151k mikroskobik incelemesinde ndronlarin ve gliya hiicrelerinin bazilarinda ¢ekirdekte

kromatin artis1 ve sitoplazmada vakuolizasyon izlendi. Bununla birlikte néron ve gliya

hiicrelerinin bazilarinda normal yapmnin korundugu da dikkati ¢ekti. Ayrica sinir

liflerinin de normal yap1 ve dagilimda oldugu goriildii (Sekil 20A-20B).

A\ J Ak (3734 ]

Tedavi-2 grubuna ait deneklerden 56. giinde alinan hipokampus doku kesitlerinin 151k
mikroskobik goriinimii. A) Hipokampus doku kesitinde bazi néron perikaryonlarinda (oklar)
ve gliya hiicrelerinin (ok basi) c¢ekirdekte kromatin artisi ve sitoplazmada biiziisme ve
vakuolizasyon izlenmektedir. H&E. Bar:100 um. B) Hipokampuste daha yiiksek biiyiitmede,
noronlarda hiperkromatik ¢ekirdek ve sitoplazmik vakuolizasyon goriilmektedir. Bununla
birlikte bazi noronlarin (oklar) ve gliya hiicrelinin (ok basi) ¢ekirdek ve sitoplazmik
ozellikleriyle birlikte normal yapisini koruduklar dikkati gekmektedir. H&E. Bar:50 pm.
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4.2.2. Prefrontal Korteks

4.2.2.1. Kontrol Grubu

Tamamen normal kontrol grubu deneklerinden alinan prefrontal korteks doku
kesitlerinin 151k mikroskobik incelemesinde, prefrontal korteksin distan pia mater ile
saril1 oldugu goriildii. Pia materin altinda beyin korteksinin alt1 tabakali hiicresel yapisi
ayirt edildi. Kortekste bulunan noronlar farkli sekil ve biiyiikliikleriyle normal yapida
izlendi. Piramidal, oval veya ig sekilli noron perikaryonlarinda vezikiiler bir ¢ekirdek ve
cekirdek icinde de bir veya birden fazla c¢ekirdekgik ayirt edildi. Gliya hiicreleri de
cekirdek ve sitoplazmik 6zellikleriyle normal yapida izlendi. Sinir liflerinin yap1 ve

dagilimi normaldi (Sekil 21A-21B).
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Sekil 21. Normal kontrol grubu deneklerine ait prefrontal korteks doku kesitlerinin 151k mikroskobik

goriiniimii. A) Prefrontal korteksin digtan pia mater ile sarili oldugu goriilmektedir. Beyin
korteksini olusturan tabakalarda ndronlarin yerlesimi izlenmektedir. Noronlarin farkli sekil ve
biiyiikliikte olduklar1 dikkati ¢ekmektedir. Noronlarin (oklar) ve gliya hiicrelerinin (ok basi)
normal yapida olduklar1 gozlenmektedir. H&E. Bar:100 pm. B) Yiiksek biiyiitmede gesitli
biiytiklilkte ve farkli sekillerde noronlar (oklar) ile gliya hiicreleri (ok bagi) izlenmektedir.
H&E. Bar:50 pm.

4.2.2.2. Sham Grubu

Yirmi sekiz giin boyunca yalnizca i.p. 2 mg/kg SF uygulanan deneklerden 28.
giinde alinan prefrontal korteks doku kesitlerinin 1s1tk mikroskobik incelemesinde,
noronlarin yap1 ve dagilimimin normal oldugu goriildii. Farkli sekil ve biiyiikliikte olan

ndron perikaryonlarinda vezikiiler bir ¢ekirdege sahip olduklari izlendi. Gliya hiicreleri
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cekirdek ve sitoplazmik yapilari ile normal olarak degerlendirildi. Sinir liflerinin yap1
ve dagilimlar1 da normaldi (Sekil 22A). Bu grupta 56. glinde alinan prefrontal doku
kesitlerinde de normal yapinin korundugu izlendi. Beyin korteksinde noronlar ve gliya

hiicreleri ile sinir liflerinin yap1 ve dagilimi normaldi (Sekil 22B).

Sekil 22. Sham grubuna ait deneklerde prefrontal korteks doku kesitlerinin 151k mikroskobik gdriiniimii.

A) 28. giinde alinan kesitlerde néron perikaryonlarinin (oklar) ve gliya hiicrelerinin (ok basi)
normal goriinimde olduklar1 izlenmektedir. H&E. Bar:100 pm. B) 56. giinde elde edilen
prefrontal korteks doku kesitlerinde noronlar (oklar), gliya hiicreleri (ok basi) ve sinir liflerinin

yap1 ve dagilimlarinin normal oldugu goriilmektedir. H&E. Bar:100 um.

4.2.2.3 TGF-g1 Kontrol Grubu

Yirmi sekiz giin boyunca ip. 2 pg/giin TGF-f1 uygulanan deneklerden 28.
giinde alinan prefrontal korteks doku kesitlerinin 151k mikroskobik incelemesinde, beyin
korteksinde noronlarin, gliya hiicrelerinin ve sinir liflerinin normal yapilarini
koruduklart izlendi. Bulundugu tabakalarda farkli sekil ve biiytikliikte olan noronlarin,
vezikiiler tipte, oldukca biiyiik bir ¢ekirdege sahip olduklar1 goriildii. Gliya hiicreleri
hiperkromatik ¢ekirdek ve dar sitoplazmalar1 ile aywrt edildi. Hiicrelerin yap1 ve
dagilimlar1 normaldi. Sinir lifleri de normal olarak degerlendirildi (Sekil 23A). 28 giin
TGF-B1 uygulamasinin ardindan 56. giine kadar yalnizca SF verilen ve 56. giinde elde
edilen prefrontal korteks doku kesitlerinin 1sik mikroskobik incelemesinde, ndronlar,
gliya hiicreleri ve sinir liflerinin yap1 ve dagilimlarinin normal oldugu goézlendi (Sekil

23B).
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Sekil 23. TGF-B1 uygulanan deneklere ait prefrontal korteks doku kesitlerinin 11k mikroskobik
goriiniimii. A) 28. giinde alinan prefrontal korteks doku kesitlerinde noron perikaryonlarinin
(oklar) ve gliya hiicrelerinin (ok basi) normal yapida olduklari izlenmektedir. H&E. Bar:100
um. B) 56. giinde elde edilen prefrontal korteks dokularinda, beyin korteksinde hiicresel
diizenlenmenin normal oldugu, ndronlar (oklar), gliya hiicreleri (ok basi) ve sinir liflerinin

normal yapilarini koruduklar1 gériilmektedir. H&E. Bar:100 pm.

4.2.2.4. Deney Grubu

Yirmi sekiz giin boyunca i.p. 2 mg/kg skopolamin uygulanan deneklerden 28.
giinde alinan prefrontal korteks doku oOrneklerinin 151k mikroskobik incelenmesinde,
kortekste yer alan noronlarin bazilarinda g¢ekirdekte kromatin artis1 ve sitoplazmada
vakuolizasyon izlendi. Ayrica hiicreler arasi alanlarda 6dem alanlarinin varligi gozlendi.
Bunlarin yaninda, prefrontal korteksin ylizeyel tabakalarinda enflamasyonu temsil eden
infiltrasyon alanlarina rastlandi. (Sekil 24A). 28 giin boyunca i.p. 2 mg/kg skopolamin
uygulanan, ardindan 56. giine kadar yalnizca SF verilen deneklerden 56. giinde elde
edilen prefrontal korteks doku kesitlerinin 151k mikroskobik incelemesinde, kortekste
O0dem ve infiltrasyon alanlarimin varligi izlendi. Ayrica néronlarin bazilarinda ¢ekirdekte

kromatin artig1 ve sitoplazmada vakuolizasyon gozlendi. (Sekil 24B).
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Sekil 24. Deney grubundan elde edilen prefrontal korteks doku kesitlerinin 151k mikroskobik gdriiniimii.

A) 28. giinde kortekste yer alan noronlarda cekirdekte kromatin artisi ve sitoplazmada
vakuolizasyon (oklar) izlenmektedir. H&E. Bar:100 pm. B) 56. giinde alinan prefrontal korteks
doku kesitlerinde noéronlarda (oklar) ve gliya hiicrelerinde (ok basi) g¢ekirdekte kromatin
yogunlagmast ve sitoplazmada vakuolizasyon gozlenmektedir. Kortekste infiltrasyon

alanlarmin (*) varligi izlenmektedir. H&E. Bar:100 pm.

4.2.2.5. Tedavi-1 Grubu

Yirmi sekiz giin boyunca i.p. 2 mg/kg skopolamin uygulamasindan 1 saat sonra
tedavi amaciyla i.p. 2 pg/giin TGF-B1 uygulandi. Deneyin 28. giiniinde alinan prefrontal
korteks doku kesitlerinin 151k mikroskobik incelenmesinde, kortekste O6dem ve
infiltrasyon alanlarina rastlanmadi. Her ne kadar bazi noronlarda ¢ekirdekte
hiperkromatin artis1 ve sitoplazmada hafif vakuolizasyon izlense de ¢ogu ndronlarda ve
gliya hiicrelerinde normal yapinin korundugu dikkati ¢ekti. (Sekil 25A). Bu grupta yer
alan deneklerden 56. giinde alinan prefrontal korteks doku kesitlerinin 151k mikroskobik
incelemesinde, bazi néronlarda ¢ekirdekte hiperkromatin artis1 ve sitoplazmada hafif
vakuolizasyona rastlanmakla beraber, ¢ogu alanlarda, ndronlarin, gliya hiicrelerinin ve

sinir liflerinin genellikle normal yapilarini koruduklari izlendi. (Sekil 25B).
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Sekil 25. Tedavi-1 grubunda yer alan deneklere ait prefrontal korteks doku kesitlerinin 151k mikroskobik

goriiniimii. A) 28. giinde kortekste yer alan noronlarin (oklar) bazilarinda g¢ekirdekte kromatin
artig1 ve sitoplazmada vakuolizasyon izlenmekle birlikte, cogu néronlarda ve gliya hiicrelerinde
(ok bas1) normal yapiin korundugu gozlenmektedir. H&E. Bar:100 um. B) 56. giinde alinan
prefrontal korteks doku kesitlerinde néronlarin (oklar) bazilarinda ve gliya hiicrelerinde (ok
basi) ¢ekirdekte kromatin artisi ve sitoplazmada vakuolizasyon goriilmekle birlikte, ¢ogu

alanlarda normal yapinin korundugu dikkati gekmektedir. H&E. Bar:100 pm.

4.2.2.6. Tedavi-2 Grubu

Yirmi sekiz giin boyunca skopolamin uygulamasinin ardindan, 28-56. giinler
arasinda TGF-B1 uygulanan deneklerden 56. giinde alinan prefrontal korteks doku
kesitlerinin 151k mikroskobik incelemesinde, kortekste yer alan ndronlardan bazilarinda
cekirdekte hiperkromatin artis1 ve sitoplazmada vakuolizasyon izlendi. Bununla birlikte,
noronlarin biiyiikk ¢ogunlugunda hiicrenin normal yapisinin korundugu dikkati g¢ekti.
Gliya hiicreleri de ¢ekirdek ve sitoplazmik 6zellikleriyle normal olarak degerlendirildi.

Sinir lifleri de normal yap1 ve dagilima sahipti (Sekil 26A-26B).
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Sekil 26. Tedavi-2 grubunda yer alan deneklere ait prefrontal korteks doku kesitlerinin 11k mikroskobik
goriiniimii. A) 56. giinde alinan prefrontal korteks doku kesitinde, kortekste néronlarin (oklar)
ve gliya hiicrelerinin (ok basi) genellikle normal yapilarini koruduklart izlenmektedir. H&E.
Bar:100 pm. B) Yiiksek biiyiitmede noronlar (oklar), gliya hiicreleri (ok bagst) ve sinir liflerinin

yapilarinin normal yapilarini koruduklari dikkati cekmektedir. H&E. Bar:50 pm.

4.3. Elektron Mikroskobik Bulgular

4.3.1. Hipokampus

4.3.1.1. Kontrol Grubu

Tamamen normal kontrol grubu deneklerinden alinan hipokampus doku
orneklerinin elektron mikroskobik incelemesinde néronlar ve gliya hiicreleri ile
miyelinli ve miyelinsiz sinir liflerinin normal yapida olduklar1 goriildii. Noronlarin
perikaryonlari; merkezi yerlesimli oval bir c¢ekirdek ve bunun etrafini g¢evreleyen
periniiklear sitoplazmadan olusmaktaydi. Vezikiiler tipteki cekirdegin igerisinde bir
veya birden fazla ¢ekirdekcik yer almaktaydi. Noroplazmada mitokondriyonlar, Golgi
kompleksi, graniiler endoplazmik retikiilim sisternalari, serbest ribozomlar ve
lizozomlar ayirt edildi. Gliya hiicreleri de ¢ekirdek ve sitoplazmik organelleri ile normal
goriiniimde izlendi. Miyelin kilifa sahip sinir liflerinde akson ve miyelin kilifin normal

yapida olduklar1 gozlendi. (Sekil 27).
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Sekil 27. Normal kontrol grubuna deneklerden alinan hipokampus doku kesitinin elektron mikroskobik

goriinimii. Noronun (N) ¢ekirdek (C) ve sitoplazmik yapilari ile normal goriiniimde oldugu
izlenmektedir. Noroplazmada graniiler endoplazmik retikiilim, mitokondriyonlar (M) ve
lizozomlar (L) goriilmektedir. Miyelinli sinir liflerinde akson (A) ve miyelin kilifin (MK)

normal yapida oldugu izlenmektedir. Bar: 1 pm.

4.3.1.2. Sham Grubu

Alzheimer hastaligi modeli olusturulmayan ve yalnizca 28 giin boyunca SF
uygulanan deneklerden 28. ve 56. giinlerde alinan hipokampus doku o6rneklerinin
elektron mikroskobik incelemesinde, her iki grupta da ndronlar, gliya hiicreleri ve sinir

liflerinin ultrastriiktiirel yapilarinin normal oldugu ve kontrol grubuna benzerlik
gosterdigi belirlendi (Sekil 28, Sekil 29).
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Noron perikaryonunda (N) cekirdek (C) ve sitoplazmada yer alan organeller normal yapida
izlenmektedir. Mitokondriyonlar (M), lizozomlar (L), miyelinli akson (A) ve miyelin kilif (MK)

gosterilmistir. Bar: 0,5 pm.
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Sekil 29. Sham grubundan 56. giinde alinan hipokampus dokusunun elektron mikroskobik goriiniimii.

Noronlarda (N) ve gekirdek (C) ve sitoplazmik organeller normal yapida gozlenmektedir.
Mitokondriyonlar (M), lizozomlar (L), Golgi kompleksi (GA) ile miyelinli akson (A) ve
miyelin kilif (MK) gosterilmistir. Bar: 1 um.
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4.3.1.3. TGF-p1 Kontrol Grubu

Yirmi sekiz giin boyunca i.p. olarak 2 pg TGF- B1 uygulanan deneklerden 28.
giinde alinan hipokampus doku o6rneklerinin elektron mikroskobik incelemesinde,
noronlarin, gliya hiicrelerinin ve sinir liflerinin ince yapilarinin normal olduklar
gozlendi (Sekil 30). Aymi gruptan 56. giinde elde edilen hipokampus doku
orneklerininelektron mikroskobik incelemesinde noéronlar, gliya hiicreleri ve sinir

liflerinin normal ultrastriiktiirel yapiya sahip olduklar1 gézlendi (Sekil 31).

Sekil 30. TGF-B1 kontrol grubundan 28. giinde alinan hipokampus dokusunun elektron mikroskobik
goriiniimii. Noron perikaryonunda (N) vezikiiler tipte ¢ekirdek (C) ve igerisinde birden fazla
¢ekirdek¢ik normal yapida izlenmektedir. Noroplazmada organeller normal yapilarini

korumaktadir. Mitokondriyonlar (M), lizozomlar (L) gosterilmistir. Bar: 0,5 um.
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Sekil 31. TGF-B1 kontrol grubundan 56. giinde alinan hipokampus dokusunun elektron mikroskobik
goriinimii. Noronlarda (N) ¢ekirdek (C) ve sitoplazmik organeller normal yapida

goriilmektedir. Mitokondriyonlar (M), lizozomlar (L) gosterilmistir. Bar: 1 pm.

4.3.1.4. Deney Grubu

Deneysel Alzheimer hastalig1 modeli olusturmak tizere 28 gilin boyunca 2 mg/kg
dozda i.p. skopolamin uygulanan deneklerden 28. giinde alinan hipokampus doku
kesitlerinin elektron mikroskobik incelemesinde, noronlarda ¢ekirdekte kromatin artist
ve sitoplazmada yaygin 6dem alanlarinin varligi dikkati ¢ekti. Gliya hiicrelerinde
¢ekirdekte hiperkromatin artis1 ve sitoplazmada 6dem alanlari izlendi. Sinir liflerinde
hafif yapisal degisiklikler izlenmekle birlikte, cogunlukla yapisal biitlinliiglin korundugu
gozlendi (Sekil 32). Deneysel Alzheimer hastaligi modeli olusturulan deneklerden 56.
giinde alinan hipokampus doku kesitlerinin elektron mikroskobik incelemesinde
hiicresel yapinin nispeten korundugu gozlenmekle beraber, noronlar, gliya hiicreleri ve
sinir liflerinde 28. giinde gozlenen degisikliklere benzer yapisal bozukluklarin varlig:
izlendi (Sekil 33).
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Sekil 32

. Yirmi sekiz giin boyunca 2 mg/kg dozda i.p. skopolamin uygulanan deneklerden 28. giinde

alinan hipokampus dokusunun elektron mikroskobik goriiniimii. N6éron perikaryonunda (N) yer
alan gekirdekte (C) heterokromatin artisi, sitoplazmada yaygin 6dem (*) ile organel harabiyeti
goriilmektedir. Mitokondriyon (M), akson (A) ve miyelin kilif (MK) gosterilmistir. Bar: 0,5

pum.
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Sekil 33. Yirmi sekiz giin boyunca 2 mg/kg dozda i.p. skopolamin uygulanan deneklerden 56. giinde

alman hipokampus dokusunun elektron mikroskobik goriiniimii. Noron sitoplazmasinda (N)
yaygin o6dem (*) ile organel harabiyeti goriilmektedir. Gliya hiicresinde (GH) c¢ekirdekte
heterokromatin artig1 dikkati cekmektedir. Cekirdek (C), miyelinli akson (A), mitokondri (M),
miyelin kilif (MK) gosterilmistir. Bar: 0,5 pm.

4.3.1.5. Tedavi-1 Grubu

Yirmi sekiz gilin boyunca i.p. 2 mg/kg skopolamin uygulamasindan 1 saat sonra
tedavi amaciyla i.p. 2 pg/gin TGF-B1 uygulanan deneklerden 28. giinde alinan
hipokampus doku o6rneklerinin elektron mikroskobik incelemesinde, noéronlarda
¢ekirdekte heterokromatin artisi, sitoplazmada hafif vakuolizasyon izlenmekle birlikte,
cogu noronlarin yapisinin korundugu gozlendi. Gliya hiicrelerinde ¢ekirdekte kromatin
artis1 ve sitoplazmada hafif yapisal degisiklikler gozlenmekle beraber hiicrelerin ince
yapilar1 ¢ogu alanda normale yakin izlendi. Sinir liflerinde akson ve miyelin kilif yapisi
normal olarak degerlendirildi. (Sekil 34).

Deneklerden 56. giinde alinan hipokampus doku 6rneklerinin elektron
mikroskobik incelemesinde, noronlarda c¢ekirdekte kromatin artisi, sitoplazmada
mitokondriyonlarda genisleme ve vakuolizasyon izlendi. Bununla birlikte noronlarin
cogunda normal yapimin korundugu dikkati ¢ekti. Gliya hiicreleri ve sinir liflerinin

yapilarinin normal oldugu gézlendi (Sekil 35).
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Noronda sitoplazmada (N) hafif vakuolizasyon (*) izlenmektedir. Gliya hiicresinde (GH)
¢ekirdekte heterokromatin artisi gozlenmektedir. Lizozom (L) ve miyelin kilif (MK)

gosterilmigtir. Bar: 1 pm.

Noronlarda (N) ¢ekirdekte (C) kromatin artis1 sitoplazmada organellerde hafif vakuolizasyon

(siyah-beyaz*) izlenmektedir. Lizozom (L) ve miyelin kilif (MK) gosterilmistir. Bar: 1 um.
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4.3.1.6. Tedavi-2 Grubu

Yirmi sekiz giin boyunca skopolamin uygulamasinin ardindan, 28 giin boyunca
TGF-B1 uygulanan deneklerden 56. giinde alinan hipokampus doku 6rneklerinin
elektron mikroskobik incelemesinde ndronlarda g¢ekirdek ve sitoplazmik organellerin
genellikle normal yapilarin1 korudugu dikkati ¢ekti. Gliya hiicreleri ve sinir liflerinde de

yapisal goriiniimiin korundugu izlendi. (Sekil 36).

Sekil 36. Tedavi-2 grubundan 56. giinde alinan hipokampus dokusunun elektron mikroskobik goriiniimii.

Noronda (C) ¢ekirdek (C) ve sitoplazmik organellerin normal yapisini korudugu izlenmektedir.

Akson (A), mitokondriyon (M), lizozom (L) ve miyelin kilif (MK) gosterilmistir. Bar: 0,5 pm.

4.3.2. Prefrontal Korteks

4.3.2.1. Kontrol Grubu

Herhangi bir islem uygulanmayan normal kontrol grubu deneklerinden alinan
prefrontal korteks doku oOrneklerinin elektron mikroskobik incelemesinde noronlar,
gliya hiicreleri ve sinir liflerinin normal yapida olduklar1t gozlendi. Noéron
perikaryonunda yuvarlak veya oval vezikiiler bir ¢ekirdek ve néroplazmada yer alan

graniiler endoplazmik retikiiliim, mitokondriyonlar, golgi kompleksi, lizozomlar ile
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norotiibiil ve norofilamanlarin varligr izlendi. Gliya hiicreleri ¢ekirdek ve sitoplazmik
Ozellikleri ile normal yapida goriildii. Sinir liflerinde akson ve miyelin kilif yapisi

normaldi (Sekil-37).

Sekil 37. Normal kontrol grubundan alinan prefrontal korteks dokusunun elektron mikroskobik

goriiniimi. Noronun (N) ¢ekirdek (C) ve sitoplazmik organellerinin normal yapida oldugu
goriilmektedir. Mitokondriyon (M), lizozom (L), akson (A) ve miyelin kilif (MK) gosterilmistir.
Bar: 1 pm.

4.3.2.2. Sham Grubu

Yirmi sekiz boyunca i.p. 2 mg/kg SF uygulanan deneklerden 28. gilinde alinan
prefrontal korteks doku orneklerinin elektron mikroskobik incelemesinde, noronlar,
gliya hiicreleri ve sinir liflerinin normal yapida olduklart gézlendi (Sekil 38). 28 giin
boyunca i.p. 2 mg/kg SF uygulanan deneklerden 56. giinde alinan prefrontal korteks
doku orneklerinin elektron mikroskobik incelemesinde hiicrelerin ve sinir liflerinin

normal yapilarin1 koruduklart belirlendi (Sekil 39).

75



Sekil 38. Sham grubundan 28. giinde alinan prefrontal korteks dokusunun elektron mikroskobik
goriintimii. Noron perikaryonunun (N) ¢ekirdegin (C) ve sitoplazmada mitokondriyonlarin (M)
normal yapida oldugu goriilmektedir. Perindronal alanlarda miyelinli sinir liflerinde akson (A)

ve miyelin kilifin (MK) normal yapida oldugu izlenmektedir. Bar: 0,5 pm.

Sekil 39. Sham grubundan 56. giinde alinan prefrontal korteks dokusunun elektron mikroskobik
goriiniimii. Noron perikaryonlarinda (N) ve cekirdek (C) ve sitoplazmik organellerin normal

yapida oldugu goriilmektedir. Miyelin kilif (MK), akson (A) ve gliya hiicresi (GH) normal

yapida izlenmektedir Bar: 2 um.
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4.3.2.3. TGF-p1 Kontrol Grubu

Yirmi sekiz giin boyunca i.p. 2 ug/giin TGF-B1 uygulanan deneklerden 28.
giinde alinan prefrontal korteks doku 6rneklerinin elektron mikroskobik incelemesinde,
noronlarin ve gliya hiicrelerinin ¢ekirdek ve sitoplazmik organellerinin normal yapida
olduklar1 gozlendi. Miyelinli sinir liflerinde akson ve miyelin kilifin yapis1 normaldi
(Sekil 40). 28 giin boyunca i.p. 2 pg/giin TGF-f1 uygulanan deneklerden 56. giinde elde
edilen prefrontal korteks doku orneklerinin elektron mikroskobik incelemesinde

noronlar, gliya hiicreleri ve sinir liflerinin normal yapida olduklar1 belirlendi (Sekil 41).

Sekil 40. TGF-B1 kontrol grubundan 28. giinde alinan prefrontal korteks dokusunun elektron

mikroskobik goriiniimii. Noronlarin (N) bazilarinda ¢ekirdekte (C) heterokromatin artisi
izlenmekle birlikte, ¢ogu noronlarda cekirdek ve sitoplazmik organellerin normal yapida

olduklar1 goriilmektedir. Mitokondriyon (M) ve lizozom (L) gosterilmektedir. Bar: 2 pm.
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Sekil 41. TGF-B1 kontrol grubundan 56. giinde alinan prefrontal korteks dokusunun elektron
mikroskobik goriiniimii. Noron perikaryonunda (N) ¢ekirdek (C) ve sitoplazmik organellerin
normal yapida oldugu izlenmektedir. Miyelin kilif (MK) ve akson (A) normal yapida
goriilmektedir. Mitokondriyon (M) ve lizozom (L) gosterilmektedir. Bar: 0,5 um.

4.3.2.4. Deney Grubu

Yirmi sekiz giin boyunca i.p. 2 mg/kg Skopolamin uygulamasindan sonra 28.
giinde alian prefrontal korteks doku 6rneklerinin elektron mikroskobik incelemesinde
noronlarda ¢ekirdekte kromatin yogunlagmasi ve sitoplazmada vakuolizasyon gozlendi.
Baz1 néronlarda intrasitoplazmik 6dem varligi da izlendi. Gliya hiicreleri nispeten
normal goriiniimiinii  korumaktaydi. Miyelinli sinir liflerinde hafif miyelin kilif
degisiklikleri goriilmekle birlikte akson yapisinin normal oldugu belirlendi (Sekil 42).
28 giin boyunca i.p. 2 mg/kg skopolamin uygulamasindan sonra 56. gilinde alinan
prefrontal doku  Orneklerinin  elektron  mikroskobik incelemesinde  noron
perikaryonlarinda hafif yapisal degisiklikler izlenmekle birlikte ¢ogu hiicrelerde
ultrastriiktiirel yapinin korundugu dikkati ¢ekti (Sekil 43).
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Sekil 42. Deney grubundan 28. giinde alinan prefrontal korteks dokusunun elektron mikroskobik

goriiniimii. Noron (N) sitoplazmasinda 6dem (*) ve organellerde hafif yapisal degisiklikler
izlenmektedir. Gliya hiicrelerinde (GH) ¢ekirdekte heterokromatin artigi goriilmektedir.
Cekirdek (C), mitokondriyon (M) ve miyelin kilif (MK) gosterilmektedir. Bar: 1 pm.
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Sekil 43. Deney grubundan 56. giinde alinan prefrontal korteks dokusunun elektron mikroskobik

gOriinimii. Noronlarin (N) bazilarinda ¢ekirdekte (C) kromatin yogunlagsmasi ve sitoplazmada
O6dem (*) izlenmekle birlikte ¢ogu noronlarda normal yapinin korundugu dikkati ¢ekmektedir.
Miyelinli akson (A), lizozom (L), mitokondriyon (M) ve miyelin kilif (MK) gosterilmektedir.
Bar: 0,5 um.

4.3.2.5. Tedavi-1 Grubu

Yirmi sekiz glin boyunca i.p. 2 mg/kg skopolamin uygulamasindan 1 saat sonra
I.p. 2 pg/glin TGF-B1 verilen deneklerden 28. giinde alinan prefrontal korteks doku
orneklerinin  elektron mikroskobik incelemesinde bazi noronlarda ¢ekirdekte
heterokromatin artis1 ve sitoplazmada vakuolizasyon izlendi. Bununla birlikte ¢ogu
noronlarda hiicrelerin yapist normal olarak degerlendirildi. Gliya hiicrelerinde ¢ekirdek
ve sitoplazmik organeller normal yapida izlendi. Sinir liflerinin yapist da normaldi
(Sekil 44). 56. glinde alinan prefrontal korteks kesitlerinde, her ne kadar bazi néronlarda
cekirdekte kromatin yogunlagsmast ve sitoplazmada organellerde hafif yapisal
degisiklikler izlense de, néronlarin ¢gogunlugunda normal yapinin korundugu gézlendi.

Gliya hiicreleri ve sinir liflerinin de normal yapida oldugu goriildii (Sekil 45).
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gOriiniimii. Noronlarin (N) bazilarinda sitoplazmada vakuolizasyon (*) izlenmekle birlikte

normal yapinin korundugu dikkati izlenmektedir. Miyelinli akson (A), miyelin kilif (MK) ve
mitokondriyon (M) gosterilmektedir. Bar: 1 pm.
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Sekil 45. Tedavi-1 grubundan 56. giinde alinan prefrontal k

goriinimii. Noronlarin (N) bazilarinda sitoplazmada hafif derecede vakuolizasyon (*)
goriilmekle birlikte normal yapmin korundugu dikkati g¢ekmektedir. Cekirdek (C),
mitokondriyon (M) ve miyelin kilif (MK) gosterilmektedir. Bar: 1 um.

4.3.2.6. Tedavi-2 Grubu

Yirmi sekiz glin boyunca skopolamin uygulamasinin ardindan 28 giin boyunca
da i.p. 2 pg/giin TGF-B1 uygulanan deneklerden 56. giinde alinan prefrontal korteks
doku oOrneklerinin elektron mikroskobik incelemesinde bazi ndronlarda c¢ekirdekte
kromatin yogunlagmasi, sitoplazmada hafif vakuolizasyon gozlenmekle beraber,
noronlarin ¢ogunda ultrastriiktiirel 6zelliklerin normal oldugu dikkati cekti. Gliya

hiicreleri ve sinir lifleri de normal yapisini1 korumaktaydi (Sekil 46).
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Sekil 46. Tedavi-2 grubundan 56. ginde alman prefrontal korteks dokusunun elektron mikroskobik

goriintimii. Noron (N) ¢ekirdeginde (C) kromatin artisi, sitoplazmada hafif vakuolizasyon (*)
izlenmektedir. Miyelinli akson (A), miyelin kilif (MK), lizozom (L) ve mitokondriyon (M)
gosterilmektedir. Bar: 0,5 pm.
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4.4. Immunohistokimyasal Bulgular

4.4.1. Hipokampus Ap-40 immunohistokimyasi
Hipokampus dokusundan alinan kesitte, negatif kontrol amaciyla primer antikor
damlatilmayan kesitlerde noronlarda, gliya hiicrelerinde ve sinir liflerinde Ap-40

immunreaktivitesi goriilmedi (Sekil 47).

Sekil 47. Negatif kontrol. AB-40 i¢in, primer antikor damlatilmamig hipokampus kesitinde herhangi bir

isaretlemenin olmadig1 goriilmektedir. Bar: 50 um.

4.4.1.1. Kontrol Grubu

Herhangi bir uygulamanin yapilmadigi normal kontrol grubu deneklerinden elde
edilen hipokampus doku kesitlerinde néronlar, gliya hiicreleri ve sinir liflerinde AB-40
immunreaktivitesi bulunmadigi tespit edildi (Sekil 48-A ve Sekil 48-B).
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Sekil 48. Normal kontrol grubuna ait hipokampus dokusu kesitlerinde AB-40 immunreaktivitesi. A)
Hipokampus doku kesitinde néron perikaryonlarinda (oklar) ve gliya hiicrelerinde (ok basi)
herhangi bir isaretleme goriillmemektedir. Bar: 50 pm. B) Farkli denekten alinan kesitte ndron
perikaryonlarinda (oklar) ve gliya hiicrelerinde (ok basi) herhangi bir pozitif immunreaktivite

izlenmemektedir. Bar: 50 pum.

4.4.1.2. Sham Grubu
Yalnizca SF uygulanan deneklerden 28. ve 56. giinlerde alinan hipokampus
doku kesitlerinde noronlarda, gliya hiicrelerinde ve sinir liflerinde Ap-40

immunreaktivitesi gozlenmedi (Sekil 49A ve Sekil 49B).
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Sekil 49. Hipokampus sham grubunda AB-40 immunreaktivitesi. A) Hipokampuste 28. giinde; néronlarin
perikaryonlarinda (oklar) ve gliya hiicrelerinde (ok baslari) herhangi bir pozitif immunreaktivite
goriilmemektedir. Bar: 50 um. B) Sham grubundan 56. giinde alinan hipokampus kesitlerinde,
28. giine benzer sekilde noronlarin perikaryonlarinda ve gliya hiicrelerinde Ap-40

immunreaktivitesi izlenmemektedir. Bar: 50 um.
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4.4.1.3. TGF-p1 Kontrol Grubu

Yalnizca i.p. 2 pg/giin TGF-B1 uygulanan deneklerin 28. ve 56. giinlerde alinan
hipokampus doku kesitlerinde néronlarda, gliya hiicrelerinde ve sinir liflerinde AB-40
immunreaktivitesi gozlenmedi (Sekil 50A ve Sekil 50B).
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Sekil 50. Yalnmizca TGF-B1 verilen grupta hipokampus kesitlerinde AB-40 immunreaktivitesi. A)
Hipokampuste 28. giinde noéronlarda (oklar) ve gliya hiicrelerinde (ok basi) pozitif

immunreaktivite goriilmemektedir. Bar: 50 um. B) 56. giinde alinan hipokampus doku
kesitlerinde noronlarda (oklar) ve gliya hiicrelerinde (ok basi) AB-40 immunreaktivitesi

gozlenmemektedir. Bar: 50 pum.

4.4.1.4. Deney Grubu

Yirmi sekiz giin boyunca i.p. 2 mg/kg skopolamin uygulanan deneklerden 28.
giinde alinan hipokampus doku kesitlerinde ndron perikaryonlarinda giicliic Ap-40
immiinreaktivitesinin varlig1 saptandi. Gliya hiicrelerinde AB-40 isaretlenmesi zayif
olarak elde edildi. Ayni1 zamanda sinir liflerinde de immiinreaktivite varligr gozlendi
(Sekil 51A). 56. giinde aliman hipokampus doku kesitlerinde néronlarda Ap-40
isaretlenmesi belirgin olarak gozlendi. Gliya hiicreleri ve sinir liflerinde Ap-40

ekspresyonunun zayif oldugu izlendi (Sekil 51B).
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Sekil 51. Yirmi sekiz giin boyunca i.p. 2 mg/kg skopolamin uygulanan deney grubundan elde edilen
hipokampus doku kesitlerinde AB-40 immunreaktivitesi. A) 28. giinde noronlarda (oklar) giiglii
AB-40 immunreaktivitesi izlenmektedir. Gliya hiicrelerinde (ok baslar1) zayif immunreaktivite
goriilmektedir. Bar: 50 um. B) 56. giinde noéronlarda (oklar) pozitif immunreaktivite halen
devam etmektedir. Ancak gliya hiicrelerinde (ok basi), pozitif immunreaktivite olduk¢a zayif
izlenmektedir. Bazi ndronlarin perikaryonlarinda (kalin ok) AP-40 immunreaktivitesinin
oldukea zayifladig1 dikkati gekmektedir. Bar: 50 um.

4.4.1.5. Tedavi-1 Grubu

Yirmi sekiz giin boyunca 2 mg/kg skopolamin ile 2 pg/giin TGF-B1 tedavisi
uygulanan deneklerden 28. giinde alinan hipokampus doku kesitlerinde noronlarda
pozitif AB-40 immunreaktivitesi saptandi. Bununla birlikte bazi néron perikaryonlarinda
AB-40 immunreaktivitesinin zayif oldugu goézlendi. Ayn1 zamanda gliya hiicreleri ve
sinir liflerinde immunreaktivitenin minimal diizeyde oldugu izlendi (Sekil 52A). 56.
giinde almman hipokampus doku kesitlerinde noronlarda AP-40 isaretlenmesi zayif
pozitif olarak gozlendi. Ayni1 zamanda bazi néronlarda immunreaktivitenin olmadig:
saptandi. Gliya hiicreleri ve sinir liflerinde AB-40 ekspresyonunun minimal diizeyde
oldugu izlendi (Sekil 52B).
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Sekil 52. Tedavi-1 grubunda hipoksmpute AB-40 immunreaktivitesi. A) 28. giinde néronlarda (oklar),

immunreaktivitenin varlig1 izlenmektedir. Gliya hiicrelerinde (ok basi) ve bazi noronlarda (kalin
ok) immunreaktivitenin zayifladigi goriilmektedir. Bar: 50 um. B) 56. giinde bazi néronlarda
hafif immiinreaktivite izlenirken (oklar), bazi néronlarda (kalin ok) ve gliya hiicrelerinde (ok

basi) AB-40 immunreaktivitesinin azaldig1 izlenmektedir. Bar: 50 um.

4.4.1.6. Tedavi-2 Grubu

Yirmi sekiz giin boyunca skopolamin uygulamasinin ardindan, 28-56. giinler
arasinda TGF-Bl1 uygulanan deneklerden 56. giinde alinan Hipokampus doku
kesitlerinde ndronlarda pozitif immunreaktivitenin varligi gozlendi. Bununla birlikte
bazi ndronlarda immunreaktivitenin minimal diizeyde oldugu saptandi. Gliya hiicreleri

ve sinir liflerinde AB-40 isaretlenmesinin zayif oldugu izlendi (Sekil 53A ve Sekil 53B).
A . — 7R - = ':,'” ooy ":‘.s.‘h :vs B : R 5] '. .‘\ : "“‘ \'. R

Sekil 53. Tedavi-2 grubunda hipokampuste AB-40 immunreaktivitesi. A) 56. giinde; néronlarda (oklar)
pozitif immunreaktivitenin varlig1 izlenmektedir. Ancak bazi néronlarda (kalin ok) ve gliya
hiicrelerinde (ok basi) immunreaktivite oldukca zayif goriilmektedir. Bar: 100 um. B) Yiiksek
bliylitmede noéronlarda (kalin oklar) ve gliya hiicrelerinde (ok basi), Ap-40

immunreaktivitesinin azaldig1 izlenmektedir. Ince ok: pozitif immiinrektivite. Bar: 50 um.
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4.4.2. Prefrontal Korteks Ap-40 Immunohistokimyasi
Prefrontal korteks dokusundan alinan kesitte, negatif kontrol amaciyla primer
antikor damlatilmayan kesitlerde néronlarda, gliya hiicrelerinde ve sinir liflerinde AB-

40 immunreaktivitesi goriilmedi (Sekil 54).

Sekil 54. Negatif kontrol. AB-40 i¢in, primer antikor damlatilmamis prefrontal korteks kesitinde

herhangi bir isaretlemenin olmadig1 gériilmektedir. Bar: 50 pm.

4.4.2.1. Kontrol Grubu

Herhangi bir uygulamanin yapilmadigi normal kontrol grubu deneklerinden elde
edilen prefrontal korteks doku kesitlerinde néronlar, gliya hiicreleri ve sinir liflerinde
ApB-40 immunreaktivitesi bulunmadigi saptandi (Sekil 55A ve Sekil 55B).
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Sekil 55. Normal kontrol grubuna ait prefrontal korteks dokusu kesitlerinde AB-40 immunreaktivitesi. A)
Prefrontal korteks doku kesitinde néron perikaryonlarinda (oklar) ve gliya hiicrelerinde (ok
bast) herhangi bir isaretleme gorilmemektedir. Bar: 100 um. B) Yiiksek biiylitmede ndron

perikaryonlarinda (oklar) herhangi bir pozitif immunreaktivite izlenmemektedir. Bar: 50 pm.

4.4.2.2. Sham Grubu
Yalnizca SF uygulanan deneklerden 28. ve 56. gilinlerde alinan prefrontal
korteks doku kesitlerinde ndronlarda, gliya hiicrelerinde ve sinir liflerinde Ap-40

immunreaktivitesi tespit edilmedi (Sekil 56A ve Sekil 56B).
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Sekil 56. Sham grubunda prefrontal korteks AB-40 immunreaktivitesi. A) 28. giinde; noronlarda (oklar)

ve gliya hiicrelerinde (ok bast) herhangi bir pozitif immunreaktivite goriilmemektedir. Bar: 50
um. B) 56. giinde noronlarda (oklar) ve gliya hiicrelerinde (ok bast) AB-40 immunreaktivitesi
izlenmemektedir. Bar: 50 um.

90



4.4.2.3. TGF-p1 Grubu

Yalnizca i.p. 2 pg/giin TGF-B1 uygulanan deneklerin 28. ve 56. giinlerde alinan
prefrontal korteks doku kesitlerinde noronlarda, gliya hiicrelerinde ve sinir liflerinde
AB-40 immunreaktivitesi tespit edilmedi (Sekil 57A ve Sekil 57B).
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Sekil 57. TGF-B1 grubu prefrontal korteks AB-40 immunreaktivitesi. A) 28.giinde ndronlarda (oklar) ve

gliya (ok basi) hiicrelerinde AB-40 pozitif immunreaktivitesi goriilmemektedir. Bar: 50 um. B)
56. giinde noronlarda (oklar) ve gliya hiicrelerinde (ok basi) herhangi bir pozitif

immunreaktivite izlenmemektedir. Bar: 50 um.

4.4.2.4. Deney Grubu

Yirmi sekiz giin boyunca i.p. 2 mg/kg skopolamin uygulanan deneklerden 28.
giinde alman prefrontal korteks doku kesitlerinde noéronlarda gilicli  AB-40
immiinreaktivitesinin varligi gézlendi. Gliya hiicrelerinde AB-40 immunreaktivitesinin
zaylf oldugu tespit edildi. Ayn1 zamanda sinir liflerinde de immiinreaktivite varligi
gbzlendi (Sekil 58A). 56. giinde alinan prefrontal korteks doku kesitlerinde ndéronlarda
APB-40 isaretlenmesi belirgin olarak gozlendi. Bununla birlikte baz1 noéronlarda, gliya
hiicreleri ve sinir liflerinde AB-40 isaretlenmesinin minimal diizeyde oldugu izlendi

(Sekil 58B).
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Sekil 58. Yirmi sekiz giin boyunca i.p. 2 mg/kg skopolamin uygulanan deney grubundan elde edilen

prefrontal korteks doku kesitlerinde AB-40 immunreaktivitesi. A) 28. giinde néronlarda (oklar)
gliclii AB-40 immunreaktivitesi izlenmektedir. Gliya hiicrelerinde (ok baslari) ve sinir liflerinde
zaylf immunreaktivite goriilmektedir. Bar: 50 um. B) 56. giinde néronlarda (oklar) pozitif
immunreaktivite halen devam etmektedir. Ancak gliya hiicrelerinde (ok bast) pozitif

immunreaktivite oldukga zay1f izlenmektedir. Bar: 50 um.

4.4.2.5. Tedavi-1 Grubu

Yirmi sekiz giin boyunca 2 mg/kg skopolamin ve 2 pg/giin TGF-B1 tedavisi
uygulanan deneklerden 28. giinde alinan prefrontal korteks doku kesitlerinde néronlarda
pozitif AB-40 immunreaktivitesi gézlendi. Bazi noronlarda AB-40 immunreaktivitesinin
zayif oldugu saptandi. Ayni zamanda gliya hiicreleri ve sinir liflerinde
immunreaktivitenin minimal diizeyde oldugu izlendi (Sekil 59A). 56. giinde alinan
prefrontal korteks doku kesitlerinde noronlarda AB-40 immunreaktivitesi gozlendi.
Bununla birlikte bazi noronlarda immunreaktivite minimal diizeyde izlendi. Gliya
hiicreleri ve sinir liflerinde AB-40 immunreaktivitesinin olmadig tespit edildi (Sekil

59B).
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Sekil 59. Tedavi-1 grubunda prefrontal korteks AB-40 immunreaktivitesi. A) 28. giinde; bazi néronlarda
(ince oklar) immunreaktivite belirgin olarak goriilmekteyken bazi néronlarda (kalin ok)
isaretleme zayif derecede izlenmektedir. Gliya hiicrelerinde (ok basi) immunreaktivitenin zayif
oldugu izlenmektedir. Bar: 50 um. B) 56. giinde noronlarda (ince oklar) immunreaktivite
belirginken bazi noéronlarda (kalin ok) ve gliya hiicrelerinde (ok basi) Ap-40

immunreaktivitesinin azaldig1 gériilmektedir. Bar: 50 pm.

4.4.2.6. Tedavi-2 Grubu

Yirmi sekiz giin boyunca skopolamin uygulamasinin ardindan, 28-56. giinler
arasinda TGF-B1 uygulanan deneklerden 56. giinde alinan prefrontal korteks doku
kesitlerinde noronlarda AB-40 isaretlenmesinin varligi tespit edildi. Ayn1 zamanda bazi
noronlarda immunreaktivitenin ¢ok zayif oldugu tespit edildi. Gliya hiicreleri ve sinir
liflerinde AB-40 isaretlenmesinin minimal diizeyde varligi izlendi (Sekil 60A ve Sekil
60B).
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Sekil 60. Tedavi-2 grubunda prefrontal korteks AB-40 immunreaktivitesi. A) 56. giinde ndronlarda (ince
oklar) pozitif immiinreaktivitenin varligi izlenmektedir. Bazi noronlarda (kalin ok) ve gliya
hiicrelerinde (ok basi) immunreaktivitenin minimal diizeyde oldugu goriilmektedir. Bar: 100
um. B) Yiksek bilyiitmede, bazi néronlarda (ince oklar) pozitif immunreaktivite izlenirken,
bazi noronlarda (kalin ok) ve gliya hiicrelerinde (ok basi) AB-40 immunreaktivitesinin azaldig

izlenmektedir. Bar: 50 um.
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4.4.3. Hipokampus Kaspaz-3 Immunohistokimyasi
Pozitif kontrol amaciyla primer antikor damlatilan tonsilla palatina kesitinde
Kaspaz-3 immiinreaktivitesi saptandi (Sekil 61A). Negatif kontrol amaciyla primer

antikor damlatilmayan tonsilla palatina kesitlerinde kaspaz-3 immiinreaktivitesi

izlenmedi (Sekil 61B).

Sekil 61. Kaspaz-3 immunreaktivitesi. A) Pozitif kontrol. Tonsilla palatinada belirgin kaspaz-3

immunoreaktivitesi goriilmektedir (Oklar). Bar: 100 pum. B) Negatif kontrol. Kaspaz-3 primer

antikoru damlatilmayan tonsilla palatina kesitinde herhangi bir immunreaktivitenin olmadig:

goriilmektedir. Bar= 500 pm.

4.4.3.1. Kontrol Grubu
Herhangi bir uygulamanin yapilmadigi kontrol grubu deneklerinden elde edilen

hipokampus doku kesitlerinde, néronlar, gliya hiicreleri ve sinir liflerinde herhangi bir

kaspaz-3 pozitif immiinreaktivitesi gozlenmedi (Sekil 62A ve Sekil 62B).
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Sekil 62. Kontrol grubuna ait hipokampus doku kesitinde kaspaz-3 immunreaktivitesi. A) Noronlarda

(oklar) ve gliya hiicrelerinde (ok basi) herhangi bir pozitif immunreaktivite goriilmemektedir.

Bar: 50 um. B) Kontrol grubuna ait farkli denekten elde edilen fotomikrografta, néronlar (oklar)

ve gliya hiicrelerinde (ok bagst) herhangi bir kaspaz-3 immunreaktivitesi izlenmemektedir. Bar:

50 pm.
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4.4.3.2. Sham Grubu
Yalnizca SF uygulanan deneklerden 28 ve 56. giinlerde alinan hipokampus doku
kesitlerinde noronlarda, gliya hiicrelerinde ve sinir liflerinde  kaspaz-3

immunreaktivitesi tespit edilmedi (Sekil 63A ve Sekil 63B).

Sekil 63. Sham grubuna ait hipokampus doku kesitinde kaspaz-3 immunreaktivitesi. A) 28. giinde
noronlarda (oklar) ve gliya hiicrelerinde (ok basi) herhangi bir pozitif immunreaktivite
goriilmemektedir. Bar: 50 um. B) 56. giinde néronlarda (oklar) ve gliya hiicrelerinde (ok basi)

kaspaz-3 immunreaktivitesi izlenmemektedir. Bar: 50 um.

4.4.3.3. TGF-p1 Kontrol Grubu
Yalnizca i.p. 2 pg/giin TGF-B1 uygulanan deneklerin 28. ve 56. giinlerde alinan
hipokampus doku kesitlerinde noronlarda, gliya hiicrelerinde ve sinir liflerinde kaspaz-3

immunreaktivitesi izlenmedi (Sekil 64A ve Sekil 64B).

Sekil 64. TGF-B1 grubuna ait hipokampus doku Kesitinde kaspaz-3 immunreaktivitesi. A) 28. giinde

noronlarda (oklar) ve gliya hiicrelerinde (ok basi) immunreaktivite izlenmemektedir. Bar: 50
um. B) 56. giinde, noronlarda (oklar) ve gliya hiicrelerinde (ok basi) pozitif kaspaz-3

immunreaktivitesi gorillmemektedir. Bar: 50 pm.
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4.4.3.4. Deney Grubu

Yirmi sekiz giin boyunca i.p. 2 mg/kg skopolamin uygulanan deneklerden 28.
ginde aliman hipokampus doku kesitlerinde noéronlarda gii¢lii pozitif kaspaz-3
immiinreaktivitesi gozlendi. Gliya hiicrelerinde kaspaz-3 immunreaktivitesinin varligi
saptand1 (Sekil 65A). 56. giinde alinan hipokampus doku kesitlerinde noronlarda,
kaspaz-3 isaretlenmesi gozlendi. Bazi noronlarda ve gliya hiicrelerinde kaspaz-3

immunreaktivitesinin azaldig tespit edildi (Sekil 65B).

Sekil 65. Deney grubuna ait hipokampus doku kesitinde kaspaz-3 immunreaktivitesi. A) 28. giinde

ndronlarda (oklar) giiglii pozitif kaspaz-3 immunreaktivitesi izlenmektedir. Gliya hiicrelerinde
(ok basit) pozitif kaspaz-3 immunreaktivitesi goriilmektedir. Bar: 50 pum. B) 56. giinde bazi
noronlarda (ince oklar) pozitif kaspaz-3 immunreaktivitesi goriiliirken, bazi noronlarda zayif
immunreaktivite (kalin ok) gozlenmektedir. Gliya hiicrelerinde (ok basi) immunreaktivitenin

nispeten zay1f oldugu izlenmektedir. Bar: 50 um.

4.4.3.5. Tedavi-1 Grubu

Yirmi sekiz giin boyunca 2 mg/kg skopolamin ve 2 pg/giin TGF-B1 tedavisi
uygulanan deneklerden 28. giinde alinan hipokampus doku kesitlerinde noronlarda
pozitif  kaspaz-3  immunreaktivitesi ~ gbzlendi. Bazi  noronlarda  kaspaz-3
immunreaktivitesinin zayif oldugu saptandi. Gliya hiicrelerinde immunreaktivitenin
minimal diizeyde oldugu tespit edildi (Sekil 66A). 56. giinde alinan prefrontal korteks
doku kesitlerinde noronlarda kaspaz-3 immunreaktivitesi gozlendi. Bazi ndéronlarda
immunreaktivitenin ~ zayif oldugu izlendi. Gliya hiicrelerinde  kaspaz-3
immunreaktivitesinin 28. gline benzer sekilde minimal diizeyde oldugu tespit edildi

(Sekil 66B).

96



Sekil 66. Tedavi-1 grubuna ait hipokampus doku kesitinde kaspaz-3 immunreaktivitesi. A) 28. giinde,
noronlarda (ince oklar) kaspaz-3 immunreaktivitesi gbzlenmektedir. Bazi néronlarda (kalin ok)
ve gliya hiicrelerinde (ok baglar1) immunreaktivite olduk¢a zayif sekilde izlenmektedir. Bar: 50
um. B) 56. giinde, bazi néronlarda (ince oklar) pozitif kaspaz-3 immunreaktivitesi halen
gorilmektedir. Bazi néronlarda zayif immunreaktivite (kalin oklar) izlenmektedir. Gliya
hiicrelerinde (ok bast), immunreaktivitenin olduk¢a minimal diizeyde oldugu gozlenmektedir.

Bar: 50 pm

4.4.3.6. Tedavi-2 Grubu

Yirmi sekiz giin boyunca Skopolamin uygulamasinin ardindan, 28-56. giinler
arasinda TGF-B1 wuygulanan deneklerden 56. giinde alinan hipokampus doku
kesitlerinde noronlarda pozitif kaspaz-3 immunreaktivitesinin varligi goriildii. Bazi
noronlarda immunreaktivitenin minimal diizeyde oldugu saptandi. Gliya hiicrelerinde

kaspaz-3 isaretlenmesinin zayif oldugu izlendi (Sekil 67A ve Sekil 67B).

Sekil 67. Tedavi-2 grubu hipokampus doku kesitinde kaspaz-3 immunreaktivitesi. A) 56. giinde
noronlarda (ince oklar) pozitif kaspaz-3 immunreaktivitesi goriiliirken, bazi ndronlarin
perikaryonlarinda immunreaktivite (kalin ok) olduk¢a zayif izlenmektedir. Gliya hiicrelerinde
(ok bas1) immunreaktivite oldukga diisiik goriilmektedir. Bar: 50 um. B) Aym gruptaki farkli bir
denekte 56. giinde néronlarda (ince oklar) pozitif kaspaz-3 immunreaktivitesi goriiliirken, bazi
ndron perikaryonunda zayif immunreaktivite (kalin ok) izlenmektedir. Gliya hiicrelerinde (ok

bas1) immunreaktivitenin oldukga zayif oldugu gézlenmektedir. Bar: 50 um.
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4.4.4 Prefrontal Korteks Kaspaz-3 Immunreaktivitesi

4.4.4.1. Kontrol Grubu
Herhangi bir uygulamanin yapilmadigi kontrol grubu deneklerinden elde edilen

prefrontal korteks doku kesitlerinde, noronlar ve gliya hiicrelerinde kaspaz-3 pozitif

immiinreaktivitesi gozlenmedi (Sekil 68A ve Sekil 68B).

Sekil 68. Kontrol grubu prefrontal korteks kaspaz-3 immunreaktivitesi. A) Noronlarda (oklar) ve gliya

hiicrelerinde (ok basi) herhangi bir pozitif immunreaktivite goriilmemektedir. Bar: 50 um. B)
Kontrol grubuna ait farkli denekten elde edilen fotomikrografta, ndronlarda (oklar) ve gliya

hiicrelerinde (ok basi) herhangi bir kaspaz-3 immunreaktivitesi izlenmemektedir. Bar: 50 um.
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4.4.4.2. Sham Grubu
Yalnizca SF uygulanan deneklerden 28 ve 56. gilinlerde alinan prefrontal korteks
doku kesitlerinde noéronlarda, gliya hiicrelerinde ve sinir liflerinde kaspaz-3

immunreaktivitesi tespit edilmedi (Sekil 69A ve Sekil 69B).
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Sekil 69. Sham grubu prefrontal korteks kaspaz-3 immunreaktivitesi. A) 28. giinde néronlarda (oklar) ve

gliya hiicrelerinde (ok bas1) herhangi bir pozitif immunreaktivite goriilmemektedir. Bar: 50 um.
B) 56. giinde 28. giine benzer sekilde noronlarda (oklar) ve gliya hiicrelerinde (ok bast) pozitif
kaspaz-3 immunreaktivitesi izlenmemektedir. Bar: 50 pm.

4.4.4.3. TGF-p1 Kontrol Grubu
Yalnizca i.p. 2 pg/giin TGF-B1 uygulanan deneklerin 28. ve 56. giinlerde alinan
prefrontal korteks doku kesitlerinde ndronlarda, gliya hiicrelerinde ve sinir liflerinde

kaspaz-3 immunreaktivitesi izlenmedi (Sekil 70A ve Sekil 70B).

b
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Sekil 70. TGF-B1 kontrol grubu  prefrontal Kkorteks kaspaz-3 immunreaktivitesi. A) 28. giinde

noronlarda (oklar) ve gliya hiicrelerinde (ok basi) herhangi bir pozitif immunreaktivite
izlenmemektedir. Bar: 50 um. B) 56. giinde néronlarda (oklar) ve gliya hiicrelerinde (ok bas1)

pozitif kaspaz-3 immunreaktivitesi goriilmemektedir. Bar: 50 pm.
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4.4.4.4. Deney Grubu

Yirmi sekiz giin boyunca i.p. 2 mg/kg skopolamin uygulanan deneklerden 28.
giinde alinan prefrontal korteks doku kesitlerinde noronlarda giiglii pozitif kaspaz-3
immiinreaktivitesi izlendi. Gliya hiicrelerinde kaspaz-3 immunreaktivitesinin zayif
pozitif isaretlenmesi saptandi (Sekil 71A). 56. giinde alinan prefrontal korteks doku
kesitlerinde noronlarda, kaspaz-3 immunreaktivitesi gozlendi. Gliya hiicrelerinde

kaspaz-3 immunreaktivitesinin azaldig: tespit edildi (Sekil 71B).
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Sekil 71. Deney grubunda prefrontal korteks kaspaz-3 immunreaktivitesi. A) 28. giinde; noronlarda (ince

oklar) giiclii pozitif kaspaz-3 immunreaktivitesi izlenmektedir. Gliya hiicrelerinde (ok bagt)
nispeten daha zayif immunreaktivite gériilmektedir. Bar: 50 um. B) 56. giinde alinan néronlarda
(ince oklar) pozitif kaspaz-3 immunreaktivitesi halen goriiliirken, bazi noronlarda zayif
immunreaktivite (kalin ok) izlenmektedir. Gliya hiicrelerinde (ok basi), immunreaktivitenin

zayif oldugu izlenmektedir. Bar: 50 pm.

4.4.45. Tedavi-1 Grubu

Yirmi sekiz giin boyunca 2 mg/kg skopolamin ve 2 pg/giin TGF-B1 tedavisi
uygulanan deneklerden 28. giinde alinan prefrontal korteks doku kesitlerinde noronlarda
pozitif  kaspaz-3  immunreaktivitesi  gbzlendi. Bazi  noronlarda  kaspaz-3
immunreaktivitesinin zayif oldugu saptandi. Gliya hiicrelerinde immunreaktivitenin
minimal diizeyde oldugu izlendi (Sekil 72A). 56. giinde alinan prefrontal korteks doku
kesitlerinde noronlarda kaspaz-3 immunreaktivitesi tespit edildi. Bazi ndronlarda ve

gliya hiicrelerinde kaspaz-3 immunreaktivitesinin zayif oldugu gozlendi (Sekil 72B).
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Sekil 72. Tedavi-1 grubu prefrontal korteks kaspaz-3 immunreaktivitesi. A) 28. giinde néronlarda (ince
oklar) kaspaz-3 immunreaktivitesi izlenmektedir. Bazi noéronlarda (kalin ok) ve gliya
hiicrelerinde (ok baslar1) immunreaktivite minimal diizeyde g6zlenmektedir. Bar: 50 um. B) 56.
giinde noronlarda (ince oklar) kaspaz-3 immunreaktivitesi izlenmektedir. Bazi néronlarda zayif
immunreaktivite (kalin oklar) goriilmektedir. Gliya hiicrelerinde (ok bagt) immunreaktivitenin

oldukga zay1f oldugu izlenmektedir. Bar: 50 um.

4.4.4.6. Tedavi-2 Grubu

Yirmi sekiz giin boyunca skopolamin uygulamasinin ardindan, 28-56. giinler
arasinda TGF-B1 uygulanan deneklerden 56. giinde alinan prefrontal korteks doku
kesitlerinde ndronlarda pozitif kaspaz-3 immunreaktivitesinin varlig1 goriildii. Bazi
noronlarda immunreaktivitenin minimal diizeyde oldugu go6zlendi. Gliya hiicrelerinde

kaspaz-3 isaretlenmesinin zayif oldugu saptandi (Sekil 73A ve Sekil 73B).

Sekil 73. Tedavi-2 grubunda prefrontal korteks kaspaz-3 immunreaktivitesi. A) 56. giinde noronlarda
(ince oklar) pozitif kaspaz-3 immunreaktivitesi goriiliirken, bazi néronlarin perikaryonlarinda
immunreaktivite (kalin ok) zayif izlenmektedir. Gliya hiicrelerinde (ok bas1) immunreaktivite
minimal diizeyde gozlenmektedir. Bar: 50 um. B) Ayni gruptan alinan farkli denekte bazi
noronlarda (ince oklar) kaspaz-3 immunreaktivitesi izlenirken, bazi néronlarda (kalin ok) zayif

ve gliya hiicrelerinde (ok bas1) immunreaktivite minimal diizeyde gozlenmektedir. Bar: 50 um.
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4.4.5. Immunohistokimyasal Bulgularin istatistiksel Degerlendirmesi

Prefrontal korteks ve hipokampus noéronlarinda AP-40 immunreaktivitesi
istatistiksel olarak degerlendirildi. Yapilan degerlendirmede deney, kontrol, sham ve
TGF-B1 kontrol gruplar1 arasinda 28. giinde anlamli farkin oldugu tespit edildi. Tedavi-
1 grubu ile deney grubu arasinda 28. giinde anlamli farkin oldugu saptandi. 56. giinde,
deney grubu ile diger tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkin oldugu
belirlendi. Deney gruplar1 arasinda 28. ve 56. giinlerde ekspresyon diizeyinde azalma
olmasia ragmen bu farkin anlamli olmadig: tespit edildi. Hem hipokampus hem de
prefrontal kortekste tedavi gruplar1 agisindan giinler arasinda anlamli farkin olmadigi
saptand1. Ayn1 zamanda her iki doku kesitinde tedavi-1 ve tedavi-2 gruplari arasinda da
anlamli farkin olmadig1 belirlendi (Sekil 74).

Kaspaz-3 immunreaktivitesi acisindan yapilan istatistiksel degerlendirmede
prefrontal korteks ve hipokampus noronlarinda 28. giinde deney grubu ile diger tiim
gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi. 56. giinde
hipokampus ve prefrontal korteks noéronlarinda deney grubu ile diger tim gruplar
arasinda anlaml farkin oldugu belirlendi. Her iki boliimde de deney gruplarinin 28. ve
56. gilinleri arasinda immunreeaktivitede azalma goriilmesine ragmen, bu azalmanin

anlamli olmadig tespit edildi (Sekil 74).
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AB-40 hipokampus AB-40 prefrontal korteks
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Sekil 74. AB-40 ve Kaspaz-3 i¢in immunohistokimyasal Skorlama. *** P<0,0001, **P<0,001, *P<0,01

4.5. Biyokimyasal Bulgular

4.5.1. Hipokampus a-(Alfa) Sekretaz Analizi

Kontrol, sham, TGF-B1 kontrol, deney ve tedavi gruplarina ait deneklerden 28
ve 56. giinlerde elde edilen hipokampus doku pargalarinda, a-sekretaz enzim seviyeleri
olgiildii ve istatistiksel olarak degerlendirildi. 28. giindeki a-sekretaz enzim seviyelerine
gore kontrol, sham ve TGF-B1 kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmadi. Bununla birlikte deney grubunda, kontrol, sham ve TGF-1 kontrol
gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi tespit edildi. Diger
taraftan kontrol ve tedavi-1 grubu arasindaki farkin anlamli oldugu saptandi. Tedavi-1

grubu ile deney grubu arasinda fark olmasina ragmen, farkin istatistiksel olarak anlaml
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olmadigr tespit edildi (Sekil 75). Yapilan degerlendirmede 56. glinde de kontrol, sham
ve TGF-B1 kontrol gruplar arasinda a-sekretaz enzim seviyeleri agisindan anlamli bir
fark bulunamazken, deney grubunun 56. giinde o-sekretaz enzim seviyesinin anlamli
sekilde azaldig1 goriildii. Ayrica tedavi-1, tedavi-2, kontrol, sham ve TGF-1 kontrol
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmezken, deney grubu ile
tedavi-1 ve tedavi-2 gruplarn arasinda istatistiksel olarak anlamli farkin bulundugu
saptandi. Deney grubu ile diger tiim gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamliydi. Ayn1 zamanda hem 28. giin hem de 56. giinlerde, tiim gruplar arasinda

yapilan ol¢timlerde istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (Sekil 75).

Hipokampus alfa sekretaz

1 5- *k*% l*_**l *
— E3 Kontrol
% i g - Sham
1.04 EH b= ] A e BE TGF-p
% ﬁ *** % E Z § IO Deney
EEL T EE RS
0.5- Z %"' é§ Y Tedavi 2
A B ] B /
A HEELN
0oL EIEA B NIV ZIEHNZN
‘13") @@Q

Sekil 75. Hipokampuste 28. ve 56. giinlerde alfa sekretaz enzim seviyeleri. *** P<0,0001, **P<0,001,
*P<0,01

4.5.2. Hipokampus p-(Beta) Sekretaz Analizi

Kontrol, sham, TGF-B1 kontrol, deney ve tedavi gruplarina ait deneklerden 28.
ve 56. giinlerde elde edilen hipokampus doku pargalarinda, B-sekretaz enzim seviyeleri
olgiildii ve istatistiksel olarak degerlendirildi. 28. giindeki -sekretaz enzim seviyelerine
gore kontrol, sham, TGF-B1 kontrol ve tedavi-1 gruplar1 arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir fark saptanmadi. Bununla birlikte deney grubu ile kontrol, sham, TGF-B1

104



kontrol ve tedavi-1 gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli arttig1 tespit
edildi (Sekil 76). 56. giinde kontrol ve sham grubu arasinda anlamli bir fark bulunurken,
TGF-B1 kontrol grubu ile bu gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmedi. 56. giinde -
sekretaz enzim seviyesinin tiim diger gruplara kiyasla anlaml sekilde arttigi goriildii.
Ayrica tedavi-1 ve tedavi 2 gruplarinda deney grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlaml1 bir azalma tespit edildi. Tedavi-1 grubu ile tedavi-2 grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark oldugu belirlendi. Tim gruplarin 28. ve 56 giindeki verileri
kiyaslandiginda, 56. giin sham grubunun 28. giine gore anlamli sekilde yiiksek oldugu
belirlendi (Sekil 76).
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Sekil 76. Hipokampuste 28. ve 56. giinlerde B-(Beta) sekretaz enzim seviyeleri. *** P<0,0001,
**P<0,001, *P<0,01

4.5.3. Hipokampus y-(Gama) Sekretaz Analizi

Kontrol, sham, TGF-B1 kontrol, deney ve tedavi gruplarina ait deneklerden 28
ve 56. giinlerde elde edilen hipokampus doku pargalarinda, y-sekretaz enzim seviyeleri
ol¢iildii ve istatistiksel olarak degerlendirildi. 28. giinde alinan doku Orneklerinin
degerlendirmesinde, kontrol, sham ve TGF-B1 kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmadi. Diger taraftan, deney grubu y-sekretaz enzim
seviyesinin tiim gruplardan istatistiksel olarak anlamli ytliksek oldugu saptandi. Bununla

birlikte tedavi-1 grubunda y-sekretaz enzim seviyesinin anlamli sekilde kontrol
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grubundan yiiksek oldugu goriildi (Sekil 77). 56. giinde kontrol, sham ve TGF-B1
kontrol gruplar1 arasinda y-sekretaz enzim seviyeleri agisindan anlamli bir fark
bulunmazken, deney grubunun 56. giin y-sekretaz enzim seviyesinin tedavi gruplar1 da
dahil olmak {izere tiim gruplarla kiyaslandiginda anlamh sekilde artis gosterdigi tespit
edildi. Ayrica tedavi-1 ve tedavi-2 gruplar1 y-sekretaz enzim seviyeleri de kontrol
grubundan anlamli sekilde yiiksekti. 28. ve 56. giin verileri kiyaslandiginda ise 56. giin
TGF-B1 kontrol, deney ve tedavi- 1 gruplarinda y-sekretaz enzim seviyeleri, 28.

giindeki ayni1 gruplarin y-sekretaz enzim seviyelerinden anlamli sekilde diisiik bulundu
(Sekil 77).

Hipokampus Gama sekretaz
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Sekil 77. Hipokampuste 28. ve 56. giinlerde y-(gama) sekretaz enzim seviyeleri. *** P<0,0001,
**P<0,001, *P<0,01

4.5.4. Prefrontal Korteks a-(Alfa) Sekretaz Analizi

Deneklerden 28. ve 56. giinlerde alinan prefrontal korteks dokularinda o-
sekretaz enzim seviyeleri Ol¢iildii ve istatistiksel olarak degerlendirildi. 28. giinde a-
sekretaz enzim seviyelerine gore kontrol, sham ve TGF-B1 kontrol gruplari arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. Bununla birlikte deney grubu enzim
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seviyesinin kontrol, sham, TGF-B1 kontrol ve tedavi-1 gruplarina kiyasla istatistiksel
olarak anlamli sekilde diisiik oldugu tespit edildi. Kontrol ve tedavi-1 grubu arasinda a-
sekretaz enzim seviyesi yoniinden anlamli farkin olmadigi saptandi (Sekil 78). 56.
giinde kontrol, sham ve TGF-1 kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir
fark saptanmadi. Bununla birlikte deney grubunda kontrol, sham, TGF-p1 ve tedavi-1
gruplarina gore o-sekretaz enzim seviyeleri agisindan anlamli bir azalmanin oldugu
saptandi. Tedavi-2 grubu enzim seviyesinde, deney grubuna gore yiikselme olmakla
birlikte aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi. Ayni1 zamanda
tiim gruplarda giinler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (Sekil

78).
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Sekil 78. Prefrontal kortekste 28. ve 56. giinlerde a-(alfa) sekretaz enzim seviyeleri. *** P<0,0001,
**P<0,001, *P<0,01

4.5.5. Prefrontal Korteks p-(Beta) Sekretaz Analizi

Deneklerden 28. ve 56. giinlerde elde edilen prefrontal korteks dokularinda, -
sekretaz enzim seviyeleri Olciildii ve istatistiksel olarak degerlendirildi. 28. gilinde
kontrol, sham, TGF-B1 ve tedavi-1 gruplari arasinda anlamli fark saptanmadi. Bununla
birlikte deney grubu B-sekretaz enzim degerinin, tedavi-1 grubu da dahil olmak {izere
diger tiim gruplardan istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu tespit edildi (Sekil 79).

56. giinde kontrol, sham, TGF-B1 ve tedavi-2 gruplar1 arasinda anlamli fark
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goriilmezken, deney ve tedavi-1 gruplarinda kontrol grubuna goére anlamli artisin oldugu
saptand1. Deney grubunun 56. giin B-sekretaz enzim seviyesinin tiim diger gruplara gore
anlamli sekilde arttigi goriildii. Aym1 zamanda tedavi-1 grubu [-sekretaz enzim
seviyesinin tedavi-2 grubundan istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek oldugu tespit
edildi. Tim gruplarin 28. ve 56. giindeki verileri kiyaslandiginda, 56. giin deney ve
tedavi-1 grubunun B-sekretaz enzim seviyelerinin 28. giine gore anlamli sekilde
yiikseldigi belirlendi (Sekil 79).
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Sekil 79. Prefrontal kortekste 28. ve 56. giinlerde B-(Beta) sekretaz enzim seviyeleri. *** P<0,0001,
**pP<0,001, *P<0,01

4.5.6. Prefrontal Korteks y-(Gama) Sekretaz Analizi

Deneklerden 28. ve 56. giinlerde elde edilen prefrontal korteks dokularinda, y-
sekretaz enzim seviyeleri Olgiildii ve istatistiksel olarak degerlendirildi. 28. giinde
kontrol, sham ve TGF-B1 kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi. Deney grubu y-sekretaz enzim seviyesinin tiim gruplardan istatistiksel
olarak anlaml yiiksek oldugu saptandi. Bununla birlikte tedavi-1 grubunda y-sekretaz
enzim seviyesinin anlamli sekilde kontrol grubundan yiiksek oldugu goriildii (Sekil 80).
56. giinde kontrol, sham ve TGF-B1 kontrol ve tedavi gruplar1 arasinda y-sekretaz enzim

seviyeleri agisindan anlamli bir fark bulunmazken, deney grubu 56. giin y-sekretaz
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enzim seviyesi kontrol grubundan anlamli sekilde yiiksekti. 28. ve 56. giin verileri

kiyaslandiginda giinler arasinda anlamli bir fark saptanmadi (Sekil 80).

Prefrontal Korteks Gama Sekretaz
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Sekil 80. Prefrontal kortekste 28. ve 56. giinlerde y-(Gama) sekretaz enzim seviyeleri. *** P<0,0001,
**P<0,001, *P<0,01
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5.TARTISMA

Deneysel Alzheimer hastaligt benzeri model olusturularak, hastaligin
patogenezine karsi sistemik TGF-B1 uygulamasinin terapdtik etkisinin, 151k ve elektron
mikroskobik teknikler, immunohistokimyasal yontemler, biyokimyasal analizlerle
birlikte davranis testleriyle incelendigi bu calismada, 28. ve 56. giinlerde farelerden
alian hipokampus ve prefrontal korteks doku 6rneklerinde, yapisal degisikler ile AB-40
ve kaspaz-3 ekspresyonlar1, a, p ve y-sekretaz enzim seviyeleri degerlendirildi. AH
benzeri model olusturmak icin deneklere uygulanan skopolamin (asetilkolin reseptor
blokdrii) enjeksiyonunu takiben, Morris su havuzu testinde, 28. ve 56. giinlerde uzaysal
ogrenme ve bellek performansinin olumsuz etkilendigi goriildii. Hipokampus ve
prefrontal korteks doku orneklerinde skopolamin uygulamasiyla birlikte hem 151k hem
de elektron mikroskobik diizeyde norodejeneratif degisiklerle birlikte, Ap-40 ve kaspaz-
3 ekspresyonlarinda kontrol gruplarina gére anlaml artis gézlendi. AH benzeri model
olusturulan deneklerde, a-sekretaz enzim seviyesinin anlamli olarak azaldigi, B ve -
sekretaz enzim seviyelerinin ise arttigi bulundu. TGF-f1 tedavisi sonrasinda, davranis
test performanslarinin diizeldigi, hipokampus ve prefrontal korteks doku orneklerinde
yapisal degisiklikler ile AB-40 ve kaspaz-3 immiinreaktivitesinin anlamli sekilde
azaldig1 dikkati cekti. Bunlara ilaveten, deney grubu ile karsilastirildiginda tedavi
sonrasinda a-sekretaz enzim seviyesinin anlamli olarak arttigi, B ve y-sekretaz enzim
seviyelerinin ise azaldig1 tespit edildi.

Alzheimer hastaligi hem gen¢ hem de ileri yaslarda goriilebilen, farkli bilissel ve
davranigsal bozukluklarla karakterize ilerleyici ndrodejeneratif bir hastaliktir. Diinya
genelinde oOzellikle son yillarda demansin en Onemli nedenlerinden birisi olarak
goriilmektedir. Alzheimer hastalifinin histopatolojisinde, beyinde baz1 bdlgelerde AP
artisina baglh meydana gelen senil plaklar ile tau proteini birikimi sonucu olusan
norofibriler yumaklarin kritik rol oynadigi kabul edilmektedir. Patogenezde yer alan
proteinlerin erken evrede tespit edilmesi hastaligin tant ve tedavisi icin oldukca
onemlidir (216). AH’nin tam1 ve tedavisine yonelik g¢alismalarin ¢ogunda farkli
yontemler kullanilarak gelistirilen hayvan modelleri kullanilmaktadir. Bugiine kadar
AH’nin tedavisinde spesifik ilaglarin gelistirilmesi ile hastaligin davranigsal ve

norodejeneratif degisikleri arasindaki baglantilarin aragtirilmasi i¢in ¢alismalarda
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hastalig1 taklit eden hayvan modelleri olusturulmustur. Bu amagla beynin korteks,
hipokampus ve Mynert bazal niikleusu gibi bolgelerde stereotaksik cerrahi ile lezyon
olusturma, transgenik hayvan modeliyle genetik patoloji taklitleri, ndrotoksik ajanlar ve
kolinerjik ya da diger reseptor blokorlerinin kullanilmasi ile olusturulan modeller
gelistirilmistir (217). Kolinerjik sistem beyinde limbik sistem, talamus ve serebral
kortekste, aktif sekilde 6grenme ve bellek islevlerinde kritik rol oynamaktadir. Sudeep
H.V. ve arkadaslari, muskarinik asetilkolin reseptdriiniin non-selektif blokorii olan
skopolaminin, kolinerjik reseptor blokaji olusturarak sigan beyninde ndrodejeneratif
degisikliklere neden oldugunu ileri siirmiislerdir. Gutierres J.M. ve arkadaslar1 da
skopolaminin hipokampus ve kortekste asetilkolin aktivitesinin artmasina bagli olarak
ogrenme ve bellek fonksiyonunda bozulmaya neden oldugunu bu nedenlerle Alzheimer
hastalig1 benzeri model olusturmak i¢in uygun bir ajan oldugunu belirtmislerdir (218,
219).

Sunulan ¢aligmada, uzaysal 6grenme ve bellek performansinin degerlendirilmesi
amaciyla Morris su havuzu testi (MWM) uygulanmustir. Fareler egitim denemelerinde
gizli platformu bulmak amaciyla bes giin boyunca giinde dort kez yiizdiiriilmiis ve
altinc1 giinde gizli platformun havuzdan uzaklastirilmasiyla test gergeklestirilmistir.
Egitim denemelerinde diger gruplarla karsilastirildiginda kontrol, TGF-1 kontrol ve
sham gruplarinda 28. giinde yapilan egitim denemelerinde platformu bulma siireleri,
yiizme siiresi ve hizi arasinda anlamli farkin olmadigi goriilmiistiir. Bununla birlikte,
deney grubu 28. giinii ile diger gruplar karsilastirildiginda, gizli platformu bulma
stireleri, ylizme hiz1 ve siirelerinde giinler arasinda anlamli bir azalmanin olmamasi,
uzaysal Ogrenme ve bellek performansinin deney grubunda azalmis oldugunu
gostermistir. Diger taraftan ¢alismamizda, tedavi-1 grubunun 28. giinlinde gizli
platformu bulma siirelerinde deney grubuna gore anlamli azalmanin olmasi, uygulanan
TGF-B1’in uzaysal Ogrenme ve bellek {iizerine olumlu etkisinin olabilecegini
diistindiirmiistiir. 56. giinde gruplara uygulanan MWM testinde deney grubu ile diger
tim gruplar arasinda egitim denemelerinde, ylizme hizi ve testlerde anlamli farkin
olmast hem modelin hem de tedavinin etkisinin 56. giinde de devam ettigi kanaatini
uyandirmastir.

Uzaysal 6grenme; konumlandirma, etrafta hareket etme, yoniinii tayin etme,

coklu kararlar alma, ¢evredeki imgelemelerin ve durumlarin ve viicudun bunlarla olan
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iliskisini analiz etme kabiliyetidir. Ogrenme; yeni bilgi kaydedilmesi, bellek; dgrenilen
bilginin saklanmasi olarak ¢aligsmalarda tanimlanmaktadir. Beyinde her bir yetenek i¢in
farkl bolgeler gorev yapmakla birlikte hipokampus ve korteksin bazi bolgeleri 6grenme
ve bellek fonksiyonu icin 6zellesmistir. AH’nda primer olarak etkilenen bolgelerin
hipokampus ve prefrontal korteks oldugu kabul edilmektedir (220). Giliniimiize kadar
yapilan ¢aligmalarda skopolaminin asetilkolin reseptor blokajina neden olarak 6grenme
ve bellek iizerine olumsuz etki ettigi bildirilmistir. Djeuzong E. ve arkadaglar1 yaptiklari
calismada uyguladiklar1 davranis testi sonucunda i.p. yolla uygulanan skopolaminin
sicanlarda uzaysal Ogrenme ve bellek fonksiyonlarini olumsuz etkiledigini ileri
stirmiislerdir (221). Yapilan bir diger ¢alismada skopolamin uygulanmasinin asetilkolin
reseptor blokajint gergeklestirdigi ve bellek performansinda 6nemli diisiise neden
oldugu gosterilmistir (219). Sunulan bu ¢alismada, skopolamin uygulan grupta uzaysal
ogrenme ve bellek performansinda belirgin bir azalmanin meydana geldigi, buna karsin
tedavi gruplarinda 6grenme ve bellek performansinda anlamli bir artigin olmasi TGF-
B1’in olumlu etkisi seklinde yorumlandi. Her ne kadar TGF-B1’in uzun siireli kronik
uygulanmasinin siganlarda 6grenme ve bellek fonksiyonu iizerine olumsuz etkisinin
olabilecegi birkag ¢alismada ileri siiriilmiis olmakla birlikte (222), Caraci ve arkadaslari,
deneysel demans modelinde TGF-B1’in hipokampuste 6grenme ve bellek performansi
tizerine olumlu etkilerini rapor etmislerdir (223). Calismamizda da deneysel AH
modelinde 28 giin boyunca TGF-B1 uygulanmasmnin 28. ve 56. giinlerde uzaysal
ogrenme ve bellek performansini belirgin olarak artirdigi gosterilmistir.

Calismamizda deney gruplarinda hipokampus ve prefrontal Kkortekste
perindronal o6dematdéz alanlarin  olustugu, ayni zamanda noronlarda ve gliya
hiicrelerinde ¢ekirdekte heterokromatin artis1 ve sitoplazmada vakuolizasyon meydana
geldigi goriilmiistiir. Ayrica deney grubunda 56. giinde alinan doku o6rneklerinde de
nispeten azalmakla birlikte, hiicresel hasarin devam ettigi goézlenmistir. Buna karsin,
hiicresel degisikliklerin TGF-B1 ile tedavi edilen gruplarda nispeten azaldiginin
goriilmesi TGF-B1’in antienflamatuvar etkisinin hiicrelerde harabiyeti ve dejenerasyonu
durdurdugunu diisiindiirmiistiir. Ayn1 zamanda 56. giinde, tedavi-1 ve tedavi-2
grubunda deney grubuna gore 151k ve elektron mikroskobik incelemede hiicresel
harabiyetin azaldiginin goriilmesi, TGF-f1’in AH benzeri modelde koruyucu etkisinin,

uygulanma siiresinden daha uzun siireli etki edebilecegini de gostermistir. Patel P. ve
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arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alisgmada Skopolamin uygulamasinin hipokampuste néronlarda
vakuolizasyon, plastisite kaybi ve hiicresel harabiyete neden oldugunu, ancak D
vitamini uygulamasinin bu hasar1 6nledigini rapor etmislerdir (224). Upadhaya A.R ve
arkadaglar1 da transgenik hayvan modelinde AP birikiminin hiicrelerde ultrastriiktiirel
yapida bozukluga ve organel harabiyetine yol actigi gostermislerdir (225). Yapilan in-
vitro bir c¢aligmada, noronlarda ve gliya hiicrelerinde rekombinant TGF-1
uygulamasinin, AH’nda olusan norodejeneratif degisiklikleri ve hiicresel harabiyeti
azalttigr ileri siirilmiistiir. TGF-B1 reseptorlerinin hem gliyal hiicrelerde hem de
noronlarda eksprese edildigi ve bu nedenle TGF-B1’in koruyucu etkilerini her iki hiicre
tipi lizerinde gosterebildigi bildirilmistir (223). Yapilan diger ¢alismalarda TGF-B1’in
norotrofinlerle sinerjistik olarak hareket ettigini, sinir biiylime faktoriiniin (NGF), beyin
kaynakli norotrofik faktoriin (BDNF) ve gliyal kokenli norotrofik faktoriin (GDNF)
ndron koruyucu etkisi i¢cin TGF-B1’in gerekli oldugu vurgulanmustir.

AH’nda beyinde BDNF ve reseptorii tropomiyozin reseptor kinaz B (TrKB)
seviyeleri azalmasmmin ve BDNF sinyal eksikligine sebep oldugu boylece
ndrodejenerasyonu ve hiicresel harabiyeti hizlandirdig: ileri siiriilmiistiir. ilging bir
sekilde TGF-B1’in sigcan noron Kkiiltiirlerinde BDNF ve TrkB'min ekspresyonunu
artirdiginin ortaya ¢ikarilmasi, TGF-f1’in diger trofik faktorlerin etkili olabilmesi i¢in
gerekli bir ajan olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bunlarin yaninda TGF-B1’in hipokampus
noronlarinda ekstraseliiler-diizenlenmis kinaz (ERK) yolunu aktive edebildigi ve bu
yolla ndronal sag kalim1 artirdig ileri stiriilmiistiir. Ayn1 zamanda TGF-B1°in PI3K/Akt
ve ERK sinyal yolaklar1 araciligiyla NF-kB'nin transkripsiyonel aktivitesinin
artirlmasin1 ~ saglayarak, noroenflamatuvar reaksiyonlarin etkisini  azaltarak
ultrastriiktiirel degisiklikleri onleyebilecegi de ifade edilmistir (223, 226, 227).

Calismamizda skopolaminle olusturulan AH benzeri hastalik modelinde,
hipokampus ve prefrontal korteks dokularinda 151k ve elektron mikroskobik diizeyde
norodejeneratif ve nodroenflamatuvar degisikliklerin olustugu tespit edildi. Tedavi
gruplarinda uygulanan TGF-B1 enjeksiyonu sonucunda 28. giinde alinan doku
orneklerinde yapisal degisikliklerin nispeten azaldigi dikkati c¢ekti. TGF-B1 sinyal
iletiminin telafi edilmesiyle noroprotektif etkinin ortaya ciktigi sdylenebilir. Diger
yandan caligmamizda deney gruplarina gore tedavi gruplarinda, 56. giinde elde edilen

doku Orneklerinde de hiicresel hasarin azalmast TGF-B1’in noroprotektif ve
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antienflamatuvar etkisinin uzun siireli olabilecegini diisiindiirdii. Bunlara ilaveten,
hipokampus ve prefrontal kortekse AP immunreaktivitesinin tedavi gruplarinin 28. ve
56. giinlerinde benzer sekilde azaldiginin goériilmesi, TGF-f1’in uzun siireli tedavi edici
etkisinin olabilecegini gostermektedir. Calismamizda 28. ve 56. giinlerde deney
gruplarinda hipokampus ve prefrontal kortekste noronlarda yogun AB-40 birikiminin
gozlenmesi, hastaligin erken evresinde birikimin hiicre i¢inde daha yogun oldugunu
gosterdi. AP birikiminin néronlarin perikaryonlarinda yogun oldugu izlenmekle birlikte,
perindronal alanlarda AP plaklar1 seklinde goriilmemesi deneyin uzunlugu ile
skopolamin uygulamasinin doz ve siiresiyle ilgili olabilecegini diisiindiirdii.

Gliniimiize kadar yapilan caligmalarda, AP ile ilgili ¢aligmalarin ¢ogunlugu
peptidin Alzheimer hastaligindaki patolojik roliine odaklanmistir. Bununla birlikte,
AP’nin sinir sisteminde ndrit biiylimesini tesvik etme rolii ve kalsiyum salinimini
diizenleyerek sinyal iletiminin artmasini sagladigi da bilinmektedir. In vivo diizeyde
yapilan bir ¢alismada, ABmin beyindeki pikomolar konsantrasyonlarinin sinaptik
plastisiteyi diizenleyebilecegi ileri siirlilmiistiir. Ayn1 zamanda Af-40''m hiicre
kiiltiirlerinde de norotrofik role sahip oldugu vurgulanmigtir (228). Amiloid birikiminin
AH’nda goériilen tau protein birikimini uyardigi bilinmektedir. Son yillarda yapilan
arastirmalarda, AP ve tau proteinleri arasindaki etkilesimin AH'nin patogenezindeki
sinerjistik etkileri, enflamasyon gibi diger mekanizmalarla birlikte hastaligin olusumuna
sebep olabildigi ortaya konulmustur (229). Syed, Z. ve arkadaslar tarafindan yapilan bir
calismada, skopolamin uygulamasimmin hipokampus ve  prefrontal kortekste Af
birikimini artirdig1 gosterilmistir (230). Assi A, A. ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir
calismada da 1.p yolla skopolamin uygulamasinin AP birikimine neden oldugu, bellek
tizerine olumsuz etkilerinin oldugu ve ndroenflamatuvar etkisinin varligt hem
hipokampus hem de prefrontal kortekste gosterilmistir (231). AB'nin ¢6ziiniir, plak veya
fibriler olmayan formda birikiminin, kortekse dogru genisledigi ve sonunda noronal
etkilesimi bozarak biligsel gerilemeye neden oldugunu vurgulanmaktadir. AH'nin
sonraki agsamalarinda, kortikal bozulma ve sinaptik kayip, beyinde yapisal hasar AH nin
ilerlemesinin bir gostergesiyken, AH'nin erken asamalarindaki hafiza kaybinin, ¢oziiniir
AP'nin etkisiyle olustugu rapor edilmistir (228). AP’nin bu olumsuz etkilerinin
onlenmesine yonelik tedavi ¢alismalarinda, esas olarak beyindeki A diizeylerinin

azaltilmasina yonelik ¢alismalarda olumlu sonuglar alinmis olsa da klinik agidan heniiz
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yeterli sonuca ulasilamamistir. Uygulanan ilaglarin ¢ogunlugu beyindeki amiloid
birikimini azaltmayr hedeflemekle beraber biligsel gerilemeyi Onleyememektedir.
Bunlarin yaninda son yillarda AP igin gelistirilen monoklonal antikor tedavileri de
AP’nin  farkli  izoformlarinin  inaktivasyonu ve bunlarin  eliminasyonunu
hedeflemektedir. Ancak bu tedavi yonteminde karsilagilan en temel sorunun, AR’ nin
fizyolojik diizeylerinin de ortadan kaldirilarak, beyindeki AP seviyelerinin asir1 diigmesi
sonucu normal beyin fonksiyonlarinin yerine getirilememesi oldugu vurgulanmaktadir
(232, 233, 234, 235). Calismamizda Skopolamin uygulamasi sonucunda AP-40
birikiminin arttigt ve muhtemelen buna bagli olarak norodejeneratif degisikliklerin
meydana geldigi gosterilmistir. AB-40 artis1 ile birlikte deney gruplarinda biligsel
kaybin meydana geldigi de belirlenmistir. Bununla birlikte TGF-B1 tedavisi uygulanan
gruplarda, AB-40 seviyesinin azaldig1 ve bilissel yeteneklerin de geri kazanildig1 tespit
edilmistir.

AH’nda AB-40 birikimine bagli olarak noronlarda ve gliya hiicrelerinde
mitokondriyal fonksiyon kaybi sonucunda reaktif oksijen tiirlerinin apopitozu uyardigi
yaygin olarak kabul edilmektedir. Calismamizda deney grubu ve tedavi gruplarinda
TGF-B1’in apopitoz {izerine etkisini degerlendirmek {izere kaspaz-3 aktivitesi
arastirilmistir. Kaspaz-3 immunreaktivitesi agisindan normal kontrol, sham ve TGF-§1
tedavi gruplar1 arasinda 28. ve 56. giinlerde anlamli bir fark goriilmezken, tedavi ve
deney gruplar1 arasinda hem 28. giinde hem de 56. giinlerde belirgin bir farkin oldugu
tespit edildi. Skopolamin uygulamasini takiben AB-40 birikimine bagli olarak apopitotik
mekanizmalarin aktive oldugu bilinmektedir. TGF-f1 uygulamasiyla birlikte tedavi-1
ve tedavi-2 gruplar ile deney grubu arasinda hem 28. hem de 56. giinlerde anlamli
farkin olmasit TGF-B1’in kaspaz-3 aktivitesini Onemli oOl¢iide azaltabilecegini
gostermektedir.

AH’nda noronlarda aktif kaspaz-3’lin eksprese oldugu bilinmektedir. Bunun yaninda,
down sendromu ve graniilovakuoler dejenerasyon (GVD) gibi diger dejeneratif merkezi
sinir sistemi hastaliklarinda da kaspaz-3 aktivasyonuna bagli apopitotik yolaklarin
uyarildigi rapor edilmistir (213). Klinik arastirmalarda kaspaz-3 inhibitorleri
kullanilarak AH’nin ilerlemesinin engellenmesine yonelik ¢aligmalar siirdiiriilmektedir.

Dhage PA. ve arkadaglar1 tarafindan yapilan calismada Z-devd-FMK ve VX-765
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kaspaz-3 inhibitorii olarak kullanilmis ancak uygulama siiresinden kaynakli
dezavantajlarin dikkate alinmasinin dnemi vurgulanmistir (236).

Literatiirde TGF-B1’in noronlar iizerine anti-apopitotik etkisiyle ilgili bir
calismaya rastlanmamustir. Sunulan ¢alismada in vivo kosullarda skopolamin uygulanan
deney grubunda kaspaz-3 ekspresyonunun arttigi buna karsin TGF-f1 uygulanan tedavi
gruplarinda ekspresyonunun azaldigi bulundu. Ayni zamanda bu etkinin 56. giinde de
devam etmesi TGF-B1’in etkisinin uzun siireli olabilecegini diistindiirdii. TGF-B1’in
kaspaz-3 aktivitesini azaltarak noronal apopitozu Onleyebilecegi sdylenebilir.

Giliniimiize kadar yapilan ¢alismalarda AH’ nin patogenezinde Kkritik rol oynayan
AP birikiminin, APP’nin sekretaz enzimlerinin anormal klevajlar1 sonucu meydana
geldigi bilinmektedir. a-sekretazin, APP’nin fizyolojik olarak kesilerek non-
amiloidojenik yolakla islenmesini saglayan enzim oldugu gosterilmistir. a-sekretaz ile
gerceklesen APP kesimi sonucu patolojik AP birikiminin engellendigi rapor edilmistir
(237). Brummer T. ve arkadaslart BOS’ndan izole ettikleri o-sekretazin, Alzheimer
hastalig1 olan bireylerde hastaligin 6nlenmesi amaciyla kullanilmasi ile AP birikiminin
azaldigini ileri stirmiislerdir (238). Alzheimer hastaligina sahip bireylerde, in-vivo ve
in-vitro kosullarda elde edilen verilere gore a-sekretaz enzim seviyesinin distigi
gosterilmistir. Ayn1 zamanda deneysel olarak aktivitesi arttirilan o-sekretaz enzim
seviyesinin AP birikimini azalttigi da bulunmustur (239).

Di Fede G. ve arkadaslar1 da asir1 AP olusumunun - ve y-sekretaz tarafindan
APP’nin anormal kesilmesiyle meydana geldigini rapor etmislerdir (240). Bununla
birlikte, p-sekretazin sadece A {iretimi ile ilgili olmadigi, sinaptik plastisite ve
homeostazda da Onemli roliiniin bulundugu belirtilmistir. B-sekretaz inhibitorleri
tizerinde yapilan klinik calismalarda farkli sonuglar alinmis olmakla birlikte A
liretimini azaltmay1 hedefleyen terapétik yaklasimlarin sinaptik fonksiyonlar1 olumsuz
etkileyebileceginin gbz 6niinde bulundurulmasi 6nerilmistir (241).

Diger taraftan, Jin C. ve arkadaslari, APP’nin y-sekretaz tarafindan anormal
boliinmesinin, AH ile yakindan iligkili oldugunu rapor etmislerdir. Arastirmacilar, y-
sekretaz aktive edici proteinin (GSAP) spesifik olarak APP'nin y-sekretaz aracili
boliinmesini destekledigini ileri siirmiislerdir. Arastirmacilar, tam olarak mekanizmasi
bilinmese de GSAP aracili y-sekretaz aktivasyonunun inhibe edilmesinin, AP birikimini

engelledigini rapor etmisler, y-sekretaz down-regulasyonu i¢in gelistirilen potansiyel

116



terapotiklerin AH tedavisi iizerine olumlu etkisinin olabilece§ini 6ne siirmiislerdir
(242). Bununla birlikte y-sekretaz yalnmizca AP olusumunda degil, ayn1 zamanda
hiicresel sinyal yollariin iglevi ile néronal hiicre 6liimiine kars1 savunmada da énemli
rollere sahiptir. Bu nedenle AH tedavisi i¢in y-sekretaz aktivitesinin baskilanmasi bir
strateji olarak planlanirken yan etkilerinin de g6z 6niinde bulundurulmasi gerekmektedir
(243, 244).

Sunulan ¢alismada ilk defa deneysel AH modelinde TGF-B1’in a, B, y sekretaz
enzim seviyeleri tlizerine etkileri aragtirilmistir. Calismamizda non-amiloidojenik
yolakta gorev alan a-sekretaz enzim seviyesinin deney grubunda belirgin olarak
azaldig, tedavi gruplarinda ise arttig1 gosterildi. Buna karsin, amiloidojenik yolakta A
olusumunun meydana gelmesinde gorev alan [-sekretaz enzim seviyesinin deney
grubunda arttigi, TGF-B1 tedavisinin ise enzim seviyesini belirgin olarak azalttig:
bulundu. Calismamizda y-sekretaz enzim seviyesinin deney grubunda yiikseldigi, tedavi
grubunda ise anlamli olarak azaldig1 tespit edildi. Enzim sonuglari birlikte
degerlendirildiginde, TGF-B1 tedavisinin amiloidojenik yolagi aktivasyonu, non-
amiloidojenik yolagin down-regule olmasiyla AB-40 birikimini engelleyebilecegi
sonucuna varildi. Bununla birlikte TGF-B1’in sekretaz enzimleri iizerine etkisini hangi
aktivatdor ve inhibitdr proteinler {izerinde gerceklestirdigi ve bu yolla AB-40
ekspresyonunu azalttiginin ileri caligmalarla aydinlatilmasi gereklidir.

Sonu¢ olarak calismamizin biitiin bulgular1 birlikte degerlendirildiginde,
skopolamin ile olusturulan deneysel AH benzeri modelde hipokampus ve prefrontal
kortekste AB-40 ekspresyonunun varliginin 28. ve 56. giinlerde belirgin olarak artis
gosterdigi, bu bulgunun davranis testlerinde 6grenme ve bellekte olusan gerileme ile
karakterize oldugu gosterildi. TGF-f1 tedavisinin AB-40 ekspresyonunda azalma ve
biligsel 6grenme ve bellek yeteneginde artisa sebep oldugu bulundu. Bunlara ilaveten,
TGF-B1 tedavisinin apopitotik belirte¢ olan kaspaz-3’ii inhibe ettigi, anti-apopitotik bu
Ozelligi ile néron koruyucu bir ajan olarak degerlendirilebilecegi kanaatine varildi.
Ayrica, TGF-B1’in AH’nda ¢ok 6nemli rollere sahip sekretaz enzimlerinin seviyelerini
de diizenleyerek, hastaligin olusumunun ve ilerlemesinin engellenmesinde yararl
olabilecegi diisliniildii. Deneysel AH benzeri modelde in-vivo kosullarda sistemik TGF-
B1 uygulamasmin AB-40 birikimini 6nledigi, apopitozu engelledigi, bu yolla hiicresel

sag kalimi ve iyilesmeyi sagladigi, aym1 zamanda o, B ve y-sekretaz enzimleri lizerinde
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diizenleyici rolii ile hastalifin onlenmesinde etkili olabilecegi ve gelecekte Alzheimer

hastaliginda tedavi edici bir ajan olarak degerlendirilebilecegi kanaatine varildi.
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6. SONUCLAR

Deneysel  Alzheimer hastaligi  benzeri model olusturularak  TGF-
Bluygulanmasinin 6grenme ve hafiza, AB-40 birikimi, apopitoz, ndérodejenerasyon ve a,
B, y- sekretaz enzimlerinin ekspresyonu iizerine etkisinin fizyolojik, mikroskobik,

immunohistokimyasal ve biyokimyasal yontemlerle incelendigi bu ¢alisma sonucunda;

1. Alzheimer benzeri model olusturulmayan ve herhangi bir islem yapilmayan
kontrol grubuna ait deneklerin davranig testlerinde Ogrenme ve bellek
performanslarinda bir kaybin olmadig1 gézlendi. Bu gruptaki deneklerden alinan
dokularmm 151k ve elektron mikroskobik incelenmesinde hipokampus ve
prefrontal kortekste, ndronlar, gliya hiicreleri ve sinir liflerinin normal yapilarini
koruduklar1 goriildii. Ayn1 grubun immunohistokimyasal incelemesinde Ap-40
ve kaspaz-3 immunreaktivitesinin minimal seviyede oldugu izlendi. Yapilan
biyokimyasal incelemede a-sekretaz enzim seviyesinin anlamli olarak yiiksek
oldugu buna karsin B ve y- sekretaz enzim ekspresyon diizeyinin diisiik oldugu
tespit edildi.

2. Skopolamin uygulanmayip ayni dozda SF uygulamasiyla olusturulan sham
grubunda deneklerin davranig testlerinde kontrol grubuna benzer sekilde
ogrenme ve bellek performansinda kaybin olmadigi, 15tk ve elektron
mikroskobik incelemede 28. ve 56. giinlerde noronlarin, gliya hiicrelerinin ve
sinir liflerinin normal yapida oldugu, immunohistokimyasal incelemede tiim
giinlerde hipokampus ve prefrontal kortekste Ap-40 ve kaspaz-3
immunreaktivitesinin goriilmedigi belirlendi. Biyokimyasal incelemede sekretaz
enzim seviyelerinin 28. ve 56. giinlerde kontrol grubuna benzerlik gosterdigi
kaydedildi.

3. Yalnizca TGF-B1 uygulanan grupta hipokampus ve prefrontal kortekste 28. ve
56. giinlerde yapilan incelemede 6grenme ve bellek performansinda kaybin
olmadigi, 151k ve elektron mikroskobik incelemede noronlarda, gliya
hiicrelerinde ve sinir liflerinde normal yapinin korundugu izlendi.

Immunohistokimyasal incelemede AB-40 ve kaspaz-3 immunreaktivitesinin
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goriilmedigi  belirlendi.  Biyokimyasal incelemede  sekretaz = enzim
ekspresyonlarinin kontrol grubuna benzer oldugu tespit edildi.

. Skopolamin uygulanarak olusturulan AH benzeri modelde hipokampus ve
prefrontal kortekste 28. giinde yapilan davranis testlerinde yiizme hizi ve
platformu bulma siirelerinin kontrol grubuna gore anlamli azaldigi belirlendi.
28. giinde alinan hipokampus ve prefrontal kortekste noronlarda ve gliya
hiicrelerinde belirgin dejeneratif degisiklikler izlendi. Deney grubunda 56. giinde
yapilan incelemede ultrastriiktiirel degisikliklerin 28. giine oranla bir miktar
azalmakla  birlikte, yapisal degisikliklerin devam  ettigi  gorildi.
Immunohistokimyasal degerlendirmede 28. giinde noronlarda AB-40 ve kaspaz-
3 immunreaktivitesinin anlamli olarak artis gosterdigi izlendi. AB-40 ve kaspaz-
3 immunreaktivitesinde gozlenen artisin 56. giinde de devam ettigi gorildii.
Biyokimyasal degerlendirmede a-sekretaz ekspresyon diizeyinin hipokampus ve
prefrontal kortekste 28. giinde deney grubunda anlamli olarak diistiigii saptandi.
a-sekretaz ekspresyonundaki bu azalmanin 56. giinde de siirdiigii belirlendi.  ve
y sekretaz ekspresyon diizeylerinin hipokampus ve prefrontal kortekste 28. ve
56. giinlerde deney grubunda anlamli yiikseldigi tespit edildi.

. Tedavi-1 grubunda hipokampus ve prefrontal korteks dokularinda 1sik ve
elektron mikroskobik incelemede 28. ve 56. giinde noronlarda ve gliya
hiicrelerinde ~ 6dematéz alanlarin  belirgin ~ sekilde azaldigi  goriildii.
Immunohistokimyasal degerlendirmede prefrontal korteks ve hipokampus
dokularinda AB-40 ve kaspaz-3 immunreaktivitesinin deney grubuna gore
anlamli azaldigr izlendi. Biyokimyasal degerlendirmede hipokampus ve
prefrontal kortekste 28. ve 56. giinlerde o-sekretaz ekspresyonunun deney
grubuna gore anlamli olarak yiikseldigi, buna karsin  ve y sekretaz enzim
ekspresyonlarinin deney grubuna goére her iki glinde de anlamli azaldig: tespit
edildi.

. Tedavi-2 grubunda hipokampus ve prefrontal korteks dokularinda 1s1k ve
elektron mikroskobik incelemede 6dematdz alanlarin azaldigi, néron ve gliya
hiicrelerinde yapisal biitiinliigiin korundugu gozlendi. immunohistokimyasal
degerlendirmede AB-40 ve kaspaz-3 immunreaktivitesinin anlamli olarak

azaldig1 belirlendi. Biyokimyasal degerlendirmede hipokampus ve prefrontal
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kortekste a-sekretaz ekspresyonunun anlamli arttigi, buna karsin B ve y sekretaz

ekspresyonunun anlamli olarak azaldig: tespit edildi.

Sonug¢ olarak calismamizin biitiin bulgular birlikte degerlendirildiginde,
skopolamin ile olusturulan deneysel AH benzeri modelde hipokampus ve prefrontal
kortekste AP-40 ekspresyonunun varliginin 28. ve 56. giinlerde belirgin olarak artis
gosterdigi, bu bulgunun davranis testlerinde 6grenme ve bellekte olusan gerileme ile
karakterize oldugu gosterildi. TGF-B1 tedavisinin AB-40 ekspresyonunda azalma ve
biligsel 6grenme ve bellek yeteneginde artisa sebep oldugu bulundu. Bunlara ilaveten,
TGF-B1 tedavisinin apopitotik belirte¢ olan kaspaz-3’i inhibe ettigi, anti-apopitotik bu
ozelligi ile néron koruyucu bir ajan olarak degerlendirilebilecegi kanaatine varildi.
Ayrica, TGF-B1’in AH’nda ¢ok 6nemli rollere sahip sekretaz enzimlerinin seviyelerini
de diizenleyerek, hastalifin olusumunun ve ilerlemesinin engellenmesinde yararl
olabilecegi diistiniildii. Deneysel AH benzeri modelde in-vivo kosullarda sistemik TGF-
B1 uygulamasmin AB-40 birikimini 6nledigi, apopitozu engelledigi, bu yolla hiicresel
sag kalimi ve iyilesmeyi sagladigi, ayn1 zamanda a, B ve y-sekretaz enzimleri iizerinde
diizenleyici rolii ile hastaligin 6nlenmesinde etkili olabilecegi ve gelecekte Alzheimer

hastaliginda tedavi edici bir ajan olarak degerlendirilebilecegi kanaatine varildi.

121



10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.

KAYNAKLAR

Passeri E, Elkhoury K, Morsink M, Broersen K, Linder M, Tamayol A, et al. Alzheimer's
Disease: Treatment Strategies and Their Limitations. Int J Mol Sci. 2022;23(22).

Ferrer 1. Defining Alzheimer as a common age-related neurodegenerative process not inevitably
leading to dementia. Prog Neurobiol. 2012;97(1):38-51.

Ogbodo JO, Agbo CP, Njoku UO, Ogugofor MO, Egba SI, Ihim SA, et al. Alzheimer's Disease:
Pathogenesis and Therapeutic Interventions. Curr Aging Sci. 2022;15(1):2-25.

Sery O, Povova J, MiSek I, Pesak L, Janout V. Molecular mechanisms of neuropathological
changes in Alzheimer's disease: a review. Folia Neuropathol. 2013;51(1):1-9.

Zhang XX, Tian Y, Wang ZT, Ma YH, Tan L, Yu JT. The Epidemiology of Alzheimer's Disease
Modifiable Risk Factors and Prevention. J Prev Alzheimers Dis. 2021;8(3):313-21.

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

Chai GS, Jiang X, Ni ZF, Ma ZW, Xie AJ, Cheng XS, et al. Betaine attenuates Alzheimer-like
pathological changes and memory deficits induced by homocysteine. J Neurochem.
2013;124(3):388-96.

Mosher KI, Wyss-Coray T. Microgliyal dysfunction in brain aging and Alzheimer's disease.
Biochem Pharmacol. 2014;88(4):594-604.

Brooks LRK, Mias Gl. Data-Driven Analysis of Age, Sex, and Tissue Effects on Gene Expression
Variability in Alzheimer's Disease. Front Neurosci. 2019;13:392.

Scheff SW, Price DA, Schmitt FA, Mufson EJ. Hippocampal synaptic loss in early Alzheimer's
disease and mild cognitive impairment. Neurobiol Aging. 2006;27(10):1372-84.

Askarova S, Yang X, Lee JC. Impacts of membrane biophysics in Alzheimer's disease: from
amyloid precursor protein processing to a3 Peptide-induced membrane changes. Int J Alzheimers
Dis. 2011;2011:134971.

Rostagno AA. Pathogenesis of Alzheimer's Disease. Int J Mol Sci. 2022;24(1).

Masters CL, Simms G, Weinman NA, Multhaup G, McDonald BL, Beyreuther K. Amyloid
plaque core protein in Alzheimer disease and Down syndrome. Proc Natl Acad Sci U S A.
1985;82(12):4245-9.

Wong PT, Schauerte JA, Wisser KC, Ding H, Lee EL, Steel DG, et al. Amyloid-beta membrane
binding and permeabilization are distinct processes influenced separately by membrane charge and
fluidity. J Mol Biol. 2009;386(1):81-96.

Song F, Liu T, Meng S, Li F, Zhang Y, Jiang L. Insulin-Like Growth Factor-1 Alleviates
Expression of AB(1-40) and a-, B-, and y-Secretases in the Cortex and Hippocampus of APP/PS1
Double Transgenic Mice. J Mol Neurosci. 2018;66(4):595-603.

Haass C. Take five--BACE and the gamma-secretase quartet conduct Alzheimer's amyloid beta-
peptide generation. Embo j. 2004;23(3):483-8.

Takata K, Kitamura Y. Molecular approaches to the treatment, prophylaxis, and diagnosis of
Alzheimer's disease: tangle formation, amyloid-B, and microgliya in Alzheimer's disease. J
Pharmacol Sci. 2012;118(3):331-7.

Wischik CM, Harrington CR, Storey JM. Tau-aggregation inhibitor therapy for Alzheimer's
disease. Biochem Pharmacol. 2014;88(4):529-39.

122



19.
20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.
31.

32.
33.

34.

35.

36.

37.

38.

Chen Z, Zhong C. Oxidative stress in Alzheimer's disease. Neurosci Bull. 2014;30(2):271-81.

Se Thoe E, Fauzi A, Tang YQ, Chamyuang S, Chia AYY. A review on advances of treatment
modalities for Alzheimer's disease. Life Sci. 2021;276:119129.

Anguela XM, High KA. Entering the Modern Era of Gene Therapy. Annu Rev Med. 2019;70:273-
88.

Lannfelt L, Relkin NR, Siemers ER. Amyloid-B-directed immunotherapy for Alzheimer's disease.
J Intern Med. 2014;275(3):284-95.

Walsh EI, Smith L, Northey J, Rattray B, Cherbuin N. Towards an understanding of the
physical activity-BDNF-cognition triumvirate: A review of associations and dosage. Ageing Res
Rev. 2020;60:101044.

Rafii MS, Tuszynski MH, Thomas RG, Barba D, Brewer JB, Rissman RA, et al. Adeno-
Associated Viral Vector (Serotype 2)-Nerve Growth Factor for Patients With Alzheimer Disease: A
Randomized Clinical Trial. JAMA Neurol. 2018;75(7):834-41.

Ishola 10, Jacinta AA, Adeyemi OO. Cortico-hippocampal memory enhancing activity of
hesperetin on scopolamine-induced amnesia in mice: role of antioxidant defense system,
cholinergic neurotransmission and expression of BDNF. Metab Brain Dis. 2019;34(4):979-89.

Estrada LD, Oliveira-Cruz L, Cabrera D. Transforming Growth Factor Beta Type | Role in

Neurodegeneration: Implications for Alzheimer's Disease. Curr Protein Pept Sci.
2018;19(12):1180-8.

Schneider JA. Neuropathology of Dementia Disorders. Continuum (Minneap Minn).
2022;28(3):834-51.

Association As. Stages of Alzheimer's 2022 [Available from: https://www.alz.org/alzheimers-
dementia/stages.

Scheltens P, De Strooper B, Kivipelto M, Holstege H, Chételat G, Teunissen CE, et al.
Alzheimer's disease. Lancet. 2021;397(10284):1577-90.

Terry RD, Katzman R. Senile dementia of the Alzheimer type. Ann Neurol. 1983;14(5):497-506.

Forman MS, Trojanowski JQ, Lee VM. Neurodegenerative diseases: a decade of discoveries
paves the way for therapeutic breakthroughs. Nat Med. 2004;10(10):1055-63.

Prince M, Guerchet M, Prina M. The global impact of dementia 2013-2050. 2013.

Braun B, Demling J, Loew TH. Alzheimer's disease: history, ethics and medical humanities in the
context of assisted suicide. Philos Ethics Humanit Med. 2022;17(1):4.

Berchtold NC, Cotman CW. Evolution in the conceptualization of dementia and Alzheimer's
disease: Greco-Roman period to the 1960s. Neurobiol Aging. 1998;19(3):173-89.

Tiwari S, Atluri V, Kaushik A, Yndart A, Nair M. Alzheimer's disease: pathogenesis,
diagnostics, and therapeutics. Int J Nanomedicine. 2019;14:5541-54.

Kidd PM. Alzheimer's disease, amnestic mild cognitive impairment, and age-associated memory
impairment: current understanding and progress toward integrative prevention. Altern Med Rev.
2008;13(2):85-115.

Prince PM. World Alzheimer Report 2009. London, Alzheimer Disease International, 2009.
Neurological disorders: public health challenges. 2009.

Ott A, Breteler MM, van Harskamp F, Claus JJ, van der Cammen TJ, Grobbee DE, et al.
Prevalence of Alzheimer's disease and vascular dementia: association with education. The
Rotterdam study. Bmj. 1995;310(6985):970-3.

123


https://www.alz.org/alzheimers-dementia/stages
https://www.alz.org/alzheimers-dementia/stages

39.

40.

41.

42.

43.

44,
45.

46.

47.
48.

49.

50.
51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.
58.

59.

60.

61.

Holtzman DM, Morris JC, Goate AM. Alzheimer's disease: the challenge of the second century.
Sci Transl Med. 2011;3(77):77sr1.

Reiman EM, Chen K, Alexander GE, Caselli RJ, Bandy D, Osborne D, et al. Correlations
between apolipoprotein E epsilon4 gene dose and brain-imaging measurements of regional
hypometabolism. Proc Natl Acad Sci U S A. 2005;102(23):8299-302.

Pasqualetti G, Thayanandan T, Edison P. Influence of genetic and cardiometabolic risk factors in
Alzheimer's disease. Ageing Res Rev. 2022;81:101723.

Stern Y. Cognitive reserve in ageing and Alzheimer's disease. Lancet Neurol. 2012;11(11):1006-
12.

Eickhoff SB, Constable RT, Yeo BTT. Topographic organization of the cerebral cortex and brain
cartography. Neuroimage. 2018;170:332-47.

Vaskovi¢ J MD. [Available from: https://www.kenhub.com/en/library/anatomy/cytoarchitecture.

McConnell SK. Constructing the cerebral cortex: neurogenesis and fate determination. Neuron.
1995;15(4):761-8.

Tjia M, Yu X, Jammu LS, Lu J, Zuo Y. Pyramidal Neurons in Different Cortical Layers Exhibit
Distinct Dynamics and Plasticity of Apical Dendritic Spines. Front Neural Circuits. 2017;11:43.

Frohlich F. Network Neuroscience. 2016. p. 85-95.

Molyneaux BJ, Arlotta P, Menezes JR, Macklis JD. Neuronal subtype specification in the
cerebral cortex. Nat Rev Neurosci. 2007;8(6):427-37.

Ross MH, Pawlina W. Histology a Text and Atlas, 6th Edition. Wolters Kluwer, Lippincott
Williams&Wilkins, London; 2011. p. 380-2.

Arslan O. Computational Basis of Neural Elements. 2016. p. 29-82.

Dharani K. A Neuronal Mechanism in the Generation of Thought—A New Molecular Model. 2015.
p. 3-29.

Huttenlocher PR. Morphometric study of human cerebral cortex development. Neuropsychologia.
1990;28(6):517-27.

Amunts K, Schleicher A, Zilles K. Cytoarchitecture of the cerebral cortex—More than
localization. Neurolmage. 2007;37(4):1061-5.

Jacobs B, Schall M, Prather M, Kapler E, Driscoll L, Baca S, et al. Regional dendritic and spine
variation in human cerebral cortex: a quantitative golgi study. Cereb Cortex. 2001;11(6):558-71.

Agirman G, Broix L, Nguyen L. Cerebral cortex development: an outside-in perspective. FEBS
Lett. 2017;591(24):3978-92.

Chenin L, Lefranc M, Velut S, Foulon P, Havet E, Peltier J. Cortical and subcortical functional
neuroanatomy for low-grade glioma surgery. Neurochirurgie. 2017;63(3):117-21.

Sadler TW. Langman's medical embryology: Lippincott Williams & Wilkins; 2022.

Moore KL, Persaud T, Yildirnm M, Okar I, Dalaik H. Klinik yénleri ile insan embriyolojisi:
Nobel Tip Kitabevleri; 2002.

Amaral D, Insausti R, Paxinos G. The human nervous system. San Diego: Academic. 1990:711-
55.

Moser MB, Rowland DC, Moser EI. Place cells, grid cells, and memory. Cold Spring Harb
Perspect Biol. 2015;7(2):a021808.

Padurariu M, Ciobica A, Mavroudis I, Fotiou D, Baloyannis S. Hippocampal neuronal loss in
the CA1 and CA3 areas of Alzheimer's disease patients. Psychiatr Danub. 2012;24(2):152-8.

124


https://www.kenhub.com/en/library/anatomy/cytoarchitecture

62.

63.
64.
65.

66.
67.
68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

Suzuki M, Hagino H, Nohara S, Zhou SY, Kawasaki Y, Takahashi T, et al. Male-specific
volume expansion of the human hippocampus during adolescence. Cereb Cortex. 2005;15(2):187-
93.

Parent A, Carpenter MB. Carpenter's human neuroanatomy: Williams & Wilkins; 1996.
Waxman SG. Correlative Neuroanatomy: Lange Medical Books/McGraw-Hill Education; 2002.

Afifi A, Bergman R. Functional Neuroanatomy: Text and Atlas, 2nd Edition: Text and Atlas:
Lange Medical Books/McGraw-Hill; 2005.

Sadler TW. Langman's Medical Embryology Fourteenth Edition: Williams & Wilkins Press; 1990.
Songur A, Ozen Oa, Sarsilmaz M. Hipokampus. Tiirkiye Klinikleri T1p Bilimleri. 2001:427-31.

Cho Y, Bae HG, Okun E, Arumugam TV, Jo DG. Physiology and pharmacology of amyloid
precursor protein. Pharmacol Ther. 2022;235:108122.

Arbor SC, LaFontaine M, Cumbay M. Amyloid-beta Alzheimer targets - protein processing,
lipid rafts, and amyloid-beta pores. Yale J Biol Med. 2016;89(1):5-21.

Esch FS, Keim PS, Beattie EC, Blacher RW, Culwell AR, Oltersdorf T, et al. Cleavage of
amyloid beta peptide during constitutive processing of its precursor. Science.
1990;248(4959):1122-4.

Kang J, Lemaire HG, Unterbeck A, Salbaum JM, Masters CL, Grzeschik KH, et al. The
precursor of Alzheimer's disease amyloid A4 protein resembles a cell-surface receptor. Nature.
1987;325(6106):733-6.

Correction to: Brain amyloid-f oligomers in ageing and Alzheimer's disease. Brain.
2022;145(8):e72-€6.

Selkoe DJ, Yamazaki T, Citron M, Podlisny MB, Koo EH, Teplow DB, et al. The role of APP
processing and trafficking pathways in the formation of amyloid beta-protein. Ann N Y Acad Sci.
1996;777:57-64.

Seubert P, Vigo-Pelfrey C, Esch F, Lee M, Dovey H, Davis D, et al. Isolation and quantification
of soluble Alzheimer's B-peptide from biological fluids. Nature. 1992;359(6393):325-7.

LaFerla FM, Green KN, Oddo S. Intracellular amyloid-beta in Alzheimer's disease. Nat Rev
Neurosci. 2007;8(7):499-509.

Allinson TM, Parkin ET, Turner AJ, Hooper NM. ADAMs family members as amyloid
precursor protein alpha-secretases. J Neurosci Res. 2003;74(3):342-52.

Lin X, Koelsch G, Wu S, Downs D, Dashti A, Tang J. Human aspartic protease memapsin 2
cleaves the beta-secretase site of beta-amyloid precursor protein. Proc Natl Acad Sci U S A.
2000;97(4):1456-60.

De Strooper B, Iwatsubo T, Wolfe MS. Presenilins and y-secretase: structure, function, and role in
Alzheimer Disease. Cold Spring Harb Perspect Med. 2012;2(1):a006304.

Morishima-Kawashima M. Molecular mechanism of the intramembrane cleavage of the B-
carboxyl terminal fragment of amyloid precursor protein by y-secretase. Front Physiol. 2014;5:463.

Fernandez MA, Klutkowski JA, Freret T, Wolfe MS. Alzheimer presenilin-1 mutations
dramatically reduce trimming of long amyloid B-peptides (Ap) by y-secretase to increase 42-to-40-
residue Ap. J Biol Chem. 2014;289(45):31043-52.

Sagare A, Deane R, Bell RD, Johnson B, Hamm K, Pendu R, et al. Clearance of amyloid-beta by
circulating lipoprotein receptors. Nat Med. 2007;13(9):1029-31.

125



82.

83.

84.

85.
86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94,

95.

96.

97.

98.

99.

Esbjorner EK, Chan F, Rees E, Erdelyi M, Luheshi LM, Bertoncini CW, et al. Direct
observations of amyloid B self-assembly in live cells provide insights into differences in the kinetics
of AB(1-40) and AP(1-42) aggregation. Chem Biol. 2014;21(6):732-42.

Kuperstein I, Broersen K, Benilova I, Rozenski J, Jonckheere W, Debulpaep M, et al.
Neurotoxicity of Alzheimer's disease AP peptides is induced by small changes in the AB42 to AB40
ratio. Embo j. 2010;29(19):3408-20.

Uddin MS, Kabir MT, Tewari D, Mamun AA, Mathew B, Aleya L, et al. Revisiting the role of
brain and peripheral Af in the pathogenesis of Alzheimer's disease. J Neurol Sci. 2020;416:116974.

De Strooper B, Karran E. The Cellular Phase of Alzheimer's Disease. Cell. 2016;164(4):603-15.

Venegas C, Kumar S, Franklin BS, Dierkes T, Brinkschulte R, Tejera D, et al. Microgliya-
derived ASC specks cross-seed amyloid-f in Alzheimer's disease. Nature. 2017;552(7685):355-61.

Plog BA, Nedergaard M. The Glymphatic System in Central Nervous System Health and Disease:
Past, Present, and Future. Annu Rev Pathol. 2018;13:379-94.

Koper MJ, Van Schoor E, Ospitalieri S, Vandenberghe R, Vandenbulcke M, von Arnim CAF,
et al. Necrosome complex detected in granulovacuolar degeneration is associated with neuronal loss
in Alzheimer's disease. Acta Neuropathol. 2020;139(3):463-84.

Glenner GG, Wong CW. Alzheimer's disease: initial report of the purification and characterization
of a novel cerebrovascular amyloid protein. Biochem Biophys Res Commun. 1984;120(3):885-90.

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

Blennow K, de Leon MJ, Zetterberg H. Alzheimer's disease. The Lancet. 2006;368(9533):387-
403.

Lustbader JW, Cirilli M, Lin C, Xu HW, Takuma K, Wang N, et al. ABAD directly links AR to
mitochondrial toxicity in Alzheimer's disease. Science. 2004;304(5669):448-52.

Vergara C, Houben S, Suain V, Yilmaz Z, De Decker R, Vanden Dries V, et al. Amyloid-f
pathology enhances pathological fibrillary tau seeding induced by Alzheimer PHF in vivo. Acta
neuropathologica. 2019;137:397-412.

Ferreira ST, Klein WL. The AP oligomer hypothesis for synapse failure and memory loss in
Alzheimer’s disease. Neurobiology of learning and memory. 2011;96(4):529-43.

Hoéltta M, Hansson O, Andreasson U, Hertze J, Minthon L, Nigga K, et al. Evaluating amyloid-

B oligomers in cerebrospinal fluid as a biomarker for Alzheimer’s disease. PloS one.
2013;8(6):e66381.

Butterfield DA, Boyd-Kimball D. Oxidative stress, amyloid-§ peptide, and altered key molecular
pathways in the pathogenesis and progression of Alzheimer’s disease. Journal of Alzheimer's
Disease. 2018;62(3):1345-67.

Weerasena V, Gordon B, Devasamudram T, Bilcer G, Ghosh AK, Tang J. In vivo inhibition of
Ab production by memapsin 2 (b-secretase) inhibitors. Journal of Neurochemistry. 2004;89:1409-
16.

Hawkes CA, Deng LH, Shaw JE, Nitz M, McLaurin J. Small molecule B-amyloid inhibitors that
stabilize protofibrillar structures in vitro improve cognition and pathology in a mouse model of
Alzheimer’s disease. European Journal of Neuroscience. 2010;31(2):203-13.

Burstein A, Sabbagh M, Andrews R, Valcarce C, Dunn |, Altstiel L. Development of
Azeliragon, an oral small molecule antagonist of the receptor for advanced glycation endproducts,
for the potential slowing of loss of cognition in mild Alzheimer’s disease. The journal of prevention
of Alzheimer's disease. 2018;5:149-54.

126



100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111

112,

113.

114.

115.

116.

Aleksis R, Oleskovs F, Jaudzems K, Pahnke J, Biverstal H. Structural studies of amyloid-f
peptides: Unlocking the mechanism of aggregation and the associated toxicity. Biochimie.
2017;140:176-92.

Benilova |, De Strooper B. Promiscuous Alzheimer's amyloid: yet another partner. Science.
2013;341(6152):1354-5.

Abolhassani N, Leon J, Sheng Z, Oka S, Hamasaki H, lIwaki T, et al. Molecular
pathophysiology of impaired glucose metabolism, mitochondrial dysfunction, and oxidative DNA
damage in Alzheimer's disease brain. Mechanisms of ageing and development. 2017;161:95-104.

Ebenezer PJ, Weidner AM, LeVine 111 H, Markesbery WR, Murphy MP, Zhang L, et al.
Neuron specific toxicity of oligomeric amyloid-p: role for JUN-kinase and oxidative stress. Journal
of Alzheimer's Disease. 2010;22(3):839-48.

Wang X, Su B, Lee H-g, Li X, Perry G, Smith MA, et al. Impaired balance of mitochondrial
fission and fusion in Alzheimer's disease. Journal of neuroscience. 2009;29(28):9090-103.

Wang X, Wang W, Li L, Perry G, Lee H-g, Zhu X. Oxidative stress and mitochondrial
dysfunction in Alzheimer's disease. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Molecular Basis of
Disease. 2014;1842(8):1240-7.

Moreira PI, Carvalho C, Zhu X, Smith MA, Perry G. Mitochondrial dysfunction is a trigger of
Alzheimer's disease pathophysiology. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Molecular Basis of
Disease. 2010;1802(1):2-10.

Du H, Guo L, Zhang W, Rydzewska M, Yan S. Cyclophilin D deficiency improves
mitochondrial function and learning/memory in aging Alzheimer disease mouse model.
Neurobiology of aging. 2011;32(3):398-406.

Levin O, Vasenina E. Twenty-five years of the amyloid hypothesis of alzheimer disease: advances,
failures and new perspectives. Zhurnal Nevrologii i Psikhiatrii Imeni SS Korsakova. 2016;116(6):3-
9.

Lee VM-Y, Trojanowski JQ. Tau focused drug discovery for Alzheimer’s disease and related
Neurodegenerative Tauopathies. Alzheimer: 100 Years and Beyond. 2006:333-6.

Holcomb L, Gordon MN, McGowan E, Yu X, Benkovic S, Jantzen P, et al. Accelerated
Alzheimer-type phenotype in transgenic mice carrying both mutant amyloid precursor protein and
presenilin 1 transgenes. Nature medicine. 1998;4(1):97-100.

Cohen RM, Rezai-Zadeh K, Weitz TM, Rentsendorj A, Gate D, Spivak I, et al. A transgenic
Alzheimer rat with plaques, tau pathology, behavioral impairment, oligomeric ap, and frank
neuronal loss. Journal of Neuroscience. 2013;33(15):6245-56.

Vossel KA, Xu JC, Fomenko V, Miyamoto T, Suberbielle E, Knox JA, et al. Tau reduction
prevents AB-induced axonal transport deficits by blocking activation of GSK3p. Journal of Cell
Biology. 2015;209(3):419-33.

Terrill-Usery SE, Mohan MJ, Nichols MR. Amyloid-p (1-42) protofibrils stimulate a quantum of
secreted IL-1pB despite significant intracellular IL-1J accumulation in microgliya. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA)-Molecular Basis of Disease. 2014;1842(11):2276-85.

Kitazawa M, Cheng D, Tsukamoto MR, Koike MA, Wes PD, Vasilevko V, et al. Blocking IL-1
signaling rescues cognition, attenuates tau pathology, and restores neuronal B-catenin pathway
function in an Alzheimer’s disease model. The Journal of Immunology. 2011;187(12):6539-49.

Rapoport M, Dawson HN, Binder LI, Vitek MP, Ferreira A. Tau is essential to beta -amyloid-
induced neurotoxicity. Proc Natl Acad Sci U S A. 2002;99(9):6364-9.

Vossel KA, Zhang K, Brodbeck J, Daub AC, Sharma P, Finkbeiner S, et al. Tau reduction
prevents Abeta-induced defects in axonal transport. Science. 2010;330(6001):198.

127



117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124,

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

Castillo-Carranza DL, Guerrero-Muiioz MJ, Sengupta U, Hernandez C, Barrett AD, Dineley
K, et al. Tau immunotherapy modulates both pathological tau and upstream amyloid pathology in
an Alzheimer's disease mouse model. J Neurosci. 2015;35(12):4857-68.

Bloom GS. Amyloid-p and tau: the trigger and bullet in Alzheimer disease pathogenesis. JAMA
Neurol. 2014;71(4):505-8.

Miller Y, Ma B, Nussinov R. Synergistic interactions between repeats in tau protein and AP
amyloids may be responsible for accelerated aggregation via polymorphic states. Biochemistry.
2011;50(23):5172-81.

lijima K, Gatt A, lijima-Ando K. Tau Ser262 phosphorylation is critical for Abeta42-induced tau
toxicity in a transgenic Drosophila model of Alzheimer's disease. Hum Mol Genet.
2010;19(15):2947-57.

Goedert M, Spillantini MG, Potier MC, Ulrich J, Crowther RA. Cloning and sequencing of the
cDNA encoding an isoform of microtubule-associated protein tau containing four tandem repeats:
differential expression of tau protein mRNASs in human brain. Embo j. 1989;8(2):393-9.

Sergeant N, David JP, Lefranc D, Vermersch P, Wattez A, Delacourte A. Different distribution
of phosphorylated tau protein isoforms in Alzheimer's and Pick's diseases. FEBS Lett.
1997;412(3):578-82.

Ginsberg SD, Che S, Counts SE, Mufson EJ. Shift in the ratio of three-repeat tau and four-repeat
tau mRNAs in individual cholinergic basal forebrain neurons in mild cognitive impairment and
Alzheimer's disease. J Neurochem. 2006;96(5):1401-8.

Kellogg EH, Hejab NMA, Poepsel S, Downing KH, DiMaio F, Nogales E. Near-atomic model of
microtubule-tau interactions. Science. 2018;360(6394):1242-6.

Goedert M, Jakes R. Expression of separate isoforms of human tau protein: correlation with the
tau pattern in brain and effects on tubulin polymerization. Embo j. 1990;9(13):4225-30.

Hirokawa N, Funakoshi T, Sato-Harada R, Kanai Y. Selective stabilization of tau in axons and
microtubule-associated protein 2C in cell bodies and dendrites contributes to polarized localization
of cytoskeletal proteins in mature neurons. J Cell Biol. 1996;132(4):667-79.

Ittner LM, Ke YD, Delerue F, Bi M, Gladbach A, van Eersel J, et al. Dendritic function of tau
mediates amyloid-beta toxicity in Alzheimer's disease mouse models. Cell. 2010;142(3):387-97.

Frandemiche ML, De Seranno S, Rush T, Borel E, Elie A, Arnal |, et al. Activity-dependent tau
protein translocation to excitatory synapse is disrupted by exposure to amyloid-beta oligomers. J
Neurosci. 2014;34(17):6084-97.

Ahmed T, Van der Jeugd A, Blum D, Galas MC, D'Hooge R, Buee L, et al. Cognition and
hippocampal synaptic plasticity in mice with a homozygous tau deletion. Neurobiol Aging.
2014;35(11):2474-8.

Zhang Y, Chen K, Sloan SA, Bennett ML, Scholze AR, O'Keeffe S, et al. An RNA-sequencing
transcriptome and splicing database of gliya, neurons, and vascular cells of the cerebral cortex. J
Neurosci. 2014;34(36):11929-47.

LoPresti P. Regulation and differential expression of tau mRNA isoforms as oligodendrocytes
mature in vivo: implications for myelination. Gliya. 2002;37(3):250-7.

Lei P, Ayton S, Finkelstein DI, Spoerri L, Ciccotosto GD, Wright DK, et al. Tau deficiency
induces parkinsonism with dementia by impairing APP-mediated iron export. Nat Med.
2012;18(2):291-5.

Marciniak E, Leboucher A, Caron E, Ahmed T, Tailleux A, Dumont J, et al. Tau deletion
promotes brain insulin resistance. J Exp Med. 2017;214(8):2257-69.

128



134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142,

143.

144,

145.

146.

147.

148.

149.

150.

Avila J, Jiménez JS, Sayas CL, Bolos M, Zabala JC, Rivas G, et al. Tau Structures. Front Aging
Neurosci. 2016;8:262.

Mukrasch MD, Biernat J, von Bergen M, Griesinger C, Mandelkow E, Zweckstetter M. Sites
of tau important for aggregation populate {beta}-structure and bind to microtubules and polyanions.
J Biol Chem. 2005;280(26):24978-86.

von Bergen M, Friedhoff P, Biernat J, Heberle J, Mandelkow EM, Mandelkow E. Assembly of
tau protein into Alzheimer paired helical filaments depends on a local sequence motif
((306)VQIVYK(311)) forming beta structure. Proc Natl Acad Sci U S A. 2000;97(10):5129-34.

Schoch KM, DeVos SL, Miller RL, Chun SJ, Norrbom M, Wozniak DF, et al. Increased 4R-
Tau Induces Pathological Changes in a Human-Tau Mouse Model. Neuron. 2016;90(5):941-7.

Kahlson MA, Colodner KJ. Gliyal Tau Pathology in Tauopathies: Functional Consequences. J
Exp Neurosci. 2015;9(Suppl 2):43-50.

Braak H, Thal DR, Ghebremedhin E, Del Tredici K. Stages of the pathologic process in
Alzheimer disease: age categories from 1 to 100 vyears. J Neuropathol Exp Neurol.
2011;70(11):960-9.

Sanders DW, Kaufman SK, DeVos SL, Sharma AM, Mirbaha H, Li A, et al. Distinct tau prion
strains propagate in cells and mice and define different tauopathies. Neuron. 2014;82(6):1271-88.

Michel CH, Kumar S, Pinotsi D, Tunnacliffe A, St George-Hyslop P, Mandelkow E, et al.
Extracellular monomeric tau protein is sufficient to initiate the spread of tau protein pathology. J
Biol Chem. 2014;289(2):956-67.

Guo T, Zhang D, Zeng Y, Huang TY, Xu H, Zhao Y. Molecular and cellular mechanisms
underlying the pathogenesis of Alzheimer's disease. Mol Neurodegener. 2020;15(1):40.

Wang ZX, Tan L, Yu JT. Axonal transport defects in Alzheimer's disease. Mol Neurobiol.
2015;51(3):1309-21.

Lammich S, Kojro E, Postina R, Gilbert S, Pfeiffer R, Jasionowski M, et al. Constitutive and
regulated alpha-secretase cleavage of Alzheimer's amyloid precursor protein by a disintegrin
metalloprotease. Proc Natl Acad Sci U S A. 1999;96(7):3922-7.

Furukawa K, Sopher BL, Rydel RE, Begley JG, Pham DG, Martin GM, et al. Increased
activity-regulating and neuroprotective efficacy of alpha-secretase-derived secreted amyloid
precursor protein conferred by a C-terminal heparin-binding domain. J Neurochem.
1996;67(5):1882-96.

Skovronsky DM, Moore DB, Milla ME, Doms RW, Lee VM. Protein kinase C-dependent alpha-
secretase competes with beta-secretase for cleavage of amyloid-beta precursor protein in the trans-
golgi network. J Biol Chem. 2000;275(4):2568-75.

Bandyopadhyay S, Goldstein LE, Lahiri DK, Rogers JT. Role of the APP non-amyloidogenic
signaling pathway and targeting alpha-secretase as an alternative drug target for treatment of
Alzheimer's disease. Curr Med Chem. 2007;14(27):2848-64.

Nitsch RM, Slack BE, Wurtman RJ, Growdon JH. Release of Alzheimer amyloid precursor
derivatives stimulated by activation of muscarinic acetylcholine receptors. Science.
1992;258(5080):304-7.

Roberts SB, Ripellino JA, Ingalls KM, Robakis NK, Felsenstein KM. Non-amyloidogenic
cleavage of the beta-amyloid precursor protein by an integral membrane metalloendopeptidase. J
Biol Chem. 1994;269(4):3111-6.

Jorissen E, Prox J, Bernreuther C, Weber S, Schwanbeck R, Serneels L, et al. The
disintegrin/metalloproteinase ADAM10 is essential for the establishment of the brain cortex. J
Neurosci. 2010;30(14):4833-44.

129



151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

Postina R, Schroeder A, Dewachter I, Bohl J, Schmitt U, Kojro E, et al. A disintegrin-
metalloproteinase prevents amyloid plaque formation and hippocampal defects in an Alzheimer
disease mouse model. J Clin Invest. 2004;113(10):1456-64.

Cole SL, Vassar R. The Alzheimer's disease beta-secretase enzyme, BACE1. Mol Neurodegener.
2007;2:22.

Creemers JW, Ines Dominguez D, Plets E, Serneels L, Taylor NA, Multhaup G, et al.
Processing of beta-secretase by furin and other members of the proprotein convertase family. J Biol
Chem. 2001;276(6):4211-7.

Ehehalt R, Keller P, Haass C, Thiele C, Simons K. Amyloidogenic processing of the Alzheimer
beta-amyloid precursor protein depends on lipid rafts. J Cell Biol. 2003;160(1):113-23.

Benjannet S, Elagoz A, Wickham L, Mamarbachi M, Munzer JS, Basak A, et al. Post-
translational processing of beta-secretase (beta-amyloid-converting enzyme) and its ectodomain
shedding. The pro- and transmembrane/cytosolic domains affect its cellular activity and amyloid-
beta production. J Biol Chem. 2001;276(14):10879-87.

Cordy JM, Hussain I, Dingwall C, Hooper NM, Turner AJ. Exclusively targeting beta-secretase
to lipid rafts by GPIl-anchor addition up-regulates beta-site processing of the amyloid precursor
protein. Proc Natl Acad Sci U S A. 2003;100(20):11735-40.

Willem M, Garratt AN, Novak B, Citron M, Kaufmann S, Rittger A, et al. Control of peripheral
nerve myelination by the beta-secretase BACEL. Science. 2006;314(5799):664-6.

Kamal A, Almenar-Queralt A, LeBlanc JF, Roberts EA, Goldstein LS. Kinesin-mediated
axonal transport of a membrane compartment containing beta-secretase and presenilin-1 requires
APP. Nature. 2001;414(6864):643-8.

Kalvodova L, Kahya N, Schwille P, Ehehalt R, Verkade P, Drechsel D, et al. Lipids as
modulators of proteolytic activity of BACE: involvement of cholesterol, glycosphingolipids, and
anionic phospholipids in vitro. J Biol Chem. 2005;280(44):36815-23.

Ohno M. Genetic and pharmacological basis for therapeutic inhibition of beta- and gamma-
secretases in mouse models of Alzheimer's memory deficits. Rev Neurosci. 2006;17(4):429-54.

Laird FM, Cai H, Savonenko AV, Farah MH, He K, Melnikova T, et al. BACEL, a major
determinant of selective vulnerability of the brain to amyloid-beta amyloidogenesis, is essential for
cognitive, emotional, and synaptic functions. J Neurosci. 2005;25(50):11693-709.

Verheijen JH, Huisman LG, van Lent N, Neumann U, Paganetti P, Hack CE, et al. Detection
of a soluble form of BACE-1 in human cerebrospinal fluid by a sensitive activity assay. Clin Chem.
2006;52(6):1168-74.

Zhao J, Fu Y, Yasvoina M, Shao P, Hitt B, O'Connor T, et al. Beta-site amyloid precursor
protein cleaving enzyme 1 levels become elevated in neurons around amyloid plaques: implications
for Alzheimer's disease pathogenesis. J Neurosci. 2007;27(14):3639-49.

Kim DY, Carey BW, Wang H, Ingano LA, Binshtok AM, Wertz MH, et al. BACE1 regulates
voltage-gated sodium channels and neuronal activity. Nat Cell Biol. 2007;9(7):755-64.

Fukumoto H, Rosene DL, Moss MB, Raju S, Hyman BT, Irizarry MC. Beta-secretase activity
increases with aging in human, monkey, and mouse brain. Am J Pathol. 2004;164(2):719-25.

Velliquette RA, O'Connor T, Vassar R. Energy inhibition elevates beta-secretase levels and
activity and is potentially amyloidogenic in APP transgenic mice: possible early events in
Alzheimer's disease pathogenesis. J Neurosci. 2005;25(47):10874-83.

Zhang X, Li Y, Xu H, Zhang YW. The y-secretase complex: from structure to function. Front Cell
Neurosci. 2014;8:427.

130



168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

Schedin-Weiss S, Winblad B, Tjernberg LO. The role of protein glycosylation in Alzheimer
disease. Febs j. 2014;281(1):46-62.

Marambaud P, Shioi J, Serban G, Georgakopoulos A, Sarner S, Nagy V, et al. A presenilin-
1/gamma-secretase cleavage releases the E-cadherin intracellular domain and regulates disassembly
of adherens junctions. Embo j. 2002;21(8):1948-56.

Ni CY, Murphy MP, Golde TE, Carpenter G. gamma -Secretase cleavage and nuclear
localization of ErbB-4 receptor tyrosine kinase. Science. 2001;294(5549):2179-81.

Lammich S, Okochi M, Takeda M, Kaether C, Capell A, Zimmer AK, et al. Presenilin-
dependent intramembrane proteolysis of CD44 leads to the liberation of its intracellular domain and
the secretion of an Abeta-like peptide. J Biol Chem. 2002;277(47):44754-9.

Wunderlich P, Glebov K, Kemmerling N, Tien NT, Neumann H, Walter J. Sequential
proteolytic processing of the triggering receptor expressed on myeloid cells-2 (TREM2) protein by
ectodomain shedding and vy-secretase-dependent intramembranous cleavage. J Biol Chem.
2013;288(46):33027-36.

Kopan R, llagan MX. The canonical Notch signaling pathway: unfolding the activation
mechanism. Cell. 2009;137(2):216-33.

Andersson ER, Sandberg R, Lendahl U. Notch signaling: simplicity in design, versatility in
function. Development. 2011;138(17):3593-612.

Proctor CJ, Pienaar IS, Elson JL, Kirkwood TB. Aggregation, impaired degradation and
immunization targeting of amyloid-beta dimers in Alzheimer's disease: a stochastic modelling
approach. Mol Neurodegener. 2012;7:32.

Imbimbo BP, Panza F, Frisardi V, Solfrizzi V, D'Onofrio G, Logroscino G, et al. Therapeutic
intervention for Alzheimer's disease with y-secretase inhibitors: still a viable option? Expert Opin
Investig Drugs. 2011;20(3):325-41.

Roberts AB, Anzano MA, Lamb LC, Smith JM, Sporn MB. New class of transforming growth
factors potentiated by epidermal growth factor: isolation from non-neoplastic tissues. Proc Natl
Acad Sci U S A. 1981;78(9):5339-43.

Roberts AB, Lamb LC, Newton DL, Sporn MB, De Larco JE, Todaro GJ. Transforming
growth factors: isolation of polypeptides from virally and chemically transformed cells by
acid/ethanol extraction. Proc Natl Acad Sci U S A. 1980;77(6):3494-8.

Santibafiez JF, Quintanilla M, Bernabeu C. TGF-B/TGF-p receptor system and its role in
physiological and pathological conditions. Clin Sci (Lond). 2011;121(6):233-51.

Attisano L, Wrana JL. Signal transduction by the TGF-beta superfamily. Science.
2002;296(5573):1646-7.

Bottner M, Krieglstein K, Unsicker K. The transforming growth factor-betas: structure, signaling,
and roles in nervous system development and functions. J Neurochem. 2000;75(6):2227-40.

Daopin S, Piez KA, Ogawa Y, Davies DR. Crystal structure of transforming growth factor-beta 2:
an unusual fold for the superfamily. Science. 1992;257(5068):369-73.

Roberts AB SM. The transforming growth factor-bs. Peptide Growth Factors and Their
Receptors—Berlin: Springer. 1990:419-72.

Harpel JG, Metz CN, Kojima S, Rifkin DB. Control of transforming growth factor-p activity:
latency vs. activation. Progress in growth factor research. 1992;4(4):321-35.

Schultz-Cherry S, Murphy-Ulirich JE. Thrombospondin causes activation of latent transforming
growth factor-beta secreted by endothelial cells by a novel mechanism. The Journal of cell biology.
1993;122(4):923-32.

131



186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194,

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204,

Roberts A, Sporn M. Mechanistic interrelationships between two superfamilies: the
steroid/retinoid receptors and transforming growth factor-beta. Cancer surveys. 1992;14:205-20.

Massagué J. TGFbeta signaling: receptors, transducers, and Mad proteins. Cell. 1996;85(7):947-
50.

de Caestecker MP, Hemmati P, Larisch-Bloch S, Ajmera R, Roberts AB, Lechleider RJ.
Characterization of functional domains within Smad4/DPC4. J Biol Chem. 1997;272(21):13690-6.

Zhang Y, Feng X, We R, Derynck R. Receptor-associated Mad homologues synergize as effectors
of the TGF-beta response. Nature. 1996;383(6596):168-72.

Zhang J, Zhang X, Xie F, Zhang Z, van Dam H, Zhang L, et al. The regulation of TGF-
B/SMAD signaling by protein deubiquitination. Protein Cell. 2014;5(7):503-17.

Itoh S, Itoh F, Goumans MJ, Ten Dijke P. Signaling of transforming growth factor-beta family
members through Smad proteins. Eur J Biochem. 2000;267(24):6954-67.

Clarke DC, Betterton MD, Liu X. Systems theory of Smad signalling. Syst Biol (Stevenage).
2006;153(6):412-24.

Emsley JG, Mitchell BD, Kempermann G, Macklis JD. Adult neurogenesis and repair of the
adult CNS with neural progenitors, precursors, and stem cells. Prog Neurobiol. 2005;75(5):321-41.

Ming GL, Song H. Adult neurogenesis in the mammalian brain: significant answers and significant
questions. Neuron. 2011;70(4):687-702.

Vivien D, Ali C. Transforming growth factor-beta signalling in brain disorders. Cytokine Growth
Factor Rev. 2006;17(1-2):121-8.

De Groot CJ, Montagne L, Barten AD, Sminia P, Van Der Valk P. Expression of transforming
growth factor (TGF)-betal, -beta2, and -beta3 isoforms and TGF-beta type | and type Il receptors in
multiple sclerosis lesions and human adult astrocyte cultures. J Neuropathol Exp Neurol.
1999;58(2):174-87.

Moustakas A, Heldin CH. The regulation of TGFbeta signal transduction. Development.
2009;136(22):3699-714.

Logan TT, Villapol S, Symes AJ. TGF- superfamily gene expression and induction of the Runx1
transcription factor in adult neurogenic regions after brain injury. PLoS One. 2013;8(3):59250.

Werry EL, Enjeti S, Halliday GM, Sachdev PS, Double KL. Effect of age on proliferation-
regulating factors in human adult neurogenic regions. J Neurochem. 2010;115(4):956-64.

Luo J, Lin AH, Masliah E, Wyss-Coray T. Bioluminescence imaging of Smad signaling in living
mice shows correlation with excitotoxic neurodegeneration. Proceedings of the National Academy
of Sciences. 2006;103(48):18326-31.

Kandasamy M, Reilmann R, Winkler J, Bogdahn U, Aigner L. Transforming growth factor-beta
signaling in the neural stem cell niche: a therapeutic target for Huntington's disease. Neurology
research international. 2011;2011.

Villapol S, Logan TT, Symes AJ. Role of TGF-B signaling in neurogenic regions after brain
injury. Trends in cell signaling pathways in neuronal fate decision. 2013:3-36.

Yin J, Sakamoto K, Zhang H, Ito Z, Imagama S, Kishida S, et al. Transforming growth factor-
B1 upregulates keratan sulfate and chondroitin sulfate biosynthesis in microgliyas after brain injury.
Brain research. 2009;1263:10-22.

Boche D, Cunningham C, Gauldie J, Perry VH. Transforming growth factor-p1-mediated
neuroprotection against excitotoxic injury in vivo. Journal of Cerebral Blood Flow & Metabolism.
2003;23(10):1174-82.

132



205.

206.

207.

208.

209.

210.

211

212.

213.

214,

215.

216.

217.

218.

219.

220.

Ma M, Ma VY, Yi X, Guo R, Zhu W, Fan X, et al. intranazal delivery of transforming growth
factor-betal in mice after stroke reduces infarct volume and increases neurogenesis in the
subventricular zone. BMC neuroscience. 2008;9:1-10.

Battista D, Ferrari CC, Gage FH, Pitossi FJ. Neurogenic niche modulation by activated
microgliya: transforming growth factor f increases neurogenesis in the adult dentate gyrus.
European Journal of Neuroscience. 2006;23(1):83-93.

El Khoury J, Luster AD. Mechanisms of microgliya accumulation in Alzheimer’s disease:
therapeutic implications. Trends in pharmacological sciences. 2008;29(12):626-32.

Ma Y-P, Ma M-M, Ge S, Guo R-B, Zhang H-J, Frey Il WH, et al. intranazally delivered TGF-
B1 enters brain and regulates gene expressions of its receptors in rats. Brain research bulletin.
2007;74(4):271-7.

Santambrogio L, Hochwald GM, Saxena B, Leu C-H, Martz J, Carlino J, et al. Studies on the
mechanisms by which transforming growth factor-beta (TGF-beta) protects against allergic
encephalomyelitis. Antagonism between TGF-beta and tumor necrosis factor. Journal of
immunology (Baltimore, Md: 1950). 1993;151(2):1116-27.

Hamaguchi M, Muramatsu R, Fujimura H, Mochizuki H, Kataoka H, Yamashita T.
Circulating transforming growth factor-p1 facilitates remyelination in the adult central nervous
system. Elife. 2019;8:e41869.

Lodish H, Berk A, Kaiser CA, Krieger M, Scott MP, Bretscher A, et al. & Matsudaira,
P.(2008). Molecular cell biology.

Hausmann Ob. Post-traumatic inflammation following spinal cord injury. Spinal cord.
2003;41(7):369-78.

Stadelmann C, Deckwerth TL, Srinivasan A, Bancher C, Briick W, Jellinger K, et al.
Activation of caspase-3 in single neurons and autophagic granules of granulovacuolar degeneration
in Alzheimer's disease: evidence for apoptotic cell death. The American journal of pathology.
1999;155(5):1459-66.

Henrich-Noack P, Prehn J, Krieglstein J. TGF-B1 protects hippocampal neurons against
degeneration caused by transient global ischemia: dose-response relationship and potential
neuroprotective mechanisms. Stroke. 1996;27(9):1609-15.

Buisson A, Nicole O, Docagne F, Sartelet H, Mackenzie ET, Vivien D. Up-regulation of a serine
protease inhibitor in astrocytes mediates the neuroprotective activity of transforming growth factor
B1. The FASEB Journal. 1998;12(15):1683-91.

Srivastava S, Ahmad R, Khare SK. Alzheimer's disease and its treatment by different approaches:
A review. Eur J Med Chem. 2021;216:113320.

Chen ZY, Zhang Y. Animal models of Alzheimer's disease: Applications, evaluation, and
perspectives. Zool Res. 2022;43(6):1026-40.

Sudeep HV, Venkatakrishna K, Amritharaj, Gouthamchandra K, Reethi B, Naveen P, et al. A
standardized black pepper seed extract containing f-caryophyllene improves cognitive function in
scopolamine-induced amnesia model mice via regulation of brain-derived neurotrophic factor and
MAPK proteins. Journal of Food Biochemistry. 2021;45(12):e13994.

Gutierres JM, Carvalho FB, Schetinger MR, Agostinho P, Marisco PC, Vieira JM, et al.
Neuroprotective effect of anthocyanins on acetylcholinesterase activity and attenuation of
scopolamine-induced amnesia in rats. Int J Dev Neurosci. 2014;33:88-97.

Vorhees CV, Williams MT. Assessing spatial learning and memory in rodents. llar j.
2014,55(2):310-32.

133



221.

222.

223.

224,

225.

226.

227.

228.

229.

230.

231.

232.

233.

234.

235.

236.

237.

Djeuzong E, Kandeda AK, Djiogue S, Stéphanie L, Nguedia D, Ngueguim F, et al. Antiamnesic
and Neuroprotective Effects of an Aqueous Extract of Ziziphus jujuba Mill. (Rhamnaceae) on
Scopolamine-Induced Cognitive Impairments in Rats. Evid Based Complement Alternat Med.
2021;2021:5577163.

Nakazato F, Tada T, Sekiguchi Y, Murakami K, Yanagisawa S, Tanaka Y, et al. Disturbed
Spatial Learning of Rats After Intraventricular Administration of Transforming Growth Factor-
&beta;1. Neurologia medico-chirurgica. 2002;42(4):151-7.

Caraci F, Battagliya G, Bruno V, Bosco P, Carbonaro V, Giuffrida ML, et al. TGF-$1 pathway
as a new target for neuroprotection in Alzheimer's disease. CNS Neurosci Ther. 2011;17(4):237-49.

Patel P, Shah J. Vitamin D(3) supplementation ameliorates cognitive impairment and alters
neurodegenerative and inflammatory markers in scopolamine induced rat model. Metab Brain Dis.
2022;37(8):2653-67.

Upadhaya AR, Lungrin I, Yamaguchi H, Fiandrich M, Thal DR. High-molecular weight Ap
oligomers and protofibrils are the predominant AB species in the native soluble protein fraction of
the AD brain. J Cell Mol Med. 2012;16(2):287-95.

Schober A, Peterziel H, von Bartheld CS, Simon H, Krieglstein K, Unsicker K. GDNF applied
to the MPTP-lesioned nigrostriatal system requires TGF-beta for its neuroprotective action.
Neurobiol Dis. 2007;25(2):378-91.

Murer MG, Yan Q, Raisman-Vozari R. Brain-derived neurotrophic factor in the control human
brain, and in Alzheimer's disease and Parkinson's disease. Prog Neurobiol. 2001;63(1):71-124.

Sehar U, Rawat P, Reddy AP, Kopel J, Reddy PH. Amyloid Beta in Aging and Alzheimer's
Disease. Int J Mol Sci. 2022;23(21).

Gallardo G, Holtzman DM. Amyloid-p and Tau at the Crossroads of Alzheimer’s Disease. Tau
Biology. 2019:187-203.

Syed Z, Shal B, Azhar A, Amanat S, Khan A, Ali H, et al. Pharmacological mechanism of
xanthoangelol underlying Nrf-2/TRPV1 and anti-apoptotic pathway against scopolamine-induced
amnesia in mice. Biomedicine & Pharmacotherapy. 2022;150:113073.

Assi A-A, Abdelnabi S, Attaai A, Abd-Ellatief RB. Effect of ivabradine on cognitive functions of
rats with scopolamine-induced dementia. Scientific Reports. 2022;12(1):16970.

Mullane K, Williams M. Alzheimer’s disease (AD) therapeutics—1: Repeated clinical failures
continue to question the amyloid hypothesis of AD and the current understanding of AD causality.
Biochemical Pharmacology. 2018;158:359-75.

Weller RO, Subash M, Preston SD, Mazanti I, Carare RO. Perivascular drainage of amyloid-
beta peptides from the brain and its failure in cerebral amyloid angiopathy and Alzheimer's disease.
Brain pathology (Zurich, Switzerland). 2008;18(2):253-66.

Morley JE, Farr SA. The role of amyloid-beta in the regulation of memory. Biochemical
pharmacology. 2014;88(4):479-85.

Mehta D, Jackson R, Paul G, Shi J, Sabbagh M. Why do trials for Alzheimer’s disease drugs
keep failing? A discontinued drug perspective for 2010-2015. Expert opinion on investigational
drugs. 2017;26(6):735-9.

Dhage PA, Sharbidre AA, Magdum SM. Interlacing the relevance of caspase activation in the
onset and progression of Alzheimer’s Disease. Brain Research Bulletin. 2022.

Nakamura M, Li Y, Choi BR, Matas-Rico E, Troncoso J, Takahashi C, et al. GDE2-RECK
controls ADAMI10 a-secretase-mediated cleavage of amyloid precursor protein. Sci Transl Med.
2021;13(585).

134



238.

239.

240.

241,

242.

243.
244,

Brummer T, Miiller SA, Pan-Montojo F, Yoshida F, Fellgiebel A, Tomita T, et al. NFfCAM is a
marker for substrate-selective activation of ADAM10 in Alzheimer's disease. EMBO Mol Med.
2019;11(4).

Lichtenthaler SF, Tschirner SK, Steiner H. Secretases in Alzheimer's disease: Novel insights
into proteolysis of APP and TREMZ2. Curr Opin Neurobiol. 2022;72:101-10.

Di Fede G, Catania M, Morbin M, Rossi G, Suardi S, Mazzoleni G, et al. A recessive mutation
in the APP gene with dominant-negative effect on amyloidogenesis. Science.
2009;323(5920):1473-7.

Hampel H, Vassar R, De Strooper B, Hardy J, Willem M, Singh N, et al. The B-secretase
BACEI! in Alzheimer’s disease. Biological psychiatry. 2021;89(8):745-56.

Jin C, Wang J, Wang Y, Jia B, Guo X, Yang G, et al. Modulation of amyloid precursor protein
cleavage by y-secretase activating protein through phase separation. Proc Natl Acad Sci U S A.
2022;119(12):e2122292119.

Hur JY. y-Secretase in Alzheimer's disease. Exp Mol Med. 2022;54(4):433-46.

Yang G, Zhou R, Guo X, Yan C, Lei J, Shi Y. Structural basis of y-secretase inhibition and
modulation by small molecule drugs. Cell. 2021;184(2):521-33.e14.

135



