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D- GALAKTOZ VE ALUMINYUMLA ALZHEIMER HASTALIGI MODELI
OLUSTURULAN RATLARDA VINPOSETININ OGRENME UZERINE
ETKILERI
Seda GUNDUZ
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Fizyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Temmuz 2014
Damsman: Prof. Dr. Nazan DOLU

OZET
Alzheimer hastaligi, biligsel fonksiyonlarda ve davraniglarda ilerleyici bozukluk ile karakterize
yaygin norodejeneratif bir hastaliktir. Alzheimer hastaligina yonelik radikal bir tedavi heniiz
bulunamadigindan bu konuyla ilgili deneysel hayvan modelleriyle yapilan bilimsel arastirmalar
daha o©nemli hale gelmistir. Calismamizda, noroprotektif ve vazodilator etkileri olan

vinposetinin, D-galaktoz ve AICl; ile deneysel Alzheimer modeli olusturulan sicanlarda

iyilestirici etkisinin olup olmadigi Morris su tankinda 6grenme deneyleri ile arastirildi.

Calismamizda 44 adet 14 aylik sican rastgele boliistiiriilerek (Kontrol (K) = 10, Alzheimer
hastaligi olusturulan (AH) = 20, Alzheimer hastaligi olusturulan + Vinposetin uygulanan
(AH+V) = 7 ve Vinposetin uygulanan (V) = 7) 4 grup olusturuldu. Kontrol grubuna serum
fizyolojik, AH grubuna D-galaktoz: 90 mg/kg/giin ve AlICI;, 40 mg/kg/giin dozda intraperitoneal
(i.p) yolla 6 hafta uygulandi. AH+V grubuna D-galaktoz: 90 mg/kg/giin ve AlCl;, 40 mg/kg/giin
6 hafta uygulandiktan sonra 17 giin siireyle 5 mg/kg/giin vinposetin, V grubuna ise 17 giin 5
mg/kg/giin i.p yolla vinposetin uygulandi. Enjeksiyon siiresi sonrasinda sicanlarda Morris su
tank1 deneyleri ile 6grenme test edildi. 1.giin aligtirma 2-3-4. giin 6grenme ve 5. giin test

asamasi olarak degerlendirildi.

Ogrenmenin degerlendirilmesinde kagis platformunu bulma siireleri ve hedef kadranda gegirilen
siire istatiksel olarak analiz edildiginde, ilk 4 giin gruplar arasinda anlaml fark bulunamazken,
hedef kadranda gecirilen siirenin test edildigi 5. giinde AH, AH+V ve V grubunun hedef
kadranda gecirdikleri siire kontrol grubundan anlamli olarak diisitk bulunmustur (p<0.006,
p<0.034, p<0.043). AH+V ve V gruplar1 arasinda Ogrenme parametrelerinde istatistiksel
farklilik gdzlenmedi.

Deney sonunda siganlarin beyin dokular1 cikarilarak histolojik agidan incelendi. Deney
grubunda senil plaklarin goriilmesi kurulan modeli desteklemistir. Sonu¢ olarak, ¢calismamizda
kullanilan vinposetin dozunun Alzheimerli si¢anlarin 6grenme fonksiyonlarinda iyilestirici
etkisinin olmadig1 ve daha yiiksek vinposetin dozlarinda ileri ¢aligmalara ihtiya¢ bulundugu

sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Alzheimer hastaligi, Morris su tanki, Vinposetin, Sican
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THE EFFECT OF VINPOCETINE ON LEARNING IN D-GALACTOSE AND
ALUMINIUM INDUCED ALZHEIMER DISEASE MODEL IN RATS
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Master Thesis, July 2014
Supervisor: Prof. Dr. Nazan DOLU

ABSTRACT

Azheimer's disease is a disease of widespread nurodegenerative characterized in cognitive
functions and behaviors with progressive disorder. For the reason that a radical treatment for
Alzheimer's disease can not be found yet, the scientific researches with animal models have
become more important on this issue. In our study, vinpocetine which has neuroprotective and
vasodilatory effects was investigated on rats with experimental Alzheimer's model whether it
has curative effect or not in Morris water maze learning experiments with D-galactose and

AlCls.

In our study, 44 of 14 month rats were partitioned randomly and generated 4 groups (Control
(C) = 10, Alzheimer's disease (AD) = 20, Alzheimer's disease + Vinpocetine (AD + V) = 7 and
Vinpocetine (V) = 7). Physiological saline was injected to C group and intraperitoneally (i.p) to
AD group with D-galactose:90 mg / kg / day and AlCl5: 40 mg / kg /day for 6 weeks. 5 mg / kg /
day vinpocetine was injected V and AD+V groups for 17 days after injection of D-galactose:
90 mg / kg / day and AICl;: 40 mg / kg / day for 6 weeks as i.p. The learning of rats were tested
with Morris water maze learning experiments end of the injection period. 1st day was rated

traning, 2nd, 3th and 4th days learning and 5th day test phase.

There was no significant diffrence between the groups at the first 4 days when finding of escape
platform duration and the time spent in the target quadrant was analyzed statistically on the
evaluation of learning. But, the time spent in the target quadrant of AD, AD+V and groups was
discovered less than the control group significantly in the target quadrant of time spent tested on
day 5 (p <0.006, p <0.034, p <0.043). The statistical difference was observed on learning

parameters between AD+V and V groups.

Rats brain tissues were extracted and examined histologically at the end of experiment. The
created model was supported with senile plaques seen in the experimental group. In conclusion,
dose of vinpocetine used in the study there is no healing effect on the learning function of the

rats with Alzheimer's. Higher doses of vinpocetine are needed in further studies.

Key Words: Alzheimer's disease, Morris water maze, Vinpocetine, Rat
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1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastaligt noron hasarina neden olarak bellek, konusma ve davranis
bozukluklarina yol acan bir hastaliktir. Ozellikle yash niifusun artmasiyla birlikte
Alzheimer hastas1 sayisinin artmasi hastaligi, toplumsal bir sorun haline getirmistir.
Taninin ge¢ konulmasi, hastaligi iyilestirici bir tedavinin olmamasi, bakiminin yiik
olusturmasi ve maliyetinin yiiksek olmasi da konuya 6nem kazandirmaktadir.

Alzheimer hastaligina yonelik radikal bir tedavi heniiz bulunamadigindan bu konuyla
ilgili deneysel hayvan modelleriyle yapilan bilimsel arastirmalar da daha 6nemli hale
gelmistir (1).

Alzheimer hastaligiyla ilgili bircok model olmakla birlikte bu modellerin hicbirisi
hastalikta gozlenen histolojik, biyokimyasal, kognitif bozukluklar1 tam anlamiyla
yansitamamaktadir. Bu nedenle tedavi denemelerinden once ideal bir Alzheimer
hastalig1 modeli gelistirilmesi ¢ok biiyiik 6neme sahiptir.

Calismamizda oncelikle yakin tarihlerde yapilmis olan D-galaktoz ve AlCI5’lin birlikte
uygulanarak olusturuldugu Alzheimer modelini farkli doz, giin ve verilis yollariyla
deneyerek ideal bir Alzheimer modeli olusturmak amaglanmistir. Ayrica sonrasinda
olusan noron hasarina yonelik, bu hasar1 tedavi edebilmek i¢in vinposetin kullanilmustir.
Vinposetin; antioksidan, noroprotektif ve vazodilator etkileri olan giiglii bir
fosfodiesteraz enzim inhibitoriidiir. Vinposetinin Alzheimer hastaligini iyilestirici etkisi,
etkili doz ve uygulama siiresi konusunda yapilan caligmalar incelendiginde, sonuglar
celigkilidir. Calismamizda vinposetinin Alzeimer hastaligina yonelik iyilestirici etkisi

olup olmadig1 Morris su tankinda 6grenme deneyleri ile arastirilacaktir.



2. GENEL BIiLGIiLER
2.1. ALZHEIMER HASTALIGI

2.1.1. Alzheimer Hastaliginin Tanim

Alzheimer hastaligi bilissel fonksiyonlarda ve davramiglarda ilerleyici bozukluk ile
karakterize, en yaygin demans tiiriidiir (1). “Demans”, etimolojik olarak Latince zihin
anlamimna gelen “mens” kelimesinden tiiremis olan zihnin yitirilmesi anlamindaki
“demens” sozciigiinden kaynaklanir. Latince’deki kullanim bicimiyle “varolan,
edinilmis ve yerlesmis olan zihnin, sonradan yitirilmesi” anlami tasimaktadir (2).
Alzheimer Hastalig1 (AH), tiim demanslarin % 50-70’ini olusturmaktadir Ozellikle yaslh
niifusun artmasiyla birlikte tiim diinya da toplumsal bir saglik sorunu haline gelmis bir
hastaliktir.

Alzheimer hastaligi, ilk kez 1907 yilinda Alman psikiatrist ve ndropatolog Dr. Alois
Alzheimer tarafindan tamimlanmustir. Ilerleyici demansla 4,5 yil takip ettigi 51
yasindaki bayan hastanin otopsi materyalinde su anda senil plaklar olarak bilinen giimiis
pozitif norofibriler yumak, serebral kortikal noron kaybi seklindeki degisiklikleri
gostermistir (3).

Bununla birlikte AH; ogrenme, bellek, oryantasyon, dil fonksiyonlar1 ile kisilik
fonksiyonlar1 gibi mental fonksiyonlarm bozulmasii kapsayan, sosyal hayat1 ve is

hayatini etkileyen, merkezi sinir sisteminin progresif norodejeneratif bir hastaligidir (4).



2.1.2. Alzheimer Hastaliginin Epidemiyolojisi

Altmis bes yas lizerindeki kisilerdeki AH prevalanst %10 civarindadir. Prevalans, yas
arttikca yiikselmekte ve 85 yas iizerindekilerde %45°e ulagsmaktadir (5). Yas en 6nemli
risk faktorii olup hastaligin prevalansi, 65-85 yaslar1 arasinda her bes senede bir iki
katina ¢ikmaktadir. Aile Oykiisiinde hastaligin olmasi durumunda ozellikle birinci
derece akrabalarda risk dort kat artmaktadir (6).

AH goriilme sikligmin, iilkeden iilkeye degismekle birlikte, tiim diinyada arttigi bir
gercektir. Oniimiizdeki 30-40 yil icerisinde AH olan hasta sayismim 3 katina ¢ikacagi
tahmin edilmektedir. ABD’de Oliim nedenleri arasinda 4. sirada, yiiksek maliyeti
nedeniyle de 3. sirada yer almaktadir. ABD’de 4 milyon AH hastasi oldugu tahmin
edilmektedir (4, 7).

Ortalama yasam siiresinin uzamasina bagl olarak AH’li hasta sayisinin giderek artacagi
bir gercektir. ABD’de 2050 yilinda 50 milyon AH’1i hasta olacagi 6ngoriilmektedir (8).

Istanbul’'un Kadikoy ilgesinde gerceklestirilen Tiirkiye Alzhemier Hastalig1 Prevalansi
Calismasi’'nda 70 yas {iizerindekiler arasinda AH prevalansinin %11 oldugu
saptanmugtir. Tirkiye de prevelansla ilgili yapilmigs c¢ok fazla bir calisma
bulunmamaktadir ancak bu prevalans degerine gore Tiirkiye’de 250-300 bin AH’li hasta

oldugu varsayilmaktadir (9).

2.1.3. Alzheimer Hastaliginin Belirtileri ve Evreleri

AH Kkliniginin en 6nemli 6zelligi sinsi baslayip yavas seyirli olmasidir. Ik belirtiler
ilgisizlik, isteksizlik ve unutkanliktir (10). AH vakalarin ¢ogunda yakin bellek
bozuklugu ile baslar. Hastaligin ilerlemesi ile birlikte lisan, gorsel-uzaysal fonksiyonlar,
dikkat, yiiriitiicii islevler ve praksi (diisiinsel/konseptiiel boliim) gibi kognitif fonksiyon

bozukluklar1 ile giinliik yasam aktivitelerinde bozukluklar klinige eklenmektedir (11).



Hastaligin baglangic evreleri de goz Oniine alindiginda AH klinik olarak
presemptomatik donem, preklinik donem, erken siipheli AH, hafif Alzheimer hastaligi,
orta donem AH, agr donem AH olarak alti gruba ayrilabilir (10). Baslangi¢
doneminden sonra AH'da klinik belirtilerin basinda amnezi, afazi, apraksi ve agnozi
gelmektedir. Klasik olarak AH, hafif, orta ve siddetli olmak iizere ii¢ evreye
ayrilmaktadir (12-14). Tablo 2.1°de AH’nin klinik evreleri gosterilmistir.

Tablo 2.1. Alzheimer Hastaliginin Klinik Evreleri

Fonksiyon Evre I - Hafif | Evre II - Orta Evre III - ileri

Dil Isim bulmada giiclik | Duyusal afazi Ileri derecede bozukluk
Bellek Unutkanlik Uzak/Yakin Ileri Bozukluk
Soyut .
Bozuk Bozuk Ileri Bozukluk
Diisiince
Vizio-spesiyal ] .
Hafif/Orta Bozukluk Bozuk Ileri Bozukluk
Algi
Aldirmazlik Aldirmazlik Agresyon Deliizyonlar
Davrams
Yanilsamalar Yanilsamalar Uykuya Meyil
Yiiriyiis Normal Hafif dengesiz Bozuk
Postiir Normal Normal One egik/Yatalak

1- Erken evre

« {lerleyici giinliik hayat1 etkileyen unutkanlik

* Kelime bulmada giicliik, afazi

* Kisilik degisikligi

* Hesaplamada zorluklar

* Egyalar1 kaybetme, yerini karistirma, uygunsuz yerlere koyma
* Sorularin veya ctimlelerin tekrarlanmasi

* Hafif oryantasyon bozuklugu




2- Orta evre

* Unutkanlikta artig

* Afazide artig, uygunsuz kelimeler kullanma

* Temel giinliik yasam aktivitelerinde, 6z bakimda bozulma
* Kisilik degisikligi

* Akrabalari, arkadaslar1 hatirlayamama

« [letisim kurmakta zorluklar

* Davranigsal ve psikiyatrik bozukluklar; ajitasyon, anlamsiz gezinme,
haliisinasyon gibi

3-ileri evre

* Beslenmede bagimlilik

» Uriner ve fekal inkontinans

* Mobilite problemleri, yataga bagimlilik

* Konusamama

Hastaligin seyri 5-20 yil, ortalama 9-10 y1l arasindadir (15). Hastalar bu siire icerisinde
tiim biligsel iglevlerini kaybederek, yataga bagimli, inkontinan ve ¢evreye cevapsiz hale
gelir (11). Yatak yaras1 enfeksiyonlari, akciger embolisi veya enfeksiyonu, iiriner
enfeksiyon, beslenme bozukluklarinin yarattigi komplikasyonlar baslica 6liim

nedenlerini olusturur (16).

2.1.4. Alzheimer Hastaliginin Patolojisi

AH’nda makroskobik olarak; beyin atrofiye ugrayarak kiiciilmiis, sulkuslar genislemis,
giruslar daralmistir (15). Noron igerisinde birikim gosteren noérofibriler yumaklar
(NFY), ekstraseliiler birikim gosteren amiloid plaklar (AP) ve noéron kayiplar1 da
hastaligin temel mikroskobik degisiklikleri olarak kabul edilmektedir (17).

Amiloid plaklar (AP): Bu normal bir néronal membran proteini olan amiloid prekiirsor
proteininden proteolitik yikimla meydana gelen amiloid alfa (A4 peptid) yapisinda bir
amiloiddir (18). Amiloid plaklarin, i¢erdikleri amiloid beta (AP) peptidinin yapisi ve
toksisite potansiyeline gore bazi tiirleri vardir: diffiiz, kompakt ve noritik plak. Diffiiz
plaklar, toksik etkisi ¢ok smirli olan ya da olmayan plaklardir. Pre-amiloid plaklar
olarak kabul edilirler ve demans1 olmayan yash bireyler de siklikla bulunurlar. Diffiiz

plaklar cesitli nedenlerle (inflamasyon, serbest radikallerin etkisi, oksidatif stres vs.)



kompakt plaklara doniisebilirler. Kompakt plaklar toksik etkilidir ve ndron
dejenerasyonuna yol acarlar. Noritik plaklar, dejenere olmus A peptid iceren dentrit ve
akson parcalarindan olusan ve ¢ogu norofibriller yumak da iceren olusumlardir. Hem
kompakt hem de noritik plaklar AH’li hastalarda yaygin olarak bulunur (12, 19). Plaklar
(amiloid birikim ve/veya norotik plaklar) hastaligm son evresinde bulunur. Ik amiloid
birikimleri bazal neokorteksin myelinizasyonu az olan bolgelerinde olusur. Intranéronal
lezyonlar ilk olarak transentorhinal bolgede olusur ve sirali olaraktan diger alanlara

yayilir (20). Sekil 2.1°de amiloid plaklar gosterilmistir (16).

Sekil 2.1. Alzheimer hastali§inda beyin dokusunda olusan amiloid plaklar

Norofibriler yumaklar (NFY): NFY’lerin temel yapisini fosforilize tau proteinleri
olusturmaktadir. Tau, mikrotiibiillere baghidir ve mikrotiibiillerin stabilizasyonunda,
hiicre iskeletinin biitiinliigiiniin korunmasinda, aksonal transportta 6nemli rol oynar (12,
19). Taunun hiperfosforilasyonunun, fosforilasyonu diizenleyen cesitli kinazlarin ve
fosfatazlarin aktiviteleri arasindaki dengesizlik sonucu gergeklesebilecegi ileri
siriilmiistiir (21). Hiperfosforile olan tau proteininin mikrotiibiillerle etkilesiminin
azalacaglr ve hiicre islevlerinde bozukluk meydana gelebilecegi bildirilmistir (22).
Elektron mikroskopik caligmalarda; norofibriler yumaklarin maksimum 20 nm capinda
periyodik olarak her 80 nm’de 10 nm’ye daralan ciftli heliksel flamentlerden olustugu
gosterilmistir (18). Sekil 2.2° de norofibriler yumak gosterilmistir (16).



Sekil 2.2. Alzheimer hastalifinda beyin dokusunda biriken norofibriler yumak

Uciincii major degisiklik distrofik noritler ve norofil iplikcikleri (NTs) olarak
adlandirilan néronal yapilarin distorsiyonudur. Bu yapilar da benzer sekilde tau proteini
icerir. Bir diger major degisiklik serebral kortekste Once sinaps kaybi, daha sonraki
asamalarda ise noron kaybidir. Cogu vakada leptomeninks, serebral ve serebellar
kortekste arter ve arteriyol duvarlarinda cesitli derecelerde Aé peptid yapisinda amiloid
birikimi ile karakterize kongofilik arteriyopati gozlenebilir (23).

Alzheimer hastalarinda bazi noromediyatorlerin ve 0Ozellikle normal fizyolojik
kosullarda dikkati arttiran ve 6grenmeye yardim eden asetilkolinin (ACh) seviyelerinde
degisiklikler meydana gelmektedir (24). Diger ndromediyatorlerin diizeylerinde
gozlenen farkliligin ACh diizeyindeki degisiklige gore daha az oldugu bildirilmistir
(25).

Alzheimer hastalarinda ACh sentezinde meydana gelen diisiisiin kolinasetiltransferaz
(CAT) enziminin miktar ve islevlerinin ve kolin geri alimmnin azalmasma, kolinerjik
noron ve aksonlarda olusan hasarlara, korteks ve hipokampusa projekte olan kolinerjik

noronlarda meydana gelen kayiplara bagli oldugu rapor edilmistir.



2.1.5. Alzheimer Hastaliginin Tani ve Tedavisi

Kesin tan1 ancak ilerleyici demans bulgular1 olan vakalarda biyopsi ya da otopsi ile
AH’na 0zgii patolojik bulgularm saptanmasi ile konulabilmesine ragmen; klinik
kriterler ve laboratuvar teknikleri ile olas1 AH tamisina varilabilmektedir (10). Ancak
otopsi veya beyin biyopsisi olmadan tan1 konma zorunlulugu olmasi kliniklerde taniyi
zorlastirmaktadir. Bu sebeple hastalik icin tani kriterleri gelistirilmistir.

Diagnostic and Statical Manual of Mental Disorder — IV Kkriterlerine gore
Alzheimer tipi demans:

1. Birden cok alanda kognitif kayip gelismesi

a. Bellek bozukluklar1

b. Asagidakilerden en az birinin bulunmast:

Afazi - apraksi - agnozi - planlama, organizasyon, siralama gibi yonetsel fonksiyonlarda
bozulma

2. Yavas, ilerleyici kognitif ve fonksiyonel gerileme ile giden seyir

3. Hastanin sosyal ve mesleki yasantisini etkileyecek ve eski yasantisinda gerilemeye
yol agacak kayip

4. Diger demans nedenleri ekarte edilmis olmali (tibbi, norolojik, psikiyatrik) (26).
Baska olas1 nedenleri dislayabilmek ve Alzheimer tipi demansit diger beyin
patolojilerinden ayirabilmek amaciyla bilgisayarli tomografi (BT), manyetik rezonans
(MR) goriintilleme, pozitron emisyon tomografi (PET) ya da tek foton emisyon
tomografi(SPECT) gibi cesitli goriintilleme yontemlerinden yararlanilmaktadir (27).
AH’nin kesin tedavisi yoktur. Giiniimiizde kullanilan tedaviler hastaligin belirtilerini
ortadan kaldirmaya yoneliktir. NFY ve AP olusumunu engelleyen ya da var olanlari
ortadan kaldwran tedavi uygulamasi bulunmamaktadir (28). Giiniimiizde Alzheimer
hastaligina iliskin biligsel islev bozuklugunun tedavisi i¢in kullanilan ilaglar iki temel
mekanizma ile etki gostermektedirler. Bu ilaglar ya Alzheimer hastalarinin beyinlerinde
zayiflamis olan kolinerjik norotransmisyonu giiclendirmekte ya da artmis olan

glutaminerjik norotransmisyonu zayiflatmaktadirlar (29, 30).

2.1.5.1. Alzheimer Tedavisinde Kullanilan Antikolinerjik ilaclar
Giincel tedavi, hastalik siirecinde kolinerjik innervasyon kaybi olmasi gerceginden

hareket ederek, kolinerjik rezervin desteklenmesine dayanmaktadir. Bu amaca yonelik
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olarak asetilkolinesteraz inhibitorleri (donepezil, rivastigmin ve galantamin) tiim
diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir (28).

Donepezil: Reversibl, non-kovalent kolinesteraz inhibitérii olan donepezil, ndronal
asetilkolinesteraza selektifdir. Donepezil’in oral yararlanimi %100’e yakin, eliminasyon
yar1 6mrii yaklasik 70 saattir. Bu nedenle giinde tek doz verilebilmektedir. ilaca bagh
yan etkiler bulanti, kusma, istahsizlik, ishal, uyku diizensizlikleri, kas kramplar1 ve
yorgunluk olup hafif ya da orta derecede ve gecicidir. Ilacin tek doz kullanimi, doz
titrasyonu gerektirmemesi avantajin1 olusturmaktadir. Donepezil’e 5 mg/giin dozu ile
baslayip 4-6 hafta sonra yapilacak kontrolden sonra gerekiyorsa 10 mg/giin dozuna
cikilmas1 6nerilir. Ilactn MMSE skoru 10’un iizerinde olan hafif ve orta derecede
Alzheimerl1 hastalarda kullanilmasi 6nerilir (11).

Rivastigmine: Karbamaz selektif, psodoirreversibl kolinesteraz inhibitoriidiir. Asetil
kolinesteraz inhibisyonunun o6zellikle kortikal ve hipokampal noronlarda oldugu ©6ne
stiriilmektedir. Asetilkolinesteraz yanisira biitirilkolinesteraz enzimini de inhibe eder.
Etki siiresi uzun olup (yaklasik 10 saat), giinde iki kez verilmektedir. Hastanin hangi
dozda tedaviye yanit verecegi Onceden bilinemeyecegi icin, hafif ve orta siddetli
Alzheimer’lilerde dozun tedricen artirilmasi Onerilir. Rivastigmine igin Onerilen
baslangic dozu 2x1,5 mg olup, 2 haftada bir doz 2x3 mg; 2x4,5 mg seklinde artirilarak
2x6 mg’a kadar cikilabilir. Klinik c¢alismalar ilacin 6-12 mg/giin dozunda etkili

oldugunu gostermistir (11).

2.1.5.2. Alzheimer Tedavisinde Kullanilan Glutamat Antagonistleri

Alzheimer hastalifinda glutaminerjik sistemin kronik olarak uyarilmasinin ve
intraseliiler Ca** konsantrasyonun artisininn ndronal eksitotoksisiteye, ndron kaybima
ve buna bagli olarak noronal disfonksiyona neden oldugu bildirilmistir (31, 32).
Alzheimer hastaliinda ortaya c¢ikan asir1 glutamerjik etkinligin azaltilmasi amaci ile
gelistirilen ve FDA tarafindan onaylanan N-metil-D-aspartik asit (NMDA) reseptor

antagonisti memantin AH’nin tedavisinde kullanilmaktadir (33).

2.1.5.3. Alzheimer Hastahginda Kullamlan Diger Tedaviler
Selegilin gerek monoaminooksidaz-f enzimini inhibe ederek, gerekse antioksidan
0zelligi nedeniyle yararli olmaktadir. Antioksidan tedavi onerilmektedir (6rn. Selegilin,

E vitamini). Antiinflamatuar ilaglar noritik plaklar, bir dizi protein ve akut faz reaktan,
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mikroglia, kompleman aktivasyonu ile ilgili olabilir ve AH patolojisinin hizini

yavaslatabilir (34, 35).

2.1.5.4. Psikolojik Semptomlarin Tedavisi

Alzheimer hastaliginin psikolojik ve davramigsal semptomlarmin tedavisi oldukc¢a
problemlidir. Trisiklik antidepresanlarin kognisyon iizerindeki negatif etkileri
nedeniyle, depresyon ve duygulanim bozukluklarinin tedavisinde selektif serotonin geri
alim inhibitorii (SSRI) kullanimi tercih edilmelidir. Davranis problemlerinin tedavisinde
noroleptikler ve kisa etkili benzodiazepinler en sik kullanilan ajanlardir. Psikolojik ve
davranigsal sorunlar1 olan Alzheimer hastalarmin diger tibbi sorunlar1 nedeni ile
kullanmakta oldugu ilaclarla etkilesim riski unutulmamalidir. Tiim psikotropik
farmakolojik ajanlarin, Ozellikle de geriatrik populasyonda, en diisiik etkin dozda
kullanim1 esastir. Klasik noroleptiklerle birlikte antikolinerjik ajanlar1 kullanmaktan

ozellikle kaginmak gerekir (11).

2.2. ALZHEIMER HAYVAN MODELLERi

Son yillarda deney hayvanlarinda Alzheimer hastaligimin kokten tedavisine yonelik
daha Ozgiin ilaclar gelistirmek, hastaligin fizyopatolojisi ile iligkili genlerin daha
kapsamli arastirilmasi ve Alzheimer hastaligi esnasinda ortaya cikan davranigsal
degisiklikler ile beyindeki norokimyasal veya noropatolojik degisiklikler arasindaki
iliskiyi daha yakindan incelemeye yoOnelik olarak deney hayvanlarinda Alzheimer
hastaliginin bazi norolojik, genetik ve biyokimyasal 6zelliklerini taklit eden modeller
olusturulmustur. Alzheimer hastaligi ile iliskili tiim patolojik ve biyokimyasal
degisimlerin hepsi birden olusmadigi i¢in bu modellerin hi¢biri tam olarak kabul
edilmemistir. Ancak her bir model hastaligin spesifik bir durumunu arastirmak ic¢in
faydalidir. Bu hayvan modellerinde, AH’na benzer genetik patolojiler kismen taklit
edilmekte, beynin korteks, hipokampus ve On beyin Meynert bazal niikleus gibi
bolgelerinde stereotaksik cerrahi yontemlerle lezyon olusturulmakta ve norotoksik

ajanlarla AH’ na benzer nitelikte noron harabiyeti olusturulmaktadir (36).
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2.2.1. Aliiminyum Intoksikasyonu ile Olusturulan Alzheimer Modeli

Alzheimer hastalarinin beyninde aliiminyum seviyesinin ayni yastaki kontrollere gore
daha yiiksek bulunmasi AH hastaliginin etiyolojisinde aliiminyumun ©6nemli rolii
olabilecegini ortaya koymustur (13, 37, 38). Bu gozlemden hareketle aliiminyumun
toksik konsantrasyonlarda diyete eklenmesi ile Alzheimer hastaliginin noropatolojik
bulgularmi taklit eden hayvan modelleri olusturulmaya calisgilmistir. Aliiminyum
farelerin, sicanlarin ve tavsanlarin icme sularina veya yemlerine ilave edilerek belirli
sire ile verildiginde Alzheimer hastaliginin bazi noropatolojik ve davramgsal
semptomlar1 (68renme giicliigii gibi) ortaya ¢ikabilmektedir (39). Yapilan bir caligmada
diyete eklenen aliiminyumla (L:9mg/kg, H: 20mg/kg) Alzheimer modeli
olusturulmustur (40). Baska bir arastirmada da 4 hafta siireyle 17mg/kg AICI3 oral

verilerek AH modeli olusturulmustur (41).

2.2.2. Transgenik Alzheimer Modelleri

AH’na benzer noropatoloji sergileyen cesitli transgenik hayvan modelleri
olusturulmaktadir. AH ile iligkili APP V717F mutasyonu sifreleyen bir insan APP mini
geni tasiyan fareler (42), apolipoprotein E (Apo-E) geni ortadan kaldirilmis Apo-E
knockout fareler (43), cift mutasyon gecirmis insan APP695 ekspresyonu yapilmis
Tg2576 fareler (44), insan FTDP- 17 mutant tau transgenik fareler, insan vahsi tip tau
transgenik fareler (36), transgenik farelerin insan mutant PS1 veya PS2 geni ile ileri
ekspresyonu sonucu PS’lerdeki bozukluklara bagli AH belirtilerinin bir kismini
sergileyen fareler AH na yonelik ¢alismalarda kullanilan hayvan modelleri arasinda yer

almaktadir (33).

2.2.3. Amiloid Beta ile iliskili Alzheimer Modelleri

Amiloid B 40, AP 42 yada AP 25-35 peptidlerinin beynin c¢esitli kisimlarinda
olusturdugu etkiyi incelemek amaciyla bu peptidler mikroenjeksiyon yoluyla beyne
enjekte edilerek model olusturulmaktadir. Yapilmas: planlanan arastirmanin niteligine
gore beynin cesitli bolgeleri secilmektedir (38). Bunlar arasinda sol niikleus bazalis,
entorhinal korteks, bilateral intraserebroventrikiiler bolge, hipokampusiin CA1 bdlgesi
ve lateral ventrikiiller yer alir. Bu yolla AP peptidlerinin toksik etkileri ve bu peptidlerin
etkiledigi sinyal yolaklar1 incelenebilmektedir (38, 45).
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2.2.4. Streptozotosin (STZ) ile Olusturulan Alzheimer Modelleri

Beyin ventrikiilii icine STZ norodejenerasyon modeli oksidatif stresin yol agtig1 beyin
hasarindan farklidir, cilinkii mitokondrial DNA hasar1 ve metabolik disfonksiyona ek
olarak belirgin sekilde beyinde insiilin ve insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF)
sinyalizasyonunda bozulmaya yol agmaktadir. Gercek AH’l1 insan beyinlerinde

oksidatif stres, DNA hasar1 ve mitokondrial disfonksiyon kanitlar1 siiphelidir (46, 47).

2.2.5. D-Galaktoz ile Olusturulan Alzheimer Modelleri

D-Galaktoz (D-gal) viicudumuzda normal olarak bulunan indirgeyici sekerlerden
biridir. Normal kosullarda galaktokinaz (Galk) ile galaktoz-1-fosfata sonrada galaktoz-
1-fosfat iiridil transferaz (Galt) ile glukoz-1-fosfata doniistiiriilir. D-galaktozun 100
mg/kg dozunda 7 hafta kullanimi uzaysal hafizay1 bozmus, hipokampustaki néronlarda
apopitozisi, karyopiknozu ve kaspas-3 enzim seviyesini arttirmis, dentat gyrus’daki
subgraniiler bolgedeki yeni dogan noronlarin sayisini diisiirmiis, néronal progenitor
hiicrelerin gogiinii azaltmis ve graniiler hiicre katmaninda yeni dogan noronlarda 6liim
oranint arttirmustir (48). Alt1 ila on hafta boyunca 60 mg/kg dozunda D-galaktoz
uygulanan si¢anlarin 6grenme ve hafiza kapasitelerinde ilerleyen bir bozulmanin oldugu
izlenirken, beyinde serbest radikallerin arttigi, aynm1 zamanda bazal forebrain ve
hipokampusdeki kolinerjik néronlarin azaldig: tespit edilmistir (49). Bunlara ek olarak,
D-galaktozun kalsiyum homeostazisinin bozulmasina ve mitokondri disfonksiyonuna
sebep oldugu gozlenmistir (50, 51).

Yine bagka bir calismada da 20mg/kg D-galaktoz intraperitoneal (i.p) 5 hafta
uygulanarak AH modeli kurulmustur (52).

2.2.6. NFY ile iliskili Alzheimer Modelleri

NFY lara benzer noropatolojiler gosteren hayvan modelleri olusturmak amaciyla
fosfataz 1/2A inhibitorii olan okadaik asidin i.c.v. enjeksiyon yontemi kullanilmaktadir

(53).
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2.2.7. Aliiminyum ve D-Galaktoz ile Olusturulan Alzheimer Modelleri

Yapilan cesitli arastirmalarda aliiminyum ve D-galaktozun birlikte uygulanmasi da
Alzheimer hastaliginin bazi patolojik ozelliklerini taklit ettigi saptanmustir (54-56).
Salima Douichene ve arkadaslarinin yaptigi caliymada farelere aliminyum kloriir
(AICl3) oral yoldan 100 mg/kg ve D-galaktoz da 200 mg/kg i.p olarak 11 hafta
uygulanmis ve AH modeli olusturulmustur (54).

Pan R ve arkadaglarinin yaptig1 calismada ise farelere AICI; oral yoldan 10 mg/kg
dozunda ve D-galaktoz da 120 mg/kg i.p olarak 90 giin boyunca uygulanmis ve AH
modeli olusturulmustur (55).

Zong-Zheng Sun ve arkadaslarinin ¢alismasinda da AlCI; 40 mg/ kg ve D-gal 90 mg/ kg
i.p 90 giin uygulanarak AH modeli olusturulmustur (56).

Bizde ¢alismamizda beyin dokusuna daha az hasar vermek icin, verilecek maddenin
intraperitoneal olarak, gavaj yoluyla ya da besinlere ekleyerek verildigi AH modelleri

izerinde arastirma yaparak deneyimizde model olarak bu yontem sec¢ilmistir.

2.3. VINPOSETIN

Bir vinkamin derivesi olan vinposetin, 1978 yilindan beri serebrovaskiiler hastaliklarda
kullanilan antioksidan, vasodilatator ve noroprotektif bir ilactir. Sekil 2.3° te

vinpocetinin kimyasal yapis1 gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Vinpocetinin Kimyasal Yapisi
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Serebral iskemide Ca antagonist etkisine bagli noroprotektif ve antikonviilsan etkisi
vardir. Hipoksik hiicrelerde adenozinin noroprotektif etkisini arttirir. Hayvan
modellerinde beyin iskemisinde noronal hiicre kaybmi ve orta serebral arter
okliizyonuna bagli enfarktlar1 azalttig: bildirilmistir. Insan calismalarinda ise daha nce
iskemiye ugramis serebral bolgelerdeki kan akimini arttirdigi, trombosit agregasyonunu
azalttig1 ve eritrosit deformabilitesini arttirdig1 tespit edilmistir. Bu farmakolojik
caligmalar 15181nda Avrupa’da (Macaristan, Polonya, Almanya ve Rusya) ve Japonya’da
felc tedavisinde uygulanan bir ilactir (57).

Voltaj bagimli Na kanal inhibisyonu yaparak Na’nin néron icerisinde birikimini
engeller ve anoksi sonucu gelisen oksidatif stresin toksik etkileri ile reperfiizyon
hasarini azaltir (58).

Ca-Calmodulin bagimhi Fosfodiesteraz-1 inhibisyonu ile serebral dolagimi arttirir ve
trombosit agregasyonunu azaltir (59, 60). Yapilan calismalarda da bu gibi 6zelliklerin
dogrulanmas1  vinpocetinin  fosfodiesteraz enzim inhibitérii olarak norolojik

hastaliklarda klinik kullanimin1 aciklamaktadir (61).

2.4. OGRENME HAYVAN MODELLERI

Ogrenme ve hafiza deneylerinde tercih edilen ve en cok kullanilanlar asagida sirasiyla

Ozetlenmistir.

2.4.1. T Labirent Testi

T labirenti uzun siireli uzaysal hafizanin ve 6grenmenin 0l¢iildiigii deneylerde kullanilir.
T labirent ayn1 ebatta (50x12 cm) yerden 50 cm yiiksekte 3 plastik koldan olugsmaktadir.
Bu kollardan biri 40 cm yiiksekliginde plastik yan duvarlarla kapalidir ve birbirine ters
yonde duran iki acik kola dik olarak yerlestirilmistir (62). Hayvanlar hafizalarini
kullanarak 6diil olan kolu ya da bir 6nce girdigi kolu hatirlayarak diger kolu tercih

etmeyi 0grenmek zorundadir. Sekil 2.4’de T labirent gosterilmistir.
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Sekil 2.4. T labirenti

2.4.2. Y Labirent Testi

Y labirenti T labirenti gibi li¢ es kolda olusur ancak keskin doniisler yoktur. Bu
yumusak doniisler 6grenme siiresinin azalmasini saglamaktadir. Y labirent testi 1976
yilinda deney hayvanlarinin uzaysal hafiza performanslarini 6lcmek i¢in gelistirilmis ve
daha sonra sicanlarda ve diger kemirgenlerde uzaysal 6grenme calismalarinda popiiler

hale gelmis bir davranis testidir. Sekil (2.5). (63).

Sekil 2.5. Y labirenti

2.4.3. Acik Alan Testi
[Ik olarak 1934 yilinda hayvanlarin emosyonel durumlarini test etmek i¢in Hall ve
arkadaslar1 tarafindan yuvarlak formu tanimlanmistir. Acik alan hayvanin biiyiikliigiine

gore degismekle birlikte genellikle plastikten yapilmis, 100x100 cm ebatlarinda, 16 esit
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kareye ayrilmis ve kenarlar1 30 cm yiiksekliginde yine plastik ile kapatilmis, iizeri acik
bir aractir. Rat acik alanin bir kdsesine birakilarak bu alami arastirmalarina izin verilir.
Hayvanin aktivite seviyesi (lokomotor yanit) 5 dakika siire igerisin de gectigi kare sayisi
ile, arastirma aktivitesi yine ayni siirede iki arka ayag: iizerine kalkarak etrafi inceleme
hareketi (rearing) sayist ile Olgiilir. Korku seviyesi 5 dakika icerisinde bu alan
icerisinde yaptig1 defekasyon sayisi ile degerlendirilir (64-66). Sekil 2.6’da acik alan

testi gosterilmistir.

Sekil 2.6. Acik alan testi

2.4.4. Barnes Labirenti

Barnes labirenti de uzaysal 6grenme ve hafizanin test edilmesi i¢in gelistirilmistir. Bir
platformdan ibaret olan labirentte bir¢cok delik bulunmakta olup, sadece bir tanesi kafese
giden yola baghdir. Hayvanlar parlak 1sikla aydinlatilmis platformdan daha giivenli olan
kiigiik karanlik deliklere kagmak ve kafese ulasmak egilimi i¢indedirler. Dolayisiyla
dogru deligi bulmak i¢in platform ilizerindeki ve odadaki gorsel isaretleri kullanmalar1

gerekir. Bu da uzaysal 6grenmenin dl¢iilmesine olanak saglamaktadir. (Sekil 2.7). (67).
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Sekil 2.7. Barnes labirenti

2.4.5. Morris Su Tanki MWM)

Richard Morris tarafindan gelistirilen Morris su labirenti, uzamsal hafizay1 test etmek
icin tasarlanmig bir davranig deneyidir. Deney birka¢ defa tekrar edildigi zaman,
platforma ulagmak i¢in harcanan siiredeki (gecikme siiresi) ve uzakliktaki (yol)
degisiklikler sicandaki 6grenme ve hafiza yeteneginin gostergesidir (68). Sekil 2.8°de

Morris su tanki gosterilmistir.

Sekil 2.8. Morris su tanki

Morris su labirenti, igcerisinde gizli bir platformu bulunduran, ici su dolu, genis, sirkiiler
bir tanktir. Gizli platform suyun altinda goriilmeyecek sekilde bulunur ve deneyden
deneye bu platformun yeri sabittir (69, 70). Baz1 ¢calismalarda Morris su tankindaki su,
slit tozu ile beyazlatilmis (68), bazilarinda ise tankin i¢i toksik olmayan siyah boya ile

boyanmistir (71).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlar ve Laboratuar Sartlar

Calisma, Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezi’nde Etik Kurul
ilkelerine uygun olarak gerceklestirildi. Deney de 14 aylik ortalama 300-350 g
agirhiginda 44 adet erkek Wistar sican kullanilmistir.

Deneylerde, sicanlar 181 ve nemi standardize edilmis ( 22 + 3 °C, % 62 + 7 nem orani),
iyi havalandirilan odalarda, 12 saat karanlik 12 saat aydinlik dongiisiinde ve ayri
kafeslerde bulundurulmuslardir.

3.2. Calisma Dizayni ve Deney Protokolii

Calismamizda 44 adet 14 aylik Wistar erkek sican rastgele boliistiiriilerek (K= 10, AH=
20, AH+V="7 ve V=7) 4 grup olusturulmustur.

6 haftalik deney siireci igerisinde hayvanlar, ticari sican yemi ve musluk suyu ile
beslenmis olup deney siiresince hayvanlara su ya da yem kisitlamasi1 yapilmamaistir.

Agirlik degisimleri ise haftada bir kez ol¢iilerek takip edilmistir.
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3.3. Deney Gruplar ve Uygulanan Maddeler

Tablo 3.1°de deney gruplarmna ait smiflandirma, intraperitoneal (i.p) olarak uygulanan

maddeler 6 hafta ve dozlar1 gosterilmistir.

Tablo 3.1. Gruplar ve Uygulanan maddeler

Gruplar n Uygulanan madde Doz Uygula{na
siiresi
Kontrz)Iqu rubu 10 Serum(I;iIg)yolojik 1 ml/kg/giin 6 hafta
Alzheimer Grubu 20 D-Galaktoz 90 mgfkg/giin 6 hafta
(AH) AlCl;3 40 mg/kg/giin
D-Galaktoz 90 mg/kg/giin
Alzheimer + AICI 40 mg/kg/giin 0 hafta
Vinposetin Grubu 7 ’ gReE
(AH+V) Vinposetin 5 mg/kg/giin 17 giin®
Vinpos?{ifr)l Grubu 7 Vinposetin 5 mg/kg/giin 17 giin

* Alzheimer modeli olusturulduktan (6hafta) sonra 17 giin siireyle vinposetin

uygulanmustir.



21

Resim 3.1. intraperitoneal enjeksiyon uygulamasinin yakindan goriiniimii

Deneylerde;

— D-Galaktoz ve AlCls: Noronlarda hasar olusturmak i¢in norotoksik ajan olarak

kullanilmistir (Distile su ile ¢oziilmiistiir).

— Vinposetin: olusan néron hasarini tedavi edici ajan olarak kullanilmistir (Serum

fizyolojik ile ¢oziilmiistiir).

Ogrenme deneylerini takiben, iiretan anestezisi altinda sicanlarin beyin dokular1
cikarilmugtir. Cikarilan dokular hizlica %10’luk formaldehit i¢ine alinarak histolojik

degerlendirme i¢in hazirlanmustir.
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3.4. MWM ile Ogrenme Parametrelerinin Tayini

Ogrenmeyi test etmek amaciyla, laboratuarimiz da bulunan Morris su tanki kullanild: ve
kacis platformunu bulma siireleri ve hedef kadranda gegirilen siire kayit edilerek

karsilastirildi. Sekil 3.1°de morris su tanki gosterilmektedir.

Sekil 3.1 Morris su tankinin genel bir goriintimii

Deney de 130 cm capinda ve 45 cm derinliginde toksik olmayan mavi boya ile boyanan
su yiiksekligi 25 cm olan tank kullamildi. Suyun sicakligi 25+1 °C olarak ayarlandi.
Tank igerisine su seviyesinin 2 cm altinda kalacak sekilde ve kadranlardan birinin
merkeze yakin boliimiine, 10 cm ¢apinda silindir bir platform yerlestirildi. Platformun

iistii siganlarin tutunabilmesi i¢in lifli bir kumasla ortiildii.

Deney asamasi; 6grenme deneyleri 9:00-12:00 saatleri arasinda 1. giin alistirma 2-3-4.
glin 0grenme ve 5. giin test asamasi olarak degerlendirildi. Sicanlar ilk giin suya
birakilmadan 6nce kagis platformunu tanimalari i¢in platform iizerinde 30 sn bekletildi.
Sonra her bir sican platforma en uzak noktadan tanka birakildi 60 sn i¢inde platformu
bulmalar1 beklendi, bulamayan sicanlar destekle platforma dogru yonlendirildi ve
platformu bulmalar: saglandi. Sicanlar 20 sn platformda tutuldu ve kurulandiktan sonra

kafese alindi. 4 giin boyunca bu islem sicanlarin basi tanka bakacak sekilde her bir
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sicana 20 dakika araliklarla 4 farkli yonden 4 deneme yaptirildi. Her bir sican i¢in

platformu bulma siireleri dijital bir kronometre ile kayit edildi.

Test asamasi; 5. giin ise platform kaldirilarak hayvanlar tek yonden suya birakildi ve

60 sn siire i¢inde platformun bulundugu hedef kadranda gecirdikleri siire kayit edildi.

3.5. Histolojik Degerlendirme

Deney sonunda tiim denekler dekapite edilerek beyin dokular1 ¢ikarilmistir. Cikarilan
dokular hizlica %10’luk formaldehit icine alindi. Tespitten sonra doku bloklar1 dereceli
alkol serilerinden gecirilerek dehidrate edildi, ksilende seffaflandirilarak ve parafin
bloklar i¢ine gomiildii. Doku bloklarindan 5-6 um’lik kesitler alinarak beyin
histolojisini degerlendirmek i¢in Bielschowsky’nin giimiis nitrat boyasi ile boyanarak

fotomikroskopta incelendi.

3.6. istatiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirme SPSS paket programi kullanilarak yapilmustir. Veriler tiim
gruplarin ortalama+SD olarak gosterildi. Karsilastirmalart ANOV A ile, gruplarin birbiri
ile karsilagtirmasi ise post hoc Scheffe testi ile yapildi. P< 0.05 anlamlilik diizeyi olarak
kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1.Genel Goriiniim

Deney siiresi boyunca AH grubu digsindaki hayvanlarda genel goriinim ve
davraniglarinda degisiklik gozlenmemistir. AH grubunun ise diger gruplara gore daha

hareketsiz oldugu saptanmaistir.

AH grubunda 11, AH+V grubunda 1, K grubunda 3 hayvan ila¢ komplikasyonlari,
enfeksiyon, anestezi vs nedeniyle 6lmiistiir. Bu hayvanlarin 11 tanesi MWM testinden
once 4 tanesi de histolojik inceleme Oncesi Olmiistiir. MWM testi; 33 hayvan ile

histolojik inceleme; 29 hayvan ile tamamlanmistir.
4.2. Agirhk Degisimi

Deney gruplarinin haftalara gore agirlik degisimleri Tablo 4.1°de verilmistir. Alzheimer
grubu 6 haftaya dogru gittikce zayiflamistir (p<0.05). AH+V grubuna bakildiginda ise
vinpocetin tedavisi hayvanlarin kilo kaybini 6nlemistir. Gruplar arasinda haftalar arasi

fark istatiksel olarak saptanmamustir.
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Tablo 4.1. Kontrol ve deney grubu hayvanlarin haftalik agirlik degisimleri

Gruplar 1.hafta 2.hafta 3.hafta 4.hafta S.hafta 6.hafta
(8 (8 (8 (8 (8 (8
K 351,4+£10 3432+8 |351+9 3456 £ 11 |340,4+4 |345+ 14
AH |3295+153192+9 |3148+12308,1+6 (302,5+7 |300,2+13
AH+V [309,7 £12290,1 £13 | 306,817 [306+9 295,7+9 |300,7+11
\Y% 3544+ 14 353,5+5

4.3. Morris Water Maze Testi Sonuclarn

Morris Water Maze testinin platformu bulma siirelerine yonelik sonuglar1 asagida Tablo

4.2’de gosterilmistir. Bulgularin istatiksel analizi sonucunda, 6grenme deneylerinin

yapildigi ilk 4 giiniin ortalamalar1 verilmis olup hedef kadram1 bulma ag¢isindan 4.giin

kontrol grubuyla Alzheimer grubu arasinda ¢ok anlamli fark olmamakla birlikte AH,

AH+V ve V grubu kontrol grubuna gore daha uzun siirede platformu bulmustur. Ancak

hedef kadranda gecirilen siirenin test edildigi 5. giin de ise kontrol grubuyla diger

gruplar arasinda anlamli fark saptanmaistir.



Tablo 4.2. Gruplarin platformu bulma siiresi ortalamalar1 ve istatiksel karsilastirmalar

26

Gruplar 1.giin 2.giin 3.giin 4.giin
K
n=9) 42,89 £ 18,33 36,92 £ 17,85 32,02 £ 17,09 29,03 £ 12,90
AH
(n=11) 53,02 £6,47 45,67 £8,71 33,35+11,04 39,67 £ 9,66
?::?; 48,45 £7,94 46,09 + 8,88 35,72 £12,74 39,49 £ 9,35
(nY7) 50,91 £ 6,45 40,47 £ 17,50 41,60 £ 11,03 40,70 + 14,68
f 1,42 0,86 0,79 1,89
p 0,25 0,47 0,50 0,15

5. giinde ise gruplarin hedef kadranda gecirdikleri siireleri ve istatiksel karsilagtirmalar1
Tablo 4.3’de sunulmustur. Buna gore, 5. giinde AH, AH+V ve V grubunun hedef
kadranda gecirdikleri siire kontrol grubundan anlamli olarak diisik bulunmustur

(p<0.006, p<0.034, p<0.043).
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Tablo 4.3. Gruplarin 5. giinde hedef kadranda gegirdikleri siire ve istatiksel karsilastirmalar

S.giin
Gruplar Hedef Kadranda Gegirilen Siire
K
(n=9) 18,21 £ 6,85
AH 9,15 £4,30*
(n=11) T
ARV 10,53 + 5,82%
(n= 6) 2 - 2
v 10,36 + 4,24
(n=7) 2 - b
f 5,38
|y 0,005

*Kontrolden farkhi

4.4. Histolojik Degerlendirme Sonuclar

Yapilan 151k mikroskobik incelemede H&E boyamada kontrol grubuna ait beyin

dokular1 normal olarak gozlendi. Sekil 4.1°de kontrol grubuna ait histolojik sonuclar

gosterilmistir. AH grubuna ait beyin dokularinda ise damarlarda konjesyon ve

hemorajiye, koroid pleksus damarlarinda konjesyon ve hiyalin madde birikimine

rastlanmigtir. Ayrica AH grubuna ait beyin dokularinin hipokampus bolgeleri normal

goriiniimde iken korteks tabakasinda senil plak ile uyumlu eozinofilik boyanan alanlar

gozlendi. Sekil 4.2°de AH grubunun histolojik sonuclar1 gosterilmistir. Senil plak

alanlar1 tedavi grubundaki (AH+V) beyin dokularinda da ayirt edildi (Sekil 4.3). Sadece

vinposetin alan deneklerin korteks tabakasinda yer yer mononuklear hiicre alanlarina

rastland1 (Sekil 4.4).
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Sekil 4.1 Kontrol grubundan bir sigcana ait histolojik sonuglar. (A) hipokampus, (B) korteks ve
medulla normal olarak gozlenmekte. H&E.
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Sekil 4.2. AH grubundan bir sicana ait histolojik sonuglar. (A) korteks tabakasinda hemoraji (*),
(B) koroid pleksus damarlarinda konjesyon (k) ve hiyalin madde birikimi (h) ayirt edilmekte.
(C) hipokampus normal goriiniimde iken, (D) korteks tabakasinda senil plak iyi uyumlu
eozinofilik boyanan alanlar (ok) ayirt edilmekte. H&E.
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Sekil 4.3. AH+V grubundan bir sicana ait histolojik sonuglar. Beyin dokusunun korteks
tabakasinda senil plak ile uyumlu eozinofilik boyanan alanlar (ok) gézlenmekte. H&E

Sekil 4.4. Sadece vinposetin alan gruptan bir sicana ait histolojik sonuglar. Beyin dokusunun
korteks tabakasinda mononuklear hiicre infiltrasyon alanlar1 (ok) ayirt edilmekte. H&E
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Ozel bir boyama yontemi olan ve beyin dokusundaki amiloid plaklar1 ve norofibriler
diiglimleri gosteren Bielschowsky’nin giimils nitrat boyas1 ile boyanan beyin
dokularimda kontrol grubu deneklerin hem korteks tabakasinda hem de hipokampus
alanlarinda herhangi bir pozitif boyanma gozlenmedi (Sekil 4.5). Ancak hem Alzheimer
grubu (Sekil 4.6) , hem de tedavi grubunun (Sekil 4.7) korteks tabakasinda senil plak
ile uyumlu pozitif boyanan alanlara rastlandi. Ilgin¢ olarak sadece vinposetin alan
grupta da korteks tabakasinda pozitif boyanan alanlar belirgindi (Sekil 4.8). Biitiin

gruplarda hipokampus bolgesinde herhangi bir pozitif boyanmaya rastlanmadi.

Sekil 4.5. Kontrol grubuna ait bir sicanin beyin dokusu. (A) korteks ve (B) hipokampus
bolgesinde norofibriller diigim ve amiloid plak igcin boyanma gozlenmemekte.
Bielschowsky’nin giimiis nitrat boyas1
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Sekil 4.6. AH grubuna ait bir sicanin beyin dokusu. Korteks bolgesinde amiloid plak igin
boyanma gozlenmekte (ok). Bielschowsky’nin giimiis nitrat boyasi.

Sekil 4.7. AH+V grubuna ait bir sicamn beyin dokusu. Korteks bolgesinde amiloid plak icin
boyanma gozlenmekte (ok). Bielschowsky’nin giimiis nitrat boyasi.
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Sekil 4.8. V grubuna ait bir sicanin beyin dokusu. Korteks bolgesinde amiloid plak igin
boyanma gozlenmekte (ok). Bielschowsky’nin giimiis nitrat boyasi.



S. TARTISMA VE SONUC

Alzheimer hastaligi (AH); merkezi sinir sisteminin (MSS) cesitli kisimlarinda noéron ve
sinaps kayiplar1 nedeni ile ortaya c¢ikan; biligsel islevlerde azalma, 6z bakim
yetersizlikleri, c¢esitli noropsikiyatrik ve davramigsal bozukluklar ile karakterize
progresif ndrodejeneratif bir hastaliktir (29,72).

Yas en onemli risk faktorii olup hastaligin prevalansi, 65-85 yaslar1 arasinda her bes
senede bir iki katina ¢ikmaktadir (6).

Alzheimer hastaliginda gozlenen Ogrenme ve hafiza bozuklugunun yani sira, bu
hastaligin patolojisinde yer alan AP ve NFT birikimleri gibi histopatolojik
anormallikleri taklit etmek i¢in ¢esitli hayvan modelleri gelistirilmistir. Ancak bu
hayvan modellerinin hicbiri hastalikta gdzlenen biligsel bozuklugu ya da biyokimyasal
ve patolojik degisiklikleri tam olarak temsil etmemektedir (73). Bu nedenle uygun bir
AH modeli olusturmak hem hastaligin patolojisini anlamak hem de tedavisine 1s1k
tutmak i¢in son derece onemlidir.

Calismamizda D-galaktoz 90 mg/kg ve AICl; 40 mg/kg i.p olarak 6 hafta siireyle her
giin uygulanarak AH modeli olusturulmustur. Sonrasinda olusan hasar1 tedavi etmek
amaciyla vinposetin 17 giin boyunca 5 mg/kg i.p olarak uygulanmistir. Morris su
tankinda hayvanlara 6grenme deneyleri uygulanmis olup, ilk 4 giin istatiksel olarak
anlamli bir fark bulunamamustir. 5. giinde ise hedef kadranda gecirilen siire kontrol

grubuna gore diger gruplarda anlamli derecede azalmistir. Ogrenme deneylerinden
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sonra AH’nin olusup olugsmadigini tespit etmek amaciyla hayvanlarm beyin dokular1
cikarilarak histolojik olarak ta inceleme yapilmistir. Bulgularda AH grubunda
korteks tabakasinda senil plaklar goriilmiistiir. Ilging olarak vinpocetin grubunda da
histolojik degerlendirmede senil plaklara rastlanmistir.

Calismamizda 6grenme test edilecegi icin beyin hasarmi en aza indirmek amaciyla
intraserebrovaskiiler uygulamalar tercih edilmeyip, maddenin intraperitoneal olarak,
gavaj yoluyla ya da besinlere ekleyerek verildigi AH modelleri arastirilmistir.
Yapilan bir ¢alismada, sicanlara 5 hafta boyunca giinde bir kez 20 mg/kg i.p D-
galaktoz uygulanmis olup, deney sonunda incelenen beyin dokusunda protein
orneklerinde asetilkolinesteraz aktivitesi ve apoptoz degerlendirilmistir (52). Diger
bir ¢alismada 60 giinliikk deney siirecinde overektomi yapilmis sicanlara 80 mg/kg
dozunda D-galaktoz i.p uygulanarak AH modeli olusturulmustur (74).

Pan R ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada ise farelere AICl; oral yoldan 10 mg/kg
dozunda ve D-galaktoz da 120 mg/kg i.p olarak 90 giin boyunca uygulanmis ve AH
modeli olusturulmustur (55). Bu calismada bizim calismamiza benzer sekilde, hem
AICl; hem de D-galaktoz birlikte uygulanmustir.

Baska bir c¢alismada da diyete eklenen aliiminyumla Alzheimer modeli
olusturulmustur. (L:9 mg/kg, H: 20 mg/kg) (40). Ancak biz ¢calismamizda doz kaybi
yasanmamasi icin diyete eklemeyi ve aspirasyona baglh Oliimleri 6nlemek adina
gavaji tercih etmeyip, i.p yolla AICl; uygulamasini tercih ettik.

Literatiir taramalarma bakildiginda D-galaktozun 100 mg/kg dozunda 7 hafta
kullannmi uzaysal hafizayr bozmus, hipokampustaki noronlarda apopitozisi,
karyopiknozu ve kaspas-3 enzim seviyesini arttirmis, dentat gyrus’daki subgraniiler
bolgedeki yeni dogan néronlarin sayisini diisiirmiis, noronal progenitdr hiicrelerin
gociinii azaltmig ve graniiler hiicre katmaninda yeni dogan noronlarda 6liim oranini
arttirmastir (48).

Aliiminyum (Al) ¢evrede bulunan yaygin bir metaldir. Insanlarm aliiminyuma
maruziyeti son on yilda artmustir (75). Epidemiyolojik ¢aligmalar icme sularindaki Al
ile Alzheimer hastaligi arasinda bir baglanti oldugunu gdostermistir ki insan ve
hayvan caligmalarinda da aliiminyuma maruziyetten sonra O0grenme ve hafizada

yetersizlikler olusmustur (76,77).
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Bizim caliymamizda kullandigimiz dozlar Zong-Zheng Sun ve arkadaslarinin
calismasinda kullandig1 (AICl; 40 mg/kg ve D-gal 90 mg/kg i.p 90 giin) dozlarla
olusturduklari AH modeline benzemektedir (56). Ancak bizim ¢alismamizda
uygulama siireci ratlarin yasi da diisiiniilerek 6 hafta olarak belirlenmistir.

Bu calismalar 151¢ginda bizim ¢alismamizda kurulan hayvan modeli ise i.p yolla her
giin D-galaktoz: 90 mg/kg ve AICl;: 40 mg/kg 6 hafta boyunca uygulanarak
olusturulmustur.

D-Galaktozun hipokampus bolgesinde 6grenme ile iligkili protein biyosentezini,
transportunu, sinyal iletimini etkileyen genlerin regiilasyonunu azaltarak sinaptik
bozukluga neden oldugu ve LTP’yi azaltarak uzaysal 6grenme ve hafizada olumsuz
etkiler olusturdugu saptanmistir (78). Calismamizda da bu yonde bir bulgu
saptanmistir. AH olan gruptaki ratlarin Morris su tankindaki 6grenme deneyinde
platformu bulma siiresi kontrol grubuna gore daha yavastir ancak istatiksel olarak
anlamli degildir, hedef kadranda gecirilen siirede ise anlamhi bir farklilik
saptanmistir.

Zong-Zheng Sun ve arkadaglarinin yaptigir calismada da 6grenme deneyi olarak
MWM testi kullanmilmistir ve sonuglarinda AICI; ve D-gal olan grubun kontrol
grubuna gore platformu bulma siiresi uzamstir (56).

Ayrica Salima Douichene ve arkadaslarmin AICl; ve D-gal ile kurdugu AH
modelinde de 6grenme deneyi olarak MWM kullanilmis olup Alzheimer grubunun
kontrol grubuna gore platformu bulma siiresi daha uzundur (54). Bu arastirma da
caligmamizla paralellik gostermistir.

Calismamizda AH+V ve V grubunun da AH grubuna benzer sekilde platformu
bulma siireleri uzundur. Arastirmamizda vinposetinin 6grenme iizerine herhangi bir
olumlu etkisi goriilmemektedir. Bir vinkamin derivesi olan vinposetin, 1978 yilindan
beri serebrovaskiler hastaliklarda kullamilan antioksidan, vasodilatator ve
noroprotektif bir ilagtir (57).

Ca-Calmodulin bagimli Fosfodiesteraz-1 inhibisyonu ile serebral dolagimi arttirir ve
trombosit agregasyonunu azaltir (59,60). Yapilan literatiir taramalarinda ratlarda
streptozotosin ile olustrulan AH modelinde vinposetin tedavisinden sonra uygulanan
MWM testinde, performansin yeniden iyilestirildigi saptanmistir. Bu c¢alismada

5,10,20 mg olmak iizere vinpocetin ii¢ farkli doz 21 giin siireyle denenmistir. Bu
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dozlar icinde streptozotosin kaynakli hafiza agigmni en iyi diizelten vinposetin
dozunun 10 mg/kg oldugu bulunmustur (61).

Bizim calismamizda ise 17 giin boyunca 5 mg/kg vinposetin i.p. uygulanmis olup
MWM testinde istatiksel olarak anlamli bir sonug¢ elde edilememistir. Bu bulgulara
bakildiginda ¢alismada kullandigimiz tedavi dozu yetersiz kalmis olabilir.

Histolojik olarak degerlendirilmesine bakildiginda AH’nin en belirgin iki patolojik
bulgusundan biri olan amiloid plaklar deney grubunda saptanabilmistir. Kullanilan
bu maddelerin doz ve uygulama siiresine bakildiginda kurulan ilk modeldir. Bu
nedenle bundan sonraki caligmalarimizda da deneysel hayvan modeli olarak bu
yontemin kullanilmasi 6nemli bir basamak teskil etmektedir.

Salima Douichene ve arkadaslarinin yaptigi calismada histolojik sonuglara
bakildiginda kontrol grubunda néron kaybi olmazken, deney gruplarinda noéronlarin
sitoplazmalar1 ¢cokmiis, cekirdeklerinde koyu lekeler saptanmis, norofibriler
dejenerasyonla birlikte noron ve hipokampus kayb1 saptanmistir (54). Bizim
caligmamizda kurulan modelin de histolojik parametrelerle desteklenmesi igin
elektron mikroskobunda incelemeler yapilmis ve deney grubuna ait beyin
dokularinda konjesyon ve hemoraji olusmus olup, hipokampus bolgesi ise normal
goriinimdedir. Bununla birlikte korteks alaninda ise senil plaklarla uyumlu alanlar
saptanmigtir. Ancak bizim c¢alismamiz da model olusturmak icin uygulanan ilag
stiresi 6 hafta oldugu icin hipokampusa iliskin bulgulara rastlanllamamis olabilir.
Ciinkii literatiire bakildiginda alt ila on hafta boyunca 60 mg/kg dozunda D-galaktoz
uygulanan sicanlarin 6grenme ve hafiza kapasitelerinde ilerleyen bir bozulmanin
oldugu izlenirken, beyinde serbest radikallerin arttig1, ayn1 zamanda bazal 6n beyin
ve hipokampusdaki kolinerjik noronlarin azaldig tespit edilmistir (49).

D-galaktoz normal kosullarda glukoz-1-fosfata doniisiirken yiiksek seviyede serbest
D-galaktoz birikimi ikincil bir yolak ile galaktitol (aldoz rediiktaz) ya da galaktonat
(oksidasyon) olusmasina sebep olur. Galaktoz-1-fosfat, galaktitol ve galaktonat gibi
zararh bilesiklerin seviyesinin yiikselmesi siiperoksit anyonu ve ROS olusumuna
neden olmaktadir (79).

Ayrica histolojik incelemede vinposetin ile tedavi edilen grupta da senil plak ile
uyumlu alanlara rastlanilmistir. Kaynaklar incelendiginde, ikincil haberci kaynakl

sinyalizasyon ve sonug¢ olarak hafiza ve 6grenmeyi de kapsayan yollar1 etkilemenin
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yollarindan biri fosfodiesteraz enzim inhibitoriinii arttrmaktir. Vinposetin, rat
beyninde cAMP (80,81,82) ve cGMP (83,84) seviyelerini onemli oranda arttiran
giiclii bir fosfodiesteraz enzim inhibitoriidiir. Yapilan calismalarda da bu gibi
ozelliklerin dogrulanmasi vinposetinin fosfodiesteraz enzim inhibitorii olarak
norolojik hastaliklarda klinik kullanimmi agiklamaktadir (61). Vinposetinin klinik
kullanimi1 kesin kanitlara dayanmamakla birlikte AH’de faydalar1 olacagi agiklanan
caligmalar olmustur. Vinposetinin klinik deneylerde en fazla 60 mg dozunun tolere
edilebildigi rapor edilmistir (85).

Ancak bizim caligmamizda ilging olan bulgu ise sadece vinposetin alan grubun da
korteks tabakasinda pozitif boyanan alanlar belirlenmistir.

Thal ve arkadaglarinin gecmiste yapmis oldugu calismada vinposetin AH olan
insanlar {izerinde klinik deneyim olarak sadece 15 hasta {izerinde artan tedavi dozlar1
ile (30-45-60 mg) 1 yil siireyle pilot ¢calisma olarak yapilmistir. Ancak bu dozlarin
hicbirinde klinik olarak izlenen biligsel, noropsikolojik testler ve genel izleyis
izerinde pozitif bir etki goriilmemistir (86). Yine yapilan bir ¢alismada 1990 6ncesi
kotii durumda olan demans hastalar1 tespit edilmis, ancak hastalardan cok az bir
kism1 6 ay veya daha uzun siireyle takip edilebilmistir. Klinik olarak faydasi goriilse
de popiilasyonun yetersiz olmasi ve vinposetinin yararli etkileri icin kanitlarin
yetersiz olmasi nedeniyle klinik kullanimi desteklenmemistir (87).

Sonug olarak ¢alismamizda; Alzheimer modeli bagarili olarak olusturuldu. Histolojik
inceleme de senil plaklarin goriilmesi bunu dogruladi. Vinposetinin 17 giin siireyle 5
mg/kg dozu tedavide etkili olmadi. Daha yiiksek dozlarda uygulama igin ileri
caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Vinposetin uygulanan hayvanlarin Kkorteks
tabakasida goriilen senil plaklarin yasa bagli mi1 yoksa baska bir nedenle mi olusup

olusmadigini tespit etmek icin de ileri caligmalara ihtiyag¢ vardir.
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