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OZET

Sicanlarda Deneysel Olarak Olusturulan Alzheimer Patogenezi Uzerine Fezl Gen

ifadesi ve Pinealektominin Roliiniin Arastirllmasi

Amagc: Alzheimer hastaligi (AH), klinik olarak belirgin hafiza kaybi, entelektiiel
islevlerde azalma, biligsel fonksiyonlarda bozulmalar ile senil plaklarin ve norofibriler
diigiimlerin olusumu gibi spesifik bir patolojiye sahip, norodejeneratif bir beyin
hastaligidir. Immiinohistokimyasal calismalar, mental hastaliklar da dahil olmak iizere
pek cok norolojik hastaliklarin neokorteks disfonksiyonu nedeniyle gelistigini ve bu
hastaliklarin neokorteksin derin katmanlarinda ifade edilen FEZ1 (Fasikulasyon ve
Elongasyon Protein Zeta-1) ile iliskili olabilecegini ortaya koymustur. Bu ¢alisma, AH
ve FEZ1 arasindaki muhtemel iliskinin yanisira aksonal tasimada 6énemli rolii bulunan
FEZ1 ile eksitator/inhibitor sinyallerin kontrollii dengesinin diizenlenmesinde gorev
alan norotransmitterler (serotonin, noradrenalin, dopamin) ve melatonin arasindaki
iliskiyi belirlemek amaciyla yapildi.

Materyal ve Metot: Calismada 220-280 g agirliginda 60 adet erkek sigan
kullanildi.  Siganlar, sham intraserebroventrikiler  (ICV)  kontrol, sham
ICV+Pinealektomi  (PnX)+intraperitoneal (i.p.) kontrol, streptozotosin (STZ),
Melatonin+STZ, PnX+STZ ve Melatonin+STZ+PnX grubu olmak Uzere 6 gruba (n=
10) ayrildi. TUm hayvanlara 5 giin streyle (3-7. giinler arasinda 4 tekrar olarak) Morris
su tanki testleri yaptirildi ve skorlar EthoVision XT10 Image Analysis (Noldus
Information Tech.) yazilim programi yardimiyla analiz edildi. 8. giinde PnX ve ICV
uygulamalarina baslandi. Siganlara ICV STZ enjeksiyonlari 8. ve 10. giinlerde 3 mg/kg
olarak yapildi. Sicanlara STZ uygulamasindan hemen once PnX yapildi. Melatonin
uygulamalarina (i.p. olarak 10 mg/kg/giin), ilk doz STZ uygulamasindan 1 saat 6nce
basland1 ve 14 giin siireyle devam edildi. ilk STZ uygulamasindan 14 giin sonra
davranig testlerine tekrar baslandi ve 5 giin siireyle devam edildi. Davranig deneyleri
sonunda hayvanlar dekapitasyonla 6ldiiriildii, kan ve hipokampus dokular1 toplandi.
Alinan kan 6rneklerinden ELISA (Enzyme-linked immuno sorbent assay) yontemiyle
serum serotonin, noradrenalin ve dopamin seviyeleri belirlendi. Hipokampus
dokusundan da PZR (Polimeraz zincir reaksiyonu) ile FEZ1 gen ifadesi ve Western blot
yontemli ile de FEZ1 protein seviyeleri él¢lda.

Bulgular: ICV STZ grubunda FEZ1 ifadesinin her iki sham grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli artis gosterdigi belirlendi (p<0.05). ICV STZ+MLT
grubunun FEZ1 seviyelerinin sham gruplarn seviyelerine yakin oldugu ve ICV
STZ+PnX+MLT grubu FEZ1 degerlerinin ise ICV STZ+PnX grubundan ve hatta sham
gruplarindan bile istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik oldugu tespit edildi
(p<0.05). Gruplar arasi serum dopamin ve serotonin seviyelerinde bir farklilik
gozlenmezken, noradrenalin seviyelerinin kontrollere gore daha diisiik oldugu belirlendi
(p<0.05).

Sonug: Calisma sonuglar1 deneysel Alzheimer modeli olusturulan siganlarda
FEZ1 seviyelerinin yiiksek oldugunu, melatonin uygulamasinin bu artis1 geri ¢evirdigini
ortaya koydu.

Anahtar Kelimeler: FEZ1, Alzheimer hastaligi, pinealektomi, melatonin,
serotonin, dopamin, noradrenalin, sigan
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ABSTRACT

Investigation of the FEZ1 gene expression and the role of pinealectomy on the
pathogenesis of Alzheimer produced experimentally in rats

Aim: The Alzheimer Disease (AD) is a neuro-degenerative brain disease that
has a specific pathology such as the formation of senile plaque, neurofibrillary tangles,
and clinical symptoms such as memory loss, decrease in intellectual functions and
failures in cognitive functions. Immunohistochemical studies have shown that many
neurologic diseases, including mental diseases, develop due to neocortex dysfunction,
and these diseases may be related with the FEZ1 (Fasciculation and Elongation Protein
Zeta-1) expressed in the deeper layers of the neocortex. This study was designed to
determine the possible relation between the AD and FEZ1 and the neurotransmitters
(serotonin, noradrenaline, dopamine) and melatonin have an important role in axonal
transfer and regulating the controlled balance of the excitator/inhibitor signals.

Material and Method: 60 male rats weighing 220-280 gr will be used in the
study. The rats were divided into 6 groups (n= 10), which are: sham intra-cerebro-
ventricular (ICV) control, sham ICV+Pinealectomy (PnX)+intraperitoneal (i.p.) control,
streptozotocin (STZ), Melatonin+STZ, PnX+STZ and Melatonin+STZ+PnX group.The
Morris water tank tests was applied to all animals for 5 days (between the 3-7. days, 4
recurrences), and the scores were analyzed with a software program ((EthoVision XT10
Image Analysis). On the 8th day, the PnX and ICV applications were start. The ICV
STZ injections were applied to the rats on the 8th and 10th days as 3 mg/kg. The PnX
process was applied to the rats before the STZ application. Melatonin applications (as
i.p. 10 mg/kg/day) were started 1 hour before the first dose of STZ application, and was
continued for 14 days. 14 days after the first STZ application, the behavioral tests were
applied for 5 days, again.In the end of behavioral tests, the rats were sacrified and their
blood and hippocampus tissues were collected. The serum serotonin, noradrenaline and
dopamine levels were determined with the ELISA (Enzyme-linked immuno sorbent
assay) method. The hippocampus area from the brain will be divided into two portions.
The FEZ1 gene expression were determined with PCR (Polymerase Chain Reaction)
and protein levels of FEZ1 were measured via Western Blot method.

Results: In the ICV STZ group, the levels of FEZ1 were found higher than both
sham groups (p<0.05). While the levels of FEZ1 in the ICV STZ+MLT group were
similar to sham groups, the levels of FEZ1 in the ICV STZ+PnX+MLT group were
found to be lower than ICV STZ+PnX and even sham groups (p<0.05). While no
statistically significant differences were observed between the groups in terms of serum
dopamine and serotonin levels, the noradrenaline levels of all experiment groups were
found to be lower than that of sham groups (p<0.05).

Conclusion: Study results demonstrated that FEZ1 levels were to be high in the
rat models of Alzheimer's Disease and these inreases in FEZ1 levels were turned back
by melatonin.

Keywords: FEZ1, Alzheimer’s disease, pinealectomy, melatonin, serotonin,
dopamine, noradrenaline, rat
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Mg : Mikrogram

ul : Mikrolitre

ApoE : Apolipoprotein E

APP : Amiloid prekursor protein

AP : Amiloid B

AP40 : Amiloid beta-40 proteini

AP42 : Amiloid beta-42 proteini

cAMP : Siklik adenozin monofosfat

cDNA : Komplementer DNA

DISC1 : Disrupted In Schizophrenia 1

ELISA : Enzyme-linked immuno sorbent assay
EBAH : Erken-Baslangi¢li Alzheimer Hastaligi
FEZ1 : Fasikulasyon ve Elongasyon protein zeta-1
GBAH : Geg-Baglangigli Alzheimer Hastalig1
g : Gram

ICV : Intraserebroventrikiler

ip - Intraperitonal

JIP1 : Jun N-terminal kinaz (JNK)-etkilesim protein 1
kg - Kilogram

LCD : Lewy cisimli demans

mg : Miligram

mi : Mililitre

MSS : Merkezi sinir sistemi

NA : Noradrenalin

NFY : Norofibriler yumak

ng : Nanogram

pg : Pikogram

PnX : Pinealektomi

PSEN1 : Presenilin-1

PSEN2 : Presenilin-2

PZR : Polimeraz zincir reaksiyonu
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1. GIRIS

Yiizyilimizin 6nemli saglik sorunlarindan birisi olan Alzheimer Hastaligi (AH),
65 yas lizeri insanlar arasinda en yaygin 6lim nedenleri arasinda dordiincii sirada
bulunmaktadir (1). AH ve diger demanslarin, yaslanan diinya populasyonu ile 2030
yilina kadar 66 milyona; 2050 yilina kadar ise 115 milyona ulasacagl tahmin
edilmektedir (2). AH, ilerleyici néron ve sinaps kaybi ile karakterize edilen (3),
norofibriler yumaklar olarak adlandirilan hiperfosforile tau proteinlerinin kiimelenmesi
ve amiloid plak (AP) olarak adlandirilan amiloid B peptid (AP)’lerin birikimi gibi
patofizyolojik lezyonlar gézlenen bir hastaliktir (4). Klinik olarak, bilissel islevlerde
ilerleyici tarzda bir kayip, takiben demans ve Oliim ile karakterize bir durum olarak
tanimlanirken, patolojik olarak AB’lerin ekstraselltler; hiperfosforile tau proteinlerin ise
intraselliiler birikimi ve néronal 6liim seklinde tanimlanmaktadir (5, 6).

Aksonal biylime ve uzama icin gerekli olan FEZ1 beyinde ifade edilen bir
proteindir (7). Immiinohistokimyasal ¢alismalar, mental hastaliklar da dahil olmak iizere
pek cok norolojik hastaliklarin neokorteks disfonksiyonu nedeniyle gelistigini ve bu
hastaliklarin neokorteksin derin katmanlarinda ifade edilen FEZ1 ile iliskili
olabilecegini ortaya koymustur (8). FEZ1 mRNA'sinin, yetiskin sigan beyninin
hipokampus, olfaktor bulbus, dentat girus ve serebellar korteks kisimlarinda giigli
sinyaller verdigi gosterilmistir (9). Simdiye kadar bildirilen ¢alisma sonuglart FEZ1’in,
ndronal gelisim, ndropatiler ve viral enfeksiyonlar ile iliskili oldugunu gostermesine
ragmen son zamanlarda proteomik teknikler kullanilarak yapilan ¢alismalarin sonuglari,
FEZ1'in hiicre motor proteinleri ve sinyal iletimi gibi c¢esitli hiicre i¢i olaylarla
iligkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir (10).

Bu c¢alisma FEZ1 ile AH ile arasindaki iliskinin belirlenmesi ve bu iliskide
melatoninin roliiniin ne oldugunun ortaya konulmasi amaciyla yapilmistir. Ayrica AH
olusumunda 6nemli oldugu diistiniilen serotonin, dopamin ve noradrenalin (NA) gibi
norotransmitterler ile FEZ1 arasindaki iliskinin gosterilmesi de ¢alismanin amaglari

arasidadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Demans

Demans diinya ¢apinda her yil tahmini olarak 4.6 milyon yeni vaka ile epidemik
oranlara ulasip, yetiskin ve yash niifusu etkileyen (11), beyinde bir¢ok patolojik
bozuklugun artan yiikiinlin klinik olarak goézlemlenebilir bir sonucudur. 65 yas isti
bireylerdeki goriilme oranlart Sekil 2.1°de sunulan demans tiplerinden en fazla
rastlanan1 AH’dir (12). Demansin ileri yaslarda birden fazla patolojik durumu yansittigi,
noropatolojik ¢aligmalarda agik bir sekilde goriilmektedir (13).

Lewy cisimli demans (LCD), AH'den sonra dejeneratif demansin ikinci en sik
goriilen tipidir. LCD, klinik ve patolojik olarak Parkinson Hastaligi ve demans: ile
iligkilidir. Yine Parkinson Hastaligi demansi ve LCD’nin klinik ozellikleri benzerlik
gostermektedir (14). Parkinson Hastaligi demans1 ve LCD , a-siniklein iceren Lewy
cisimleri ve Lewy noritlerinin varlig1 ile karakterizedir. Ancak her iki demans da AH
patolojisinin ¢esitli asamalarinda (AP ve norofibriler yumaklar (NFY)), 6zellikle yiksek
biligsel fonksiyonlarla iliskili korteks bolgelerinde ortaya gikarlar (15). Ayrica Lewy
cisimleri siklikla Geg-Baslangicli Alzheimer Hastaligi (GBAH) patolojisine eslik
ederler (16).

Vaskiler Demans ise serebrovaskiiler hastalik veya kardiyovaskiiler patoloji
nedeniyle ortaya ¢ikan iskemik veya hemorajik beyin lezyonlarindan kaynaklanan

bilissel islev kayb1 olarak tanimlanmaktadir (17).

Fronto-

tem |
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Sekil 2.1. 65 yas istii bireylerde goriilen Demans tipleri ve oranlart (18)



2.2. Alzheimer Hastahg

AH, demansin ilerleyici bir formudur (19). Bu hastalik, hafiza, muhakeme, karar
verme, fiziksel cevreye uyum ve dilde ilerleyici bozukluklara yol acan, Ozellikle
hipokampus ve kortekste geri doniisiimsiiz néronal kayip ile karakterize en yaygin
norodejeneratif bir hastaliktir (20).

Ik olarak 1907 yilinda Alois Alzheimer tarafindan tarif edilen ve nérodejeneratif
bir hastalik olan AH, yiizyilimizin 6nemli saglik sorunlarindan biridir (21). 65 yas iizeri
insanlar arasinda en yaygin 6liim nedenleri arasinda dordiincii sirada bulunmaktadir (1).
AH ve diger demanslarin, yaglanan diinya popuUlasyonu ile 2030 yilina kadar 66

milyona; 2050 yilina kadar ise 115 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir (2).

2.2.1. AH Patogenezi

AH, ilerleyici néron ve sinaps kaybi ile karakterize edilen (3), NFY olarak
adlandirilan hiperfosforile tau proteinlerinin kiimelenmesi (Sekil 2.2) ve AP olarak

adlandirilan AB peptidlerin birikimi (Sekil 2.3) gibi patofizyolojik lezyonlar gézlenen
bir hastaliktir (4).

!'I.

[

Sekil 2.2. Norofibriler Yumaklar (22) (okla gosterilmistir)



Sekil 2.3. Amiloid plaklar (22). (okla gosterilmistir)

AH, klinik olarak biligsel islevlerde ilerleyici tarzda bir kayb1 takiben demans ve
olim ile karakterize bir durum olarak tanimlanir. Patolojik olarak, AP peptidlerin
ekstrasellller, hiperfosforile tau proteinlerin ise intraselltler birikimi ve néronal 6lim
seklinde tamimlanmaktadir (5, 6). AP peptidlerin birikmesinin ve asir1 iretiminin,
AH’deki noéronal hiicre fonksiyon bozuklugu ve oOliime yol agan patolojik akisi

baslattigina dair 6nemli kanitlar mevcuttur (23).

AH'de AP ve NFY 0zellikle frontal, temporal ve pariyetal korteks, hipokampus
ve bazal ©on beyin kolinerjik cekirdekleri gibi beyindeki bircok bdélgede
gozlemlenmektedir (24). Oncelikle transentorhinal kortekste olusurlar ve daha sonra
sirasiyla entorhinal kortekse, hipokampus bolgelerine ve daha sonra da serebral kortekse
yayilirlar (25; Sekil 2.4). AH’de hem neokorteks hem de hipokampustaki sinaptik
baglantilarda kayip mevcuttur (26).
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Sekil 2.4. AH’nin beyinde yayilma siireci (27)

2.2.2. AH’nin Klinik Seyri

AH Klinik olarak ¢ asamadan meydana gelmektedir. Pre-semptomatik fazda
kisiler bilissel olarak normal olup AH’ye ait bazi patolojik degisiklikler gézlemlenir. Bu
kisilerin bazilar1 hi¢ klinik belirtiler géstermeden 6lduklerinden bu kisileri “AH’nin pre-
semptomatik fazinda” seklinde isimlendirmek, gergek bir ifadeden ziyade daha ¢ok bir
hipotezdir (12). Yaygin olarak hafif bilissel bozukluk olarak anilan prodromal faz (hafif
biligsel bozukluk), demans kriterlerine uymayan, erken biligsel semptomlarin
baslamasiyla karakterizedir. Prodromal fazda biligsel bozuklugun siddeti, bellek
bozuklugunun erken ortaya cikmasindan diger biligsel alanlardaki daha yaygin
fonksiyon bozukluguna kadar degisim gosterir. Son faz demans ise oldukca ciddi
fonksiyon kaybina yol agan ¢oklu alanlardaki bozukluklar olarak tanimlanir (28, 29).

AH, Erken-Baslangigli Alzheimer Hastaligi (EBAH) ve GBAH olarak 2 alt tipe
kategorize edilebilir (30, 31). AH vakalarinin yaklasik % 1-5’inde EBAH mevcuttur ve
EBAH bulunan bu hastalardaki baslangi¢ yas1 65 yas oncesi, 40’11 yaslarin sonu ya da
50’1 yaslarin baslangici seklinde degisirken, 65 yasindan sonra hastalik gelisen
hastalarin % 95’inden fazlasinda ise GBAH goriilmektedir (32). Pozitif AH aile dykusi



olan kisilerde hem EBAH hem de GBAH ortaya ¢ikabilir. EBAH vakalarinin yaklagik

% 60’1n1n ailelerinde birden fazla Alzheimer olgusuna rastlandigi rapor edilmistir (33).
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Sekil 2.5. Bilinen ve farazi AH genlerinin katki ve etkilesimleri (34).

Ilgili kaynaktan degistirilerek almti yapilmustir.

2.3. AH Genetigi

EBAH’de 3 gendeki mutasyonlarin otozomal dominant kalittmindan sorumlu
oldugu tespit edilmistir (Tablo 2.1). Bunlar; 21. kromozom (zerinde (21921) bulunan
Amiloid prekirsor protein (APP), 14. kromozom Uzerinde bulunan (14924.2)
presenilin-1 (PSEN1) ve 1. kromozom izerinde bulunan (1g42.13) presenilin-2
(PSEN2). Bu genlerdeki mutasyonlar, demans ve noronlarin apoptozisine yol acan AP
iretim degisikligine (hem AP40 hem de AP42) neden olabilirler (35; Sekil 2.5).
Apolipoprotein E (APoE) geninin &4 alleli daha yaygin ve karmagik olan GBAH igin
onemli bir genetik risk faktori olarak kabul edilmistir. Fosforile taunun fibriler

yumaklari da AH’nin 6nemli bir patolojik 6zelligidir (36).



Tablo 2.1. AH ile iliskili genler (37)

Gen Lokasyon Protein Kalit Baslangic Kalitsal
sembol yasi (y1l) | formlara katki
APP 21q921.2 Amiloid beta | Otozomal 40-60 <%5
Ad dominant
ApoE 19913.2 | Apolipoprotein Risk 40-90 Risk faktor
E faktor
PSEN1 14924.3 Presenilin-1 Otozomal 30-58 > % 50-75
dominant
PSEN2 | 1g31-g42 Presenilin-2 Otozomal 45-88 <%5
dominant

2.3.1. Amiloid Prekiirsor Protein

APP, kromozom 21q21 iizerinde yer alan ve tek bir gen tarafindan kodlanan
(38), bircok dokuda ifade edilen ve néronlarda konsantre edilen bir transmembran
proteindir (39). Endoplazmik retikulumda sentezlenir, golgide post transkripsiyonel
degisim gecirerek salgi yolu ile hiicre yiizeyine taginir. Daha sonra hiicre yiizeyinden
endositozla alinip, endozomal-lizozomal yolla iglenir (40).

APP’nin 7. ve 8. eksonlarinin alternatif baglantilari sonucunda Uretilen i¢c ana
izoformu (APP695, APP751, APP770) bulunmaktadir (41). APP izoformlar1 695-770
amino asitler arasinda degisirler ve insan viicudu igindeki ¢esitli organlarin zarlarinda
bulunmaktadir (42). APP’nin ¢esitli sinyal yolaklarinda ve bir¢ok biyolojik siireclerde
rol oynadig1 gosterilmistir. Ancak gelismekte olan ve yetiskin organizmalardaki temel
fizyolojik fonksiyonu belirsizdir. Bununla birlikte, model organizmalar {izerinde yapilan
aragtirmalar, beyindeki APP fizyolojik fonksiyonlarmin daha iyi anlasilmasin
saglamiglardir (43). Normalde APP, B ve y sekretazlar tarafindan amiloidojenik yol; a
ve P sekretazlar tarafindan da amiloidojenik olmayan yol seklinde iki alternatif yol ile
islenir (39).



2.3.2. Presenilin-1 ve Presenilin-2

PSEN1 ve PSEN2, yaygin olarak merkezi sinir sistemi (MSS)’nde ifade edilen
transmembran proteinlerdir (44). Immiinohistokimyasal analizler bu transmembran
proteinlerinin gerek boyut gerekse hicre icindeki lokalizasyon bolgeleri bakimindan
benzer olduklarini gostermektedir. Yapilan in situ hibridizasyon analizleri ise beyindeki
PSEN1 ve PSEN2 ifadelerinin birbirlerine son derece benzerlik gosterdigini ve her ikisi
icin de mesajlarin baslica néronal popiilasyonda saptanabilecegini ortaya koymaktadir
(45). PSEN1 ve PSEN2 genleri, APP’lerin sirali proteolitik boliinmelerinden ve daha
sonra da AP peptidlerin olusumundan sorumlu olan y-sekretazin ana bilesenini
kodlamaktadir (46). PSEN1, PSEN2 ve AP prekiirsor protein mutasyonlari ailesel AH
etiyolojisinde rol alirken, sporadik AH’nin nedeni hala bilinmemektedir (44).

PSENL1 geni, 14. kromozomda yer alir (14q24.2) ve 467 aminoasitlik bir proteini
kodlayan 12 eksondan olusur. PSEN1 y-sekretaz enzim kompleksinin katalitik
bolgesini olusturan politopik bir membran proteini olup PSEN1’deki mutasyonlar
EBAH’1n en sik rastlanan nedenidir (47).

PSEN1 mutasyonlart genellikle ailesel AH’deki patolojik degisikliklere neden
oldugu diisiiniilen AB42 peptid’in iiretilme oranin1 AB40’a gore arttirir, bu da y-sekretaz
aktivitesinin azalmasina yol agan fonksiyon degisikligiyle sonuglanir (48).

12 eksonu bulunan PSEN2 geni, 1. kromozomda yer alir (1q42.13) ve 10
eksonu, 448 amino asitlik bir peptidi kodlar. PSENI gibi PSEN2 de Af’nin
kesilmesinden sorumlu olan y-sekretaz bilesenidir. PSEN2 6ncelikle beyindeki néronlar
olmak tzere bir dizi dokuda ifade edilir (47). PSEN1 mutasyonlari ¢ok sik goriilmesine

ragmen PSEN2 mutasyonlar1 ¢ok nadir olarak ortaya ¢ikar (49).

2.3.3. Apolipoprotein E

Yasam boyunca ve ilerleyen yasla birlikte, noronlar yeniden bi¢imlendirilmeli ve
sinaptodendritik baglantilar1 stirdiirmek {izere onarilmalidirlar. ApoE, lipit transport
fonksiyonu yaninda bu siireglerde de dnemli bir faktor olarak rol alir (50). ApoOE,
birbirinden bagimsiz katlanmis 22 kDa N-terminal boélgesi (1-191 kalintilar) ve 10
kDa’lik bir C-terminal bolgesi (216-299 kalintilar) olmak tizere 2 fonksiyonel bolge
iceren (51), beyinde lipit tasimay1 ve yaralanma esnasinda onarimi destekleyen dnemli

bir kolesterol tasiyicisidir (52). Periferik sinir sisteminde ApoE duyu ve motor
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noronlarin etrafindaki gliya hiicrelerinde, miyelinize olmayan Schwann hucreleri ve
hasara ugramig periferik sinirlerin yerlesik makrofajlarindan sentezlenir. MSS’de
astrositler, ApoE iireten asil hiicrelerdir. Bunun yaninda, MSS néronlar1 da ApoE’yi
ifade edebilirler (50).

Insanlarda ApoE’nin sadece bir ya da iki amino asit farki ile ApoE2, ApoE3 ve
ApoE4 olmak lizere yaygin ii¢ izoformu bulunmaktadir ve bu farkliliklar ApoE’nin hem
yapisal hem de fonksiyonel 6zelliklerini degistirebilirler (53). Insanlarda ApoE geni €2,
€3 ve &4 olmak {izere ii¢ ayri allelik forma sahiptir. €2 alleli ApoE2 izoformunu
(Cysl12, Cysl58), €3 alleli wild-type (yabani-tip) ApoE3 izoformunu (Cysl12,
Argl58) ve €4 alleli ise ApoE4 izoformunu (Argl12, Argl58) kodlar (54). Tim insan
popllasyonlarinda en yaygin formu Apo €3°dir (% 50-70) ve ApoE gen havuzunun
biiyiikk ¢ogunlugundan (%70-80) sorumludur (55). Apo €3 formunun normal bir form
oldugu kabul edilir (56). Apo &4 alleli, ApoE gen havuzunun % 10-15’inden; Apo €2 ise
% 5-10’undan sorumludur (55). ApoE, noéronlarin korunmasi ve tamirinde 6nemli bir
rol oynar ancak onun ii¢ izoformu €2, €3 ve €4 bu kritik goérevleri yerine getirme

bakimindan farkli yeteneklere sahiptirler (50; Sekil 2.6).

Sinaptik plastisite

Sinaptik onarim Kolesterol tasima

E3>E4
E3>F4 E3>E4
AP kiimelenmesi ApoE /'-\* LRP1ve LDLR
E3>E4
m&‘_/ v . aracili Ap klirensi
E4>E3

E4>E3 E45E3

Viiiitakeliisiiiii Noral toksisite

Amiloidojenik siirec

Sekil 2.6. Saglikli beyin ve AH patogenezinde ApoE izoformlarinin rolleri (57).

Ilgili kaynaktan degistirilerek alint1 yapilmustir.



ApoE polimorfik allelleri AH riskinin baglica genetik belirleyicileridir. €2 alleli
bu riski azaltirken, €4 alleli tasiyan bireyler, daha yaygin €3 alleli tasiyanlara kiyasla
artmis risk altindadirlar. ApoE €4 allelin varhigi, aym1 zamanda serebral amiloid
anjiyopati ve normal yaslanma esnasinda yasa bagli olarak algida disiis riski ile
iligkilidir (52). ApoE €2 ve €3 noral hiicrelerin korunmasi ve onariminda etkili
olmalarina ragmen, Apo €4, ndropor iizerine belirgin zarar verici etkilere sahiptir. Bu
etkiler, noron uzantilarinin disartya dogru gelismelerinin inhibisyonu, noral iskeletin
bozulmasi, tau fosforilasyonunun stimiilasyonu, ndrodejenerasyon, noronlarin artmis
proteolitik ayrilmasi, azalmis kognitif fonksiyonlar, Ap-aracili lizozomal sizinti,
apoptozis, androjen reseptor uyarilmasi ve artmig A birikimidir (50).

ApoE ile AH arasindaki iliskinin molekiiler ~mekanizmas1 heniiz
aydinlatilamamustir. Sinaptik plastisite ve sinaptogenezis iizerine farkli etkilerinin
bulunmasinin yaninda, AP’nin fibriler formlarina donlisimiine ve artmig tau
fosforilasyonuna katkida bulunduguna dair birkag hipotez ileri siiriilmiistiir (58).

AH’de gozlenen genetik degiskenligin % 40-60’1indan sorumlu olan Apo €4, bu
hastalik i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir. Apo €4’tin varligi sadece riski artirmakla
kalmayip ayn1 zamanda AH baslangi¢ yasini da diisiirmektedir. Bunun yanisira Apo &4
kalitimi serebral amiloid anjiyopati, tauopatiler, LCD, Parkinson ve multipl skleroz ile
de iliskilidir (59).

2.4. AH’nin Patolojik Biyobelirtecleri

2.4.1. Amiloid g

APP, sirali proteolitik boliinmelerle AP peptidlerin iiretimi ile sonuglanan
AH’nin patofizyolojisinde bulyik 6neme sahiptir (60). Amiloid plaklar, APP’nin
proteolitik bolinmeleriyle meydana gelen (61), 40-42 aminoasit uzunlugundaki Af
proteinin ekstraselliiler birikimi sonucunda olusur (62).

APP, a ve B sekretazlar olarak adlandirilan iki farkli proteolitik enzim tarafindan
kesilen bir membran proteinidir. a veya B-sekretaz tarafindan gerceklestirilen bu kesimi
y-sekretaz tarafindan yapilan kesilme islemi takip eder (63, 64). Bu kesilme p-sekretaz
tarafindan gergeklesir ise AP; a-sekretaz tarafindan yapilir ise P3 olarak adlandirilan ve

amiloidojenik olmadigi kabul edilen bir forma doéniisiir (65, 66; Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Amiloidojenik ve non-amiloidojenik mekanizmalar.

AP42 ve AB40 cogunlukla AH’ye neden olan ana patojenik tlrler olarak kabul
edilir (67, 68). Bu tiirlerden 40 amino asit kalintilart igeren Ap40 formu (%385), 42
amino asit igeren AP42 formundan daha yaygin goriilmektedir (48). AP42 proteini
ndronlara toksik olma ve Alzheimer hastalarinin beyinlerinde bulunan fibriler amiloid
kiimelenmelerini olusturma yoniinden artan bir egilim gostermektedir. Calismalar
AB40/AP42 oranindaki kiiciik degisikliklerin toksisiteye iliskin ciddi etkilere yol
actigin1 gostermistir (68).

2.4.2. Tau Protein

“Mikrotlbul-baglayic1 protein Tau” olarak da bilinen tau proteinleri (69), MSS
noronlarda bol miktarda fakat MSS astrositleri ve oligodendrositleri iginde ise ok
diisiik seviyelerde ifade edilmis mikrotiibiil stabilize edici proteinlerdir (70).

Tau proteini ilk olarak AH’de gbzlenen NFY icinde tespit edilmistir. Astrositik
ve oligodendrogliyal ipliksi tau icerigi ile karakterize AH disindaki diger dejeneratif
bozukluklardaki gliyal lezyonun da bir pargasini olusturmaktadir (71). Bu proteinler
tibdlin monomerlerinin mikrotiibiillere monte edilerek noronal mikrotiibiiler agin

meydana getirilmesinde énemli bir rol oynarlar (72; Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Tau ve mikrotubiliin goriiniisii.

Noronlar igindeki normal tau proteininin ana islevlerinden biri normal aksonal
tasimay1 tesvik etmek i¢in mikrotiibiilleri baglamak (73), onlarin organizasyonunu ve
stabilizasyonunu artirmaktir (74). Mikrotiibiillere bu baglanmanin néronlarin aksonal
biitiinliigiiniin korunmasi igin gerekli oldugu disiinilmektedir (75). Bu durum tau
proteininin hem bagimsiz hem de diger mikrotiibiil baglantili proteinler ile sinerji
halinde olmasi ile iligkilidir (76). Tau, N-terminal projeksiyon bolgesi, prolin agisindan
zengin alan, mikrotiibiil baglama alan1 ve bir C-terminal bolgesi olmak (izere dort
bolgeye ayrilir (77). Mikrotubul-Baglayici Protein Tau geni, kromozom 17 (izerinde yer
alir ve 16 eksondan olusur (78). 2, 3 ve 10. eksonlarinin alternatif mRNA kirpilmasi ile
olusturulan (79), 6 farkli izoformu mevcuttur (78, 80). Bu izoformlarin fosforilasyon
durumu, mikrotiibiillere baglanma afinitesini belirlemektedir (81).

Tau proteini amino asit dizisi i¢inde belirli bir motifin tekrar1 (R) ile ayirt edilir.
Bu proteinin 6 izoformunun Gg¢l, bu motifi ti¢ kez (3R), diger {igii ise dort kez (4R)
tekrarlar (Sekil 2.9). 4R tau proteinleri ilave bir baglanma bdlgesine sahip oldugundan
mikrotubul stabilizasyonunda 3R’den daha etkindir (82).
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Sekil 2.9. Tau izoformlarinin dizilis motifleri.

Mikrotubuller, 4R tau proteinleri (Ustte) ve 3R tau proteinleri (altta) ile saglamlastirilmgtir.

Yaygin olarak MSS’de agirlikli néronlarda ifade edilen Mikrotlbul-Baglayici
Protein Tau, mikrotibil dinamikleri, aksonal tasima ve norit gelisimini diizenler (83;
Sekil 2.10).

Norit gelisimi

Aksonal ta;;lm-.'; Mikrotibildinamikleri

Sekil 2.10. Taunun duzenleyici gorevleri (84)
Ilgili kaynaktan degistirilerek almti yapilmustir.

Norodejenerasyon ve demansa neden olan tau proteininin disfonksiyonu
neticesinde gorulen norodejeneratif bozukluklar “taupatiler” olarak adlandirilir. Bu

durum fosforile ve/veya kiimelenmis tau ile iligkilidir (71). Taudaki hiperfosforilasyon
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ve kiimelenmis tau gibi c¢esitli anormallikler ise AH, Pick hastaligi, ilerleyici
supranlkleer palsi, frontotemporal demans ve parkinsonizm gibi norodejeneratif
hastaliklarla iligkilidir (83).

Taupatiler, tau kiimelenmelerinde bulunan izoform igerigi ve fosforilasyon tipine
dayali olarak siniflandirilabilir (85). Sinif I taupatilerden gelen kiimelenmeler tim 6
izoformu igerirken, Smif II kiimelenmeleri biiyiik bir oranda 4R’den 3R tau izoformuna
karakterize edilir ve Smf III taupatiler ise cogunlukla 3R izoformlar iceren
kiimelenmelerle iligkilidir. Ayni1 zamanda Simif III taupatileri 262 ve 356 serin
kalintilarinda fosforilasyon eksikligi ile karakterize edilirler (86, 87).

AH’de tau, patolojik olarak hiperfosforilize olur (88). Bu durum
mikrotiibiillerden ~ tau  ayrilmasmm1  ve  fosforile  tau  igerisine  hatali
katlanma/kiimelenmesini iceren bir dizi olaylar zincirini tetikler. Bu da mikrottbdllerin

dagilmasina, aksonal tasimanin bozulmasina ve néronal 6liime neden olur (82, 89).

2.4.3. Norofibriler Yumak

NFY’nin olusumu hiperfosforile tau toplanmasinin (90), ve fosforilasyon
seviyelerinin anormal artisinin sonucudur. Normal fizyolojik kosullarda tau protein
molekiil basina 2-3 molekdl fosfat icerir. AH’de ise beyin tau protein, 5-9 mol fosfat
icerir (91). Tau proteininin hiperfosforilasyonuna yol acan hiperaktif kinazlar ve/veya
hipoaktif fosfatazlar tau’nun mikrotiibiillere baglanma yetenegini bozarlar. Baglanma
yetenegi bozulmus fosforile tau ¢ozilemeyen ¢ift sarmalli filamanlara polimerize olur.
Zamanla bunlar intranéronal NFY’ler haline gelir. NFY sonunda hiicre iskeletinin
biitiinliiglinii ve aksonal transportu bozarak hiicre 6liimiine neden olur (92, 93).

AH’de beyinde transentorhinal bolgedeki noronlardan baglayarak hipokampusa
ve sonunda kortekse yayilan iyi tanimlanmis bir model olmasi taunun Onemli
Ozelligidir. Boylece tau kiimelenmesi gosteren beyin bolgeleri klinik semptomlarin hafif

bilissel bozukluktan siddetli demansa ilerleyisini yansitir (92).
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Sekil 2.11. Tau-mikrotibdl olusum hipotezi.

Tau-mikrottbul hipotezinde tau hiperfosforilize olur bu hiperfosforilize taunun
mikrotiibiil baglayic1 yetenegini azalir bdylece mikrotiibiiller arasindan ayrilir ve
mikrotiibiiller parcalamaya baslar. Sonug¢ olarak, vezikiillerin aksonal tasinmasi
kesintiye ugrar ve sinaptik fonksiyon engellenmis olur (Sekil 2.11). Hiperfosforile tau
proteinleriaksoplazmada birikir ve sonunda eslesmis sarmal ve diiz filamentler igine

kiimelenerek yumak olusturmak igin kaynasir (94).

2.5. Sirkadiyen Saat

Memelilerde uyku, viicut sicakligi, hormon salinimi, kan basinci ve metabolizma
gibi temel biyolojik siiregleri yaklasik 24 saat diizenleyen sirkadiyen ritim, hiyerarsik
bir sistem olarak diizenlenmis viicudun biitiin hiicrelerinde yer alan ve kendi kendine
isleyen endojen saatler ile siirdiiriiliir (95). Sikadiyen saat, gunluk ritmik streclerin
cevre ile senkronizasyonunu saglayan endojen bir zamanlama mekanizmasidir (96). Bu

endojen zamanlama mekanizmasi, sicaklik, besinler ve 1s181n ¢evresel donguleri ile
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senkronizasyonunu saglamak i¢in biyokimyasal, fizyolojik ve davranigsal siiregleri
koordine eder (97).

Memelilerde uyku-uyaniklik dongiisiinii kontrol eden sirkadiyen saat On
hipotalamusun suprakiyazmatik niikleus (SKN) kisminda bulunmaktadir (98). SKN’de
bulunan ve giinliikk aydinlik/karanlik siklusu ile 24 saatlik bir periyoda ayarlanmis
merkezi sirkadiyen saat, memelilerde melatonin {iretimini ve salinimini kontrol
etmektedir (99). Sirkadiyen sistemde gerekli bir unsur olan melatonin, sirkadiyen

biyolojiyi optimize etmede rol oynar (100).

2.6. Pineal Bez

Pineal bez, beynin orta hattinda, ITI. Ventrikiiliin arkasinda yer alan ve kan-beyin
bariyeri icermeyen insandaki en kicuk endokrin bezdir (101). Pineal bezin salgi
fonksiyonu iki ana grup endojen madde ile saglanmaktadir. Bunlar indolaminler ve
peptidlerdir (102). Noral tlpten tlretilmis olan bu bez (103), hem indolaminleri
(¢ogunlukla melatonin) hem de peptidleri (arginin, vazotosin gibi) iireten baskin
pinealositler ile norogliyal hicreler olmak (izere iki tip hiicreden olusur ve damarlagsma

yonunden oldukcga zengindir (104).

2.7. Melatonin

Melatonin pineal bez tarafindan beyinde {iretilen, davranigsal ve fizyolojik
sirkadiyen ritimleri kontrol eden bir hormondur. Bu hormon, gece ve gundiz
sinyallerine cevap olarak degisiklik gosterir ve melatonin seviyeleri her zaman gece
saatlerinde yukselir (105). Tiirlere bagh olarak, pineal ve kan melatonin diizeylerindeki
bu gece artislar1 genellikle 2 ile 12 kat arasinda degigmektedir. (Gilin boyunca 10 pg/ml
ile gece 120 pg/ml). Yetiskin bir insanda ise melatoninin giindiiz seviyeleri ortalama 10
pg/ml iken bu deger gece ortalama 60 pg/ml seviyelerindedir (106, 107). Yiikselmis
melatonin diizeyinin yiiksek kalma siiresi ise, karanligin siiresine baglidir (108).

Melatonin ritmi hipotalamusun SKN kisminda yerlesmis bulunan sirkadyen saat
tarafindan merkezi ve periferal yapilardan gegen bir noral devrenin pineal bezi uyarmasi

sayesinde meydana getirilir (105).
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Sekil 2.12. Melatoninin kimyasal yapis1 (109)
2.7.1. Melatonin Sentez ve Salinimi

Geceleyin SKN uyarilmasi, pineal bezde sinir uglarindan pineal perivaskuler
bosluga, NA salinimi ile sonuglanmaktadir (100). Noradrenalin, postsinaptik reseptorler
olan pinealosit membranindaki  ve a-reseptorlerine baglanir. Melatonin yaklasik % 85
B-reseptorlerinin aktivasyonu ile, % 15’i ise a-reseptorlerinin uyarilmasi ile sentez
edilir, B ve a adrenerjik reseptorlerin uyarilmasi ile hiicre iginde CAMP ve N-
asetiltransferaz artis1 olur. Melatoninin 6n maddesi, bir aminoasit olan triptofandir ve
pinealositler i¢inde 6nce serotonine, daha sonra melatonine doniisturalur (108, 110,
111).

Melatonin, gece boyunca iki biiylik bolgede iiretilir. Biri dolagimdaki melatonin
kaynagi olan pineal bez (epifiz) dir (112). Dolasimdaki melatonin, mevsimsel ve
sirkadiyen fizyolojide endokrin bir role sahiptir. Melatonin sentezinin ikinci kismi
melatoninin 151k ve karanliga adaptasyonda bir parakrin rol oynadig: diisiiniilen retina
fotoreseptdr hucreleridir (105). Retina tarafindan algilanan bir 1s1k sinyali oncelikle
retino-hipotalamik yolla asil sirkadiyen saat alan1 olan SKN’ye ve sonra paraventrikiler
nikleusa iletilir. Daha sonra sinyal, dorsomedial hipotalamik nikleus ve medulla
spinalisin intermediolateral kolonundan gecerek stperior servikal gangliyon (sempatik
gangliyon)’a ulasir. Sonunda siiperior servikal gangliyondan ¢ikan postgangliyonik
sinirler pineal bezi innerve ederler (111, 113). Fotondroendokrin sistem g¢evresel 151k
bilgilerini algilayan retinadan meydana gelirken, retinohipotalamik yol ise endojen
sirkadiyen osilator alani olugturan SKN’ye 151k sinyallerini iletir (114).

Insanlarda serum melatonin seviyesindeki artis karanligin hemen ardindan baslar

(20:00-23:00), gece (01:00 ile 05:00 arasinda) zirveye ulasir, daha sonra (gecenin ikinci
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yarisinda) giderek azalir. Serum melatonin seviyeleri yasa bagli olarak da degisir (115).
Spesifik melatonin antikorlarin yardimiyla melatonin beyin, retina, lens, koklea,
solunum yolu epiteli, deri, gastro-intestinal yol, karaciger, bobrek, tiroid, pankreas,
timus, dalak, immun sistem htcreleri ve endotel hiicreleri dahil olmak (zere bircok
ekstrapineal dokularda tespit edilmistir. Bu dokularin ¢ogunda melatonin sentezleyen
enzimler belirlenmistir (106, 116). Melatonin esas olarak, beyin omurilik sivisi,
tiikiiriik, safra, eklem sivisi, amniyotik sivi ve anne siitii de dahil olmak {izere tiim
biyolojik sivilar iginde bulunmaktadir (117, 118).

Melatonin sentezi pineal bez (pinealositler) igerisine amino asit triptofanin aktif
olarak alimi ile baglar (119) ve triptofan, triptofan hidroksilaz enzimi ile 5-
hidroksitriptofana (5-HTP) dondstiiriiliir (Sekil 2.13). Sonraki adim serotonine (5-
hidroksitriptamine) doniistiiren bir nonspesifik dekarboksilaz tarafindan 5-HTP
dekarboksilasyonunu kapsar ve 5-HTP, serotonine dondsturulir (120, 121). Serotonin
de N-asetiltransferaz ile N-asetilserotonine ve son olarak dahidroksiindol-O-

metiltransferaz enzimi tarafindan melatonine doniistiiriiliir (122, 123).

COOH COOH
trlptofan
5 hidroksilaz

Triptofan 5-hidroksitriptofan

aromatik |-aminoasit
dopa dekarboksilaz

NHCOMe l NH:
arllalkllamln OH
N asetiltransferaz (AANAT) \
HN
N-asetilserotonin (NAS) Serotonin
\ (5-hidroksitriptamine, 5-HT)
hidroksiindol-O-metiltransferaz
(HIOMT) NHCOMe
MeQ
HN
Melatonin

(5-metoksi-N-asetiltriptamin)

Sekil 2.13. Melatonin sentez basamaklar1 (124)
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Memelilerde melatonin birgok etkisini hiicre zarina bagli MT1 (yiiksek afiniteli)
ve MT2 (diisiik afiniteli) olarak adlandirilan iki G protein-bagh reseptorler araciligiyla
gergeklestirir. MT1 ve MT2 reseptorleri SKN, substantia nigra ve nukleus akumbens
gibi MSS’nin g¢esitli bolgelerinin yanisira bagisiklik hiicreleri, retina ve koroner
arterlerde de dahil olmak iizere ¢esitli periferik dokularda ifade edilmektedir (125-129)
ve bu reseptorler ortak 7 transmembran yapisini paylasirlar (130, 131).

Melatonin, sentezlendikten sonra pinealositlerde depolanmayan lipofilik ve
hidrofilik bir bilesiktir. Bu 6zelliklerinden dolay1 hizli bir sekilde pasif difiizyon ile
pinealositlerden atilir. Uretilen melatonin kana ve beyin omurilik sivis1 (BOS)’na salinir
ve boylece melatonin viicudun her hiicresel boliimiine ulasir (105, 132). Kanda
melatoninin % 61-78 oraninda albumine bagli olarak bulundugu bilinmektedir (133).
Dolasimdaki melatonin, sitokrom P450 enziminin aracilik ettigi O-demetilasyon ve
hidroksilasyon yoluyla karacigerde metabolize edilir (109) ve karacigerden tek gecisi
sirasinda % 90 temizlenir (107, 134). Pineal bez, kan-beyin bariyerinin diginda oldugu
i¢in, kandaki herhangi bir molekiil pineal aktiviteyi degistirebilir. Melatoninin kandaki
yar1 omrii 20-40 dakika kadardir (107).

2.8. Mikrotubdl

Mikrotiballer, hiicre bolinmesi, kutuplagsma ve intraselliiler transportta 6nemli
roller oynayan hcre iskeletinin polimerleridir (135). Aksonlardaki mitokondriyal
hareket, mikrotiibiiller boyunca zit yonlii olarak dinein ve kinesin adli iki motor protein

tarafindan yiiriitiilmektedir (136; Sekil 2.14).
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Sekil 2.14. Kinesin, dinein ve aksonal tasima (137)

flgili kaynaktan degistirilerek alint1 yapilmistir.

Kinesinl, mikrotiibiillerin artt ucuna, dinein ise mikrotlbullerin eksi ucuna
yonelmekle gorevli olup ¢esitli hiicre i¢i kargolarin tasinmasinda adenozin trifosfat
(ATP)-tirevi enerji  kullanirlar (138). Molekiler hareketliligin  (motorlarin)
diizenlenmesi 6nemli bir hiicresel sorundur. Kargo yoklugunda bos yere ATP israfini ve
mikrotiibiil sikisikligini 6nlemek i¢in kinesin otoinhibisyon mekanizmasi devreye girer
(Sekil 2.15). Yaygin goriis olarak katlanmis otoinhibisyon durumunu korumak igin
kuyruk alaninin motor alanina baglandig: bildirilmektedir ancak molekiiler mekanizma
heniiz tam olarak ag¢iklanmis degildir. Sterik ve allosterik inhibisyonun da dahil oldugu

birkag otoinhibisyon mekanizmasi ileri siiriilmektedir (139-141).
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Sekil 2.15. Kinesin otoinhibisyon mekanizmasi (139)

Ilgili kaynaktan degistirilerek alint1 yapilmustir.

2.9. Fasikulasyon ve Elongasyon Protein Zeta-1

Aksonal biylme ve uzama igin gerekli olan FEZ1, beyinde ifade edilen bir
proteindir ve insanda 392, siganda ise 393 amino asitten olusur (7). Yetiskin ve
gelismekte olan sicanlar {izerinde yapilan bir calismada her iki gruptaki siganlarin
hipokampal noéronlarinda FEZI mRNA’simnin yiiksek diizeyde ifade edildigi
belirlenmistir (142). Immiinohistokimyasal ¢alismalar, mental hastaliklar da dahil
olmak {iizere pek cok norolojik hastaliklarin neokorteks disfonksiyonu nedeniyle
gelistigini ve bu hastaliklarin neokorteksin derin katmanlarinda ifade edilen FEZ1 ile
iliskili olabilecegini ortaya koymustur (8).

FEZ1 mRNA’sinin, yetiskin si¢can beyninin hipokampus, olfaktoér bulbus, dentat
girus ve serebellar korteks kisimlarinda giiclii sinyaller verdigi gosterilmistir (Sekil
2.16). Ozellikle hipokampusta yogun bir bicimde FEZ1 mRNA’sinn ifade edilmesi,
bellek ve Ogrenme igin yiiksek noronal plastisitenin  bir gostergesi olarak

yorumlanmustir (9).

Simdiye kadar bildirilen ¢calisma sonuglar1 FEZ1’in, néronal gelisim, ndropatiler
ve viral enfeksiyonlar ile iligkili oldugunu goOstermesine ragmen son zamanlarda
proteomik teknikler kullanilarak yapilan ¢alismalarin sonuglari, FEZ1’in hiicre motor
proteinleri ve sinyal iletimi gibi gesitli hiicre i¢i olaylarla iliskisinin olabilecegini

diistindiirmektedir (10; Sekil 2.17).
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Sekil 2.16. Baglanma ortaklarina gére FEZ1 fonksiyonlari (10)

flgili kaynaktan degistirilerek alint1 yapilmistir.

AH’nin de dahil oldugu noérodejeneratif hastaliklarin gelismesinde mitokondrinin
onemli bir roliiniin oldugu gosterilmistir (143). Giinden giine artan kanitlar, Ap’nin AH
olan beyinde mitokondriyal fonksiyon iizerinde zararli etkilerinin oldugunu ileri
strmektedir (144). Akson icindeki mitokondriyal tasima, aksonal bakim igin oldukca
onemlidir ve diizensizligi nérodejeneratif hastaliklara yol agabilir (145).

JIP1 (Jun N-terminal kinaz (JNK)-etkilesim protein 1), kinesinl hafif zincire
baglanan ve mikrotiibiil motor protein olan kinesin ile taginan bir proteindir (146, 147).
Genetik caligmalar JIP1’in yapisal aksonal tasimayr diizenlemede rol aldigini
gostermektedir (148). Kinesinl motorlarin otoinhibisyonunun, mikrotiibiil baglama ve
ilerleyici motilite kisitlamalarini kaldiran FEZ1 ve JIP1’in etkilesimi ile giderilebilecegi

ileri surulmektedir (139; Sekil 2.18).
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Sekil 2.17. Otoinhibisyon mekanizmasi, FEZ1 ve JIP1 (139).

flgili kaynaktan degistirilerek alint1 yapilmustir.

Son zamanlarda noron aksonlari iizerinde yapilan g¢alismalar, FEZ1 aracili-
kinesinl tabanli bir mekanizmay1 ortaya koymustur (149). FEZ1’in aksonda kinesin ile
etkileserek FEZ1/kinesin kompleksi olusturdugu ve bu kompleksin mikrotiibiiller
boyunca mitokondrinin tasinmasini diizenledigi gosterilmistir (150). Ayrica hipokampal
noronlarda mitokondrinin akson boyunca ileriye tasinmasi i¢in de FEZ1’in gerekli
oldugu ileri siirtilmistiir (151). Noron govdesi ve aksonda (siga toksini ile) olusturulan
FEZ1 mutasyonlarinin, ndrodejeneratif hastaliklarda goriilen transport kusurlarina
oldukga benzerlik gosteren bir duruma neden oldugu, bunun da FEZ1’in intraselluler
transportta Onemli bir roliiniin olabilecegine delil teskil ettigi bildirilmistir (149).
Mikrotibul bagimli tasimada meydana gelebilecek azalmalarin, APP’nin proteolitik
islenmesini uyarabilecegi bunun da amiloid plaklarin gelisimi ve AH ile

sonuglanabilecegi rapor edilmistir (152).

2.10. Monoaminler

Dopamin, NA ve adrenalin katekolaminler olarak bilinen ndrotransmitterlerin bir
siifina ait olup yapisal olarak bir katekol halkasi ve bir amin yan zinciri ile
tamimlanmiglardir. Katekolaminler ve indolaminler (serotonin gibi), monoaminler olarak
ifade edilir. Monoaminler amino asitlerin dekarboksile tirevleri olan, kiicik ve suda
¢cozinur  molekillerdir.  Monoaminler, salgi  graniilleri igerisinde yiiksek

konsantrasyonlarda depolanirlar. Bu salgi grandlleri, metabolik enzimler tarafindan

23



bozulmaya karsi koruma saglamanin yaninda ekzositoz yoluyla diizenli bir sekilde

salinmalarini saglarlar (153).
2.10.1. Serotonin

Serotonin, intrasinaptik ve ekstrasinaptik reseptorler (zerine etkiyerek spinal
motor kontroli module eden bir monoamindir (154). Serotonin 0Ozellikle sinaptik
sonlanmalarda amino asit triptofandan sentezlenir. Bu islem 2 enzimatik asamada
gerceklesir. Birinci asama triptofanin, triptofan hidroksilaz enzimi yardimiyla ile
5HTP’ye doniistiiriilmesi ikinci agsama ise aromatik amino asit dekarboksilaz tarafindan
5HTP, serotonine dondstiiriiliir. Serotonin, vezikiler monoamin tasiyict yardimiyla
vezikiiller i¢ine tasimir. Serotonerjik ndronlarda bir atesleme oldugunda bu
vezikullerdeki serotonin sinaptik aralia serbestlenir (155). Serotoninin 14 farkli
reseptori, molekiiler yapi, sinyal transdiiksiyon 6zellikleri ve farmakolojik 6zelliklerine
dayali olarak 7 gruba ayrilmaktadir (5-HT1, 5-HT2, 5-HT3, 5-HT4, 5-HT5, 5-HT6, 5-
HT?7). Bunlarin da ¢oklu alt gruplar1 bulunmaktadir (156).

NH;

OH

N\

HN

Sekil 2.18. Serotoninin kimyasal yapis1 (124)

Esansiyel amino asit triptofan, serotonin icin dncudur. Vicuttaki serotoninin %
95’inden fazlas1 bagirsaklarin ve gastrik mukozanin enterokromafin hiicrelerinde, geriye
kalan1 ise beynin raphe ¢ekirdegi, akciger ndroendoteliyal hiicreleri ve kardiyovaskiiler
sistemin dahil oldugu birka¢ farkli bélgeden sentezlenir (157, 158). Beyinde serotonin
ve NA norotransmisyon sistemleri, 6grenme, ruh hali, uyku, uyaniklik ve bunun yani

sira ndroendokrin ve otonom sinir sistemi diizenleme gibi MSS fonksiyonlarinda rol
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almaktadirlar. Bu iki sinir ileti sistemi genellikle bagimsiz ¢aligmaktadir, ancak son

zamanlarda birinin digeri {izerine olasi etkileri géz 6niinde bulundurulmaktadir (159).

2.10.2. Dopamin

Dolasimdaki tirozinin ¢ogunlugu besin kaynaklarindan az bir miktar1 ise
karaciger  enzimi  fenilalanin  hidroksilaz’mn  aracilik  ettigi  fenilalanin
hidroksilasyonundan kaynaklanmaktadir (160). Tirozin, enerji-bagimli bir alim islemi
ile néronlara girer ve aktif tirozin hidroksilaz enzimiaraciligi ile 6nce L-aromatik amino
asit dekarboksilaz olarak da adlandirilan dihidroksifenilalanin, daha sonra da
dekarboksilaz araciligi ile dopamine dontistiiriiliir (153, 161). Nigrostriatal ndronlar,
striatumdaki akson terminallerinden ve substantia nigra’daki soma ve dendritlerinden

dopaminin salinimina neden olurlar (162).

HO

HO CH e CH s NH,,

Sekil 2.19. Dopamininkimyasal yapisi (163)

Dopamin memeli beyninde lokomotor aktivite, duygu, olumlu pekistirme, gida
alim1 ve hormon diizenlemesi de dahil olmak iizere ¢esitli fonksiyonlar1 kontrol eden
baskin bir katekolamin norotransmitterdir (164). Dopaminin bu islevlerine biiyiik G
protein-bagli reseptor iist grubu tiyeleri olan 5 farkli reseptor alt tipi aracilik eder.
Dopamin reseptor alt tipleri, D1 benzeri grup (D1 - D5) ve D2 benzeri grup reseptorler
(D2, D3 ve D4) olmak iizere iki ana alt siifa ayrilir (165). Genel olarak D1 benzeri
reseptorler adenilat siklaz aktivitesini ve siklik AMP (cAMP) olusumunu uyarirken, D2
benzeri reseptorler baskilarlar. cAMP olusumunun uyarilmasi veya baskilanmasinin en
o6nemli sonucu protein kinaz A’nin aktive olmasi veya baskilanmasidir (166).

MSS’de D1 benzeri reseptorler baglica postsinaptik, D2 benzeri reseptorler ise
hem presinaptik hem de postsinaptik olmak iizere spesifik anatomik dagilim sergilerler.

Hipotalamustan salinan dopamin, D2 dopamin reseptorleri araciligiyla 6n hipofizden
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prolaktinin sentez ve salgilanmasin1 kontrol ederler. Dopamin reseptdr alt tiplerinin
hentiz higbiri sizofreni gibi psikotik bozukluklarin etiyolojisi ile iligskilendirilmemistir.
Ancak D3 ve D4 reseptorleri kognitif fonksiyonla ilgili bolgelerde ifade edilmektedir
(167).

Merkezi dopamin sistemleri, davranisin serebral organizasyonunun yanisira
cesitli norolojik ve psikiyatrik hastaliklarda da ©6nemli rollere sahiptirler (168).
Kapsamli  ndropatolojik  caligmalar,  subkortikal ~—monoaminerjik yapt  ve
fonksiyonlarindaki anormallikler ile AH’nin patofizyolojisi arasinda dikkat ¢ekici bir
iliskini oldugunu ileri siirmektedir (169, 170). Yapilan son galismalardaki deneysel
kanitlar da AH patogenezi ile dopaminin iligkisini destekler niteliktedir. Alzheimer
transgenik farelerden elde edilen deneysel veriler, dopaminerjik patoloji ve amiloid
birikimi arasinda yakin bir iligkinin oldugunu ileri stirmektedir (171).

Beyin fonksiyonlar1 genellikle lokal devreler i¢inde ve arasindaki eksitatdr ve
inhibitor sinyallerin kontrolli dengesi ile bu dengenin diizenlenmesinde énemli bir role
sahip GABAerjik noronlar tarafindan yiiriitiliir (172). FEZ1’in, GABAerjik néronlarda
ifade edildigi ve bu nedenle bu néronlardaki FEZ1 eksikliginin anormal davraniglarla
sonuglanan dopaminerjik iletimi degistirebilecegi ileri siiriilmiistiir (10). Yapilan bir
calismada niikleus akumbensde FEZ1 eksikliginin dopaminerjik iletimi degistirdigi,

bunun da davranis bozukluklar1 ile sonuglandig: bildirilmisdir (172).
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Sekil 2.20. Dopamin ve Noradrenalin sentez basamaklari (163)

2.10.3. Noradrenalin

Bobrek iistii bezleri, dista korteks ve i¢te medulla kisimlarindan olusmaktadir.
Ana islevleri hormon sentezini ve salgilanmasini saglamaktir. Adrenal korteks,
karmagik bir dizi steroid hormon iiretirken, sempatik sinir sisteminin bir pargasi olan
medulla ise katekolaminleri (adrenalin ve NA) Uretir (173).

Noradrenalin énemli bir katekolaminerjik norotransmitter olup (174), beyindeki
noradrenerjik noronlar genis ¢apta yayilmis efferent projeksiyonlar araciligi ile ¢ogu
beyin bolgesine NA saglamaktadirlar. Noradrenalin sentezi tirozinin kandan nérona

alinmasi ile baslayan bir seri enzimatik adimlar ile meydana gelir. Tirozin ilk olarak
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hiz-kisitlayict enzim olan tirozin hidroksilaz ile levodopaya; levodopada piridoksal
fosfat ve DOPA dekarboksilaz enzimi araciligi ile dopamine doniisttiriliir. Dopamin ise
B hidroksilaz enzimi ile etkileserek NA’e cevrilir (175-178; Sekil 2.21).

HO OIH
HO \ CH CH; NH,

Sekil 2.21. Noradrenalin kimyasal yapis1 (163)

Noradrenalin kendi sinyalini plazma zarindan iletmek i¢in G proteinine bagh
reseptorleri aktive eder.Bu adrenoseptorler 3 farkli gruba ayrilabilir: ai-reseptorleri
(01A, 01B, 01D), O2-reseptorleri (aza, 028, ozc) ve B-reseptorleri (B1, B2, B3) (179). Tim i¢
organlarin ve diiz kaslarin hiicre zarlar1 lizerinde bulunan bu adrenerjik reseptorlerin
katekolamin nérohormonlar ile etkilesime girmesi ile sinyallesme yolaklar1 aktif hale
gecer. Boylece organ fonksiyonlarinda ve diiz kas tonusunda degisiklikler meydana
gelir. "Savas ya da kag" tepkisi olusturan bu degisiklikler organizmanin hayatta kalmasi
icin hizla gergeklestirilmelidir. Dolasimdaki katekolaminler ayni zamanda MSS’nin
islevini etkileyen afferent duyu sinirlerinin {izerine etki gostererek hafizay:

etkileyebilirler (180).
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3. MATERYAL VE METOT

Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan
onaylanan (23.05.2014 tarih ve 2014/A-50 Protokol no’lu) c¢aligmadaki tim
uygulamalar etik kurul protokoliinde belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir.

Calisma siiresince deney hayvanlarmin beslenme ve bakimi indnii Universitesi
Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde (INU-DEHUM); ELISA
analizleri Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Arastirma Laboratuvari’da;
Gergek Zamanli PZR analizleri ise Inonii Universitesi Biyoteknoloji Arastirma ve

Uygulama Birimi aragtirma laboratuvarlarinda gerceklestirildi.

3.1. Gruplardaki Hayvan Sayilarimin Belirlenmesi

Deneylerde kullanilacak hayvanlarin sayisi (6rneklem biiyiikliigii), gruplar arasi
en biiyiik tahmini viicut agirlik ortalamasi farki 22 gr, standart sapmasi 10 gr, tip 1 hata
(o) 0.05 ve tip 2 hata (B) (Giig=0.80) ve grup sayisi 6 oldugunda; her bir grupta en az 10
hayvanin gerektigi gii¢ analizi ile belirlendi. (Minitab for Windows, 16.2.0).

3.2. Deney Hayvanlari ve Gruplarin Olusturulmasi

Bu calismada Inénii Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nden temin edilen ortalama 220-280 gr agirhiginda 60 adet erkek sican
kullanildi. Siganlar 6 gruba (n=10) ayrildi. Deneyler siiresince 21+1°C sicaklik ve 12
saat 151k/karanlik periyoduna sahip ortamda tutulan hayvanlar, normal musluk suyu ve

pellet halindeki standart sigan yemi ile ad libitum olarak beslendi.

Gruplar

Sham intraserebroventrikiler (ICV) kontrol grubu: Sigcanlara su tankina ve
ortama aligmalari igin 2 giin siireyle ylizdiirme yaptirilmasindan ve ardindan 3. glinden

8. gline kadar uygulama ve operasyonlar Oncesi davranis testlerinin yapilmasinin

ardindan bu gruptaki hayvanlara ICV enjeksiyon ile iki giin arayla (8. ve 10. glinlerde)
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¢ozicl (yapay beyin omurilik sivisi; yBOS) enjeksiyonu yapildi ve diger gruplardaki

hayvanlarla es zamanli olarak davranig testlerine tabii tutuldu.

Sham ICV+pinealektomi (PnX)+ intraperitonal (ip) kontrol grubu: Siganlara
su tankina ve ortama alismalar1 i¢in 2 giin siireyle yiizdiirme yaptirilmasindan ve
ardindan 3. giinden 8. gline kadar uygulama ve operasyonlar 6ncesi davranig testlerinin
yapilmasinin ardindan bu gruptaki siganlara sham PnX yapildi ve ICV olarak iki giin
arayla (8. ve 10. giinlerde) yBOS enjekte edildi. ilk enjeksiyondan itibaren 14 giin
stireyle hayvanlara intra peritoneal (ip) olarak melatonin ¢6ziclsi (10 mg/kg/giin % 0.5
etanol) enjekte edildi. 22. glinde davranis testlerine tekrar baslandi ve 5 giin siireyle

testlere devam edildi.

ICV Streptozotozin (STZ) grubu: Siganlara su tankina ve ortama alismalari
icin 2 gln slreyle yiizdiirme yaptirilmasindan ve ardindan 3. glinden 8. giine kadar
uygulama ve operasyonlar 6ncesi davranis testlerinin yapilmasinin ardindan bu gruptaki
hayvanlara ICV olarak 8. ve 10. giinlerde 3 mg/kg STZ enjeksiyonu yapildi ve 14 giin
hi¢bir uygulama yapilmayip, iyilesmeleri beklendi. 22. giinde davranis testlerine tekrar

baslandi ve 5 giin siireyle testlere devam edildi.

ICV STZ+Melatonin (MLT) grubu: Siganlara su tankina ve ortama aligmalari
Icin 2 gun slreyle ylizdiirme yaptirilmasindan ve ardindan 3. gunden 8. gune kadar
uygulama ve operasyonlar dncesi davranis testlerinin yapilmasinin ardindan bu gruptaki
siganlara ICV olarak 8. ve 10. giinlerde 3 mg/kg STZ enjeksiyonu yapildi. Ik doz STZ
uygulamasindan 1 saat dnce ip olarak 10 mg/kg/giin melatonin enjeksiyonuna baslandi
ve 14 giin streyle devam edildi (181). 22. giinde davranis testlerine tekrar baslandi ve 5

gun sdreyle testlere devam edildi.

ICV STZ+PnX grubu: Sicanlara su tankina ve ortama alismalar1 igin 2 giin
stireyle yiizdiirme yaptirilmasindan ve ardindan 3. giinden 8. giine kadar uygulama ve
operasyonlar 6ncesi davranig testlerinin yapilmasimin ardindan bu gruptaki hayvanlara
ICV olarak 8. ve 10. giinlerde 3 mg/kg STZ enjeksiyonu yapildi. ilk doz STZ
uygulamasindan hemen once PnX yapildi. Bu gruptaki sicanlara 14 giin hicbir islem
yapilmayip, iyilesmeleri beklendi. 22. glinde davranis testlerine tekrar baslandi ve 5 giin

sureyle testlere devam edildi.
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ICV STZ+PnX+MLT grubu: Siganlara su tankina ve ortama alismalari igin 2
gun sureyle yilizdiirme yaptirilmasindan ve ardindan 3. glinden 8. giine kadar uygulama
ve operasyonlar oncesi davranig testlerinin yapilmasinin ardindan bu gruptaki siganlara
ICV olarak 8. ve 10. giinlerde 3 mg/kg STZ enjeksiyonu yapildi. Ilk doz STZ
uygulamasindan 1 saat dnce ip olarak 10 mg/kg/giin melatonin enjeksiyonuna baglandi
ve 14 giin siireyle devam edildi (181). Ayrica ilk doz STZ uygulamasindan hemen &nce
hayvanlara PnX islemi de yapildi. 22. giinde davranis testlerine tekrar baslandi ve 5 giin

stireyle testlere devam edildi.

ARASTIRMA PLANI

MORRIS WATER MAZE TESTLERI

OnDenemeler Uygulama Oncesi Testler
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________________
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Uygulama Sonrasi Testler / \

Beyin dokusundan RT-PCRile FEZ1 g \‘\ Kanda, dopamin, serotonin,
mRNA seviyeleri, Western blot ile de - ,@ Y ®, \ noradrenalin analizleri
protein miktarlan belirlendi Lo~ o+ yapildi

Sekil 3.1. Deneysel aragtirma plani
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3.3. Morris Su Tanki Deneyleri I. Asama

Hayvanlarin uzamsal 6grenme ve hafizalari, Morris su tanki kullanilarak test
edildi (182). Morris su tanki, 60 cm yiiksekliginde, 150 cm ¢apinda paslanmaz gelikten
yapilmig, siyah ve biiyiik bir dairesel havuzdur (Sekil 3.2). Suyun sicakligi otomatik
1sitict sayesinde 23+1°C seviyelerinde korunabilmektedir (183). Su yuzeyinin 1 cm
altina, ¢ap1 8 cm olan sabit konumlu ve siyah renkli bir platform yerlestirilmistir. Sigan,

yiizme zorlugundan kagmak i¢in platform tizerine tirmanabilecektir. Platformun yerini

gizlemek igin su, toksik olmayan siyah bir boya (Mixol konsantre boya renklendirici 20
ml No:1 Siyah) ile renklendirildi.

Sekil 3.2. Morris su tanki ve tankin listten kamera goriintiisi

Havuz, 4 varsayimsal ¢eyrek daireye boliinmiistiir (kuzey, giiney, dogu, bati).
Veriler, havuzun merkezi lizerinde tavana sabitlenmis video izleme sistemine bagl bir
video kamera ile elde edildi (184). Morris su tanki testlerine baglanmadan 6nce tim
gruplardaki sicanlara, su tankina ve ortama aligmalari i¢in 2 giin siireyle giinde 4 tekrar
seklinde platformsuz 6n egitim yaptirildi (Testler, kontrol grubundaki hayvanlara da

diger gruplarla es zamanli olarak uygulanmustir). On egitimler bittikten sonra (3. giinden
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itibaren) uygulama ve operasyonlar 6ncesi davranis testlerine gecildi ve 5 giin siireyle
giinde 4 tekrar olarak yapilip veriler kaydedildi (185). 5 giinliikk bu testin ardindan
patform, bulundugu yerden kaldirilarak (probe testi) 90 sn siireyle hayvanlarin tank

igerisindeki kayitlar1 alinarak veriler analizler icin kaydedildi (186).

3.4. Uygulama ve Operasyonlar

3.4.1. Hazirhk

3.4.1.1. Yapay Beyin Omurilik Sivisinin Hazirlanmasi

Hem ¢oziicii olarak dogrudan uygulamak icin hem de STZ’yi ¢6zmek amaciyla
kullanilacak olan yBOS hazirlamak icin Tablo 3.1.’de belirtilen kimyasal bilesikler

tartilarak 500 ml steril distile su icerisinde iki farkli ¢ozelti elde edildi. 1 ve 2. ¢ozelti
1:1 hacminde karistirilarak yBOS elde edildi (187).

Tablo 3.1.Yapay beyin omurilik sivisinin i¢erdigi bilesikler ve miktarlar

1. ¢Ozelti 2 ¢ozelti
Bilesik Miktar (g) Bilesik Miktar (g)
NaCl 8.66 Na:HPO4. 7H20 0.214
KCI 0.224 NaH2PO4 .H20 0.027
CaClz . 2H20 0.206
MgCl, . 6H.0 0.163

3.4.1.2. STZ Cozeltisinin Hazirlanmasi
Hayvanlara ICV yolla enjekte edilecek olan STZ, biyolojik emniyet kabininde

steril sartlarda taze olarak hazirlandi ve steril yBOS icerisinde ¢Ozdurulerek 3 mg/kg

dozuna ayarlandi (188).
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3.4.1.3. Melatonin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Melatonin uygulanma 6ncesinde % 0.5 etanol icerisinde c¢ozdurilerek serum
fizyolojik ile uygun konsantrasyona ayarlandi (10 mg/kg). Hazirlanan bu c¢ozelti
icerisindeki etanoliin final konsantrasyonunun % 0.5’den fazla olmamasina dikkat edildi
(189, 190).

3.4.2. Stereotaksik Islem ve ICV STZ Enjeksiyonu

Siganlar, ip olarak 70 mg/kg ketamin (Richter Pharma AG, Avustralya) ve 8
mg/kg xylazine (Bioveta PLC, Cek Cumhuriyeti) ile anestezi altina alindi1 (191).
Siganlarin anesteziye girip girmediklerine parmak kistirma ve fizyolojik yanitlarin
izlenmesi sonunda karar verildi. Anesteziye giren si¢anlarin kafa derisi tras edilerek
kafatasi dis kulak yolundan stereotaksik cihaza yerlestirildi (Small Animal Stereotaxic
System, ASI Instruments, ABD). Antiseptik soliisyonla temizlenen kafa derisine, gézler

hizasindan enseye kadar bir insizyon yapilarak (Sekil 3.3A) periost siyrildi (Sekil 3.3B).

Sekil 3.3. Kafa derisine insizyon yapilmasi (A) ve periostun siyrilmasi (B).

Paxinos-Watson Stereotaksik Rat Beyin Atlasi’na gore Bregma noktasi referans
alinarak (Bregmadan 0.8 mm posteriyor, sagital suturdan 1.4 mm lateral ve kafatasi
kemiginden 4.8 mm vertikal) sag ve sol lateral ventrikulin koordinatlar1 tespit edildi
(192; Sekil 3.5A-B).

34



Sekil 3.4. Bregma noktasinin goriintisic (A) ve lateral ventriktllerin
koordinatlarinin belirlenmesi (B)

Kafatasi kemigi iizerinde tespit edilen ve isaretlenen sag ve sol lateral
ventrik(lun yeri duraya zarar vermeden 2 mm ¢apli matkap ucu ile delinip (Sekil 3.6A)
Hamilton enjektori yardimiyla her iki ventrikile ICV olarak 8. ve 10. glinlerde STZ ve
¢oziicii enjeksiyonlart yapildi (193; Sekil 3.6B). Her bir sigan igin tek seferde her
ventrikiile 10 pl enjeksiyon yapildi (188). Insizyon yeri dikildikten sonra % 10 povidon
iyodin surtildli (194) ve hayvanlar iyilesmeleri i¢in tekli kafeslere alindu.

Sekil 3.5. Kafatas1 kemiginin matkapla delinmesi (A) ve ventrikil icerisine STZ

enjeksiyonu yapilmasi (B).

STZ, toprak bakterilerinden turetilen ve ilk kez 1963’te anti-kanser ajan olarak
gelistirilen  glukozamin-nitrozoiire bilesigi olup deney hayvanlarinda diyabeti
indiikledigi bulunmustur. O zamandan beri sistemik STZ uygulamasi, insiiline bagimli
(Tip I) diyabetin en sik bagvurulan deneysel modeli olmustur (195). Kimyasal olarak

kararsiz bir molekiil olan STZ, pankreas  hiicrelerinde birikir ve toksik radikaller tiretir
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(196). Siganlara diisiik diyabetojenik dozda ICV STZ enjekte edildiginde beyin glukoz
ve enerji metabolizmasinda uzun siireli bozulmaya neden oldugu tespit edilmistir. Buna
ek olarak 6grenme ve hafiza bozuklugu ile birlikte hipokampus kolin asetil transferaz
diizeylerinde azalma gorilmiistir (197, 198). Son zamanlarda ICV STZ modeli hatiri
sayilir sekilde populerlik kazanmaktadir (195).

3.4.3. Pinealektomi Islemi

Sicanlar, ip olarak 70 mg/kg ketamin ve 8 mg/kg ksilazin ile anestezi altina
alind1 (191). Kafatas1 derisine ve deri alti dokuya bir kesi yapilarak Lambda’nin ortaya
cikmasi saglandi (Sekil 3.7A). Kafatasinin iist kismma mikro freze matkap (Proxxon
MICROMOT 50/E, Almanya) ile 3 mm ¢apinda dairesel bir kesi yapildi (Sekil 3.7B) ve
vendz siniis altinda yer alan pineal bez pensle tek parca halinde ¢ikarildi (Sekil 3.7C).

Sekil 3.6. Lambda noktas1 (A), pinealektomi yapilacak bolgenin delinmesi (B)

ve ¢ikarilan pineal bez (C)

3.5. Morris Su Tanki Deneyleri II. Asama

Tiim gruplara yapilan operasyon ve uygulamalardan sonra 14 gin slren post-
operatif donemin ardindan (22. Giinden itibaren) daha dnce anlatildigi sekilde Morris su
tank1 deneyleri tekrar yapildi ve veriler kaydedildi. Davranig testleri bittikten sonra elde
edilen veriler EthoVision XT10 Image Analysis (Noldus Information Tech.) software
programi yardimiyla analiz edilerek, istatistik analizler kisminda belirtilen testler

kullanilarak kiyaslandi.
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3.6. Deneyin Sonlandirilarak Kan ve Dokularin Alinmasi

Son testleri takiben hayvanlar dekapitasyonla dldurilerek, kan ve beyin dokulari
alindi. Alinan kan 6rneklerinden serum dopamin, serotonin ve NA seviyeleri belirlendi.
Ayrica hayvanlarin beyni ¢ikarilip (islemin ayrintilar1 asagida beynin ¢ikartilmasi
baslig1 altinda anlatilmistir) hipokampus bdolgesi ayrildi. Polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) ile FEZ1 gen ifadesi, Western blot ile de protein diizeyleri belirlendi.

3.6.1. Beynin Cikartilmasi
Dekapitasyon islemi gergeklestirildikten hemen sonra makasla foramen

magnum’u agiga ¢ikarmak igin kafatas: tizerindeki deri ve kas tabakalar1 kesildi (Sekil
3.12A-B).

Sekil 3.7. Kafatasi iizerindeki deri ve kas tabakalarinin kesilmesi

Makasin bir ucu Foramen magnum’un i¢inden sokularak (sagli ve sollu olarak)

beyine dokunulmadan kafatasi kemigi kesildi (Sekil 3.13A-B).

Sekil 3.8. Kafatas1 kemiginin kesilmesi

37



Kesilen kemik bir pens yardimiyla kaldirilarak yerinden ¢ikarildi (Sekil 3.14A-
B). Daha sonra beyin, foramen magnum’un alt tarafindan ucu kiint bir pens ile sinir
baglantilar1 kesilerek bulundugu yerden ¢ikartildi (199; Sekil 3.14 C-D). Beyin dokusu
cikarilir ¢ikarilmaz hipokampus bolgesi ayrildi (Sekil 3.15 A-D) ve RNA later
soliisyonuna konularak FEZ1 gen ifadesi analizlerine kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

| .

Sekil 3.9. Kesilen kafatas1 kemiginin kaldirilmas1 ve beynin ¢ikarilmast
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Sekil 3.10. Hipokampus bolgesinin ¢ikarilmasi

3.7. Analizlerin Yapilmasi

3.7.1. Serum (ELISA) Analizleri
Siganlarin serum dopamin, serotonin ve NA seviyeleri ticari ELISA Kitleri
(Cusabio Biotech, ELISA kit) kullanilarak belirlendi.

3.7.1.1. Serum Noradrenalin Seviyelerinin Belirlenmesi

Analiz igin sican NA’e spesifik monoklonal antibody ile kapli 96 kuyucuklu plak
kullanildi. Kitin (Cusabio Biotech, ELISA kit, Cat no: CSB-E07022r, Hubei Province,
P.R. China) igerigindeki konjugat harig, tim sollsyonlar oda 1sisina getirilerek caligildi.
Kit icerisinde mevcut olan standarta 1 ml standart dilisyon tamponu eklenerek
2000pg/ml stok standart soliisyonu hazirlandi. Daha sonra dilisyon tamponuyla bu stok
standarttan sulandirma yapilarak 0; 31.2; 62.5; 125; 500; 1000; 2000 ng/ml’lik
konsantrasyonlarda standartlar hazirlandi. Numuneler ve diger calisma kitleri oda

sicakligina getirildi. Yonteme uygun olarak ¢alisma soliisyonlar diliie edildi.
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Blank olarak belirlenen kuyucuklara hi¢bir sey eklenmedi. Daha 6nceden yerleri
belirlenen standart ve numunelerden 50 pl plaktaki kuyucuklara eklendi. 50 pl antibody
soliisyonu blank hari¢ eklenip 40 dk 37°C’de inkiibe edildi. Ardindan plak 3 kez yikama
soliisyonu ile yikandi. 100ul HRP konjiigat soliisyonu eklendi. 30 dk 37°C’de tekrar
oda 1sisinda inkiibe edildi. Plak inkiibasyon sonunda 5 kez yikama soliisyonu ile
yikandi. Yikamanin ardindan 90 pl TMB substrat soliisyonu kuyucuklara eklenip 20 dk
37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda 50 pl stop soliisyonu kuyucuklara
eklenerek reaksiyon durduruldu. Calisma sonunda plak okuyucu yardimiyla 450 nm’de

okumasi yapildi. Kitin sensitivitesi 0.49 pg/ml’dir.

3.7.1.2. Serum Serotonin Seviyelerinin Belirlenmesi

Bu ybntemde sigan serotoninin spesifik monoklonal antibody ile kapli 96
kuyucuklu plak kullanildi. Kitin (Cusabio Biotech, ELISA kit, Cat no: CSB-E083664r,
Hubei Province, P.R. China) igerigindeki konjugat hari¢, tim soliisyonlar oda 1sisina
getirilerek calisildi. Kit igerisinde mevcut olan hazir 0; 0.2; 0.8; 3.2; 12.8; 40; 160;
ng/ml’lik standartlar kullanildi. Numuneler ve diger ¢alisma kitleri oda sicakligina
getirildi. Yonteme uygun olarak ¢aligma soliisyonlar1 diliie edildi.

Blank olarak belirlenen kuyucuklara higbir sey eklenmedi. Daha dnceden yerleri
belirlenen standart ve numunelerden 50 pl plaktaki kuyucuklara eklendi. 50 ul antibody
solisyonu ve 50 pl HRP soliisyonu blank hari¢ eklenip 1 saat 37°C’de inkibe edildi.
Ardindan plak 3 kez yikama soliisyonu ile yikandi. Yikamadan sonra 50 pl Substrat A
ve 50 pl Substrate B soliisyonlar1 tim kuyucuklara eklendi. 15 dk 37°C’de inklbe
edildi. inkiibasyonun sonunda 50 pl stop soliisyonu kuyucuklara eklenerek reaksiyon
durduruldu. Calisma sonunda plak okuyucu yardimiyla 450 nm’de okumasi yapildi.

Kitin sensitivitesi 0.4 ng/ml’dir.

3.7.1.3. Serum Dopamin Seviyelerinin ELISA Yontemiyle Belirlenmesi

Sican dopaminin seviyesinin belirlenmesinde, sican dopaminin spesifik
monoklonal antibody ile kapli 96 kuyucuklu plak kullanildi. Kitin (Cusabio Biotech,
ELISA kit, Cat no: CSB-E08660r, Hubei Province, P.R. China) igerigindeki konjiigat
harig¢, tim sollsyonlar oda 1sisina getirilerek ¢alisildi. Kit igerisinde mevcut olan hazir
0; 0.16; 0.31; 0.63; 1.25; 2.5; 5; 10 ng/ml’lik standartlar kullanildi. Numuneler ve diger
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caligma kitleri oda sicakligina getirildi. Yonteme uygun olarak caligma soliisyonlari
dilGe edildi.

Blank olarak belirlenen kuyucuklara hicbir sey eklenmedi. Daha dnceden yerleri
belirlenen standart ve numunelerden 100 pl plaktaki kuyucuklara eklendi. 2 saat
37°C’de inkiibe edildi. Yikama yapilmadan 100ul antibody soliisyonu blank harig
eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi. Ardindan plak 3 kez yikama soliisyonu ile
yikandi. Yikamadan sonral00ul HRP soliisyonu blank hari¢ eklenip 1 saat 37°C’de
inkiibe edildi. Plak 5 kez yikama soliisyonu ile yikandi. 90 ul TMB Substrat sollisyonu
tim kuyucuklara eklendi. 15 dk 37°C’de inkiibe edildi. inkiibasyonun sonunda 50 ul
stop soliisyonu kuyucuklara eklenerek reaksiyon durduruldu. Calisma sonunda plak

okuyucu yardimiyla 450 nm’de okumasi yapildi. Kitin sensitivitesi 0.039 ng/ml’dir.

3.7.2. Genetik Analizler

3.7.2.1. Dokudan RNA Saflastirilmasi

Beyin dokusu B-Aktin ve FEZ1 mRNA seviyelerinin tespiti icin gruplardan
alinan beyin doku ornekleri buz tizerinde kuguk parcalar halinde kesildi, RNA saklama
cozeltisi icine konuldu ve bu dokulardan Roche firmasinin tirettigi “High Pure RNA
Tissue kit” (lot no: 11596700, ref no: 12033674001) kullanilarak toplam RNA
saflasgtirilmasi yapildi. Protokole gore dnce 25 mg doku tartildi ve iizerine 350ul “Lysis
Buffer” eklendi. Daha sonra homojenizatérde 13.500 rpm hizda buz iizerinde yaklasik 1
dakika homojenize edildi. Bunu takiben homojenatin iizerine hacminin yaris1 kadar
etanol eklendi ve bu karisim vortekslendikten sonra 13.000xg’de 10 dakika santrifij
edildi. Santrifiij sonrasinda kolona 100 pul “Dnase” eklendi ve 15 dakika oda 1sisinda
inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra 500 pl Wash buffer I eklenerek 8000x g’de 1
dakika oda sicakliginda santrifiij edildi. Uzerine 500 pl Wash buffer Il eklendi ve tekrar
8000x g’de 1 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi. Daha sonra iizerine 300ul Wash
buffer Il eklendi ve 13000xg’de 2 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi koleksiyon tiipii atildi ve kolon steril bir ependorf tiipe alind1 bu islemden sonra
kolona 100 pl “Elisyon buffer” eklendi ve 8000xg’de 1 dakika oda sicakliginda
santrifj edildi. Tiipte toplanan sivi total RNA olarak elde edildi. “High Pure RNA Kit

Protokolii” kiti ile beyin dokusu 6rneklerinden saflastirilan toplam RNA’larda herhangi
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bir yikimin olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla 6rnekler, % 1 agaroz jelinde ve 1X
TBE tamponu ile 100 mV’de elektroforez islemine tabi tutuldu. RNA goriintiilemesi
UVP marka ChemiDoc 1t? sistemi ile ultraviyole 1sik altinda gergeklestirildi.
Saflagtirilan RNA’larda 28S ve 18S ribozomal bantlarinin varli§i ve herhangi bir
yikilim olmadig1 goriildii (Sekil 3.17).

28 S
18S

Sekil 3.11. Her bir gruba ait beyin doku 6rneklerinden saflastirilan RNA’lar

Ayrica dokulardan saflastirilan RNA 6rneklerinin spektrofotometrik analizleri
yapildi, érneklerin saf RNA igerdigi tespit edildi. Orneklerin RNA’lar1 miktar ve saflik
tayini i¢in “Biotek marka spektrofotometre cihazi ile “Gen5” programlar kullanilarak
260 ve 280 nm UV spektrumda 6l¢ildi. RNA miktar1 ng/uL cinsinden hesaplandi ve
260/280 oranlar1 yaklasik 2 olan saf RNA 6rnekleri cDNA sentezinde kullanildi.

3.7.2.2. cDNA Sentez ProtokolU

cDNA sentezi i¢cin Roche firmasinin trettigi “Transcriptor First strand cDNA
Synthesis” kiti (Lot n0:10842322, Ref no: 04 896 866 001)” kullanildi. cDNA sentezi
firmanin 6nerdigi sekilde yapildi. Kisaca 100 pl’lik PZR tupiine 200 ng toplam RNA, 1
ul OligodT18 (50 pmol/ul), 1 pl Random Hexamer Primer (600 pmol/ul) ve toplam
hacim 13 pl olacak sekilde bidistile su eklendi ve karistirildi. Daha sonra 65 “C’de 10
dakika PZR makinesinde isitildi. Bu karisimin iizerine 4 pl “Transcriptor Reverse
Transcriptase Reaction Buffer”, 0.5ul “Protector RNase Inhibitor”, 2 ul
DeoxynucleotideMix (her nikleotid icin 10 mM konsantrasyonda), 0.5 ul “Transcriptor
ReverseTranscriptase” enzimi eklendi ve bdylece toplam hacim 20 pl oldu. Karigtirilan
numuneler PZR makinesinde 25 °C’de 10 dakika, 55 °C’de 60 dakika ve 85 ‘C’de 5
dakika 1s1tild1 daha sonra -20 °C’de analize kadar saklanda.
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3.7.2.3. Gerg¢ek Zamanh PZR Protokolu

Gergek zamanli PZR analizi; Roche Light Cycler 96 ger¢cek zamanli PZR cihazi,
Roche firmasinin {rettigi “Fast Start Essential DNA Probes Master kit (Lot
n0:10519000, Ref no: 06402682001)” ve “Real Time Ready Assay (f-Actinlot no:
90017829, config no: 100081783; Fezl lot no: 90018146, config no: 100101827(8
pmol/ul) hidroliz problu primerler kullanilarak yapildi. Reaksiyonlar 10 upl toplam
hacimde hazirlandi. Bunun i¢in 5 pl master mix, 0.5 pl real time ready mix, 2 ul PZR
kalitesinde su ve 2.5 ul cDNA olacak sekilde hazirlandi. Calismada her ornek igin 3
tekrar yapildi. PZR sartlar1 firmanin 6nerdigi sekilde yapildi; ilk denatlirasyon 95°C’de
10 dakika, ikinci denatlirasyon 95°C’de 10 saniye, baglanma 60°C’de 30 saniye ve
polimerizasyon 72°C’de 1 saniye olarak olusturuldu ve 55 dongii tekrarlandi. Tablo
3.2.’de dizilimleri ve buyuklikleri verilen primerler gen ifadelerinin analizinde

kullanildi. B-Aktin ve FEZ1 gen dizilimleri sirasiyla EK 3 ve EK 4 ‘te verilmistir.

Tablo 3.2. B-Aktin ve FEZ1 genine ait primer dizilimleri

Gen adi Primer dizisi Ref. Sekans PCR irlin
(Forward ve Reverse) no biyiikligii

F: 5’CTAAGGCCAACCGTGAAAAG 3’ NM_031144.3 | 79 bp
B-Aktin | R: 5’GCCTGGATGGCTACGTACA 3’

FEZ1 | F:5’CTCCAGTGAAGAACCAGTTGC 3’ | NM_031066.1 | 76 bp
R: 5’GTCAGAGCATCCCAAACCTC 3’

Her bir 6rnekten saflastirilan RNA’lardan elde edilen cDNA’lar, B-Aktin, FEZ1
genlerine 0zgli primerler kullanilarak gercek zamanli PZR ile cogaltildi ve gen

ifadesindeki degisimler S-aktin genine oranla belirlendi.

3.7.3. Western Blot Analizi

Her doku lizatindan 50 pg total protein iceren 6rnekler % 6-12’lik kademede
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide jel (SDS-PAGE) elektroforezi ile 90V’da
yiiriitiilerek nitroseliilloz membrana transfer edildi. Transfer islemi sonrasinda membran,

Tween 20 iceren TBS (Tris-Buffer-Salin) (TBS/T) ile hazirlanan %5’ lik siit tozu
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soliisyonunda 1 saat blotland1 ve 3 kez TBS/T ile 10’ ar dakika aralarla yikandi. %2.5’
luk siit tozunda 1:1000 oraninda seyreltilen monoklonal FEZ1 antikoru ile bir gece
+4°C’de inkiibe edildi. Ardindan 3 kez TBS/Tween20 ile 10’ar dakika yikandi ve
TBS/Tween20 de hazirlanan % 2.5’luk sut tozu soliisyonunda horseradish peroxidase-
conjugated donkey anti-rabbit sekonder antikoru ile oda sicakliginda 1 saat muamele
edildi. Membran yikamalar sonrasinda 1: 1 oraninda karigtirilan Luminol ve peroksit ile
muamele edilerek UVP ChemiDoc-1t?> kemoliiminesans ile goriintilendi. Yiikleme
kontrolli olarak f-aktin antikoru kullanildi ve sekonder antikor muamelesi sonrasinda

yikamalar yapilarak goriintiilendi. Bant yogunluklar1 ImageJ kullanilarak belirlendi.

3.7.4. Istatistiksel Analizler

Veriler ortalama ve standart sapma ile 6zetlendi. Verilerin istatistiksel analizleri
IBM SPSS Statistics version 22.0 for Windows paket programi ile yapildi. Verilerin
normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk testi ile degerlendirildi.Verilerin gruplar arasi
karsilastirillmasinda Kruskal-Wallis testi veya tek yonli varyans analizi kullanildi.
Coklu karsilastirmalarda, tek yonlii varyans analizi sonrasinda homojen olmayan
varyanslar icin Tamhane testi, Kruskal-Wallis testi sonrasinda da Conover testi
kullanildi. Gruplar aras1 ve giinlere gore istatistiksel karslastirmalarin gosterimi
American Statistical Association (ASA) stiline gore yapildi. p<0.05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Morris Su Tanki Test Bulgular

Morris su tanki testlerine baslamadan once tiim gruplardaki si¢anlara, su tankina
ve ortama alismalar1 icin 2 giin siireyle giinde 4 tekrar seklinde platformsuz 6n
denemeler yaptirildi. On denemeler bittikten sonra uygulama ve operasyonlar dncesi
davranig testlerine gecildi. Tum gruplardaki hayvanlara 5 gun sureyle giinde 4 tekrar
olarak yaptirilan ylizme testlerinin sonuglarinin ortalamalart hesaplandi ve veriler
giinliik bloklar haline doniistiiriildii. Uygulama ve operasyonlar sonrasi, iyilesme
stirecinden sonra tekrar 5 giin streyle (gunde 4 tekrar olarak) testler yapilip elde edilen
verilerin ortalamalar1 hesaplandi. Bes giin siireyle yapilan bu ylizdiirme seanslarindan
elde edilen veriler grafik haline getirilerek 6grenme egrileri elde edildi. Bu testte elde
edilen parametreler sicanlarin uzun siireli uzaysal bellek performanslarini
yansitmaktadir. Bu testlerden elde edilen bulgular, uygulama ve operasyonlar éncesi
(preop) 5 giinliik doneme ait veriler ile uygulama ve operasyonlar sonrast (postop) 5

giinliik doneme ait veriler seklinde 2 ana alt grupta sunulmustur.

4.1.1. Uygulama ve Operasyonlar Oncesi (preop) Veriler

Sicanlara operasyonlar 6ncesinde (preop) uygulanan davranig testi slresince
kaydedilen ortalama platform mesafeleri, platformu bulma siireleri, kadran frekansi
(hedef kadrandan geg¢me sikligi), kadran siiresi (hedef kadranda gegirilen sire) ve
kadran siiresi yiizdesi (hedef kadranda gecirilen siirenin toplam siireye orani) asagida
sirastyla verilmistir. Bu parametreler agisindan deney boyunca Olgiilen nicelikler
(ortalama platform mesafeleri, platformu bulma siireleri, kadran frekansi, kadran suresi
ve kadran siiresi yiizdesi), deney gruplarindaki sicanlarin hedef kadrandaki platformu
ogrendiklerini ve bu 6grenme performanslar1 agisindan gruplar arasinda istatistiksel bir

fark olmadig1 belirlendi (Tablo 4.1-10).
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Tablo 4.1. Tim gruplarin 5 giinlik preop ve postop ortalama platform mesafe (cm) verilerinin giinlere gore ve birbiriyle karsilastirilmasi

MESAFE MESAFE MESAFE MESAFE MESAFE MESAFE MESAFE MESAFE MESAFE MESAFE
PREOP PREOP PREOP PREOP PREOP POSTOP POSTOP POSTOP POSTOP POSTOP
1.GUN 2.GUN 3.GUN 4.GUN 5.GUN 1.GUN 2.GUN 3.GUN 4.GUN 5.GUN
Sham icv
50.91 +5.56 45.57 +5.42 37.98 +4.71 32.28 +3.36 22.90 +2.41 37.15 +6.83 ¢ ¢ 36.15 +4.55% € 36.88 +5.15° 30.89 +4.71% © 25.82 +3.81% ¢
(Grupl) o 4 - #
Sham 1cv+Pnx-+ip
45.17 +4.57
50.23 +5.61 35.40 +3.05 29.57 +2.13 22.72 +2.89 40.32 +2.45° 40.24 +3.23 37.66 +4.03 ¢ 36.24 +2.33¢ 30.09 +3.25% d
Grup?2
(Grup2) a . . o
1cy STZ
50.65 +4.37 42.32 +3.27 37.19 +3.70 28.11 +3.03 22.96 +2.39 48.84 +3.33% 91 | 4515 +4.08% 9" | 4352 +3.959F 45.30 +6.502 0. 4.f | 4671 +6.49a b d.ef
(Grup3) o “ o [9)
1cv STZ+MLT
50.94 +3.67 45.99 +6.25 36.87 +3.91 28.49 +2.84 22.51 +3.26 42.02 +7.86 37.05 +4.85% € 34.84 +4.86° € 29.66 +6.08C © 23.66 +3.14D: et
(Grup4) o ) i ;
1cv STZ+Pnx
49.86 +6.99 44.38 +6.32 37.14 +7.10 30.54 +4.40 22.93 +2.42 48.41 +8.53 4738 +8.43% 91 | 4531 4640204 F | 45 49 110082 d.f 35.88 +4.342 ¢, d
(Grupb)
Q # Q ™
1cv STZ+Pnx+MLT
50.33 +7.18 43.31 +6.12 36.06 +5.40 28.90 +3.70 22.47 +2.65 40.28 +5.53 35.03 +5.87¢% ¢ 34.58 +6.70C € 31.42 +6.62° © 29.90 +6.08°¢ d
(Grup6) o N . o

Sutunlardaki degerler gruplar arasi degisimi gostermekte olup a: Grup 1’e gore anlamli b: Grup 2’e gére anlamli ¢: Grup 3’e gore anlamh d: Grup 4’e gore anlamli e: Grup

5’¢ gore anlamli f: Grup 6’ya goére anlamli. (Degerler ortalamaztstandart hata olarak verilmistir, anlamlilik diizeyi p<0.05)

Satirlardaki degerler giinlere gore degisimi gostermekte olup karsilagtirmada farkli semboli tagiyan degerler birbirlerinden istatistiksel olarak farklidir. p<0.05. (Degerler
ortalamazstandart hata olarak verilmistir, anlamlilik diizeyi p<0.05)
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Tablo 4.2. Tim gruplarin 5 giinliik preop ve postop platformu bulma siire (sn) verilerinin giinlere gore ve birbiriyle karsilastirilmasi

SURE SURE SURE SURE SURE SURE SURE SURE SURE SURE
PREOP PREOP PREOP PREOP PREOP POSTOP POSTOP POSTOP POSTOP POSTOP
1.GUN 2.GUN 3.GUN 4.GUN 5.GUN 1.GUN 2.GUN 3.GUN 4.GUN 5.GUN
Sham 1cv
b, e f c, f c, f
50.50 +2.50 48.58 +3.74 37.51 +18.29 | 27.10 +6.34 21.57 +5.05 46.57 +4.99 41.54 +6.08 37.25 +4.37 20.46 +5.87° € 25.22 +3.85 &1
(Grupl) o " o
#
Sham 1cv+Pnx+i
p 49.25 +3.05 41.20 +6.022 33.29 +6.26 27.98 +5.29 21.56 +4.77 44.37 +7.28 39.99 45.52¢ 1 36.84 +6.25% 3350 +6.24C 28.88 +5.28 & f
(Grup2) Q # Q #
1cv STZ ab,def ab,def b,d,e,f b,d,ef
49.94 +4.74 42.59 +3.48 32.42 £3.37 26.11 +2.99 21.56 +2.73 50.68 +3.17 48.12 +3.11& 0. 4. & 47.44 +2.723 0. 0. & 44.73 +4.273 0. 6. & 40.85 +2.49%: 0. d. &
(Grup3) Q # Q -
1cv STZ+MLT
49.24 +6.43 43.44 +5.78 36.60 +4.70 31.34 +3.86 21.34 +3.89 40.42 +5.13 39.26 +4.68 ¢ 35.02 +4.45% & 28.53 +1.74C € 24.66 +3.036 & f
(Grup4)
Q # = #
1cv STZ+Pnx
51.15 +6.52 42.13 +£3.292 37.44 +4.29 29.38 +4.07 21.63 +4.25 44.15 +3.33 40.43 +2.62¢ 40.96 +1.88¢ 4. 37.90 +4.05% ¢ 4. f 34.85 +3.48% 0. ¢, 4. f
Grup5
(Grups) a ” - o
1cv STZ+Pnx+MLT
50.95 +4.72 43.03 +4.57 37.86 +3.43 29.79 +4.46 21.90 +1.42 39.62 +3.02 33.90 +1.87&0.¢.e 29.11 42,31 b.c.d.e 25.19 +2.46°: ¢ € 19.15 +2.78& b ¢ d.e
(Grup6) Q # = #

Sutunlardaki degerler gruplar arasi degisimi gostermekte olup a: Grup 1’e gore anlamli b: Grup 2’e gére anlamli ¢: Grup 3’e gore anlamh d: Grup 4’e gore anlamli e: Grup

5’¢ gore anlamli f: Grup 6’ya goére anlamli. (Degerler ortalamaztstandart hata olarak verilmistir, anlamlilik diizeyi p<0.05)

Satirlardaki degerler giinlere gore degisimi gostermekte olup kargilagtirmada farkli sembolii tagiyan degerler birbirlerinden istatistiksel olarak farklidir. p<0.05. (Degerler
ortalamazstandart hata olarak verilmistir, anlamlilik diizeyi p<0.05)
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Tablo 4.3. Tiim gruplarin 5 giinliik preop ve postop kadran siire (sn) verilerinin giinlere gore ve birbiriyle karsilastirilmasi

K. SURE K. SURE K. SURE K. SURE K. SURE K. SURE K. SURE K. SURE K. SURE K. SURE
PREOP PREOP PREOP PREOP PREOP POSTOP POSTOP POSTOP POSTOP POSTOP
1.GUN 2.GUN 3.GUN 4.GUN 5.GUN 1.GUN 2.GUN 3.GUN L. GUN 5.GUN
Sham icv d d
7.13+1.72 7.78 +2.67 8.75 +2.68 10.25 +2.36 11.01 +2.97 | 8.05 +4.26° 8.07 +3.17°¢ 789 +3.116 ¢ 7.93 +4.08 857 4254 ¢
(Grupl)
Q # Q a
Sham 1cv+Pnx+ip
8.88 £1.75 8.70 £2.23 8.83 £2.79 9.33 +£2.66 10.24 +£2.02 7.93 £1.60 7.98 +1.48¢ 8.19 +0.86% d.e 8.65 +1.89C € 0.37 +1.05C €
(Grup2) o " Q #
1cv STZ
7.50 £1.22 9.48 +1.49 10.44 +1.44 11.32 £1.32 13.02 £2.22 4.98 +2.39 & d 4.83 +1. 752 0. d.f 4.63 +1.44 &b.d.f 4.78 +1.43 &b, d,f 5.39 +1.00 &b d.f
(Grup3) Q # [ =
1cy STZ+MLT
7.44 +0.81 8.16 +1.98 10.60 +0.95 11.49 +£1.70 12.49 +2.48 8.71+1.38% ¢ 9.33 +051¢¢€ 10.65 +0.98& b.c. e f 1134 +1.32a& . & f 11.14 +0.99& C. €
(Grup4) Q # Q #
1cv STZ+Pnx
7.51 £1.30 8.06 +1.13 9.25 +1.65 10.59 +£2.08 12.22 +£1.98 5.46 +1.17 ¢ 6.20 +1.2749 5.88 +0.690 4. f 5.75 +0.59 P d 6,40 40,852 b. d. T
(Grupb) Q # [
1cv STZ+Pnx+MLT
8.32 £0.94 8.96 +0.93 9.99 +1.57 10.93 £1.42 11.70 £2.12 7.74 +1.29 7.88 +1.14¢ 8.05+1.01¢ d. e 7.86 40.95 ¢ d 0.37 +0.87 & ©
(Grup Q # o) -
6)

Sutunlardaki degerler gruplar arasi degisimi gostermekte olup a: Grup 1’e gore anlamli b: Grup 2’e gore anlamli ¢: Grup 3’e gore anlamh d: Grup 4’e gore anlamli e: Grup
5’¢ gore anlamli f: Grup 6’ya gore anlamli. (Degerler ortalamazstandart hata olarak verilmistir, anlamlilik diizeyi p<0.05)
Satirlardaki degerler giinlere gore degisimi gostermekte olup kargilagtirmada farkli sembolii tagiyan degerler birbirlerinden istatistiksel olarak farklidir. p<0.05. (Degerler
ortalamazstandart hata olarak verilmistir, anlamlilik diizeyi p<0.05)
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Tablo 4.4. Tiim gruplarin 5 giinliik preop ve postop kadran frekans verilerinin giinlere gore ve birbiriyle karsilastirilmasi

KADRAN KADRAN KADRAN KADRAN KADRAN KADRAN KADRAN KADRAN KADRAN KADRAN
FREKANS FREKANS FREKANS FREKANS FREKANS FREKANS FREKANS FREKANS FREKANS FREKANS
PREOP PREOP PREOP PREOP PREOP POSTOP POSTOP POSTOP POSTOP POSTOP
1.GUN 2.GUN 3.GUN 4.GUN 5.GUN 1.GUN 2.GUN 3.GUN 4.GUN 5.GUN

Sham icv

(Grupl) 1.77 +0.62 2.10 +0.60 1.84 +0.43 1.88 +0.56 2.22 +0.79 1.63 +0.40 1.74 +0.49 1.74 +0.85 1.75 +0.70 1.7040.34

Sham 1cv+Pnx-+ip

(Grup2) 1.64 +0.67 1.64 +0.37 1.78 £0.38 1.68 £0.45 1.73 +0.61 1.78 +0.42 1.70 +0.75 1.81 +0.72 1.88 +0.67 1.91 +0.60

1cv STZ

(Grup3) 1.72 +0.26 1.83 +0.63 1.93 +0.46 1.79 40.62 2.25+0.30 1.51 +0.42 1.47 +0.26 1.56 +0.31 1.67 +1.28 1.38 +0.40
Q # Q

1cv STZ+-MLT

(Grup4) 1.72 +0.55 1.81 +0.52 1.93 +0.55 2.20 +0.45 2.20 +£0.41 1.84 +0.30 1.83 +0.30 1.83 +0.34 1.88 +0.49 1.60 +0.29
Q #

1cv STZ+Pnx

(Grupb) 1.72 +0.28 1.64 +0.57 2.04 +0.46 2.17 +0.33 2.28 +0.51 1.52 +0.36 1.51 +0.47 1.55 +0.57 1.60 +0.34 1.67 +0.12
Q # Q

1cv STZ+Pnx+MLT

(Grups6) 1.66 +0.17 1.76 +0.36 1.75 +0.38 2.00 +0.23 2.28 +0.41 1.74 +£0.30 1.78 +0.42 1.80 +0.21 1.91 +0.16 1.88 +0.12
Q # Q

Satirlardaki degerler giinlere gore degisimi gostermekte olup karsilastirmada farkl
ortalamazstandart hata olarak verilmistir, anlamlilik diizeyi p<0.05)
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Tablo 4.5. Tiim gruplarin 5 giinliik preop ve postop kadran siiresi yiizde (%) verilerinin birbiriyle karsilastirilmasi

YUzZDE YUzZDE YUZDE YUZDE YUzZDE YUZDE YUZDE YUZDE YUzZDE YUZDE
PREOP PREOP PREOP PREOP PREOP POSTOP POSTOP POSTOP POSTOP POSTOP
1.GUN 2.GUN 3.GUN 4.GUN 5.GUN 1.GUN 2.GUN 3.GUN 4.GUN 5.GUN
Sham icv
Srunt 15.26 +3.27 17.08 +5.47 26.25 +12.70 34.46 +9.36 53.40 +21.95 17.85 +9.82 10.73 $7.32€ 21.46 +8.36 € 2718 415,05 3468 41156 ©
(Grup1) N . o -
Sham 1cv+Pnx+ip
18.95 +3.93 19.92 +7.27 27.56 +12.69 35.97 +11.47 47.41 +14.39 18.15 +3.78% € 2024 +4.33€ 2274 +3.79C 4. @ 26.43 +6.08 6 O € 33.36+646C d & f
(Grup2) o # Q -
1cv STZ
15.11 +2.09 23.29 +2.98¢ 33.14 +5.08€ 45.42 +6.63 65.26 +10.28 9.96 +5.05 0. d. f 10.05 +355 & b d. & f 9.78 +3.042 b d & f 1074 +3.26 & b d e f 1323 +2.30 % D A& f
-
(Grup3) 0 M _ Q
1cv STZ+-MLT
15.35 +2.64 20.77 +3.94 3052 +3.33 42.14 +553 65.06 +13.84 21.81 +4.17 G © 24,02 +2.55C € 30.76 +4.05 b . € 3097 4581 b C & f 40.00 +8.37b- €. @
(Grup4)
Q # Q ™
1cv STZA+Pnx
13.41 +3.46 1781+3.02¢ | 2457 +473C | 35.23+9.08 60.40 +13.50 1254 +3.310 4. 15.43 +3.46 6 & 1 1435 41450 ¢, d, f 1520 +1.08 b € AT 1845 +253 3 b, ¢, d. f
(Grups) o 4 Q -
1cv STZ+Pnx+MLT
16.73 +2.98 20.52 +3.68 26.25 +3.95 35.28 +6.01¢ 47.38 +10.11 ¢ 19.66 +3.57¢ € 23.37 +3.99¢: € 27.84 +437¢ € 31.48 +5.17 ¢ d- € 49.76 +7,080:¢. €
(Grupé) a # o #

Sutunlardaki degerler gruplar arasi degisimi gostermekte olup a: Grup 1’e gore anlamli b: Grup 2’e gore anlamli ¢: Grup 3’e gore anlamli d: Grup 4’e gore anlamli

e: Grup 5’e gore anlamli f: Grup 6’ya gore anlamli. (Degerler ortalamaz+standart hata olarak verilmistir, anlamlilik diizeyi p<0.05)
Satirlardaki degerler giinlere gore degisimi gostermekte olup karsilagtirmada farkli sembolii tagiyan degerler birbirlerinden istatistiksel olarak farklidir. p<0.05. (Degerler

ortalamazstandart hata olarak verilmistir, anlamlilik diizeyi p<0.05)
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Giinlere bagli olarak azalan yizme mesafenin istatistiksel olarak anlamli oldugu
(p<0.05), gruplar arasinda ise azalis kalib1 agisindan bir fark olmadig: tespit edilmistir
(Sekil 4.1).

20 4

Operasyonlar Oncesi Yiizme Mesafeleri (cm)

10 T T T T T
3 4

Giinler

e
%]
[

Sekil 4.1. Preop 5 ginlik yizdirme testlerinde ortalama platform mesafeleri.

(Degerler ortalamatstandart hata olarak verilmistir, anlamlilik diizeyi p<0.05. Dikey cubuklar

ortalamanin standart hatasini géstermektedir.)

Giinlere bagl olarak azalan ylizme stirelerinin istatistiksel olarak anlamli oldugu
(p<0.05), gruplar arasinda ise slre azalmasi bakimindan bir fark olmadigi tespit
edilmistir (Sekil 4.2).

60

20

Operasyonlar Oncesi Yiizme Stireleri {sn)

10 T T T T T
1 2 3

Ginler

~
()]

Sekil 4.2. Preop 5 gunlik yizdirme testlerinde platformu bulma sureleri.

(Degerler ortalamatstandart hata olarak verilmistir, anlamlilik diizeyi p<0.05. Dikey cubuklar

ortalamanin standart hatasin1 géstermektedir.)
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Giinlere bagli olarak artan kadran frekanslarinin istatistiksel olarak anlamli
oldugu (p<0.05) , gruplar arasinda ise artis kalib1 agisindan bir fark olmadig: tespit
edilmistir (Sekil 4.3).

28

26 4
24 1 —

22 1

¢
e /

Operasyonlar Gncesi Kadran Frekanslar

16
14 -
1,2 T T T T T
1 2 3 4 L3¢
Glnler

Sekil 4.3. Preop 5 glnlik yuzdirme testlerinde kadran frekanslari.

(Degerler ortalama+tstandart hata olarak verilmistir, anlamlilik diizeyi p<0.05. Dikey cubuklar

ortalamanin standart hatasini géstermektedir.)

Giinlere bagl olarak artan kadran surelerinin istatistiksel olarak anlamli oldugu
(p<0.05), gruplar arasinda ise artis kalibi agisindan bir fark olmadig: tespit edilmistir
(Sekil 4.4).

Operasyonlar Oncesi Kadran Stireleri (sn)

Sekil 4.4. Preop 5 gunlik yizdirme testlerinde kadran sireleri.

(Degerler ortalamatstandart hata olarak verilmistir, anlamlilik diizeyi p<0.05. Dikey cubuklar

ortalamanin standart hatasin1 géstermektedir.)
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Giinlere bagli olarak artan kadran siresi ylzdelerinin istatistiksel olarak anlaml
oldugu (p<0.05) , gruplar arasinda ise artis kalib1 agisindan bir fark olmadig: tespit
edilmistir (Sekil 4.5).

80

70 4

Hedef Kadranda Gegirilen Sdre
(Toplam Sdrenin % si Olarak)

O T T T T T
3 4

Glinler

-
r
(4]

Sekil 4.5. Preop 5 gunlik yizdirme testlerinde kadran siiresi yuzdeleri.

(Degerler ortalamatstandart hata olarak verilmistir, anlamlilik diizeyi p<0.05. Dikey cubuklar
ortalamanin standart hatasin1 géstermektedir.)

Sekil 4.6. Preop platformun yerini 6grenmis si¢anlarinisi haritalari.

(Beyaz halka platformun yerini gostermektedir.)
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4.1.2. Uygulama ve Operasyonlar Sonrasi (postop) Veriler

Uygulama ve operasyonlar sonrasi 14 giinliik iyilesme siirecinden sonra 5 giin
stireyle giinde 4 tekrar olarak yapilan testlerden her grup igin elde edilen verilerin
ortalamalar1 hesaplandi ve glinliik bloklar haline doniistiiriilen veriler, hem gruplar arasi
hem de grup i¢i kiyaslamalari yapilarak Tablo 4.1-10°da sunuldu. Preop yapilan
davranig testlerinin 5. gilin verileri ile postop yapilan davranis testlerinin 5 giinliik
verileri siitun grafik haline getirildi. Gruplarin test periyodu boyunca ortalama platform
mesafeleri, platformu bulma siireleri, kadran frekansi (hedef kadrandan gegme sikligi),
kadran suresi (hedef kadranda gecirilen sure) ve kadran siresinin yizdeleri (hedef
kadranda gecirilen siirenin toplam siireye orani) istatistiksel olarak karsilastirilmis ve

asagida sekil olarak sunulmustur.

a- Platformu bulmak icin katedilen ylizme mesafeleri

Preop 5. giin verilerinde gruplarin (Sham ICV, Sham ICV+PnX+ip, ICV STZ,
ICV STZ+MLT, ICV STZ+PnX, ICV STZ+PnX+MLT) birbirleri arasinda herhangi bir
farkliligin olmadig1 belirlendi (p<0.05). Gruplarin preop 5. giin ortalama platformu
bulmak icin Kkatettikleri yizme mesafeleri ile postop 1. giin verileri karsilastirildiginda
tim gruplarda post 1. giin verilerinin preop 5. gun verilerine gore istatistiksel olarak
anlamli bir artis oldugu belirlendi (p<0.05).

Deney gruplarinin postop 1. giin ortalama platform mesafeleri ile postop 5. giin
verileri karsilastirildiginda ICV STZ grubu hari¢ diger gruplarda istatistiksel olarak
anlamli bir azalma oldugu tespit edilmistir. ICV STZ grubu siganlarin ortalama platform
mesafelerinde bir azalma gozlenmemistir (Sekil 4.7).

Postop 5. glne ait ortalama platforma ulasma mesafeleri gruplar arasi
karsilastirildiginda ICV STZ grubunun diger gruplara (Sham ICV, Sham ICV+PnX+ip,
ICV STZ+MLT, ICV STZ+PnX, ICV STZ+PnX+MLT) gore anlaml yiiksek oldugu
belirlendi (p<0.05). Bunun yaninda ICV STZ+PnX grubu ortalama platform
mesafelerinin, Sham ICV grubuna ve ICV STZ+MLT grubuna gore anlamli yiiksek
oldugu belirlendi (p<0.05). ICV STZ+PnX+MLT grubu ortalama platform
mesafelerinin ise ICV STZ+MLT grubuna gore anlamli yiiksek oldugu belirlendi
(p<0.05).
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H sHAMICV
SHAMICV+PNX 4P
[ IV STZ

60 1 NN ICV STZ+MLT
I ICV STZ+PNX
I ICV STZ+PNX+MLT

Postop Yizme Mesafeleri (cm)

UYGULAMA

Preop 5. 1 2 3 4 o
Gun UYGU LAMA VE OPERASYON SONRASI GUNLER
Giinler

Sekil 4.7. Postop 5 gunliik ytzdirme testlerinde ortalama platform mesafeleri.

(Gruplar arast ve giinlere gore karsilagtirmalardaki istatistiksel anlamlilik Tablo 4.1 de

gosterilmistir. Dikey ¢ubuklar ortalamanin standart hatasini gostermektedir.)

b- Platformu bulma streleri

Preop 5. giin verilerinde gruplarin (Sham ICV, Sham ICV+PnX+ip, ICV STZ,
ICV STZ+MLT, ICV STZ+PnX, ICV STZ+PnX+MLT) biribirleri arasinda herhangi bir
farkliligin olmadig1 belirlendi. Gruplarin preop 5. giin yiizme siireleri ile postop 1. giin
verileri karsilastirildiginda tiim gruplarda post 1. giin verilerinin preop 5. giin verilerine
gore istatistiksel olarak yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05). Deney gruplarinin postop 1.
giin ylizme siireleri ile postop 5. glin verileri karsilastirildiginda tiim gruplarda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu tespit edilmistir (p<0.05) (Sekil 4.8).

Postop 5. giine ait ylzme siireleri gruplar arasi karsilastirildiginda icv STZ
grubunun diger gruplara (Sham ICV, Sham ICV+PnX+ip, ICV STZ+MLT, ICV
STZ+PnX, ICV STZ+PnX+MLT) gore anlaml yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05). ICV
STZ+PnX grubuna ait yizme sirelerinin Sham ICV, Sham ICV+PnX+ip ve ICV
STZ+MLT gruplar verilerine gore istatistiksel olarak yiiksek oldugu gozlemlendi.
(p<0.05). ICV STZ+PnX+MLT grubuna ait ylizme siirelerde ise diger gruplara gore

istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu tespit edilmistir (p<0.05)
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70 -

Postop Yiizme Sireleri (sn)
S

10 -

Il SHAM ICV

SHAM ICV +NXHP
[ IcV 8T1Z

I (CV STZ+WLT
I ICV STZ+ANX
I ICV STZ+PNXHWLT

UYGULAMA

1 2 3 B 5

UYGULAMA VE OPERASYON SONRASI GUNLER

Sekil 4.8. Postop 5 giinliik yuzdirme testlerinde yiizme sureleri.

(Gruplar aras1 ve gilinlere gore karsilastirmalardaki istatistiksel anlamlilik Tablo 4.2 de

gosterilmistir. Dikey ¢ubuklar ortalamanin standart hatasini gostermektedir.)

c- Kadran frekansi

Gruplarin preop 5. giin kadran frekanslar1 ile postop 1. giin verileri
karsilastirildiginda ICV STZ, ICV STZ+PnX ve ICV STZ+PnX+MLT gruplarinin

preop 5. gilin kadran frekanslarinin postop 1. giin verilerine gore istatistiksel olarak

yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05) (Sekil 4.9).
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E SHAMICV

SHAM ICV+PNX+P

=] ICV STZ
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© B ICV STZ+PNK+MLT
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Q.
S
[72]
o
a

1 -

UYGULAMA
0 .
Preop 5. 1 2 3 4 5
Gin UYGULAMA VE OPERASYON SONRASI GUNLER
Glinler

Sekil 4.9. Postop 5 giinliik yuzdirme testlerinde kadran frekanslari.

(Gruplar aras1 ve giinlere gore karsilastirmalardaki istatistiksel anlamlilik Tablo 4.4° de

gosterilmistir. Dikey ¢ubuklar ortalamanin standart hatasini gostermektedir.)

d- Kadran stresi

Preop 5. giin kadran siireleri ile postop 1. giin kadran siireleri karsilastirildiginda
tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
Postop 1. gun kadran sureleri ile postop 5. giin kadran sureleri karsilastirildiginda ise
ICV STZ ve ICV STZ+PnX gruplart haricinde diger gruplarin kadran siirelerinin
istatistiksel olarak yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05).

Postop 1. giin kadran stireleri gruplar aras1 karsilastirildiginda Sham ICV ve ICV
STZ+MLT gruplarmin, ICV STZ grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek oldugu
belirlendi (p<0.05). ICV STZ ve ICV STZ+PnX gruplarinin kadran siirelerinde ICV
STZ+MLT grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu tespit edilmigtir
(p<0.05). ICV STZ+MLT grubunun kadran sirelerinin ICV STZ+PnX grubuna gore
istatistiksel olarak yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05).

Postop 5. giin kadran siireleri gruplar arasi karsilastirildiginda ICV STZ ve ICV

STZ+PnX gruplarinin kadran siirelerinde diger gruplarin kadran siirelerine gore
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istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Sham ICV,
Sham ICV+PnX+ip, ICV STZ+MLT ve ICV STZ+PnX+MLT gruplarimin kadran
siirelerinin ICV STZ ve ICV STZ+PnX gruplarinin kadran siirelerine gore istatistiksel
olarak yiksek oldugu belirlendi (p<0.05) (Sekil 4.10).

B sHAMICV
SHAMICV+PNX+P
I ICV STZ

I ICV STZ+MLT
I ICV STZ+ANX
I ICV STZ+NX+MLT

Postop Kadran Streleri (sn)

Preop 5. 1 2 5 4 5
Gin UYGU LAMA VE OPERASYON SONRASI GUNLER
Giinler

Sekil 4.10. Postop 5 gunlik yuzdurme testlerinde kadran sureleri.
(Gruplar arasi ve giinlere gore karsilastirmalardaki istatistiksel anlamlilik Tablo 4.3° de

gosterilmistir. Dikey ¢ubuklar ortalamanin standart hatasini gostermektedir.)

e- Kadran suresi ylzdesi

Preop 5. glin kadran siresi yiizdeleri ile postop 1. glin kadran siresi ylzdeleri
karsilagtirildiginda tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu tespit
edilmistir (p<0.05). Postop 1. giin kadran suresi ylzdeleri ile postop 5. giin kadran
siiresi yiizdeleri karsilastirildiginda ise tiim gruplarin kadran siiresi yiizdelerinin
istatistiksel olarak yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05) (Sekil 4.11).

Preop 5. giin kadran siiresi yiizdeleri gruplar aras1 karsilagtirildiginda ICV STZ
grubu kadran siresi yuzdelerinin ICV STZ+PnX+MLT grubu verilerine gore
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istatistiksel olarak yiliksek oldugu belirlendi (p<0.05). Postop 1. giin kadran siiresi
yiizdeleri gruplar arasi karsilastirildiginda Sham ICV+PnX+ip, ICV STZ+MLT ve ICV
STZ+PnX+MLT gruplarmin kadran siiresi ylizdelerinin ICV STZ ve ICV STZ+PnX
gruplarinin kadran stiresi yiizdelerine gore istatistiksel olarak yiiksek oldugu belirlendi
(p<0.05). Postop 5. giin kadran siiresi yiizdeleri gruplar arasi karsilastirildiginda ICV
STZ ve ICV STZ+PnX gruplarinin kadran siiresi yiizdelerinde diger gruplarin verilerine
gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu tespit edilmistir (p<0.05). ICV
STZ+MLT ve ICV STZ+PnX+MLT gruplarinin kadran siiresi yilizdelerinin Sham
ICV+PnX+ip, ICV STZ ve ICV STZ+PnX gruplarmin verilerine gore istatistiksel
olarak ytiksek oldugu belirlendi (p<0.05).

a0 S
B SHAMICV
o 80 4 [ SHAMICV+PNX+IP
E/ja - [ Icv STz
s 70 - B (CV STZ+MLT
S = [ ICV STZ+PNX
= 8 B 1CV STZ+PNX+MLT
Onr B B
8 (=}
-
° R 50
8 £
= =
s S 0
Y =2
5 ¢
T © 30 A
(3] - L
Q. =
% 20 | ' 1]
S i “ |
o 10 - g
gid i
1 2 3 4 5

UYGU LAMA VE OPERASYON SONRASI GUNLER

Gunler

Sekil 4.11. Postop 5 glnlik ytzdirme testlerinde kadran suresi yizdeleri.

(Gruplar arasi ve giinlere gore karsilagtirmalardaki istatistiksel anlamlilik Tablo 4.5’ de

gosterilmistir. Dikey ¢ubuklar ortalamanin standart hatasini gostermektedir.)
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4.1.3. Probe Test Verileri ve Karsilastirmalari

Probe testler, uygulama ve operasyonlar dncesi (preop) probe testi ile uygulama
ve operasyonlar sonrasi (postop) probe testi olmak iizere iki kez yapildi. Siganlarin
preop ve postop kadran frekanslari ile kadran siireleri karsilastirildi. Preop probe test
kadran frekans verilerinde gruplar arasinda (Sham ICV, Sham ICV+PnX+ip, ICV STZ,
ICV STZ+MLT, ICV STZ+PnX, ICV STZ+PnX+MLT) herhangi bir farkliligin
olmadigi belirlendi.

Postop probe test kadran frekans verileri gruplar arasi karsilastirildiginda Sham
ICV ve Sham ICV+PnX+ip gruplarinin kendi aralarinda bir farkliligin olmadigi ancak
kadran frekans verilerinin diger gruplarin verilerine gore istatistiksel olarak yiiksek
oldugu belirlendi (p<0.05). ICV STZ ve ICV STZ+PnX gruplari kadran frekans verileri
arasinda herhangi bir anlamli fark gézlenmezken bu gruplarin verilerinin diger gruplara
gore istatistiksel olarak anlamli bigimde diisiik oldugu tespit edildi (p<0.05). ICV
STZ+MLT ve ICV STZ+PnX+MLT gruplar1 kadran frekans verileri arasinda herhangi
bir anlamli fark gozlenmezken Sham ICV ve Sham ICV+PnX+ip gruplarina gore
istatistiksel olarak diisiik oldugu (p<0.05), ICV STZ ve ICV STZ+PnX gruplar1 kadran
frekans verilerine gore ise istatistiksel olarak yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05) (Tablo
4.11).

Tablo 4.11. Probe test uygulamasinda preop ve postop kadran frekanslarinin

karsilastirilmasi

Preop probe test Postop probe test
GRUP n kadran frekans1 kadran frekans1
Sham ICV 10 6.99 (5.25-8.75) 6.50 (5.50-9.00) @
Sham ICV+PnX+ip 10 6.96 (5.00-7.56) 5.63 (4.75-10.25) @
ICV STZ 10 6.85 (5.68-7.75) 3.38 (1.25-5.00) b
ICV STZ+MLT 10 6.73 (5.75-7.75) 4.75 (3.75-6.75) ©
ICV STZ+PnX 10 6.75 (6.25-7.50) 3.75 (2.75-4.75)
ICV STZ+PnX+MLT | 10 6.50 (5.75-7.75) 4.75 (4.75-6.50) ©

(Degerler ortanca (en kiigiik-en blyik) olarak ifade edildi. Sttunlarda ayni harfi tasiyan gruplar arasinda

anlamli bir fark olmayip, farkli harfleri tagiyan gruplar birbirlerine gore istatistiksel olarak anlamli.

(p<0.05).)
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Sekil 4.12. Siganlarin preop probe test 1s1 haritalari.
(A:Sham ICV; B: Sham ICV+PnX+ip;C: ICV STZ; D: ICV STZ+MLT; E: ICV STZ+PnX; F:
ICV STZ+PnX+MLT). (Beyaz halka platformun kaldirildig1 yeri gostermektedir.)

Sekil 4.13. Siganlarin postop probe test 1s1 haritalari.
(A:Sham ICV; B: Sham ICV+PnX+ip;C: ICV STZ; D: ICV STZ+MLT; E: ICV STZ+PnX; F:
ICV STZ+PnX+MLT). (Beyaz halka platformun kaldirildig1 yeri géstermektedir.)
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Postop probe test kadran siiresi verileri gruplar arasi karsilastirildiginda Sham
ICV ve Sham ICV+PnX+ip gruplarinin kendi aralarinda bir farkliligin olmadig1 ancak
kadran suresi verilerinin diger gruplarin verilerine gore istatistiksel olarak yuksek
oldugu belirlendi (p<0.05). ICV STZ ve ICV STZ+PnX gruplar1 kadran siireleri verileri
arasinda herhangi bir anlaml fark gézlenmezken bu gruplarin verilerinin diger gruplara
gore istatistiksel olarak anlamli bigimde diisiik oldugu tespit edildi (p<0.05). ICV
STZ+MLT ve ICV STZ+PnX+MLT gruplar kadran siireleri verileri arasinda herhangi
bir anlamh fark gozlenmezken Sham ICV ve Sham ICV+PnX+ip gruplarina gore
istatistiksel olarak diisiik oldugu (p<0.05), ICV STZ ve ICV STZ+PnX gruplar1 kadran
stiresi verilerine gore ise istatistiksel olarak yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05) (Tablo
4.12).

Tablo 4.12. Probe test uygulamasinda preop ve postop kadran siirelerinin

karsilastirilmast
Preop probe test Postop probe test

GRUP n kadran suresi kadran suresi

Sham ICV 10 32.82 (29.54-35.64) 31.72 (23.24-36.98) @
Sham ICV+PnX+ip 10 | 31.26(30.11-33.94) | 27.39 (22.45-36.74)2
ICV STZ 10 | 31.63(30.16-33.92) | 19.29 (14.04-25.42)P
ICV STZ+MLT 10 | 31.09(29.11-32.68) | 25.98(25.46-27.97)°
ICV STZ+PnX 10 30.87 (27.67-39.48) | 17.45(13.03-19.70) P
ICV STZ+PnX+MLT 10 30.95 (28.22-32.77) 26.10 (25.46-29.16) ©

(Degerler ortanca (en kiigiik-en blyiik) olarak ifade edildi. Sutunlarda ayni harfi tagiyan gruplar arasinda
anlamli bir fark olmayip, farkli harfleri tasiyan gruplar birbirlerine gore istatistiksel olarak anlamlt
(p<0.05).)
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4.2. Biyokimyasal Analiz Bulgular

4.2.1. Serum Noradrenalin Seviyelerinin Analiz Bulgulan

Tablo 4.13. Tiim deney gruplarindaki serum Noradrenalin seviyeleri

GRUP n Noradrenalin (pg/ml)
Sham ICV (Grupl) 10 1364.09+403.74 . d-e.f
Sham ICV +PnX+ip (Grup2) 10 1339.59+633.9 ¢ d & f
ICV STZ (Grup3) 10 712.1+189.52 a.b.f
ICV STZ+MLT (Grup4) 10 700.83+409.44 2P
ICV STZ+PnX (Grup5) 10 630.69+316.38 2P
ICV STZ+PnX+MLT (Grup6) 10 515.88+222.5 ab.c

Degerler ortalamaztstandart hata olarak verilmistir, anlamlilik diizeyi p<0.05. (Her gruba ait satirlardaki
sayisal degerlerin tasidig: harfler, istatistiksel olarak hangi grup veya gruplara gore farkli oldugunu ifade
etmektedir p<0.05). (a: Grup 1’e gore anlamli, b: Grup 2’e gore anlamli, ¢: Grup 3’e gore anlamli, d:
Grup 4’e gore anlamli, e: Grup 5’e gore anlamly, f: Grup 6’ya gore anlamli).

Gruplararasi serum Noradrenalin seviyeleri karsilastirildiginda Sham ICV grubu

ile Sham ICV+PnX+ip gruplarinin kendi aralarinda istatistiksel olarak bir farkliligin
olmadig1 belirlendi. Ancak bu iki grubun degerlerinin diger gruplara gore istatistiksel
olarak yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05). ICV STZ grubu serum NA seviyelerinin, ICV
STZ+PnX+MLT grubuna gore

(p<0.05)(Tablo 4.13).

istatistiksel

olarak yiiksek oldugu belirlendi
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4.2.2. Serum Dopamin Seviyelerinin Analiz Bulgular

Tablo 4.14. Tiim deney gruplarindaki serum Dopamin seviyeleri

GRUP Dopamin (ng/ml)
Sham ICV 10 0.16+0.04
Sham ICV+PnX+ip 10 0.15+0.05
ICV STZ 10 0.15+0.04
ICV STZ+MLT 10 0.09+0.03
ICV STZ+PnX 10 0.16+0.05
ICV STZ+PnX+MLT 10 0.15+0.05

Tiim gruplarin (Sham ICV, Sham ICV+PnX+ip, ICV STZ, ICV STZ+MLT, ICV
STZ+PnX, ICV STZ+PnX+MLT) serum Dopamin seviyeleri karsilastirildiginda

gruplarinin kendi aralarinda istatistiksel olarak bir farkliligin olmadig: belirlendi (Tablo

4.14).

4.2.3. Serum Serotonin Seviyelerinin Analiz Bulgular:

Tablo 4.15. Tiim deney gruplarindaki serum Serotonin seviyeleri

GRUP n Serotonin (ng/ml)
Sham ICV 10 25.18+20.95
Sham ICV+PnX+ip 10 28.691+12.28
ICV STZ 10 28.17£12.15
ICV STZ+MLT 10 25.93+14.42
ICV STZ+PnX 10 34.20+20.72
ICV STZ+PnX+MLT 10 30.63+22.1
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Tiim gruplarin (Sham ICV, Sham ICV+PnX+ip, ICV STZ, ICV STZ+MLT, ICV
STZ+PnX, ICV STZ+PnX+MLT) serum Serotonin seviyeleri karsilastirildiginda

gruplarinin kendi aralarinda istatistiksel olarak bir farkliligin olmadig: belirlendi (Tablo
4.15).

4.3. PZR Analiz Bulgulan

Molekuler Genetik Bulgular

Molekiiler analizlerde “Hydrolysis Probe” kimyasi kullanilarak B-aktin ve FEZ1

MRNA’larindan sentezlenen ¢cDNA’larin ger¢ek zamanli PZR ile ¢ogaltimi yapildi
(Sekil 4.14).

4200 B-aktin

‘/'P

200 /
ann s
AU //
il __,/
0300 _,,.-"' Negatif Kontrol

000 P N
00—

20 00 600 BOD 1000 200 1480 3600 1300 2000 200 00 2600 2600 3000 3200 3400 3600 3BOD 4000 4200 4400 4600 4B00 S0 5200 5400

Cyde

Sekil 4.14. B-aktin ve FEZ1 cDNA’larnin gergek zamanl PZR ile gogaltim egrisi.

B-aktin ve FEZ1 cDNA’lar1 kullanilarak yapilan ger¢cek zamanli PZR sonrasi
agaroz jelinde ornekler kosturularak primer baglanmasinin 6zgiilliigii kontrol edildi.

Analiz sonucunda her iki gen i¢in de tek ve istenilen boyda bir DNA bandi olustugu

goruldu (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. B-aktin ve FEZ1 cDNA’larinin PZR’deki ¢ogaliminin agaroz jel (%2)
elektroforezi gorintisl. Kullanilan DNA Markeri 50 bp DNA Markeri’dir. (Bioron, 50 bp, catalog
no: 304007).

ICV STZ, ICV STZ+MLT ve ICV STZ+PnX gruplarina ait FEZ1/B-aktin
MRNA oranlariin, Sham ICV ve ICV STZ+PnX+MLT gruplarimin FEZ1/p-aktin
MRNA oranlarina gore istatistiksel olarak anlamli bigimde diisiik oldugu tespit edildi

(p<0.05) (Tablo 4.16).

Tablo 4.16. Tiim gruplarin FEZ1/ B-aktin mMRNA oranlarinin karsilastiriimasi

GRUP n FEZ1/ B-aktin mRNA oranlari
Sham ICV (Grupl) 10 | 1.192 (0.845-1.363) P:c.d.ef
Sham ICV+PnX+ip (Grup2) 10 | 0.882(0.737-0.982)2
ICV STZ (Grup3) 10 | 0.820 (0.474-1.009) & f
ICV STZ+MLT (Grup4) 10 | 0.789 (0.664-0.961) & f
ICV STZ+PnX (Grup5) 10 | 0.787 (0.659-1.040) & f
ICV STZ+PnX+MLT (Grup6) 10 | 0.966 (0.810-1.053) ¢ d.¢

(Degerler ortanca (en kiigiik-en bilyuk) olarak ifade edildi. (Her gruba ait satirlardaki sayisal degerlerin
tasidig1 harfler, istatistiksel olarak hangi grup veya gruplara gore farkli oldugunu ifade etmektedir
p<0.05). (a: Grup 1’e gore anlamli, b: Grup 2’e gore anlamli, ¢: Grup 3 ‘e gore anlamli, d: Grup 4’e gore
anlamli, e: Grup 5’e gore anlamli, f: Grup 6’ya gore anlamli)
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Tim gruplardaki (Sham ICV, Sham ICV+PnX+ip, ICV STZ, ICV STZ+MLT,
ICV STZ+PnX, ICV STZ+PnX+MLT) sicanlarin hipokampus FEZ1/B-aktin mRNA
oranlar1 karsilastirildiginda Sham ICV grubunun hipokampus FEZ1/B-aktin mRNA
oranlar1 diger gruplara gore istatistiksel olarak yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05; Sekil

4.16).
0
ﬁ #
° = a O
g 0 a a %
8
!
% .
@A
f‘:‘J 0.5+
1=
[
¢ T T T T T T
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GRUPLAR

Sekil 4.16. Tim gruplarin FEZ1/ B-aktin mRNA oranlar1 (Situnlarda ayn: sembolil

tagiyan gruplar arasinda anlamli bir fark olmayip, farkli sembolleri tasiyan gruplar birbirlerine gore

istatistiksel olarak anlamli. ® Sham ICV grubuna gére anlamli (p<0.05))

4.4. Western Blot Analiz Bulgular

Tim gruplardaki (Sham ICV, Sham ICV+PnX+ip, ICV STZ, ICV STZ+MLT,
ICV STZ+PnX, ICV STZ+PnX+MLT) sicanlarin hipokampus Fezl/B-aktin oranlari
karsilastirildiginda Sham ICV grubu ile sham ICV+PnX+ip grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farkliligin olmadigi gézlemlendi. ICV STZ+MLT grubunun ICV STZ
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grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bigimde diisiik oldugu (p<0.05) ve ICV
STZ+PnX+MLT grubunun ise bu iki gruba gore anlamli bigimde diisiik oldugu
belirlendi (p<0.05). ICV STZ grubunun diger tiim gruplara gore istatistiksel olarak
anlamli bicimde yiiksek oldugu gozlemlenirken, ICV STZ+PnX+MLT grubunun ise
tim gruplara gore anlaml bigimde diisiik oldugu gézlemlenmistir (p<0.05; Tablo 4.17,
Sekil 4.17).

Tablo 4.17. Tiim gruplarin FEZ1/ B-aktin oranlarinin karsilastirilmasi

GRUP n FEZ1/ B-aktin oranlar1
Sham ICV (Grupl) 10 0.37+0.11°¢f
Sham ICV+PnX+ip (Grup2) 10 0.42+0.14¢f
ICV STZ (Grup3) 10 0.70 + 0.17 abdef
ICV STZ+MLT (Grup4) 10 0.39+ 0.17 &
ICV STZ+PnX (Grup5) 10 0.45+ 0.22 &
ICV STZ+PnX+MLT (Grup6) 10 0.17+ 0.12ab.cde

Degerler ortalamatstandart hata olarak verilmistir, anlamlilik diizeyi p<0.05.(Her gruba ait satirlardaki
sayisal degerlerin tasidig1 harfler, istatistiksel olarak hangi grup veya gruplaragdre farkli oldugunu ifade
etmektedir p<0.05). (a: Grup 1’e gore anlamli, b: Grup 2’e gore anlamli,c: Grup 3’e gore anlamli, d:
Grup 4’e gore anlamli, e: Grup 5’e gore anlamli, f: Grup 6’ya gore anlamli)
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Sekil 4.17. Tim gruplarin FEZ1/ B-aktin oranlar1 (Siitunlarda ayni sembolii tasiyan
gruplar arasinda anlamli bir fark olmayip, farkli sembolleri tasiyan gruplar birbirlerine gore istatistiksel

olarak anlamli (p<0.05)).
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5. TARTISMA

5.1. AH-FEZ1 ile Katekolaminler (NA ve dopamin) ve Serotonin Tliskisi

AH’deki kolinerjik yetersizliklere, NA, dopamin ve serotoninin de dahil oldugu
norotransmitter sistemlerdeki degisikliklerin eslik ettigini gosteren ¢ok sayida calisma
mevcuttur.  Ancak, AH-FEZ1-serotonin-NA-dopamin arasindaki iliskilerin ve
etkilesimlerin nasil oldugunu gosteren herhangi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu
calismada aksonal tasimada onemli rolii bulunan FEZI1 ile beyindeki lokal devreler
icindeki ve arasindaki eksitator/inhibitér  sinyallerin  kontrollii ~ dengesinin
duzenlenmesinde gorev alan bu ndrotransmitterler arasindaki iliskinin belirlenmesine
calisild.

Alzheimer hastaligindaki kolinerjik yetersizliklere NA, dopamin ve serotonin ile
ilgili anormal sinir iletiminin de dahil oldugu bazi transmitter sistemlerdeki bir takim
degisiklikler eslik ederken, hastaligin patogenezine baska ndérotransmitter sistemlerin de
katildigi ileri siiriilmektedir (200, 201). Kolinerjik, noradrenerjik ve serotonerjik
innervasyon kayb1 erken bir asamada gerceklesir. Bu yiizden néronlarin belirtegleri hem
olim oOncesi hem de &liim sonrasi dokuda kaybolur. Buna karsilik, dopaminerjik
innervasyon bozulmadan kalir ve kortikal GABAerjik internoronlarin belirtecleri sadece
oliim sonrast dokuda etkilenir. GABAerjik noronlarin kaybinin hastaligin sadece geg
birasamasinda olustugu ileri siiriilmektedir (202).

Dopamin iletimi tizerine serotoninerjik etkilerin artan delilleri bulunmaktadir.
Yapilan ¢aligmalarin ¢ogu serotonin iletiminin dopaminerjik aktivite iizerine engelleyici
bir rol oynadigini gostermistir (203-205), ancak bazi ¢alismalar ise tam tersi bir goriisii
ileri strmektedir (206, 207). Bu farkliliklar serotonin reseptorlerinin alt tipleri ve
faaliyetleri ile kismen aciklanabilir. Ornegin SHT2C agonistleri dopaminerjik etkileri
inhibe ederken (208), 5-HT1B ve 5-HT3 agonistleri dopamin salimini artirirlar (209,
210). Yapilan bir ¢alismada Alzheimer tip demans bulunan bes hastadan ve difiiz Lewy
cisim hastaligi bulunan ayni sayidaki hastadan 6liim sonrasi alinan beyinlerdeki NA,
dopamin ve serotonin konsantrasyonlar1 ile yine Oliim sonrasi alinmis normal
beyinlerdeki (n=5) konsantrasyonlar1 karsilagtirllmistir. Difiiz Lewy cisim hastaligi
bulunan hastalardan alinan 6liim sonrast beyinlerdeki NA, serotonin konsantrasyonlari

putamen ve neokortekste azalma gosterirken; dopamin seviyesinin her iki beyin
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bolgesinde neredeyse birbirine esit seviyede oldugu rapor edilmistir (211). Buna paralel
olarak Dopamin D2 reseptorleri hipokampal kompleksin belirli bolgelerinde
(hipokampal alanlar, entorhinal korteks, perirhinal korteks) ifade edilmektedir. Yapilan
bir ¢alismada AH’nin, dopamin D2 reseptoriiniin azalmis ifadesi ile iliskili oldugu
bildirilmistir, ancak etkilerin hipokampal kompleks igindeki alan ve rostrokaudal eksen
bakimindan farkli oldugu gézlemlenmistir. AH’nin etkiledigi entorhinal kortekste ise
dopamin D2 reseptorii ifadesinde bir azalma olmadig tespit edilmistir. D2 reseptdrleri
kayb1 gosteren bolgelerin ise tipik olarak ndritik plaklar, norofibriler yumaklar veya
onemli néron kaybi igermedigi tespit edilmistir (212).

Bu ¢alismada da STZ ile indiikklenmis ICV STZ grubu (Alzheimer modeli grup)
ile Sham ICV ve Sham ICV+PnX+ip kontrol gruplarinin dopamin seviyeleri
bakimindan istatistiksel bir anlamli farklilik gézlemlenmemis olup, literatiir bilgilerle
benzerlikler bulunmaktadir.

Yapilan  bir ¢alismada  Alzheimer hastalarinda  Serotonin  (5HT)
konsantrasyonlarinin hipokampal korteks, hipokampus ve striatumda yaklasik % 21-37
oraninda azaldigi, NA konsantrasyonlarmin frontal ve temporal korteks ile putamende
% 18-36 oraninda azaldigi belirtilmektedir. Hipokampus ile birlikte temporal ve
hipokampal korteksteki dopamin konsantrasyonunun ise Alzheimer hastalarinin
beyinlerinde % 18-27 oraninda azaldig1 gézlemlenmistir. (213). Alzheimer hastalarinin
trombosit serotonin konsantrasyonlarini belirlemek amaciyla yapilan farkli iki
calismada da serotonin seviyelerinde azalma oldugu ifade edilmistir (214, 215).

Erken-baslangigcli Alzheimer tip demanshi hasta grubu ile gec-baslangich
Alzheimer tip demansli hasta grubunun serotonin ve NA konsantrasyonlarinin
karsilastirildigi bir calismada, erken-baslangicli Alzheimer tip demansli hasta grubunun
serotonin ve NA konsantrasyonlarinda, geg-baslangi¢cli Alzheimer tip demansli hasta
grubunun konsantrasyonlarina gore daha ciddi bir azalma oldugu bildirilmistir (216).
Alzheimer tip demansh hasta grubu ile kontrollerin karsilagtirildig1 baska bir ¢alismada
ise serebrospinal sivi serotonin konsantrasyonlarimin kontrollere gore azaldig
belirtilmektedir (217). Alzheimer hastaligi olan deneklerin 6ldukten sonra frontal ve
temporal korteksteki dopaminerjik, noradrenerjik ve serotonerjik ndronlarin
faaliyetlerinin incelendigi ve kontrol grubu ile karsilastirildigi bir ¢aligmada dopamin
konsantrasyonlarinda bir azalma goriilmezken, NA ve serotonin konsantrasyonlarinda

azalmanin oldugu tespit edilmistir (218).
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Locus coeruleus ponsda izole edilmis ve MSS’de % 90’1n tizerinde noradrenerjik
noronlarin saglandig1 bir gekirdektir (219, 220). AH’nin etkiledigi bolgelerden olan
entorhinal korteks (25), locus coeruleusdan ¢cok miktarda noradrenerjik projeksiyonlar
almaktadir (221). Normal yaslanma siirecinde locus coeruleus noronlart ve serebral NA
konsantrasyonlart % 25-50 azalir. Beyinde buyik 0lctude locus coeruleusdaki
hiicrelerden kaynaklanan noradrenerjik sistemdeki bir yetersizligin, AH ve Parkinson
Hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklarin gelisiminde 6nemli bir rol oynadigi ileri
strilmektedir (222). Yapilan bir ¢alismada Senil demans Alzheimer tip bulunan 6 hasta
ile benzer yaslardaki kisilerden olusan kontrol grubu karsilagtirilmis ve locus coeruleus
hiicrelerinde degisken bir kayip (ortalama % 60 azalma) gdzlemlenmistir. Locus
coeruleusdaki  noradrenerjik  ndron  kaybina, temporal  korteksteki = NA
konsantrasyonunda benzer biiyiikliikteki bir azalma eslik ederken, dopamin
seviyelerinde herhangi bir degisiklik veya artis tespit edilmemistir (223).

Mevcut ¢alismada da gruplar arasi dopamin ve serotonin seviyeleri bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlemlenmezken, NA seviyelerindeki diisiis
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Eksojen melatonin uygulamasinin NA,

dopamin ve serotonin seviyelerini yukseltmede etkili olmadig1 goézlemlenmistir.

5.2. AH-FEZ1 ile Melatonin Tliskisi

Melatonin ile AP arasinda bir etkilesimin oldugunu gosteren bazi ipuglari
bulunmaktadir (224). Melatonin néronal 6grenme ve hafiza ile ilgili aktiviteleri
artirabileceg@i ve hem in vitro hem de in vivo AP yiiklerini azaltabilecegi ayrica
melatonin, AH benzeri nérodejenerasyona midahale i¢in potansiyel bir tedavi yaklasimi
haline gelebilecegi spekiile edilmesine karsin bu spekiilasyonlar1 dogrulamak i¢in daha
cok ¢alisma yapilmasina gereksinim bulundugu da ifade edilmektedir (225).

Noradrenerjik innervasyonlarin diizensizliginin ve serotonin azalmasinin, anti-
enflamasyonda ve kolinerjik sistemin korunmasinda 6nemli bir rol oynayan melatoninin
AH’deki azalmis seviyelerinden ve melatoninin ritm kaybindan sorumlu olabilecegi
ileri stirilmektedir (226). Pineal bez tarafindan salgilanan melatoninin, bir sitoskeletal
modiilator gibi davranarak mikrofilament ve mikrotiibiilii etkileme yetenegine sahip
oldugu bildirilmistir (227). Melatoninin, noéronal sinyalleri etkilemesinin yani sira
mitokondriyal fonksiyonlar tzerine etki ederek AH’deki néroprotektif mekanizmada da

rol oynadigi rapor edilmis (228) olup, melatoninin bu koruyucu etkisinin kismen
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mitokondri aracili olduguna inanilmaktadir (143). Yaslanmanin temel parametresi olan
genel noronal plastisitenin kaybinin da melatonin ile 6nlenebildigi bildirilmistir (229,
230). ileri yaslardaki kisilerde melatonin iiretimindeki azalmanin, AH gibi yasa bagh
norodejeneratif hastaliklarin gelisiminde rol alan temel faktorlerden birisi oldugu 6ne
strtlmektedir. Melatoninin iskemik inme, parkinsonizm ve AH deneysel modellerinde
goriilen norodejeneratif olgulart durdurmada etkili oldugu yapilan c¢alismalarla
gosterilmistir (231).

Yapilan bir caligmada, Oncesinde amiloid plak tasiyan transjenik farelere
(Tg2576 fare) 14 aylikken 4 ay siireli kronik melatonin tedavisi baslatilmis, tedavinin 4.
aymdan sonra plazmadaki melatonin seviyelerinin yukselmesine ragmen melatonin
tedavisi goren ve gOrmeyen fareler arasinda istatistiksel bir fark olmadig
gbzlemlenmistir. Amiloid plak birikiminden sonra baslatilan melatoninin tedavisinin
anti-amiloid veya antioksidan etkiler olusturmada basarisiz oldugu sonucuna varilmis ve
AH tedavisinde melatoninin yararli olabilecegi ihtimalinin azaldigi ifade edilmistir
(232). Baska bir ¢alismada ise melatoninin AH patogenezi erken olaylarinda goriilen
oksidatif streste ve hastalik siirecinin sadece bu asamasinda antioksidan tedavi olarak
yararli olabilecegi ileri siirlilmistiir. Ayrica geleneksel antioksidanlarin aksine
melatoninin kan-beyin bariyerini gecen, nispeten toksisiteden yoksun ve AH
tedavisinde potansiyel bir terapotik aday olabilcegi belirtilmistir (233).

Calismamizda hem PnX hem de ICV STZ enjeksiyonu Oncesi si¢anlara ip yolla
melatonin enjeksiyonlarina baslanmis olup 14 giin siireyle bu enjeksiyonlara devam
edilmistir. Morris testlerinde ICV STZ grubu ile ICV STZ+MLT grubu arasindaki ve
ICV STZ+PnX ile ICV STZ+PnX+MLT gruplar1 arasindaki istatistiksel agidan
gbzlemlenen farkliligin, uygulama ve enjeksiyonlar éncesinde baslattigimiz melatonin
uygulamasinin  koruyucu/engelleyici bir fonksiyonuna sahip olabilecegine delil
olusturmaktadir. Yine sonuglarimiza gore melatonin takviyesinin AH gelisiminin
onlenmesine katkida bulunmasina karsin melatonin yoksunlugunun AH gelisimi iizerine
o6nemli bir etkisinin olmadig1 sdylenebilir.

Melatoninin antioksidan ve anti-amiloid 6zellikleri sayesinde néronal hiicreleri
AP aracili toksisiteden etkin bir sekilde korudugu ve bunu A iiretimini inhibe
etmenin yaninda amiloid fibrillerin olusumunu da engelleyerek ortaya koydugu ileri
sirilmektedir. Yapilan son c¢alismalarda melatoninin Alzheimer benzeri tau
hiperfosforilasyonunu azalttigi, bunun yaninda anti-inflamasyonda ve kolinerjik

noronlarin korunmasinda rol oynadigi iddia edilmektedir (234). Alzheimer deneysel

73



modellerinde yapilan baska bir ¢caligmada da melatoninin A iiretimini inhibe etme,
amiloid fibrillerin olusumunu engelleme etkilerinin yaninda anti-oksidatif hasar, anti-
apoptoz ve bilissel fonksiyonlarin iyilestirmesi gibi birgok yararli etkilere sahip oldugu
ve melatoninin bu etkisini tau protein hiperfosforilasyonunu inhibe ederek ortaya
koydugu ifade edilmistir (235). Transgenik farelere eksojen olarak melatoninin
verilerek yapilan bir calismada beklenen zamana bagimli AP artisinin kismen inhibe
edildigi, proteinlerin anormal nitrasyonunun azaldig1 ve tedavi goren transgenik
farelerin hayatta kalma sanslarinin da arttig1 bildirilmistir (190).

Sinaptik vezikil proteinlerin aksonal transportu, ndronlarin sinaptik iletim
yoluyla iletisim kurma yetenegini korumalari i¢in gereklidir. Norotransmitter iceren
sinaptik veziklller membran proteinlerinin endositozu yoluyla sinaptik terminallerinde
toplanmaktadirlar. Bu sinaptik vezikiili membran proteinleri hiicre govdesinde
sentezlenir ve kinesin molekiiler motorlar1 kullanan mikrotiibiil-bagimli tasima yoluyla
tasiyict vezikiillerle sinapslara tagiir (236). Aksonlardaki mitokondriyal hareket,
mikrotubullerin eksi ucuna yonelen dinein ile art1 ucuna yonelen kinesin adli iki motor
proteinin enerji kullanarak gesitli hiicre i¢i kargolarin ( sinaptik vezikiller, mitokondri,
hiicre iskeleti elemanlar1 ve mRNA’lar) tasinmasinda rol almasiyla yiruttilmektedir
(136, 138, 237).

Kargo ( sinaptik vezikuller, mitokondri, hiicre iskeleti elemanlar1 ve mMRNA’lar)
yoklugunda Kinesinl otoinhibisyonu, bos yere ATP hidrolizini engeller ve hem gecici
hem de mekansal motor aktivitenin hizli ve spesifik kontroliinii saglar. Kinesinl
otoinhibisyonuna iki baglama partneri arasindaki etkilesimin katkida bulundugu
bildirilmistir (145). Yapilan bir ¢alismada JIP1 kargo proteininin Kinesinl’i aktif hale
getirmek i¢in yeterli olmadigi, motor aktivasyonu i¢in Kinesinl’in iki bodlgesinden
digerine de ikinci bir molekiiliin baglanmasi gerektigi ve Kinesin agir zincirin diger
baglama partnerinin FEZ1 oldugu ileri siiriilmiistiir. Yine ayni1 ¢alismada, JIP1 ve
FEZ1’in Kinesin’e baglanmasinin mikrotiibiil baglanmasi ve motilitede motoru
aktiflestirmek i¢in yeterli oldugu gosterilmistir (238).

Onemli ruhsal bozukluklara yatkinlik geni olan DISC1, noronal gelisim iizerinde
cok yonlu bir etkiye sahip olan iskelet proteinini kodlamaktadir (239). Hipokampus ve
serebral kortekste oldukca zengin ifade edilen ve bu bolgelerde nérogenezis, progenitor
cogalma, gb¢ ve dendritik dallanmada 6nemli rollere sahip olan DISC1 geni beyin

gelisimi, noronal baglant1 ve sinaptogenez igin de 6nem tasimaktadir (240, 241).
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DISC1, hem sizofreni hem de bipolar bozukluklar igin olasi bir genetik risk
faktorli olarak tanimlanmistir ve bu psikiyatrik hastaliklar ise bozulmus 6grenme ve
hafiza ile iliskilidir (242). DISC1’in ilk belirlenen baglama ortaklarindan biri FEZ1’dir
(243). Sizofreni hastalarmin hem dorsolateral prefrontal korteksinde hem de
hipokampusunda FEZ1 mRNA seviyelerinde anlamli bir azalma oldugu ve DISC1
genotip ile FEZ1 mRNA seviyeleri arasinda bir iliski oldugu gosterilmistir (244). Bu
bulgular FEZ1 ve DISC1’in sizofreni riski ile noronal gelisimi diizenlemede isbirligi
icinde olabilecekleri ihtimalini yikseltmektir (239). Parkinson sigan modelinde FEZ1
ifadesi ile hiicre lokalizasyonunu arastirmak ve Parkinson patogenezinde FEZI1’in
roliinii ortaya koymak i¢in yapilan bir ¢alismada FEZ1 seviyelerinin 6nce giderek
arttigi, pik yaparak daha sonra azaldigi belirtilmektedir. Ayrica Parkinson sirecinde
FEZ1’in noronal mikro ¢evrenin diizenlenmesinde ve dopamin ndronlarmin astrositik
korunmasinda rol oynadigi ileri siiriilmektedir (7).

FEZ1’in tiibiilin ve kinesin motor proteinler ile etkilesimde oldugu ve sinir
bliylime faktorii tarafindan uyarilmis PC12 hiicrelerinin biliyliyen noritlerinde
mitokondrinin hareketini kontrol ettigi gosterilmistir (150). Yapilan bir ¢alismada
yetigkin sican beyninde FEZ1 mRNA’nin, 6zellikle hipokampus, olfaktor bulbus, dentat
girus ve serebellar korteks kisimlarinda giiglii sinyaller verdigi fakat oligodendrosit ve
astrositlerde ifade edilmedigi gosterilmistir. Olfaktér bulbusdaki sinyaller mitral
hicreler ve graniler hicrelerde tespit edilirken, hipokampusteki gucll sinyaller ise
dentat girusun graniiler hiicrelerinde goézlemlenmistir (142). Astrositler dopaminerjik
ndronlart nekrotik dejenerasyona karsi korurlar ve Parkinson Hastaligi patolojisinin
ilerlemesi esnasinda nispeten istikrarli bir ortam saglarlar (7, 245). Farkl1 bir ¢alismada
da FEZ1-yetersiz farede mezolimbik yolakta degisen dopamin salinimindan
kaynaklanan anormal davranislarin varligi tespit edilmistir (172).

Noradrenerjik innervasyonlarin diizensizligi ve serotonin azalmasinin, AH’deki
azalmis melatonin seviyeleri ve melatonin ritm kaybindan sorumlu olabilecegi de ileri
stiriilmektedir. Ayrica melatoninin, kolinerjik sistemin korunmasinda 6nemli bir rol
oynadig bildirilmistir (226).

Literatiirde AH ve melatonin ile ilgili olduk¢a fazla sayida (insan ve hayvan)
calisma mevcuttur ancak bu ¢alismalarin birgogu melatonin seviyelerinin belirlenmesi
veya eksojen melatonin uygulanmasi sonucu protektif mekanizmay1 sorgulayan tarzda
caligmalardir. Bizim ¢alismamizda pinealektomi yapilan ve yapilmayan iki farkli deney

diizeneginde AH modeli olusturulmus olup hastaligin patogenezinde melatoninin
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etkinliginin (yoklugunda ve varliginda) daha net bir bi¢cimde ortaya konulmasi
saglanmistir. Melatoninin ndronal sinyalleri etkilemesinin yani sira mitokondriyal
fonksiyonlar iizerine de etkiyerek, AH’deki noroprotektif mekanizmada rol oynadigi
bildirilmistir (228). Yaslanmadaki genel néronal plastisite kaybinin melatonin ile
Onlenebildigi ileri siirilmistir (229, 230). FEZ1’in, mitokondriyal tagimayi
diizenlemesi ve uzun siireli bellek ve 6grenme i¢in yiliksek noronal plastisite gdstermesi
(9), melatonin ile FEZ1 arasinda muhtemel bir iliskinin olabilecegini akla getirmektedir.

Literatiirde norodejeneratif bir hastalik olan AH ile aksonal tasimada rolii
bulunan FEZ1 arasindaki iliskinin gosterildigi herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamuistir.
Bu calisma ile AH ve FEZ1 arasindaki muhtemel iligki belirlenmeye calisildi ve aksonal
tasimada Onemli rolii bulunan FEZI1 ile eksitator/inhibitor sinyallerin kontrolli
dengesinin dizenlenmesinde goérev alan bu ndrotransmitterler (melatonin, serotonin,
NA, dopamin) arasindaki iliski gosterilmeye ¢alisildi.

Calismamizda ICV STZ grubundaki FEZ1 protein seviyelerinde istatistiksel
olarak anlamli bir artis tespit edilmistir. AH patolojisinde yer alan tau
hiperfosforilasyonununda mikrotlbdllerin ~ baglayici  yeteneginin  azalmasi ve
mikrotubullerin  parcalamast sézkonusudur. Sonu¢ olarak, vezikiillerin aksonal
tasinmast kesintiye ugrar ve sinaptik fonksiyon engellenir. Hiperfosforilize tau
proteinleriaksoplazmada birikir. Tasimada gorevli kinesinl ‘in motor aktivasyonu igin
gerekli ortaklardan biri olan FEZ1’deki bu artisin aksonal tasimadaki bir kesintiden
veya FEZ1 proteininde olusabilecek bir birikmeden kaynakli olabilecegini
diistindiirmektedir. Bunun yanisira melatonin enjeksiyonu yapilmis gruplarimizda FEZ1
seviyelerinin kontrol gruplarina benzer veya kontrol gruplarindan diisiik ¢ikmasi ise
yine melatoninin AH patolojisi ve FEZ1 seviyelerinin normal seviyelerde tutulmasi
yoniinde olumlu etkiye sahip olabilecegini akla getirmektedir.

Calismamiza FEZI1 protein seviyelerinin ICV STZ grubunda sham gruplarina
gore istatistiksel olarak yiiksek olmasiAH ile FEZ1 arasinda bir iliskinin varligina isaret
etmesi bakimindan olduk¢a Onemlidir. Bunun yamisira ICV STZ+MLT grubu
seviyelerinin sham gruplarin seviyelerine yakin olmasi ve ICV STZ+PnX+MLT grubu
degerlerinin istatistiksel olarak ICV STZ+PnX grubundan ve hatta sham gruplarindan
bile anlamli sekilde diisiik olmasi yine melatonin AH’de koruyucu/engelleyici bir

roliiniin olabilecegine delil teskil etmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda ICV STZ grubu FEZ1 seviyelerinin sham gruplarina gére anlamh
Olctde yuksek seviyelerde olmast FEZ1 ile AH patogenezi arasinda bir iligkinin
olabilecegi yonundeki hipotezimizi destekler niteliktedir. Literatlrde mikrotibal
bagimli tasimada meydana gelebilecek azalmalarin, APP’nin proteolitik islenmesini
uyarabilecegi bunun da amiloid plak gelisimi ve AH ile sonuglanabilecegi rapor
edilmistir (152). Buradan yola ¢ikarak mikrotiibiil organizasyonu ve kargo tasinmasi ile
iligkili olan FEZ1’in bu patolojide roliiniin olabilecegi soylenebilir. Bagka bir bakis
acisindan ise yine literatiirde melatoninin mitokondriyal fonksiyon Uzerine etkiyerek,
AH’deki noroprotektif mekanizmada rol oynayabilecegi ileri siiriilmiistir (228).
Eksojen olarak melatonin uyguladigimiz  gruplarda goézlemledigimiz FEZ1
seviyelerindeki anlamli azalma, melatoninin AH ve FEZ1 patolojilerini ortadan
kaldirmada cift yonli bir etki gosterebilecegini ve protektif bir role sahip olabilecegini
ispatlar niteliktedir. Ancak bu etki ve iliskileri hangi yolak veya mekanizmalar
aracilifiyla ortaya koydugu heniliz aydinlatilamamistir. Bu yiizden Galigmalar
planlanarak ilgili mekanizmalara agiklik getirilmesi gereklidir. Agonist veya antagonist
cesitli ajanlarin da dahil edilebilecegi g¢alismalarin tasarlanmasi ve bunun yaninda
immiinohistokimyasal ¢alismalarla farkli veriler elde edilmesi de mekanizmaya agiklik
getirme bakimindan 6nem arz edecektir.

Calismamizda sham gruplar1 disindaki gruplarda NA seviyelerinde anlamli bir
azalma tespit edilmistir. Bu veri mevcut literatiirdeki AH’den etkilenen entorhinal
korteksin locus coeruleusdan cok miktarda noradrenerjik projeksiyonlar aldigi ve
noradrenerjik sistemdeki yetersizligin, AH ve Parkinson Hastalig1 gibi norodejeneratif
hastaliklarin ~ gelisiminde Onemli bir rol oynayabilecegi (221, 222) fikrini
desteklemektedir. Calismamizda gruplar arast dopamin ve serotonin seviyeleri
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gozlemlenmemis olup eksojen
melatonin uygulamasinin NA, dopamin ve serotonin seviyelerini degistirmede etkili
olmadigi belirlenmistir. AH, FEZ1 ve iligkili olduklari noérotransmitterler arasindaki
iliskinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in kapsamli ve mekanizmaya yonelik calismalara

ihtiyag duyulmaktadir.
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EK 3. B-AKTIN GEN DiziLiMi

Sican p—aktin geninin 1293 baz ¢iftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin

dizilimdeki yerleri gosterilmistir. Gen Bankasi Kayit No: NM_031144.3

1 gtcgagtccgcgtccacccgcgagtacaaccttcttgecagctectecgtegecggtecac

61 acccgccaccagttcgccatggatgacgatatcgectgcgetegtcgtcgacaacggctcce

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

ggcatgtgcaaggccggcttcgecgggcgacgatgcteccecgggecgtcettccectcecate
gtgggccgcecctaggcaccagggtgtgatggtgggtatgggtcagaaggactcctacgtg
ggcgacgaggcccagagcaagagaggcatcctgaccctgaagtaccccattgaacacggce
attgtcaccaactgggacgatatggagaagatttggcaccacactttctacaatgagctg

cgtgtggcccctgaggagcaccctgtgctgectcaccgaggcccctectgaaccctaaggec

SS>5>5>5>>>
aaccgtgaaaagatgacccagatcatgtttgagaccttcaacaccccagccatgtacgta
SSS55555>5>5>> <L L L L L

gccatccaggctgtgttgtccctgtatgcctctggtcgtaccactggcattgtgatggac
<<

tccggagacggggtcacccacactgtgceccatctatgagggttacgcgctccctcatgec
atcctgcgtctggacctggctggceccgggacctgacagactacctcatgaagatcctgacc
gagcgtggctacagcttcaccaccacagctgagagggaaatcgtgcgtgacattaaagag
aagctgtgctatgttgccctagacttcgagcaagagatggccactgecgecatcectcttce
tccctggagaagagctatgagctgcectgacggtcaggtcatcactatcggcaatgagegg
ttccgatgccccgaggcetctecttccagecttecttcctgggtatggaatcctgtggeate
catgaaactacattcaattccatcatgaagtgtgacgttgacatccgtaaagacctctat
gccaacacagtgctgtctggtggcaccaccatgtacccaggcattgctgacaggatgcag

aaggagattactgccctggctcctagcaccatgaagatcaagatcattgctcctcctgag

cgcaagtactctgtgtggattggtggctctatcctggcctcactgtccaccttccageag

atgtggatcagcaagcaggagtacgatgagtccggcccctccatcgtgcaccgcaaatge

ttctaggcggactgttactgagctgcgttttacaccctttctttgacaaaacctaacttg

CgCaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

>>>>>> [leri primer

<<<<<< Geri primer
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EK 4. FEZ1 GEN DiziLiMi

Sican Fez-1 geninin 1697 baz ¢iftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin

dizilimdeki yerleri gosterilmistir. Gen Bankas1 Kayit No: NM_031066.1

1 tagctggcttgcccgectgcecgttgcactgcaccgggcecacctctagececggtggatgggga

61 tgtctggctgaaccccgggatccgattccctcctccaggacctgctcagggaaacggatce

121
181
241
301
361

>>>>

421
>>>>

481
<<
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

1501

ttgacagttgccatcattgtactacggtgccaggatggaggctccactggtgagtctgga
tgaagagtttgaagatatcaggccctgctgcactgaggacccagaggaaaagccacaaag
tctctatggcacatctcctcaccacctggaggacccttcecctcteccgagettgagaattt
ttcttccgaaataatcagcttcaagtccatggaggacctcgtgaatgaatttgatgagaa
gctcaatgtctgctttcggaactacaatgccaagaccgagaacctggctccagtgaagaa

SS>>5>5>5>5>5>
ccagttgcagatccaggaggaggaggagactcttcgggatgaggaggtttgggatgctct

>>>> <L LL L L L L L L L L L LKL

gacagacaattacatcccttcactctcagaagactggagggacccaaacattgaagctct
gaatggcaacagctctgacactgagatccacgagaaggaagaagaagatgagttcattga
gaagagtgaaaacgactctggtatcaacgaggagcctctcctcacagctgaccaggtgat
tgaggagatcgaagaaatgatgcagaactccccagatcctgaggaggaagtggaggtget
ggaagaggaggatggaggagaaatctcgtctcaggcagattcagtcctgctacaagagat
gcaggccctgacgcagaccttcaacaacaactggtcctatgaagggctgagacacatgtc
tgggtctgagctgacagagctgctggaccaggtggagggtgccatccgtgacttctegga
ggagctggtccaccagctggcccgcagagatgagctggagtttgagaaggaagtgaagaa

ctctttcatcacggtgctcattgaggttcagaataagcagaaggagcagcgggaactgat

gaagaagaggcggaaagagaaggggttaagcctgcagagcagtcggatagagaaggggaa
ccagatgcctctcaagcgtttcagcatggagggcatctccaacatcctgcagagtggcat
ccgccagacctttggctcctcaggagctgacagacagtacctgaacacagtcatccctta
tgagaagaaatcttctcctccctctgtggaagacctgcagatgctgacaaacattctett
cgccatgaaggaggataacgagaaggtgcctactttgctaacggactacattttaaaagt
gctctgtccaacctaacctcacctttggagcagcctcactgcaggaggtcactgagcaag
aaagtcattccatcactgggattgcatgacaccacgtaacctccggcgtgtatttaaacg
tgtatagcttaacctggattaaacatgagcaaccgcgcacgcgcggggtectttgectgtt

ggcttctagtgctagtaatcattggatgcatgatcgggcgtagggccagtgactctgctc
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1561 cctctaacctgtgttggggaagacaggtgccctcaccactcattatgtagtctggctcca
1621 gccctcaacccagcttatactcttcagactaattttgaaataaaccttcatttaattaat

1681 atcaaaaaaaaaaaaaa
>>>>>> [leri primer

<<<<<< Geri primer
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