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OZET

BETA AMILOID 1-40 iLE INDUKLENEN SIGAN ALZHEIMER MODELINDE
ANJIOTENSIN 1-7'NiN NiKOTINIK VE GLUTAMATERJIK RESEPTOR
EKSPRESYONUNA ETKISi

Asli BEK
Yuksek Lisans Tezi, Tibbi Farmakoloji AD
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. izzettin HATIP
Temmuz 2019, 67 sayfa

Alzheimer hastaligi(AH) beyinde temporal, frontal ve subkortikal bélgeleri tutan,
devamli ilerleyici karakterde norodejeneratif bir hastaliktir. Senil amiloid plaklar,
norofibriler yumak (NFY) olusumu, sinaps, ndron kaybi, beyinde belirgin olarak atrofi,
bellek kaybi ve demans hastaliin ana &zellikleridir. Ogrenme ve bellek fonksiyon
bozuklugunda glutamat seviyeleri artarken, asetilkolin (ACh) seviyeleri anlamli 6lglde
azalmaktadir.  Saglkh durumda beyin Renin Anjiotensin  Sistemi (RAS)
kompanentlerinden biri olan Anjiotensin (1-7) vazodilatasyon, anti-inflamatuvar ve anti-
proliferatif etkileri ile noroprotektif etkilere sahiptir. AH de RAS dengesi bozulur:

regulator kol azalirken klasik Ang-11/111 artar.

Bu calismada bileteral intraamigdaloid yolla verilen toplam 6 microL amiloid
beta 1-40 peptid (AB40) peptidlerle sicanlarda AH modeli olusturuldu. Osmatik pompa
araciligi ile 7 gun boyunca Ang-(1-7) 11.1 nmol/ 0.25 microl/ saat dozda
intraserebroventrikller olarak verildi. Ogrenme ve bellek fonksiyon degerlendirmesi igin
8-arm radiyal maze yontemi ile davranis testleri uygulandi. Nikotinik asetilkolin reseptor
(nAChR) alt tniteleri olan a7, a4 ve B2 ile metabotropik glutamat reseptér (mGIuR) alt
Uniteleri olan mGIUR5 ve mGIuR?Tin amigdala ve hipokampusteki ekspresyonu

western-blot yontemi ile analiz edildi.

AB40 peptid grubu genel olarak RAM bitirme siresini dnemli derecede
uzatmistir (p<0,006). Dogru segimde AB40 grubunda 10. ve 14. gunlerde anlamli bir
azalma tespit edildi. Ote yandan AB40, a7nAChR ve mGIuR5 alt (Gnitelerinin
ekspresyonunu anlamli olarak amygdalada azaltti. Ang-(1-7), AH'll siganlarda azalan
dogru secgimi anlamh olarak engellerken, B2nAChR ekspresyonunu hipokampusta,

mMGIuR1™’i ise amigdalada arttirmistir.

Sonug olarak; Ang-(1-7) AB40 ile indiklenen AH’lI siganlarda hem reseptor
dizeyinde hem de bellek ve 63renme Uzerinde anlamli olan iyilestirici etkiler

gOstermistir.



Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastalii, Angiotensin

Metabotropik glutamat reseptor

Proje Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma
2017SABEOOS8 nolu proje olarak desteklenmistir.

1-7, Nikotinik

Projeleri

Vi

reseptor,

tarafindan



Vii

ABSTRACT

EFFECT OF ANGIOTENSIN 1-7 ON EXPRESSION OF NICOTINIC AND
METABOTROPIC GLUTAMATE RECEPTORS AND RADIAL MAZE
PERFORMANCE OF RAT IN A MODEL OF ALZHEIMER’S DISEASE INDUCED BY
AMYLOID BETA1-40

Asli BEK
Postgraduate MSc. Thesis, Department of Medical Pharmacology
Thesis advisor: Prof. Dr. izzettin HATIP
July 2019, 67 pages

Alzheimer’s disease (AD) is a progressive neurodegenerative disease affecting
the Temporal, frontal and subcortical areas in brain. The senile amyloid plagues,
neurofibrillary tangles, synaptic/neuronal loss, marked atrophy in the brain, loss of
memory and dementia are the hallmark characteristics of the disease. Dysfunction of
the glutamatergic system and decreased acetylcholine levels take place in the learning
and memory impairment. Angiotensin (1-7) (Ang-(1-7)) is the regulator component of
the renin-angiotensin system (RAS), and possesses vazodilatér, anti-inflammatory,anti-
proliferator and neuroprotective activities. In AD, the balance of RAS is disturbed so
that the regulator arm is decreased whereas the classic Ang-Il/lll arm is elevated.

In this study, the AD model was induced by bilateral intraamygdaloid injection of
6 microL amyloid beta peptid 1-40 (AB40). Ang-(1-7) at 11.1 nmol / 0.25 microL/saat
was injected i.c.v for 7 days. Memory was evaluated using 8-arm radial maze test. The
a7, a4 and B2subuites of the nicotinic receptor (hNAChR) and the metabotropic
glutamate receptors (MGIUR) subunits mGIuR1 and mGIuR5 expression in both
amygdala and hippocampus were analyzed by Western-blot method.

AB40 increased the time required to complete the RAM test, and decreased the
correct choices on days 10 and 14. On the other hand, Ang-(1-7) decreased the
reduction in the correct choices, increased expression of B2nAChR in hippocampus,
and mGIuR1 in amygdala.

In conclusion: Ang-(1-7) improved the AB40-induced impairment of learning/memory,
and mGIuR/nAChR changes

Key words: Alzheimer’'s disease, Angiotensin 1-7, Nicotinic receptor, Metabotropic

glutamate receptor.
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projects No: 2017SABEO0OS.



viii

TESEKKUR

Yiksek lisans 0Ogrenimim ve tez calismam siresince tecribelerinden
yararlandigim degerli hocalarim, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali Baskani ve danigsman
hocam Prof. Dr. izzettin HATIP’e, tezimin tim asamalarinda bilgi ve yardimlarini
benimle paylasan Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Funda F.
BOLUKBASI HATIPe, deneysel calismalarimda destek ve yardimlarini gérdigim
Uzm. Klinik Psikolog Zeynep Mine ALTUNAY’a ve Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
Ogretim Uyesi Dr. Muhammed Fatih DOGAN’a tesekkiir ederim.

Egitim strem ve tez galismam boyunca beni destekleyerek bana glg¢ veren
sevgili esim Fatih BEK’e, her kosulda yanimda olan canim annem Gulten EROLAN’a,
bana olan destegini esirgemeyen sevgili babam Selahattin EROLAN’a, eczacilik
meslegimdeki en buyuk destekgilerim olan sevqili Asli Eczanesi ¢alisanlarina ve her
sikintiya dustigimde hep yanimda olan ve gilen gézleriyle bana her zaman gug¢ veren
canim evlatlarim Taha Kerem BEK’e ve Talu Eren BEK’e ¢ok tesekkir ederim.



ICINDEKILER
(0.4 = V-Vi
AB ST RACT ... it ra s s s s s s an s s s s ranannnananrnnes vii
TESEKKUR.....uciiieiiiiiiitieeeeeeateeseeeaa e eesesnnaesesennneeseerannnseernnnnseserrnnanns viii
[[od N 0] = S I o] 4 | IX-X
oY (I = o 0] 4 | Xi
TABLOLAR DIZINI «.ceeeiiiiiieieeiiiieeee e e e e e e e Xii
SIMGE VE KISALTMALAR DIZINI...ceeeeeieiiiiiiiiiiieieeeeeeee e Xiii-xiv
L GIRI S . ., 1
0 N o 4= T2 2
2.KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI.............ocovvieeiiiiinn, 3
2.0 DBIMANS . .ttt et 3
2.2. Alzheimer HastaliGI(AH)...... ..o, 3
2.2.1. TaniMI Ve TarNGeSI. ...t 3
2.2.2. Alzheimer Hastaliginin Epidemiyolojisi............coooiiiiiiiiiii, 4
2.2.3. Alzheimer Hastaliginin Etiyolojisi..........cccoiiiiiiiii e 5
2.2.3.1. Alzheimer Hastali§i Risk Faktorleri................cocooiiiin 5
2.2.4. Alzheimer Hastaliginin Cesitleri............oooooiiiii 6
2.2.4.1. Erken Baslangicli-Ailesel Tip AH (Family Alzheimer Disease (FAD))....6
2.2.4.2. Geg Baslangicli-Sporadik Tip AH (SAD).....cciiiiiiiiiiiiceecen 8
2.2.5. Alzheimer Hastaliginin Klinik OzelliKleri................cc.coovveeiiiiieeiieen, 9
2.2.6. Alzheimer Hastaligl Patolojisi.............cooviiiiie 12
2.2.6.1. Amiloid Kaskad HIpOtezZi........cccooeiniiiiiii e, 13
2.2.6.2. Tau Hipotezi- Norofibriler Yumak Olugumu..............ccooiiiieniinnne. 15
2.2.6.3. Kolinejik Sistem ve Kolinerjik Hasar Hipotezi.............c.cocoviiiiinenen. 17
2.2.6.3.1. Asetilkolin Reseptorleri........ccooiiiiii i 20
2.2.6.4. Oksidatif Hasar HIpotezi..........c.cooiiiiiii e, 21
2.2.6.5. Glutamaterjik Sistem, Bellek ve Alzheimer Hastalig iligkisi................ 22
2.2.6.5.1. Glutamat Reseptorleri.........ccoooeiiiii 22
2.2.6.5.2. Eksitotoksisite Kavrami...........cooiiiiiiiii i, 24
2.2.6.5.3. Bellek olusum mekanizmasi ve Alzheimer hastalijinda bellek
FONKSIYONIATT. ..o e 24
2.3. Renin Anjiotensin SIStemi .......oiiiii i 28
2.3.1. Beyin Renin Anjiotensin Sistem...........ccooiiiii 29
2.4, HIPOMEZ. ..o 32
3.GEREG VE YONTEMLER...........coooiiiiiie e 33
3.1.Deney ProtokOlU ... 33
3.1.1. Kimyasal Maddeler ve llaglar....................ccooeeiiiiiiii e 34
3.2. 8-kollu radyal arm maze(RAM)........couiiii e 35
3.3. Cerrahi ISIeM ... 38
3.4. Sigan Beyin Lizati Hazirlanmasi ve Western Blot Yontemi..................... 40
3.5. Istatistiksel ANAIIZ..........ceeee e 41
4. BULGULAR. .t 42
4.1. RAM Performansina EtKiler............coooiiiiii 42
0 I T To T | T~ o o PP 42
41,2, Yang SeCIM ... 43

4.1.3. PerformMans SUIESi. .. ... e e e e 44



4.2 WESIEIN BlOt ..., 44

5. TARTIGMA 48
6. SONUGLAR. .. ... e 54
T KAYNAK L AR . 55

8. OZGEGMIS..... ..o oo 67



Xi

SEKILLER DIZziNi

Sayfa
Sekil 2.1. Alzheimer Hastali§i risk faktorleri................coooiiiiii 6
Sekil 2.2. APP’nin metabolize yolaklari ve Alzheimer hastaligi iligkisi...................... 14
Sekil 2.3. Kolinerjik lletim. ... 17
Sekil 2.4. Glutamat reseptor siniflandirilmasi............ocooiiii i, 22
Sekil 2.5. Alzheimer hastaliginda AB oligomerlerinin ve mGluR’lerinarasindaki
1] X 27
Sekil 2.6. Beyindeki renin anjiotensin sistem kompanentleri....................cooeeel. 29
Sekil 3.1. Calisma protokolli ve zaman cgizelgesinin sematik gosterimi.................... 32

Sekil 3.2. Pau Tip Fakultesi Farmakoloji ABD laboratuari- 8 kollu radyal maze......... 36
Sekil 3.3. Deney hayvaninin kafasinin dis kulak yolundan sterotaksi

cihazina yerlestirimesi. ... ..o 37
Sekil 3.4. Sterotaksik cerrahi ile kanil ve osmatik pompanin yerlestiriimesi..............38
Sekil 4.1. AB40 peptid enjeksiyonu ile olusturulan Alzheimer modelinde

Ang-(1-7)'nin bellek testindeki dogru segim Uzerine etkisi...............cocveiiiiiiinn, 41

Sekil 4.2. AB40 enjeksiyonu ile RAM testinde yanlis segimlere Ang-(1-7) nin etkisi...42
Sekil 4.3. AB40 peptid enjeksiyonu ile RAM testinde toplam bitirme suresine
ANG-(1-7) NN EHKISI. .o e 43
Sekil 4.4. Sigan amigdala bdlgesine verilen AB40 peptid ve i.c.v. verilen Ang-(1-7)
sonrasi elde edilen amigdala ve hipokampuse ait beyin homojenizatlarinda primer 3-
actin, mGIluR1 ve mGIuR5’e ait goéruntiler ve primer mGIluR1 ve mGIuR5e ait
Al KL . . e 44
Sekil 4.5. Sigan amigdala bdlgesine verilen AB40 peptid ve i.c.v. verilen Ang-(1-7)
sonrasi elde edilen amigdala ve hipokampuse ait beyin homojenizatlarinda primer 3-
actin, a7nAChR, a4nAChR ve B2nAChR’e ait goéruntuler ve primer a7nAChR,
a4nAChR ve B2nAChR’e ait grafikle. ... 45



Xii

TABLOLAR DiZiNi Sayfa

Tablo 2.1. Alzheimer hastalik tiplerindeki genetik etkiler.......................cool. 9



xiii

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

P Amiloid beta
ACE .. Anjiotensin doénustiricu enzim
AN Asetilkolin
ACNE . .. Asetilkolinesteraz enzimi
AH Alzheimer hastaligi
N o Norofibriler yumak
AMPA. a-Amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonikasit
AN (L7 ) e Anjiotensin 1-7
ANG-(L-9) i Anjiotensin 1-9
AN L e Anjiotensin |
AN Ll e Anjiotensin I
ANG Ll Anjiotensin llI
ANG IV Anjiotensin IV
APP.....%. . . S AR A e Amiloid prokursoér protein
APOE......" "W A AN A T ... Apolipoprotein E
ASELIl KOA . .. e Asetil Koenzim A
CAMP........ 40 . 48 . 40 . ... ... Siklik amp
N AT e s Kolin Asetiltransferaz
DS.....400F...... 40 .40 40 .. . 5. Down Sendromu
DS . Tanisal ve sayimsal el kitabi
F A DD . . Ailesel Alzheimer hastaligi
GAB A . y-aminobutirik asit
GP R, e G protein bagli reseptoér
IGIUR. iyonotropik glutamat reseptorii
LD P e Long term depression
LT P e Long term potentiation
MACHR. ... Muskarinik asetilkolin reseptoéri
AP Mikrotubul asosiye protein
MaS R .. e Mas reseptori
MGIUR. ... Metabotropik glutamat reseptoéri
MRE L Mezensefalik retikuler formasyon
IS S e Merkezi sinir sistemi
NACK. .. Nikotinik asetilkolin reseptori
NINCDS-ADRD.........cccvenn... Ulusal nérolojik ve iletigsim hastaliklari enstitisi ve inme-
Alzheimer hastaligi ve iligkili hastaliklar dernegi

N D A N-metil-D-aspartat
N O S o Nitrik oksit sentetaz
DA B e oligomerik amiloid beta
P38 MAPK . ... P38 mitogen-activated protein kinaz
o Prion protein
P S Presenilin 1
P S Presenilin 2
RAAS . Renin Anjiotensin-Aldosteron Sistemi
RS Renin Anjiotensin Sistemi
RO S . Reaktif oksijen trlnleri

SAD . . Sporadik Alzheimer hastaligi



Xiv

Senil amiloid plak

ST o
S S Santral sinir sistemi
ST AP Striatal triozin fosfataz
TUIK e, Turkiye istatistik kurumu

WB western blot



1. GIRIS

Teknoloji ve saglik hizmeti alanlarindaki ilerlemelerin 1siginda 6lum oranlarinin
onemli délcide azalmis olmasi yasli populasyonunda artisa neden olmustur. Bu artisa
paralel olarak ileri yaslarda karsimiza c¢ikan kronik hastaliklarin sayilarinda da
meydana gelen artiglar saglik kaynaklarini hizla tiketen dnemli bir sorun halini almigtir.
Yasa bagh ortaya cikan en énemli kronik hastaliklarin sorunlarindan biri olarak ilk

siralarda kargimiza Demans (bunama) olgusu ¢ikmaktadir.

Demans kendi icinde gruplara ayrilsa da en yaygin tari %70-80 oraninda
Alzheimer tipi demansdir (Sandra vd 2013). Alzheimer hastaligi (AH) basta bellek
olmak Uzere ginlik iglevler ve davranislarda bozulma ile karakterize ilerleyici tipte
norodejeneratif bir hastaliktir (Goodman & Gilman 2009, Parihar MS vd 2004). Yash
populasyonunun artisiyla birlikte her yil yaklasik olarak 4-5 milyon yeni AH vakasinin
olustugu dusinulmektedir (Ferri CP vd 2005). Yapilan istatiksel calismalarda vaka

sayilarinin her 3 dakikada bir degistigi belirtiimektedir (World Alzheimer report 2018).

AH gibi nérodejeneratif hastaliklarin hizl artisi ile birlikte, tedavi maliyetleri de
ayni oranda arttidi igin birgok toplumda hastaligin tedavisine yonelik c¢esitli calismalar
gercgeklestiriimektedir (Allegri RF vd 2006, Dubois B vd 2016, Latimer CS vd 2017,
Lemche E 2018, Park S vd 2019). Fakat bu ¢alismalar sonucunda AH mekanizmasi

gizemini hala korumaktadir ve yeni ¢caligmalara ihtiyag vardir.

AH ndropatolojisinde meydana gelen en 6nemli degisiklik, hipokampus,
amigdala ve kortekste olusan AB merkezli senil amiloid plak (SAP)’lardir. Bu plaklarin
toksik etkileri sonucunda c¢evre beyin dokularinda ve damarlarda nérovaskiler
bozukluklar ve kronik nodrodejenerasyonlar meydana gelmektedir (Murakami T vd
2006). Bu plak olugumlarinin yani sira; noérofibriler yumak (NFY)'lar, hiicre membrani
ve organellerinde olusan oksidatif stres, inflamasyon, gliozis, hiicre ici asiri Ca*

artisina bagll olugsan eksitotoksisite, membran katyon kanallarinda meydana gelen



bozulmalar gibi birbirini tetikleyen birgok mekanizma ile ndron o6limleri karsimiza
cikmaktadir (Akiyama H vd 2000, Kumar A vd 2015).

AH’da inflamatuvar silreclerin patolojik olusuma dahil oldugu ya da hastaligi
ilerletici  katkilar sagladigi yapilan calismalarin sonuglarinda bulunmustur. Anti-
inflamatuar tedavi seceneklerinin AH'de kismi destek saglamasi, tedaviye yonelik

¢alismalarda farkli anti-inflamatuar yapilari da akla getirmektedir (Akiyama H vd 2000).

Renin Anjiotensin - Aldosteron Sistemi (RAAS), vicudun elektrolit dengesini ve
kan basincini ayarlayarak vicut homeostazini koruyan énemli bir sistemdir. Periferdeki
RAAS’dan ayri c¢esitli organlarin kendine ait olan Renin Anjiotensin Sistemleri
(RAS)’nin de bulunmasindan sonra, her birinin organ igindeki etkileri birer arastirma
konusu olmustur. Beynin kendine ait RAS mekanizmasinin anlasilabilmesinin birgok
nérodejeneratif hastaliga isik tutacagi distnilmektedir. Beyin RAS Urlnlerinden biri
olan Ang-(1-7) peptidi, Mas reseptor (MasR) agonistidir (Mascolo A vd 2016). MasR’leri
beyinde bellek ile ilgili alanlarda c¢okca bulunmaktadir ve Ang-(1-7) ile birlikte
hipokampal Long Term Potansiyalizasyonunu (LTP) hizlandirmaktadir. Ayrica diger bir
RAS urinu olan Anjiotensin 1l (Ang-ll)'nin sahip oldugu néroinflamatuvar etkilerin
bilissel bozukluklara katki sagladi§i bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda Ang-(1-7)'nin
anti-inflamatuvar, anti-fibrotik, vazodilator ve anti-proliferatif biyolojik etkileriyle Ang-
I’nin biyolojik etkilerini tersine gevirerek; bellek ve 6grenmeyi destekledigi bulunmustur.
Bu etkileri g6z 6nuinde bulunduruldugunda Ang-(1-7), AH tedauvisi igin yeni bir arastirma

alani olarak disunulmustir (Simoes vd 2013).

1.1. Amag

Bu galismanin amaci; Ang-II'nin biyolojik etkilerinin tersi etkilere sahip oldugu
bilinen Ang-(1-7)’nin, in-vivo intraamigdaloid yolla AB peptidleri verilerek AH modeli
olusturulan siganlarda AH patolojisinde azalan nikotinik asetilkolin reseptor alt tniteleri
olan a4, B2, ve a7 ile, artan metabotropik glutamaterjik reseptér alt tniteleri mGIuR1 ve
MGIUR5 Uzerinde olusabilecek protektif etkisinin arastirimasidir. Bu amacgla 8-arm
radial maze (RAM) yontemi uygulanmistir. Ang-(1-7)’nin bu reseptorler Gzerindeki etkisi
Western Blot (WB) yoéntemi ile arastirilmistir. Bu ¢alisma icin Pamukkale Universitesi
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan onay alinmistir (PAUHDEK-2017/08).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mascolo%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27823897

2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Demans

Beynin zihinsel ve davranigsal iglevlerinin bozulmasiyla karakterize olan ve
¢ogu nodrodejeneratif hastaliklarda ortaya c¢ikan bir olgudur. Bellek, distnme,
yargilama, 6grenme, hesaplama, dil gibi birgok islevsel yapi bozulmaktadir. Butin
semptomlar her hastada farkli hizda olusmaktadir ve beyindeki patolojik degisimler fark
edildigi zamandan ¢ok dnce gelismektedir. Demans olusum mekanizmalari kendi iginde
gruplara ayriimaktadir. AH'de ortaya ¢ikan demans, tim demans vakalarinin %60-
70’ini kapsamaktadir. Ayrica Vaskuler Demans, Parkinson Demansi, Frontal-Temporal
Demans, Lewy Body Demansi gibi farkli demans turleri de literatire girmistir. Kafa
travmasi, stres, enfeksiyon, hipotiroid, multiple skleroz, serebral timorler, Cruetzfeld-
Jakob hastaliyi gibi pek ¢ok durum da demans olusumuna neden olmaktadir
(Dementia, WHO 2012).

2.2. Alzheimer Hastalig:

2.2.1. Tanimi ve Tarihgesi

AH merkezi sinir sistemi (MSS)deki farkli bdlgelerde néron ve sinaps
kayiplarinin yasandigi, yavas ortaya c¢ikan, geri donugsimsuz ve devaml ilerleyici
noérodejeneratif bir rahatsizliktir. Bellek kaybi, kisilik degisiklikleri, sira digi davranislar,

distinme yeteneklerindeki bozulmalarla karakterizedir (Parihari MS vd 2004).

AH tanisi literatlre girmeden once, Fransiz Hekim Phillipe Pinel, takip ettigi 34
yasindaki kadin hastasinin her seyi yavas yavas unutmaya basladigini ve bir iki yil
icinde butin hafizasini kaybetmesinin yani sira; konusma, ylUrime gibi gunluk
ihtivaclarini da gergeklestiremedigini godzlemlemistir. Hasta hayatini kaybettiginde

yapti§i otopsi sonucunda; beyin boyut ve agirhiginin normal boyutunun 2/3 oranina



geriledigi ve sivi miktarinin arttigini tespit etmistir. Bu hasta hekim Phillipe Pinel
tarafindan ilk defa ‘zihinsel melekelerin tutarsizligr’ anlamina gelen Latince kdkenli bir
kelime olan demans (demence) tanimi kullanilarak literatiire giren ilk demans vakasi
olmustur (Ozlen F 2019).

20. yazyihn hemen basinda 1901 yilinda, Auguste Deter adinda 51 yasindaki
bir kadin; paranoya tarzi takintili disunceler, agresif davraniglar, bellek kaybi ve
konusma bozuklugu ile akil hastanesine goéturilmustir. Dr. Alois Alzheimer
kontrolliindeki hastada belirtiler gittikce ilerlemistir ve bunlara haliisinasyon ve bilissel
bozukluklar da eklenmistir. 1906 yilinda hasta oldiginde otopsi raporuna senil
demansin agir bulgularinin yani sira (ktgilmis ve sivi dolu bir beyin), korteksin
incelmis oldugunu ve korteks hiicrelerinin 1/3 oraninda kayboldugunu, bunlarin yerinde
dejenere hiicre kalintisi oldugu disundlen lifsi yapilarin (nérofibriller) yer aldigini ve
beyin icinde kemiksi yapilarin (plaklar) olustugunu kaydetmistir. Bu yeni buldugu
bulgulari 1907 yilinda bir dergide yayinladiktan sonra, birlikte c¢alistigi Dr. Emil
Krapelin’in Klinik Psikiyatri (1910) kitabinda bu hastaliga ilk defa ‘Alzheimer Hastaligi‘
adi verilmigtir. 20. YY ortalarindan itibaren de ‘Alzheimer tip senil demans’ artik

toplumun en énemli sorunlarindan biri olmustur (Chen XQ ve Mobley WC 2019).

2.2.2. Alzheimer Hastaliginin Epidemiyolojisi

AH, demansin en bilinen alt tiplerinden biridir ve gcogunlukla yasl populasyonda
ortaya g¢ikan nérodejeneratif bir hastalk tartdir. AH tGm dinyada, tim irklarda ve tim
etnik gruplarda karsimiza cikmaktadir. Fakat AH olusumunda etkili olan risk
faktorlerinin gesitliligi epidemiyolojik dagilimi da etkilemektedir (World Alzheimer
Report, 2018- Dementia WHO).

Dinya genelinde 2015 yilinda Demans olgusunun tanimlandigi 46,8 milyon
insan sayisinin  2030’da 74,7 milyona, 2050de 131,5 milyona ulasacagi
ongorilmektedir (World Alzheimer Report, 2018). Demans tablosunun her 3 saniyede
degdisimi sonucunda 2018 yilinda 1 trilyon dolar olan harcamalarin 2030 yilina
gelindiginde 2 katina c¢ikacagi belirtimektedir (The World Alzheimer Report 2015).
Demansin en ¢ok gorulen turt olan AH vakalarina da her yil 4,6 milyon Kkisinin
katilacagi tahmin edilmektedir (Ferri CP vd 2005). AH’nin 65-74 yas grubunda gortilme
sikligi %3-5 oranindayken, 75-84 yas grubunda bu oran %20-30, 85-95 yas grubunda
ise %30-50 oranindadir. Genel olarak AH'nin 65 yas sonrasinda ortaya ¢iktigi kabul



edilse de, yapilan calismalar AH ve Demans c¢esitlerinin daha erken yaslarda da

meydana gelebildigi rapor edilmistir (Kalaria vd. 2008).

Ulkemizde ise Tirkiye istatistik Kurumu (TUIK) 2018 verilerine gore yash niifus
oraninin son bes yilda %16 arttigi gérulmektedir. Yagli nifusu 2014 yilinda nufusun 6
milyon 192 bin 962 kisi iken, son bes yilda bu sayi %16 artarak 2018 yilinda yaglh nufus
7 milyon 186 bin 204 kisi olmugtur. Kayit altina alinabilen AH nedeniyle hayatini
kaybeden yaglilarin sayisi ise 2016 yilinda 11 bin 997 kisiyken, 2017 yilinda 13 bin 601
kisiye yikselmistir. Bunlarin 5 bin 23'i erkek, 8 bin 366’si kadindir (TUIK 2018).

2.2.3. Alzheimer Hastaliginin Etiyolojisi

Hastaligin  etiyolojisi  bilinmemektedir. AH  olusumunu aydinlatmaya
calistigimizda hem genetik, hem de cevresel bircok faktoriin kompleks etkisi ile
karsilasmaktayiz. Genetik faktorleri acgiklayabilmek igin tek yumurta ve c¢ift yumurta
ikizleri ile birgok ¢aligsma yuratalmastar. Cift yumurta ikizleri yaklasik %50 oraninda ayni
gen paylasimina sahipken, tek yumurta ikizleri bitliin genleri paylasmaktadir. Tek
yumurta ikizleri Uzerinde yapilan calismalari inceledigimizde AH olusumu icin ¢ok
sayida gen faktori bulunmustur fajat tek bir genle hastalik mekanizmasini agiklamak
imkansizdir. Bu nedenle genetik yatkinhk cok onemli bir faktor olsa da, gevresel

faktorler hastaligin olusum evresi ve hizi igin 6énemli belirleyicilerdir (Gatz M vd 2006).

2.2.3.1. Alzheimer Hastaligi Risk Faktorleri

Yas, cinsiyet, aile o6ykisu, disuk egitim seviyesi, hipertansiyon, diabetus
mellitus, obezite, uzun sireli alkol kullanimi, stres, depresyon, kafa travmalari, Down
Sendromu, dstrojen eksikligi, menapoz, inflamasyon, arteroskleroz, felg, hiperlipidemi,
kalp hastaliklari gibi bir¢ok risk faktorl genetik etkenlerle birlikte AH olusumuna katkida
bulunmaktadir. En dnemli risk faktoru olarak yas kabul edilse bile, buttiin bu sayilan risk
faktorlerinin patolojiye katkilari kisiye 6zel olarak 6nem kazanmaktadir. Aydinlatmaya
calistigimiz AH mekanizmasini tek bir nedene baglamaksizin, ¢oklu faktorlerin bir
araya gelmesi olarak distinmemiz gerekmektedir (Seleker K vd 1998, Kawas C vd
2000, Guo Z vd 2000, Tyas SL vd 2001, Grammas P vd 2011, Wilcock DM vd 2013,
Xing Y vd 2013, Fargo K vd 2014, Nelson | vd 2014, Turk Noroloji Dernegi 2019).
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Sekil 2.1. Alzheimer risk faktorleri (Talwar P vd 2015).

2.2.4. Alzheimer Hastaliginin Gesitleri

Batdn bu faktorlerin etkisini patolojide belirlemeye galigirken, genetik faktorler
ve yas birlikte degerlendirildiginde AH kendi icinde ‘erken baslangigli-ailesel tip AH
(Family Alzheimer Disease (FAD)) ve ‘ge¢ baslangi¢li-sporadik tip AH (SAD) olmak
uzere ikiye ayrilmaktadir (Sa F vd 2012).

2.2.4.1.Erken baslangigh-Ailesel tip Alzheimer Hastaligi

Hastaligin bu tipi %5-10 gibi az bir oranla karsimiza ¢ikmaktadir. 30-60 yas
araliginda gorulen kalitsal olarak ortaya ¢ikan AH grubudur (Ricardo B vd 2001). Bu
grubun patogenezini agiklamak i¢in 3 gen mutasyonu ele alinmaktadir.



Bunlar;

* 21. kromozomdaki APP(Amiloid Proktrsér Protein),

* 14. kromozomdaki presenilin 1 (PS1),

* 1. Kromozomdaki presenilin 2 (PS2) gen mutasyonlaridir (Selkoe D 2008,
Bettens K vd 2010, Maltsev AV vd 2011).

21. kromozomdaki APP bir transmembran proteinidir ve santral sistem icindeki
bircok ndronda bulunmaktadir. AH igin karakteristik olan amiloid fibriller APP’nin
proteolitik yollarla olusan metabolik trlnleridir ve bu gende olusabilecek mutasyonlar
polimerize yapidaki AR peptid olusumunu arttirmaktadir. Sayilari artan polimerize AR
peptidler birikerek, amiloid plaklari olustururlar. Bu plaklarin AH disinda da yasa bagh
olarak olustugu bilinmektedir fakat FAD vakalarindaki plak olusumlari bu gendeki
mutasyonla iligkilidir. Yapilan molekuler, genetik, biyokimyasal bircok c¢alisma
sonucunda; APP Uretimi, metabolizmasi, agregasyonu, depolanmasi ve toksisitesi ile
ilgili birbirini etkileyen bircok ndrodejeneratif siregten ve gen mutasyonundan
bahsedilmektedir (Goate A vd 1991, Hardy JA vd 1992, Kim DH vd 2014).

1. ve 14. kromozomlarda kodlanan PS1 ve PS2 proteinleri endoplazmik
retikulum ve golgi aygitinda bulunan birbiri ile yakin kodlanmis coklu transmembran
proteinlerindendir. PS1 nérojenez ve hiicrelerin hayatta kalmasina yardim ederek, PS1
ve PS2 ise birlikte apopitozu da kontrol ederek hicre ekseninin korunmasini
saglamaktadirlar. Ayrica bu iki protein gama(y) sekretaz kofaktérudir ve APP’nin
proteolitk mekanizmasindaki y sekretaz bodlinmesinden sorumlu merkezi
bilesenlerdendirler. PS1 ve PS2 genlerinde gergeklesen mutasyonlar AB42/AB40
oranini arttirarak AH olusumunu desteklemektedir. FAD’a neden olan 40’dan fazla PS1
gen mutasyonu tespit edilmistir. Tam olarak islevleri anlasilamamis olsa da son yillarda
yapilan ¢alismalar PS genlerinin kinazlar, glukojen sentez kinaz 3, filamin, B-catenin,
GO protein kalsenilin, y-calpain gibi proteinlerle baglantili oldugu bulunmustur (Parihar
MS vd 2004).

FAD’da farkh protein kinaz ve fosfatazlarin devreye girmesi tau proteinin
hiperfosforilasyonuna neden olarak NFY olusumlarini tetiklemektedir. Bu etkinin de
PS1 geninde meydana gelen mutasyonlarla olustugu dusundlmektedir ( Maccioni RB
vd 2001).



FAD olusumlari sirasiyla % 70-80 oraninda PS1 gen mutasyonu,%20 oraninda
PS2 gen mutasyonu %2-3 oraninda APP gen mutasyonu ile meydana gelmektedir
(Ozkay UD vd 2011).

2.2.4.2. Geg Baslangigh-Sporadik Tip Alzheimer Hastaligi

SAD 65 yas sonrasi gergeklesen ve yasa bagli gorilme sikligi artan Alzheimer
vakalarini ifade eder ve hastalik populasyonununda daha blyuk bir orana sahiptir. Bu
grup icin spesifik bir gen mutasyonu bildiriimese de, yapilan galismalar sonucunda 19.
kromozomda bulunan apolipoprotein E (APOE) gen mutasyonlari ile SAD olugsumu

arasinda iligski bulunmustur.

19. Kromozomda kodlanan ApoE 299 aminoasitlik bir glikoproteindir ve beynin
oligodendroglia, astrosit ve mikroglialarinda bulunmaktadir. Kolesterol ve diger lipidleri

noronlara tagiyan lipoprotein partikilleriyle baglantiidir (Sery vd 2013, Fargo vd 2014).

Yapilan in-vitro c¢alismalarda ApoE’nin glutamat eksitotoksisitesine bagli
oksidatif hasara karsi glial hicreleri korudugu bulunmustur. Genel olarak bakildiginda

bu protein, beyin icin bir antioksidan gorevi Ustlenmektedir.

Bu gene ait 3 tane polimorfik €2, €3 ve €4 allel vardir. €3 allelinin AB toksisitesine
karsi koruyucu etkisiyle AH olugum riskini azalttigi fakat €4 allelinin amiloid plak ve NFY
olusumlarina sagladigi katkilarla riski arttirdidi bilinmektedir. Bu gene ait mutasyonlar
SAD vakalarinin % 60-80 oranlik blyUk bir b8limini olusturmaktadir. Bu olusumlarda
otozomal dominant bir gecis olmasa da ailevi yatkinliktan séz edilebilmektedir
(Kosunen vd 1995, Jordan J vd 1998, Lee Y vd 2004, Ozkay UD vd 2011).

Erken ya da ge¢ yasta olusan AH vakalarinda mutasyona ugramis genlerin
hepsi birer transmembran proteinidir ve islevleri tam olarak bilinememektedir. AH tanisi
icin bagska gen mutasyonlari veya gen mutasyon gegislerinin olabilecegi disltnulse de
gizemini hala korumaktadir (Ertekin-Taner N 2007, Bettens K vd 2010).



Tablo 2.1. Alzheimer hastalik tiplerindeki genetik etkiler

Kromozom Gen tiri AH tipi Etki
21 APP mutasyonu FAD AB Uretiminde artis
14 PS1 mutasyonu FAD AB Uretiminde artis
1 PS2 mutasyonu FAD AB Uretiminde artis
9 Apog4 mutasyonu SAD AB klirensinde bozulma

Tau hiperfosforilasyon

Noral plastisitede bozulma

2.2.5. Alzheimer Hastahgi Klinik Ozellikleri

Baslangic doneminden sonra AH’da klinik belirtilerin basinda amnezi, afazi,
apraksi ve agnozi gelmektedir.

Amnezi:
Yeni bilgileri 6grenme yeteneginin kaybidir. AH vakalarinda ilk 6nce bireyin

hatiralarini ve anilarini igceren epizodik bellek kaybi gorulir. Hasta baslangigta unutkan
olur ve ayni seyleri tekrarlar, esyalarini kaybeder. Hastalik ilerledikge kisinin gevresi ile
ilgili genel bilgileri, kavram, kural ve olgulari depoladidi semantik bellekte de
bozulmalar baglar. Semantik bellek 06zellikle sol anterior temporal neokorteksin
fonksiyon yapmamasina baglidir. AH vakalarinda 6zellikle bu alanda belirgin patolojik

degisiklikler olusmaktadir.

Afazi:
Spontan konusmada, kelime bulmada ve objeleri isimlendirme yetenedinde

bozukluktur. AH vakalarinda en sik karsilasilan sorundur.

Apraksi:
Sonradan 6grenilen, pratik olarak yapilan ve motor beceri gerektiren hareketleri
uygulama becerisinin bozulmasidir. Hastadan bir sekli kopya etmesi, bir isi sirasiyla

yapmasi istendiginde ortaya ¢ikmaktadir. Hastalik baslangicinda yeni adresleri bulmak
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gibi yeni d6grenilmis bilgi gerektiren karmasik beceriler bozulmaktadir. Hastalik

ilerledikge catal-bicak kullanma gibi siradan glnlik aktiviteler bozulur.

Agnozi:
Hastanin bedeninin cesitli bélimlerini taniyamamasidir. Yazi yazamama, basit

hesaplari yapamama, yuzleri taniyamama gibi sorunlar ortaya c¢ikar.

Hastaligi kendi icinde hafif, orta ve ileri evre AH olarak 3 doneme ayirabiliriz.

Hafif evre Alzheimer Hastaligi (stire 2-4 yil)

*Kisa sureli bellekte bozulmalar gergeklesirken uzak bellek etkilenmemistir.
*Nesneleri yanlis konumlandirma vardir.

*Daha 6nce 6grendigi isimleri unutur.

*Bildik nesnelerin isimlerini unutur (catal, kalem).

*Daha 6nce 6gdrendigi yerleri bulamama vardir.

*Cevreye karsl ilgi kaybi; mesleksel, sosyal aktivitelerden uzaklasma olusur.
*Havaya uygun sekilde giyinemez.

*Konugsma yeteneklerinin bozulur.

*Soyut dlsincede bozukluk gergeklesir.

*Zaman ve yerle ilgili oryantasyon bozuklugu, ancak kisileri tanima vardir.

*Mini Mental Skor genellikle 20-25 arasinda degisir. BBT veya MRI genellikle

normaldir.

Orta evre Alzheimer Hastaligi (siire 2-5 sene)

*Belledin bozulmasi belirgindir.

*Lisan kusurlar (afazi), muhakeme, alan oryantasyon, yurtticl islevlerde bozukluklar

belirginlegir.
*Davranis sorunlari (¢abuk irrite olma, tartisma) olusur.

*Hezeyanlar ve halllsinasyonlar olusur.
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*Uyku-uyaniklik dénglstinde bozukluk, aksamustleri kognitif ve davranissal belirtilerde

kétllesme (gun batimi sendromu) vardir.
*Bir asagi yukari dolasma goralir.
*Enkontinans

*Hastaya ¢ogu kez glinlik aktivitesi (banyo yapma, elbise giyme, yemek yeme vs.) igin

yardim etmek gerekir.
*Kendisine bakacak kisilere gittikce bagimli olma vardir.
*Mini Mental Skor 12-20 arasinda degigir.

*BBT veya MRI normal veya hafif atrofi gosterir.

ileri evre Alzheimer Hastaligi (siire 2-4 sene)

*Aile bireylerini emosyonel olarak taniyabilir, ama kisiligin kesin olarak belirlenmesi ve

isimlerinin s6ylenmesi mimkun degildir.
*Konflizyon / ajitasyon artar.
*Hezeyanlar, hallsinasyonlar vardir.
*Enkontinans siddetlenmesi gorular.
*Hareket yeteneginin azalir.

*letisim kurulamama, konusma kisa cimleler veya kelimelerin tekrari seklinde

kisitlanir.

*Myoklani, rijidite (disli c¢ark belirtisi), bradikinezi (hareketlerde yavaslama) ve

dengesizlik gibi ekstrapiramidal belirtiler olusur.

*Gunluk yasam aktiviteleri icin tamamen yardimin gerekir.
*Hastanin surekli bakim igin bir kuruma yerlestiriimesi gerekir.
*Mini Mental Skor 12°den asagidir.

*BBT veya MRI atrofi (Eker E 2008).

AH icin standart tani kriterleri ve degerlendirme metodlari 2001 Yilinda
Amerikan Noroloji Akademisi‘nin yayinladidi rehberde belirtiimistir. Bu rehberde, Ulusal
Nérolojik ve lletisim Hastaliklari Enstitiisii ve inme - Alzheimer Hastaligi ve iligkili
Hastaliklar Dernegi (NINCDS-ADRDA)nin gelistirdigi tani kriterleri ile Tanisal ve
Sayimsal El Kitabi (DSM) kriterleri 2 tani dlguti olarak kabul edilmigtir.
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2.2.6. Alzheimer Hastaligi Patolojisi

AH olusumunda bircok mekanizmanin degistigini ve bircok noéron-sinaps
etkilesiminin bozuldugunu biliyoruz. AH patolojik bulgulari incelendiginde beyinde atrofi,
giruslarda daralma, sulkuslarda ve ventrikiilde genisleme gérilmektedir (Baysal Al vd
2003). Mikroskobik boyutta yapilan incelemeler sonucunda ise; noron iginde biriken
NFY’ler, ekstrasellller biriken senil amiloid plak(SAP)’lar, kortikal ve subkortikal sinaps
ndron kayiplari ve serebral kortekste belirgin bir atrofi karsimiza ¢ikmaktadir (Katzman
vd 1991, Lopes JP vd 2009).

Normal yaslanma sirecinde beyin dokularini histolojik olarak inceledigimizde;
néroanatomik dagiima gore NFY’lerin limbik sistemde, SAP’larin neokortekste
bulundugunu gorebiliriz. Ancak AH tanisi koyulan dokularda NFY’lerin limbik sistemde
birikip neokortekse gectigi ve SAP’larin da limbik sistemde plaklar olusturdugu
bulunmustur. Bu AH ile normal yaslanmadaki hafif kognitif bozukluk tanisini ayirmak

icin 6nemli bir parametredir (Glrvit H 2004).

AH’da, hipokampus, serebral korteks, entorhinal korteks ve ventrial striatum gibi
beyinde biligsel faaliyetlerin gerceklestigi bolgelerde belirgin néron ve sinaps kayiplari
karsimiza ¢ikmaktadir (Mann DM1985).

Bu elde edilen veriler 1s1ginda birgcok mekanizmada gergeklesen degisim AH
patolojisini anlamak icin detayl incelenmigtir. Bu incelemeler sonucunda da ortaya
bircok hipotez 6ne surtlmustar.

One sdiriilen en énemli hipotezler;

1- Amiloid kaskad hipotezi
2- Tau hipotezi, Norofibriler yumak olugsumu

3- Kolinerjik hasar hipotezi

4- Oksidatif stres hipotezidir (Hardy JA ve Higgins GA 1992, Chen XQ vd 2019,
Bennett JP 2019, Bi C vd 2019).
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Bu hipotezlerden ayri AH'da gbzlemlenen glutamat eksitotoksisitesi ve
glutamaterjik aktivitenin, bilissel fonksiyondaki rolii nedeniyle de hastaligin bir nedeni

mi ya da bir sonucu mu oldugu arastirma konusudur.

2.2.6.1. Amiloid Kaskad Hipotezi

Virchow (1854) ilk defa amiloid proteinindeki karbonhidratlarin genelinin
glukoaminoglikan yapida olmasindan dolayl nisasta gibi anlaminda amiloz ya da

amilon kelimelerinden turetilen amiloid terimini kullanmistir (Virchow R 1854).

Amiloid ekstraselliiler sivida depolanan fibriller proteinin genel tanimidir, en az
20 tane amiloid prekirsorl olarak bilinen fakat iligskilendirilememis fibriller yapida

olmayan protein bilinmektedir (Westermark P 1997).

Glenner ve Wong, Down sendrom (DS)lu hastalarda yaptiklari ¢alismalarla
amiloid hipotezi icin ilk adimi atmiglardir (Glenner and Wong 1984). DS’li hastalar ile
yapilan calismalarda erken yaslarda AH néropatolojisinin gelismekte oldugu ve diffuz
amiloid depozitlerinin olustugu bulunmustur. Bu hastalarin sahip oldugu APP
proteininin ekstra iki kopyasinin olmasi AH ile AR arasindaki baglantiyi kurmamizi
saglamistir (Tanzi vd 1987, Frances K vd 2015, Carmona-Iragui M vd 2017).

Ayrica APP geninin ailesel AH iligkili olmasi da hastaligin patolojisinde amiloidin

Onemini vurgulamaktadir (Hardy ve Selkoe 2002, Steinunn T vd 2017).

John A. Hardy ve Gerald A. Higgns tarafindan AH ndropatalojisine 1sik tutacak
amiloid kaskad hipotezi net sekilde ifade edilmistir. Hipotezlerine gére; plaklarin ana
bileseni olan AB, AH icgin birincil nedendir. Bu plaklar beynin belli bdlgelerinde birikerek
¢dzinmeyen fibriler yapida SAP’lari olusturur ve bu plaklara bagh olarak vaskuler
hasar, NFY, néron kaybi ve demans gibi AH'nin diger patolojik olaylari gergeklesir
(Hardy JA ve Higgins GA 1992).

Amiloid proteinleri 770 aminoasitlik glukolize edilmis transmembran proteini
olan, 21. kromozomda kodlanan ve islevi tam olarak aydinlatilamasa da néron geligimi
ve noronal aktiviteler icin 6nemli role sahip APP’den proteolitik yollarla meydana gelir
(Turner PR vd 2003).
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APP’nin hticre i¢i karboksi ucu, membran iginde 28 aminoasitlik kismi ve hicre
disinda amino ucu vardir. AB ise membrandaki 28. aminoasitin icindedir ve APP’den bir
takim proteolitik enzimlerle kesilerek iki yol ile metabolize olmaktadir. Bu proteolitik
enzimler a, B ve y sekrataz enzimleridir. Bu yollardan birincisi amiloidojenik olmayan
yoldur ve bu yolakta APP ‘yi pargcalayan a ve y sekrataz enzimleri yer alir. a-sekretaz
APP’yi yaklasik olarak ortasindan keser ve olusan Urinler a-APPs ya da sAPP-a
adinda norotropik olumlu etkileri olan, ¢dzunebilir yapidadir ve amiloid plak olusturacak
Ozellikte degildir. Amiloidojenik yolakta ise APP’yi B sekretaz amino ucundan ve y
sekretaz karboksi ucundan boler. Bu yolakta AB40 ve ABR42 Urlnleri olusur. Bu Urtnler
AH patolgjisi icin oldukca 6nemlidir. CUnkul izole edilen amiloid fibriller, negatif boyama
ve ylUksek ¢OzUnurliklli elektron mikroskobu ile incelediklerinde ¢oklu filamentlerin ya
da protofibrillerin  birbiriyle sarmal yaparak bUkdlebilir c¢apraz beta levha
konformasyonlari olusturduklari gértlmastir (lwatsubo T vd 1994, Inoue S vd 1998,
Cummings JL 2004, Hooper NM 2005, Kolev MV vd 2009, Oztiirk GB 2009, Ozkay UD
2011).
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Sekil 2.2. APP’nin metabolize yolaklari ve AH ile iligkisi. APP’nin metabolize
yolaklarindan amiloidojenik yolak sonucu sAPPa, amiloidojenik olmayan yolak sonucu
olusan sAP’lardan hiicre digi AR agregat olusumu, néron igine alinan sAB, Naprisilin
etkisinde sAB ve dolasima katilan sAB g0sterilmistir. APP: Amiloid proklirsér protein,
sAPPa: ¢oziinebilir APPa (izzettin Hatip Paii Tibbi Farmakoloji ABD)
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AH olusumlarina bakildiginda en énemli ndropatolojik degisiklik olarak beynin
korteksve hipokampus bolgelerinde SAP olarak ifade edilen yapilar bulunmustur. Bu
plaklarin ana bileseni AB peptid olsa da farkli morfolojik yapilara sahip olabilir (Oztiirk
GB 2009). APP metabolizmasi incelendiginde bircok gen, enzim ve protein varliginda
gerceklestigi ve bunlarin hepsinin plak olusumlarini farkli yénde etkiledigi bilinmektedir.
AH vakalarinda ve demansi olmayan yasl bireylerde yapilan calismalarda da farkli
yapida AR olusumlarinin meydana gelerek farkl toksisiteye sahip olan plaklar olustugu
kanittanmistir. Bu plaklar toksik etkilerinden bagimsiz genel olarak serebral korteksin
neokortikal bélgelerinde bulunmaktadir ve kendi iginde diffiiz, kompakt ve néritik olarak
3 e ayrilmaktadir. Diffiiz plaklar demans bulgusu olmayan yasli bireylerde bulunur ve
toksisitesi sinirhdir. Bu plaklarin akson ve dentritlerdeki degisiklikler baslangicta
oldukga azdir, aktive halde mikroglia ve astrositler yoktur ve amloid kisim beta kivrimh
transforme olmus yapida degildir. Bu nedenle bu plaklar pre-amiloid plaklar olarak
kabul edilirler. Fakat bu diffliz gevsek yapidaki plaklarda bulunan néronlarda Ca*?
homeostazinin bozulmasi, eksitotoksisite, serbest radikal Uretimi ve inflamasyon gibi
¢ogu norotoksik olan sureclerin harekete ge¢mesiyle daha toksik yapida kompakt
plaklar olusmaktadir. Nbritik plaklarin yapisini inceledigimizde ise, amloid merkezli
¢oziinmeyen fibriler beta kivrimli yapilar ile birlikte dejenere olmus akson ve dentritler
yer alir. Bu plaklarin sinirlari keskin ve oldukga toksik yapidadir. AH tanisi icin de
kompakt ve noéritik plaklar énemli risk faktorleri olarak kabul edilmektedir (Solkoe DJ
1991, Braak H vd 1991, Eker E 2008, Kumar A vd 2014).

Yapilan ¢alismalar sonucu biliyoruz ki; AB‘'nin aktivasyonu akson ve dentritlerde
kimyasal olarak indiklenen hucresel plastisiteyi bozar ve hipokampal omurga kaybini
1-3 gln icinde baslatir (Wei W vd 2010).

2.2.6.2. Tau hipotezi ve Norofibriler yumak olugsumu

NFY‘larin temel bileseni hiperfosforile tau proteinidir. Tau 17. kromozom
tarafindan kodlanan mikrotubul asosiye protein (MAP)’ler ailesinden bir proteindir ve 15
exon igerir. Yetigkin insan beyninde mRNA tarafindan Exon 2,3 ve 10’'nun kendi iginde
alternatif birlesimleriyle alti tau izoformu uretilir. Bu izoformlar arasindaki fark amino
terminal kisminda olan ya da olmayan bir ya da iki kisa baglanti (ON,1N ve 2N gibi) ve
karboksil kisminda da U¢ ya da dort mikrotubul baglanma noktasinin tekrarlanmig
olmasidir. Bu alti tau izoformu da, AH beyin dokusundaki NFY’larda mevcuttur
(Goedert vd 1992).
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Son dénem yapilan calismalar sonucunda tau proteini golgi aparatinda,
endoplazmik retikulumda, néronal plazma membraninda tespit edilmistir. Ayrica néron
iletisiminden direkt sorumlu olarak presinaptik, postsinaptik ya da her iki kisimda da

yerlesmis halde bulunmaktadir (Pooler AM vd 2014).

Bulundugu noktalardan yola ¢ikarak tau proteinin fonksiyonlarini; mikrottbullere
baglanarak onlarin stabilizasyonunu saglamak, hicre iskelet btinlGgandn
korunmasinda gorev almak ve aksonal transportta yer almasi olarak belirtebiliriz. Fakat
AH patolojisinde hiperfosforile tau izoformlari kendi icinde dimerler olusturarak NFY
denilen yapilari olustururlar. Bu NFY formlar da mikrotlbdllerin yapisini bozar ve
bdylece ndron transportu da bozularak hucre 6lumlerine neden olurlar (Hanger DP vd
2014).

AH olan bireylerde hiperaktifkinazlar ve/veya hipoaktif fosfatazlar tau proteinin
hiperfosfarilasyonuna neden olarak tau proteininin mikrottbullere baglanma yetenegini
bozarlar. Baglanamayan hiperfosfarilize tau proteini zaman icinde iki alt hicre

havuzunda bulunur;

® Duz filamentlerle ¢ift sarmal filamentlerin birleserek olusturdugu nérofibriller
formda:

AH’da normal tau ve fosforilize tau glikolizasyon sonucunda nérofibriller
yap! olusturur. intranéronal nérofibriller yapilar nonlizozomal ubikitin
yolaginda pargalanmak igin Ubikisyona ugrarlar fakat bu pargalanma ¢ok az
dizeyde gerceklesir. Hastalik ilerledikge NFY’lar blyur ve hucre iskelet
batinligunl, aksonal transportu bozarak hiicre &6limlerine neden olur.
Hucre 6lumdndn ardindan yumak ekstraselliler ortama ¢ikar ve bu yapiya

da ‘hayalet yumak * adi verilir

(ii) Sitozolde fibrillenmemis formda:

Sitozolik anormal hiperfosfarilize tau ise AH vakalarindaki beyinlerinde
toplam anormal hiperfosforilize tau miktarinin % 40’ in1 olusturmaktadir ve
tubdlin/mikrotubilinlerle etkilesime girmeden normal tau ve mitojen aktiviteli
proteinler MAP1A/ MAP1B ve MAP2 mikrotubullerin invitro inhibisyonuna
ve soklUlmesine neden olur. Bu etkilesimler sonucu filament olugumlari
goOzlenmez fakat mikrotubul aginin stabilizasyonu igin gerekli tau proteinin
olmamasi aksonal transportun bozulmasina, sinaps kayiplarina ve néron

Olimlerine neden olmaktadir (Igbal K 2005).
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AH’de demans olusum yogdunlugu ve slresiyle paralel olarak NFY’lar entorhinal
korteksten 6nce paralimbik alanlara, sonra heteromodal neokortikal alanlara yayilirlar.
Bu patolojik yayilma klinikte, normal yaslanmadaki hafif kognitif bozukluk, hafif ve agir

demans evrelerine karsilik gelmektedir (Oztiirk GB 2009).

AH disinda birgok hastaligin patolojisinde tau depozitleri olsa da sadece AH‘de
tau ve AB depozitleri birliktedir. Noronlarin akut olarak AR’ya maruz kaldigi deneylerde,
AB’nin tau fosforilasyonunu artirarak tau toksisitesini arttirdigi gorilmektedir. Ayrica
AB’nin neden oldugu ndronal disfonksiyonlarin tau varligiyla baglantih oldugu
bulunmustur (Morris M vd 2011).

2.2.6.3. Kolinerjik sistem ve Kolinerjik hasar hipotezi

AH patolojilerinden bir digeri de, beyinde 6grenme ve bellek ile ilgili kolinerjik
yolaklardaki meydana gelen tahribatlardir. Kolinerjik sistem sempatik ve parasempatik
sistemin birinci sira néronlarindan ve parasempatik sistemin ikinci sira néronlarindan

olusmaktadir.
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Sekil 2.3. Kolinerjik iletim. Aksiyon potansiyeli sonucunda hucre iginde kolin ve
Asetilko-A’dan  kolinasetiltransferaz  (ChAT) enzimi ile Asetilkolinin  (ACh)
sentezlenmesi, vezikillerde depolanmasi ve hiicre igi Ca?* artisi ile ACh sinaptik

kavsaga salinimi gosterilmektedir. Sinaptik kavsaktaki ACh muskarinik ve nikotinik
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reseptorleri aktive ederek hicresel yanit olusturmaktadir. AChE enzimi ile ACh kolin ve

Asetil-KoA’ya parcalanir (Ferreira-Vieira TH vd 2016).

Kolinerjik néronlarin akson uglarindan salinan ve sinaptik asirimdan sorumiu
olan norotransmitter asetilkolin(ACh)dir. ACh, kolinerjik sinir ucundaki kolinin enzimatik
asetilasyonu ile meydana gelir. Bu olaydaki asetil kaynagi sinir ucundaki mitokondriler
tarafindan sentezlenen Asetilkoenzim A (Asetil KoA)‘dir. Kolin kaynagi ise daha 6nce
sinaps araliginda yikilan ACh’den olusan kolin, diyetle alinan ekzojen kolin ve vicutta
yikilan fosfolipitlerden olusan kolindir. Sinaps araliginda bulunan kolin iki transport
sistemi ile sinaps icine tasinir. Bunlardan yiksek afiniteli olan Na™-Cl*a bagimli kolin
pompasl! kolinerjik sinirlerin sinaps uglarinda yerlesiktir. Aktif transport yardimi ile
araliktaki kolini tekrar sinaps igine tasir. Diger transportér sistem ise bu pompadan
bagimsizdir ve disuk afinitelidir. Ekstrasellller ortamda kolin miktari arttigi durumlarda
sinaps icine tasinmaktadir. Sinaps icinde bulunan Asetil KoA ve Kolin’'in enzimatik
reaksiyonu ise Kolin Asetiltransferaz(ChAT) tarafindan katalizlenir. Olusan ACh ise
sinaps icinde bulunan vezikillere vezikuller pompa yardimi ile alinarak depolanir. Sinir
ucunda meydana gelen depolarizasyon sonucunda parsiyel ekzositoz yoluyla ACh
kavsak araligina salinir. Presinaptik bolgedeki kendine 6zgu reseptorlerle etkilesime
girerek sinir iletimini saglar. Kavsakta bulunan asetilkolinesteraz enzimi (AChE)
sayesinde ACh asetik asit ve koline pargalanarak inaktive olur. AChE’nin G1, G2 ve G4
olarak ifade edilen 3 farkli molekiler sekli vardir. Korteks ve hipokampusta %70-80
oraninda presinaptik yerlesimli G4 bulunur. Bu bolgedeki diger AChE’ler ise G1
formundadir ve postsinaptik yerlesimlidir. Beynin disindaki néromuskuler kavsaklarda
ise G2 ve G4’ler bulunmaktadir. AH calismalarinda ise en fazla azalmanin G4
formunda oldugu ve énbeyinin bazal kismindaki ndritik plaklarda asetilkolinesterazlar

ve batirilkolinesterazlarin birlikte oldugu bulunmustur (Kayaalp SO 2012).

Kolinerjik ndronlar santral sinir sistemi (SSS)'nin her boélgesinde yer alsa da
oncelikli olarak fazla miktarda bulunduklari yerler; spinal cord, arka beyin, medial
habeluna, mesopontine bolgesi, basal dnbeyin, olfactory tubercle cajella adasi olarak
belirtilmistir (Armstrong DM vd 1983, Woolf NJ 1991, Woolf NJ vd 2011).

Beyinde bu kadar genis alana yayilan kolinerjik néronlarin bazilari bir bélgeden
baska bdlgeye uzanan yolaklar halindeyken, diger bir kismi ise beyin korteksi ve bazal
ganglionlarda bulunan lokalize, intrisink néron toplulugu seklindedir. Beyinde bes tane

kolinerjik yolaktan bahsedilir.
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Bunlar;

1)Dorsal ve ventral tegmental yolak: Mezensefalik retikiiler formasyon (MRF) ve
ponstaki retikiler formasyona dahil olan pedikulopontin g¢ekirdeklerdeki kolinerjik
noronlarin aksonlari dorsal ve ventral tegmental yolaklar icinde tektum, pretektal bélge,
n.geniculatus’lar, striatum ve talamusta sonlanir. Bu yolak bazal 6n beyindeki kolinerjik
néronlari innerve ettigi zaman buradan ¢ikan aksonlar da beynin korteksinin her tarafini
ve olfaktor bulbus’u innerve etmektedir. Bu sistemin talamus 6tesindeki devaminda
talamustaki kolinerjik ve glutamaterjik néron aksonlarindan olusan talamokortikal
projeksiyon adl yolak buttin kortek boélgesini innerve eder. Bu iki yolak beyin sapindan

kortekse uzanan asandan retikule aktive edici sistem (ARAS)’'in 6gesidir.

2)Nucleus basalis (meynert nukleusu ve substantia innominata)’den ve medial
septal nukleus arasindaki bazal énbeyin bélgesinde (¢ ayri grup halinde yerlesmis
kolinerjik néronlardan baslayan, beyin korteksine giden ve Kortekse yaygin dagilim
gosteren kolinerjik yolak: Beyin korteksinin ve hipokampus, olfaktor bulbus gibi limbik
sistem yapilarinin kolinerjik innervasyonundan 6nemli dlgide sorumludur. Bu yolagi
olusturan kolinerjik aksonlar korteksten baska hipokampus ve amigdalayi da innerve
eder. Bu yolagin korteksteki akson uglarinda kolinerjik nikotinik reseptorler
bulunmaktadir ve bu reseptérlerin uyariimasi ile kognitif fonksiyonlar gerceklestirilir. Bu
yolakta meydana gelen dejenerasyonlar ile AH noritik plaklar arasinda iligki

bulunmaktadir.

3)Limbik sistemde, septumdan hipokampustaki piramidal hiicrelere giden

septohipokampal yolak.

4)Rostral-bazal telensefalik kolinerjik néron topluluklari ile medyal habenula’dan

nucleus interpedincularis’e giden kolinerjik yolak.

5)Medula oblongata’daki kolinerjik néronlarin aksonlarindan olugan, orta beyin

ve beyin sapinin gesitli yerlerine giden kolinerjik yolak.

Bu yolaklardan disinda Bulbustaki retiktler formasyondan ayri omuriligin 6n
boynuzundaki motor ndronlara inen inhibitér kolinerjik bulbospinal bir yolaktan daha
bahsedilir (Kayaalp SO 2012).

Fizyolojik olarak kolinerjik néronlarin gérevlerini ise; Ogrenme ve bellek ilgili

fonksiyonlarda bulunmak, duygudurumun dengeli sekilde surdirtlmesi, uyaniklihk
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halinin sirdurilmesi, uykunun REM déneminin baslatiimasi, én-arka hipofizin endokrin

faaliyetlerinin diizenlenmesi ve antinosiseptif etkinin olusumu olarak siralayabiliriz.

2.2.6.3.1.Asetilkolin reseptorleri

Fizyolojik etkilerini gerceklestirebilmek icin SSS’'de ve periferde 2 ana tip

kolinerjik reseptdr yer alir. Bu reseptorler;

1)Muskarinik Reseptorler (mMAChR): G proteinine kenetli reseptorlerdir. Kendi
icinde M1, M2, M3, M4 ve M5 olmak Uzere 5 alt gruba ayrilirlar. M1, M3 ve M5 Gg/11
proteini ile birleserek fosfolipaz C ‘yi uyararak inositoltrifosfat (IP3) ve Diagilgliserol
(DAG)'In aktive olmasini saglar. M2 ve M4 ise G; ve Go proteinleri ile birleserek adenilil
siklaz inhibisyonu ve siklik AMP(cAMP)’nin azalmasini saglar. Boylelikle hicre icine
dogru K* kanallari aktive olurken Ca?" kanallar inhibe olarak hiperpolarizasyon ve

membran inhibisyonu gerceklesir.

2)Nikotinik Reseptérler (hnAChR): Ligant kapih iyon kanallarinin bir tyesidir ve
K*, Na* ve Ca?" katyonlarina karsi segicidir. NAChR proteini bes polipeptid alt Gniteden
olusan pentamerik bir yapidadir. Altlniteleri a, B, & ve y(fetal) ya da &(yetiskin) ‘dur.
Merkezinde iyon kanali olmak Uzere cevresinde bu alt Uniteler cevrili halde
bulunmaktadir. ACh ile aktivasyonu sonucu kanallar acilir ve depolarizasyon
gergeklesir. nAChR’ler SSS, ganglionlar ve kaslarda farkli alt Unitelerin farkl
kombinasyonlari ile bulunurlar. Ganglion ve kaslarda 2a alt Gnitesi diger 3 alt Unite ile
farkli kombinasyonlarda bulunurken noéronal nAChR’lerde sadece a2-10 ve [(2-4
altiinitelerinin  kombinasyonlari mevcuttur. Bu kombinasyonlardan ilk olarak o432
tanimlanmistir. SSS’nin predominant kombinasyonudur, ¢ok miktarda yer alir ve disik
Ca?" gegcirgenligine sahiptir. Diger major alt tip olarak a7 yogun bir dagihim
g6stermektedir. Hipokampus ve kortekste bulunan presinaptik a7’lerin stimulasyonu
sonucunda sinaptik glutamat artisinin sagladigi ve hipokampal CA1 néronlarinda bu
artisa bagli olarak LTP’yi destekledikleri bilinmektedir (Kabani 2018). Bu her biri farkli
kombinasyonlar farkh 6zelliklere ve farkl fonksiyonlara sahiptir (Ferreira-Vieira TH vd
2016). Memeli beyinlerinde presineptik, perisinaptik ve ekstrasinaptik bdlgelerde
NAChR’ler bulunmaktadir ve glutamaterjik, dopaminerjik, seratonerjik ve kolinerjik
yolaklardaki iletimler Uzerinde etkileri vardir (Ferreira-Vieira TH vd 2016,Tougeer
Ahmed vd 2017, Kabani 2018).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferreira-Vieira%20TH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26813123
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferreira-Vieira%20TH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26813123
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Nikotinik etkiler htcrelerin uyarilabilirligini arttirarak  dikkat tonusunun
saglanmasinda goérev alirken, muskarinik etkiler ise daha kalici sinaptik degisikliklerle
yeni bilginin depolanmasini saglamaktadir. AR olusumu ve toksisitesi ile; ACh sentezi,
salinimi ve postsinaptik etkinligi arasinda ters iligski vardir (Oztirk GB 2009). AH‘da
bazal 6n beyindeki kolinerjik néron kaybi %70-80 gibi buyuk bir orana ¢ikmaktadir. Bu
nedenle, ACh Uretiminde o©nemli O&lgiide azalma gozlenir. Serebral korteks ve
hipokampusta ChAT ve AChE aktiviteleri de azalmaktadir. Frontal ve parietal korteksde
azalan AChE miktar ile kognitif fonksiyon kaybi, amiloid plak ve NFY olusumlari
arasinda paralel ilerleme mevcuttur. Ayrica tau proteininin anormal hiperfosforile
yaplya donuserek NFY’leri olusturdugu ve ndron kayiplarina en ¢ok neden oldugu ilk
yerin Meynert nukleusu oldugu bulunmustur (Auld DS vd 2002). Erken evre AH
vakalarinda yapilan incelemede ©6n beyin hacminin, ndéron kayiplari ve beynin
bizilmesiyle azaldi§1 gézlenmistir (Grothe M vd 2013). Yapilan incelemeler sonucunda
kortikal kalinhgin azalmasi ile kognitif fonksiyonlarin gerilemesi arasinda anlamli bir
iliski mevcuttur. Kolinerjik kayiplara bagli kognitif gerilemeden ayri, kolinerjik iletimin
dizenledigi diger sinaps iletimleri de bozularak AH patolojisinin diger olusumlarina da

katki saglamaktadir.

2.2.6.4. Oksidatif Hasar Hipotezi

Oksijen radikalleri (ROS=Reaktif Oksijen Urtinleri) hiicre ve dokulardaki aerobik
metobolizma sirasinda Uretilen elektron transport sisteminin Grtintdir. Mitokondrilerde
oksijenin indirgenmesi sirasinda yan Urin olarak da superoksid formunda serbest
radikaller olusur. Elektron transportundaki bozulma ROS Uretimini artirirarak proteinler,
lipitler ve nikleik asitlerde hasarlar olusur. Hiicre ve dokularda meydana gelen bu
hasarlar oksidatif stres olarak adlandirilir ve yaglanma ile kargimiza ¢ikan fizyolojik ve
fiziksel degisikliklerin nedeni olarak kabul edilmektedir (Bulut S 2003).

Yapilan invitro ¢alismalarda AR peptidin endotel hicrelerde O radikal Gretimini
tetikleyip, oksidatif ve peroksidatif reaksiyonlari indikleyerek hucre 6limlerine neden
oldugu bulunmustur. Bu reaksiyonlara ornek olarak; amiloid plaklarin agir metal iyonlari
ile bir araya gelerek katalizledigi oksidatif reaksiyonu ve ¢esitli mekanizmalarla lipit
membran peroksidayonunu verebiliriz. Hipokampusten alinan dokuda AB aracihgiyla
artan ROS etkinliginin, NMDA kanal aktivasyonu ile artan Ca?' artisi sonucunda
sinaptik bozulma ve hiicre 8limu meydana getirdigi gézlemlenmistir. Ayrica mitokondri

disfonksiyonu AH patolojisinde yer alan 6nemli bir noktadir. Yapilan biyopsi
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calismalarinda mitokondrinin kigtlerek, protein ve DNA’sinin sitoplazma igine dagildigi
bulunmustur (Practico D vd 2004, Manczak M vd 2006).

2.2.6.5. Glutamaterjik Sistem, Bellek ve Alzheimer Hastalhgi iliskisi

Bir aminoasit olan glutamat memelilerin MSS’de bulunan eksitatér 6zellikteki en
onemli nérotransmitterlerdendir, bellek ve 6grenme gibi bircok fonksiyonda rol alr (Patt
SR 2007). Glutamat ayrica MSS gelisimindeki sinaps eliminasyon ve indiksiyonu, hlcre

migrasyonu, hucre farklilagsmasi ve 6lumu gibi kritik rollerde gérev almaktadir.
2.2.6.5.1.Glutamat reseptorleri
Glutamat etkisini hicre vylzeyinde bulunan glutamat reseptorleri ile

gOstermektedir. Glutamat reseptorleri hem néronlarda hem de glial hicrelerde bulunur

ve kendi i¢inde iyonotropik ve metobotropik glutamat reseptdrleri olarak 2 alt birime

ayrihr.
Glutamat Reseptorleri
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Sekil 2.4. Glutamat reseptorlerinin siniflandiriimasi. Glutamat reseptorleri iyonotropik
(iGIuR) ve metabotropik (mGIuR) glutamat reseptdrleri olarak iki alt gruba ayrilir
(Traynelis SF vd 2010).
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1) lyonotropik Glutamat Reseptérieri (iGIuR) ; iyon kanalina kenetli bu reseptérler

kendi icinde 3’e ayrilirlar.

i) N-metil-D-aspartat (NMDA); GIuN1, GIuN2A, GIuN2B, GIuN2C, GIuN2D,
GIuN3A, GIuN3B.

i) Alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol propiyonik asit (AMPA); GIuAl,
GluA2, GIuA3, GluA4d

i) Kainat; GluK1, GluK2, GIluK3, GluK4, GluK5

iGluR’ler NMDA, AMPA ve Kainat reseptér alt gruplari olarak 3’e
ayrilirlar. NMDA, AMPA ve Kainat reseptorleri Na* 'un hicre icine girisine,
K*un hlcre disina cikisina, membran depolarizasyonuna ve/veya alt Unite
kompozisyonuna bagli olarak hiicreye Ca?* girisine neden olmaktadirlar.
AMPA reseptorleri disuk afinitelidir ve uyarildiklarinda hizla acilip hizla
inaktive olurlar. NMDA reseptérlerinin ise glutamata afiniteleri daha yuksek ve

inaktivasyonlari yavastir (Gézen O 2008, Kayaalp OS 2012).

2) Metabotropik Glutamat Reseptérleri (mGIuR) ; G proteinleriyle baglanarak etki

ederler. Uyariimalari sonucunda hem metabolik hem de elektriksel olaylar
gerceklesmektedir. Bu reseptorler farmakolojik yapilari, aminoasit dizilimleri,
sinyal iletim yapilarina gére kendi igcinde 3’e ayrilmaktadirlar.

)Grup 1; mGIuR1, mGIuR5

iGrup 2; mGIuR2, mGIuR3

i Grup 3; mGluR4, mGIuR6, mGIuR7, mGIuR8

Grup 1 reseptorleri beyinde genis bir boélgede dagilim gosterir ve iGluR’leri

cevreleyen bir perisinaptik lokasyon ile gogunlukla postsinaptik yerlesimlidir.

Grup 2 ve Grup 3 reseptorler cogunlukla presinaptik yerlesimlidir ve glutamat,

GABA inhibisyonu saglarlar.
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2.2.6.5.2. Eksitotoksisite kavrami

Eksitator o6zellikteki bir noérotransmitter olan glutamatin etkisi postsinaptik
bolgelerdeki reseptorler ile saglanirken salinimi da presinaptik yerlesimli reseptérlerin
kontrollinde gerceklestirmektedir. Bu reseptdrlere drnek olarak metabotropik glutamat
reseptorleri, kolinerjik reseptorler, y-aminobutirik asit (GABA), k-opioid, adenosin vb.

verilebilir.

Presinaptik bdlgede depolandidi vezikillerden salinan glutamati sinaptik
aralikta metabolize eden bir enzimi bulunmamaktadir ancak basit difizyon yontemi ile
tekrar hucre icine alinarak etkisi kaldiriimaktadir. Eger sinaptik aralikta yuksek
konsantrasyonlarda bulunursa ve ortamdan uzaklastirilamazsa, glutamat reseptdrleri

surekli uyariimaya devam ederek toksik etkiler ortaya ¢ikacaktir.

ilk kez yaptiklar calismalar sonucunda Lucas ve Newhouse (1957)
monosodyum glutamatin nérotoksik etkisini bulmustur ve Olney (1978) tarafindan L-
Glutamat ve yapisal baglantili aminoasitlerin etkisi ile akut ve kronik hastaliklardaki
néronal hucrelerin 6liminu ifade eden eksitotoksisite kavrami literatire girmistir
(Lewerenz J ve Maher P 2015).

Dejenere néronlardan kontrolsiiz salinan glutamatin yuksek konsantrasyonlari
saghkh diger noéronlar uyararak surekli bir depolorizasyon durumu gerceklestirir.
Normalde hiticre i¢i Ca?* orani 10’M gibi dlsik bir seviyedeyken siirekli depolarizasyon
durumunda Ca?"un hicre igine girisi ve hlcre iginde depolanan kisimlardan salinimi
zamanla artmaya baslar. Artan Ca?* hicre iginde birgok enzim mekanizmasini uyarir
ve Ca?’a bagiml protein etkilesimlerini de etkileyerek hiicre homeostazini bozarak

néronal 6lime yol agar.(Doble A 1999).

2.2.6.5.3. Bellek olusum mekanizmasi ve Alzheimer Hastaliginda bellek

fonksiyonlan

Hilcresel bellek olusum mekanizmasi, Donald Hebb'in hipotezi ile
aciklanmaktadir. Bu hipoteze gore anilar SSS’de noéronlar arasi sinaptik baglantilarin
gucundeki degisiklikler sonucu depolanir. Noéronlar arasi sinaptik baglantinin degisme
kapasitesine sinaptik plastisite denilmektedir ve bu davranis bellek mekanizmasinin

temel mekanizmasidir. Sinaptik plastisitenin uzun sureli potansiyalizasyonu Long Term
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Potentiation (LTP), uzun dénem depresyonu da Long Term Depression (LTD) olarak

ifade edilir.

Beyinde hipokampus, amigdala ve serebral korteksi icine alan C1, C2, C3
olarak ifade edilen yolaklardaki néron iletimi ile bilgi iletilip depolanir. Bilgi iletimi
sirasinda sabit sinaptik uyariya karsi akson potansiyelinin olmasi, yolaklar arasindaki
kisa sureli yiksek frekansli uyarilarin olmasi ve sinaptik giclenmenin gergeklesmesi
LTP ile agiklanir. Clnkd LTP, eksitator glutamat reseptérleri NMDA, AMPA ve Kainat
ile iligkilidir.

NMDA reseptorinl allosterik sekilde etkileyen ve kanal fonksiyonlarini modile
eden glisin, poliamin ve voltaja bagimh Mg?* baglanma yerleri ile fensiklidin, ketamin ve
benzeri maddeleri baglayan fenksiklidin baglanma yeri vardir. Mg?* baglanmasi voltaj
bagimh etki ettigi icin istirahat durumunda glutamat baglansa bile kanal agiimaz.
Membran potansiyeli arttigi zaman Mg?* baglanma yerinden ayrilir, glutamat
baglanarak kanal acilir ve hiicre icine Na* ve Ca?" gegcisi olur. AMPA ve Kainat
reseptorleri de sinaptik membranin hizli depolarizasyonunu saglayarak NMDA
reseptorinin galismasini kolaylastirir. Hiicre igine giren Ca?* girisi ile hiicre ici sinyal
yolaklari aktive olup, LTP olusumu gergeklesir (Kayaalp OS 2009, Moldakarimov SB vd
2009, Luscher C vd 2012).

AB ve hiperfosforilize tau proteini AH patolojisine Oncllik ederken, diger
faktorler néronal direnci azaltip segici bolgesel kayiplara neden olarak hastalk
patolojisinde yer alirlar. Bu sinaptik kayiplar klinik demansta bilissel ve diger
aktivitelerdeki azalma acgisindan noéron dejenerasyonlarina gore daha belirleyici
Ozelliktedir. Bu nedenle AH patolojisinde SSS’de fazla miktarda bulunan, eksitator

Ozellik gbsteren ve bellek ile yakin iligkili olan glutamat ilk sirayi alir.

Alzheimerli beyin dokusu incelemelerinde yumak ve plak olusumlarindaki hicre
ici yiksek Ca?* gegirgenliginin gozlemlenmesi akla ilk NMDA reseptoriini getirmigtir.
Ayrica transgenic AH fare modellerinde yapilan incelemelerde glutamat geri alim
kapasitesinin azaldigi ve glutamat saliniminin arttigi bulunmustur. Glutamat aktivitesini
gerceklestiren glutamat reseptérlerini AH'da daha yakindan inceledigimizde hem
mGIuR’lerin hem de iGIluR’lerin bu patolojik olaya birgok noktadan etki ettigi
bilinmektedir. Clnkl hastalik patolojisini tek bir reseptér grubuyla agiklayarak tedavi

yontemi secmek mumkun olmamistir (Caraci F vd 2018).
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Grup 1 mGluR’ler ile AB patolojisi varliginda yapilan ¢alismalar sonucunda bu
grup reseptorlerin LTP inhibisyonu yaparken, LTD aktivasyonunu gerceklestirdikleri
goérulmustir. LTD mekanizmasi gen¢ beyinlerde ve hafizasi bozulmamis yaslanan
beyinlerde farkh calismaktadir. Yapilan calismalar bu farki, gen¢c beyinde NMDA
kontrolli olan LTD’nin yaslanma surecinde NMDA’dan bagimsiz Grup 1 mGIuR’ler
kontrolinde gerceklestigini ifade ederek aciklar. Ozellikle hipokampus ve dental
gyruslarda AB ile guglendirilien LTD mekanizmasi NMDA reseptorlerine ihtiyag
duymaksizin Grup 1 mGluR’lerin aktivasyonu ile p38 mitogen-activated protein kinaz
(p38 MAPK), striatal tirozin fosfataz (STEP) ve kaspaz-3 yolagina katilarak
gercgeklestirilir (Hu NW vd 2012).

AB’nin patolojik artigi, eksitatér sinaptik plazma membranlarinda hicre digi
glutamat konsantrasyonunun artmasinin yani sira, mGluR5’lerinin yeniden dagilimini
tetikler ve sinaptik mGIluRS’lerin artisina neden olur. mGIuR5’nin ektopik kiimelerinin
sapkin aktivasyonu, hiicre i¢ci Ca?"'y1 dogrudan veya dolayli olarak NMDA reseptorleri
vasitasiyla artirabilir (Hu NW vd 2012).

Son yapilan c¢alismalar mGIuR5’in hiicresel prion protein (PrPc)/oligomerik AR
(0AB) komplekslerinin sinaptotoksik sinyaline aracilik ettigini bulmustur. PrPc’ler hafiza
bozukluklarindan sorumlu 150 kD’dan buyuk oAR’lar igin segici bir reseptoér grubudur ve
AH heterojenligine ragmen PrPc ve mGIuR5 ikili iligkisi sinaptotoksisite agisindan
oldukga 6nemlidir. Yapilan ¢alismalarda mGIuR5 blokaji APP seviyelerini ve AB
uretimini baskilayarak bilissel performansi arttirdigi disundlmdastir. Fakat bu segici
blokajlar kompleksden gelen sinyali inhibe ederek AH icin yararli etki sagliyor olsa da
mGIuR5‘in normal hiicresel sinyaline ne kadar cevap verecekleri ve mGIuR5'in tonik

bilissel etkisi icin ne kadar énemli olduklari tartisma konusudur (Caraci F vd 2017).

Grup 1 reseptorlerinden mGIuR1’in APP proteolitik mekanizmasini kontrol
ederek, noroprotektif 6zellikli SAPPa’nin artmasi ve AR Uretiminin azalmasini saglayan
noérotransmitter reseptdrlerinden oldugu bulunmustur. Fakat AH ile iliskili rolinU

aciklamak su an igin yetersizdir.

Grup 2 reseptorler icin yapilan ¢alismalarda Kim ve arkadaslari AH transgenik
farelerde bu grup reseptdr antogonistlerinin 6grenme ve belledi arttiran etkilerinin
yaninda hipokampal norojenezisi uyararak kemirgenlerde anksiyolitik ve antidepresan
etki sagladigini bulmuslardir. Ayrica mikroglialarda bulunan Grup 2 reseptorlerin

blokajinin da mikroglial aktivasyonu sinirlandirip néroinflamasyonu kontrol ederek
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hicresel koruyucu etki yaptiklari da tespit edilmistir. Bu grup agonistlerin daha énceki
doénemlerdeki néroprotektif etkilerinin bulunmasinin yaninda antogonisterinin de pozitif
etkileri géz o6nune alindiginda nasil bir mekanizma ile tedavi protokolerine dabhil
edilebilecekleri tartismalidir. Grup 1 ve Grup 2 aktivasyonlari AR Uretimini arttirabilecegi

diusunilse de mekanizmalari tam olarak aydinlatilamamistir (Kim SH 2010).

Grup 3 reseptorlerden mGluR4’lerin  mGIuR71'in  antogonisti oldugu, AR
toksisitesi ve NMDA toksisitesine karsi noroprotektif oldugu, mekansal dgrenme ve
bellekte etkili oldugu bilinmektedir. mGIuR7’lerin ise bazik 6n beyin kolinerjik
néronlarinda eksprese oldugu ve kisa sureli hafizasi ile kosullu tepkilerin

kazanilmasinda rol aldigi bulunmustur. Yine bu grup reseptérler hakkindaki bilgimiz de
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Sekil 2.5. AH'da AB oligomerleri ve mGIuR’ler arasindaki iliski. mGluR’ler kendi i¢inde
3 gruba (Grup 1: mGluR 1-5, Grup 2: mGIuR 2-3, Grup 3: mGIuR 4-6-7-8) ayrilir. AB
oligomerleri varhginda mGluR’lerin dedisen hicresel cevaplari sekilde belirtiimistir
(Caraci F vd 2017). TGF-B 1: Transforming growth factor beta 1

iGluR’ler Uzerinden yapilan caligmalarda; yUksek akut konsantrasyonlarda ya

da uzun sureli AB maruziyetinin, AMPA reseptdr endositozuna neden oldugu ve bunun



28

sonucunda bazi kazpazlarin apoptotik olmayan aktivasyonlari sonucu sinaptik kayiplari

tetikleyebildigini bulunmustur.

AB’nin sinaplardaki etkisi LTD gibidir; dentritlerdeki spinler ve glutamat
reseptdrleri kaybolur. Li S ve arkadaslari ¢alismalari sonucu AB varliginda beyinde
gerceklesen LTD benzeri sinaptik zayiflama ile LTD’yi kolaylastirabilecegini
bulmuslardir (Li S vd 2009).

Son zamanlarda, sinaptik NMDA reseptoru aktivasyonunun, APP'nin
amiloidojenik olmayan a-sekretaz enzimini tegvik ettigi ve bdylece AR Uretimini
azalttigi, ekstrasinaptik reseptér aktivasyonunun AR Uretimini arttirdid1 bildirilmistir
(Hoey SE vd 2009, Bordji vd 2010). Ayrica, NMDA reseptorlerinin glisin varliginda
endojen olarak salinan glutamat ile aktive edilmesi intranéronal AR seviyelerini
azaltabilir (Tampellini D vd 2009).

AB Uretiminde ve bellek olusumunda glutamaterjik iletimin roli kuskusuz
ortadayken tedavi secenekleri icinde disunulmesi kaginilmazdir. Fakat AH patolojisi
icin hala cevaplanamamis ylzlerce soru vardir. Ayrica iGluR’ler ile mGIuR’ler yeterince
aydinlatilamadigi icin spesifik glutamat reseptor alt tiplerinin ve iligkili sinyal
mekanizmalarinin potansiyel terapotik degerini netlestirmek igin daha fazla arastirmaya

ihtiyac vardir.

2.3. Renin Anjiotensin Sistemi

Renin molekllu (1898) bulunduktan sonra, RAS mekanizmasini agiklayabilmek
icin birgok ¢alisma yarttilmastir. Bu karmasik sistem su ve elektrolit dengesi, sistemik
vaskuler direng, kan basinci ve kardiyovaskuler homeostazin diizenlenmesinde énemli
fizyolojik fonksiyonlara sahiptir. Bu etkilerinin yani sira kronik aktivasyonu oksidatif
strese, endotel fonksiyon bozukluguna ve inflamasyona neden olabilir (Mentz RJ vd
2013).

Bu farkh farmakolojik etkilere sahip RAS kompanentleri renin varliginda
Anjiotensinojenden meydana gelmektedir. Bu kompanentler; Anjiotensin | (Ang-I),
Anjiotensin Il (Ang-I1), Anjiotensin Il (Ang-Ill), Anjiotensin IV (Ang-1V), Anjiotensin 1-7
(Ang-(1-7)), Anjiotensin 3-7 (Ang-(3-7)) gibi farkli aminoasit dizilimlerine sahip
anjiotensin peptidleridir (Ciobica vd 2009). Bu peptidler AT1, AT2, AT4 ve Mas
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reseptorlerine farkli konsantrasyon ve affiniteler ile baglanarak etkilerini gdsterirler
(Ciobica vd 2009, Albrecht 2010, John vd 2013).

RAS basta endokrin bir sistem olarak disinilmus olsa da yapilan ¢alismalar
goOsterdi ki, beyin dahil olmak Uzere bircok dokunun kendine ait bir lokal RAS'I
mevcuttur. AH tedavi segenekleri arasinda son zamanlarda yapilan calismalar beyin

RAS Uzerinde arastirilmalar yapilmasi gerektigini vurgulamaktadir.

2.3.1.Beyin renin anjiotensin sistemi

Anjiotensinojen, anjiotensin icin 6ncul maddedir ve merkezi olarak %90’dan
fazlasi astrositlerde, kalanlar da hiicre icinde kalip depolanabilecedi néronlarda Uretilir
ve cesitli néroaktif peptidlere donlismesi icin salgilanir. Dért ana néroaktif anjiotensin

peptid vardir; Ang Il, Ang IV, Ang-(1-7) ve Alamandine.

Sekil 2.6. Beyindeki Renin Anjiotensin Sistem kompanentleri. Sekilde Ang-II, Ang-IIl,
Ang-1V, Ang-(1-7), Ang-A ve Alamadine yolaklari ve AT4, AT2, AT1 MrgD ve Mas
reseptorleri ile ekspresyonlari sonucunda hicresel cevaplari verilmigtir. ACE2:
Anjiotensin donustarticlt enzim 2; AT1, AT2, AT3: Anjiotensin reseptor tip 1, 2 ve 3,
APA APA: Aminopeptidaz A, APM: Aminopeptidaz M; MLDAD: mononukleer I6kosit
turevli aspartat dekarboksilaz (Hrenak J vd 2016).

Renin varliginda Anjiotensinojen Ang-lI'e, Ang-I de Anjiotensin donustirtcu
enzim (ACE) tarafindan Ang-lI'ye dénusir. Ang-ll ise AT1 ve AT2 adinda iki énemli
reseptdre baglanarak etki gosterir. Ang-Ill ve daha sonra Ang-IV aminopeptidazlar ile

Ang-II'den olusur. Ang-lll, Ang-lI'ye gbére AT1R’lerine daha dusik AT2R’lerine daha
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yiuksek afiniteyle baglanir. Ang-IV ise AT4R’lerine baglanir fakat ylksek
konsantrasyonlarda AT1R’lerine de baglanmaktadir. Ang-(1-7) ise Ang-l ya da Ang-
I’lden ACE izoformu olan ACE2 ile olusur ayrica disik de olsa Anjiotensin-(1-9)
tarafindan ACE ile Uretimi de vardir. Ang-(1-7) Mas protoonkogeninden kodlanan G-
protein kenetli reseptére baglanarak etkisini gosterir ve distk afiniteyle AT2R’ler ile de
baglanabilmektedir. Bu reseptorler icin ana ligant olan Alamadine, Ang-(1-7)’in
dekarboksilasyonu ile olusur ve Ang-(1-7) analogudur. Ayrica Ang A prokilrsort olan
Ang-lI'den de dekarboksilasyon ile olusur ve yine Ang-ll analogudur. Ang A'dan da

ACEZ2 ile MasR’lere baglanabilen Alamadine olusabilir.

AT1R’ler néronlar, oligodendrositler, astrositler ve korteks, hipokampus ve bazal
beyindeki mikroglialarin Gzerinde bulunan G protein bagh reseptorler(GPCR)’dir. ACE
Ang-I'den  Ang-I’'nin  olugsmasini  saglarken, yukari regulasyonunda ATI1R
aktivasyonunun artmasini da saglamaktadir. AT1R aktivasyonu ve ACE
ekspresyonunun yukari regllasyonunun sonucu olarak vazokonstriktér etki
gerceklesmektedir. Beyin iginde bu vazokonstruktor rolu ile 6zellikle bisisel bozulmayi,
hicre 6lumund ve inflamasyonu siddetlendirirler. Kemirgenlerdeki AT1R aktivasyonu,
iskemik hasardan sonra kortikal ve hipokampal kolinerjik ve kolinerjik olmayan hicre
olimlerinin gergeklesmesine neden olmustur. Ayrica AT1R, oksidatif stresin artmasina
yardim ederek pro-inflamatuvar sitokinlerin salinimina ve inflamasyona bagh hucre
O0liumindn daha da siddetlenmesine neden olmaktadir. Ayrica ACE ekspresyonu

sonucunda da kolinerjik néronlardan asetilkolin salinimi azalmaktadir.

Hem AT2R’ler hem de MasR’ler korteksin, hipokampusun ve bazal ganglionlarin
noronlari, astrositleri ve mikroglialarinda bulunan GPCR’lerdir. ACE, MasR’ler ve
AT2R’ler vazodilatasyon etkileri ile beyinde 6zellikle bilis, hiicre sagkalimi, hem
antioksidan hem de anti-inflamatuvar 6zelliklere sahiptir. AT2R ve MasR’ler AT1R’ler
ile AT2R/AT1R ve MasR/AT1R heterodimerleri olusturarak AT1R’leri dogrudan
antogonize ve etkisiz hale getirir. ACE2’deki yukari regilasyon da AT1R’i asagi regtle
eder. Mitokondrilerde AT2R’ler AT1R’lerden daha fazla oranda olsa da yaslanmayla
birlikte AT1R’ler yukari regule olur ve ayni zamanda yasla birlikte MasR’lerde de
azalma gercgeklesir. Kemirgenlerde yapilan ¢alismalarda azalan AT2R aktivasyonunun
dentrik omurga anomalilerine ve mekansal hafiza bozukluklarina neden oldugu
bilinmektedir. Genel olarak disfonksiyonel AT2R ve MasR sinyalleri, AT1R aracili NOX
aktivasyonuna ve ROS Uretimine neden olarak bilis tGzerinde olumsuz etkilere neden
olur. Hucre ylzeyi MasR'leri bolca en yuksektir. Hicre yuzeyi MasR'ler mitokondriyal

solunumlari azaltmak, superoksit seviyelerini modiule etmek ve slUperoksitte AT1R’i
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NOX'un aracilik ettigi artisi bloke etmek icin NO'yi artirir. Néronal NO Uretimi,
hipokampus ve amigdalada nesne tanima hafizasi ve LTP igin dnemli bir adim olarak
kabul edilir (Hellner K 2005, Yang RF 2011).

Ang-1V korteks, hipokampus ve bazal gangliolardaki néronlarda sinirli bulunan
bir tip Il aminopeptidaz membran proteinidir. Ang-IV aktivasyonu bilig, hicre sinyal
iletimi, sinaptik onarim ve hem antioksidan hem de anti-inflamatuvar 6zelliklere sahiptir.

AT4R'ler, esas olarak GLUT4 ile noro-salgi yapan vezikullerde bulunan IRAP'lerdir.

AT4R sinyali dort mekanizmadan biriyle calisir;

1. AT4R'ye Ang-1IV baglanmasi, néronal glikoz alimini arttirir ve 6grenme ve
hafizaya dahil olan Ang-lll, oksitosin, vasopressin, met-enkefalin gibi diger
noéroaktif peptitlerin metabolizmasini énlemek icin IRAP'I rekabetgi bir

sekilde inhibe eder.

2. Ang-lV, superoksit uretimini AT2R ve MasR'lere benzer sekilde modile

etmek icin NO sentazini (NOS) artirmak igin hicre i¢i kalsiyumu artirir.

3. Ang-lV, L tipi gerilime bagl kalsiyum kanali aktivasyonu ile Ca?* seviyelerini
yukseltir ve sinaptik iletimi ve uzun vadeli gu¢lenmeyi arttirmak igin sinaptik

sonrasi modulasyonlara yol agar.

4. Glukozun etkilerine benzer olarak, Ang-1V asetilkolin sentezini ve salimini

arttirir.

Son vyillarda yapilan c¢alismalarda, hipertansif hastalarda kullanilan ACE
inhibitérleri ile anjiotensin reseptér blokerlerinin biligsel fonksiyonlarda iyilesme
saglayip bellek ve 6grenmeyi destekledigi bulunmustur (Kehoe vd 2009, Mogi vd 2012,
Hajjar ve Rodgers 2013). Bu etkilerin Ang-ll dizeylerinin azalmasi ve Ang-II'nin
antagonist etkilerine sahip olan Ang-(1-7) duzeylerinin artmasiyla ilgili olabilecegi

disundimuagstur (Mogi vd 2012).
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2.4. Hipotez

In-vivo ortamda AB40 ile indiklenen sican Alzheimer modelinde Renin
Anjiotensin Sistem kompanentlerinden olan Ang-(1-7)'nin azalan nikotinik kolinerjik
reseptorlerden a7nAChR, a4nAChR, B2nAChR ile artan metabotropik glutamaterjik
reseptorlerden mGIuR5 ve mGIuR1 ekspresyonlarina olumlu etkisinin olabilecegi ve
AB40 peptidin RAM performans testinde neden olacagi bellek bozukluklarini azaltacak
yonde olumlu olarak etkileyebilecegi c¢alisma baslangicinda hipotez olarak 6ne

surtlmastar.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Deney Protokolii

Calismada agirligi 250-300g arasinda degisen 40 adet erkek Sprague—Dawley
siganlar Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma Birimi'nden saglanmustir.
Deney hayvanlarinin beslenmesi serbest birakilmig, her kafeste 5 sigan olacak sekilde
23+£2°C 1sida, % 60+5 nem oraninda 12 saat aydinlik/karanlik ortamda yasamalari
saglanmigtir. Tim deneysel asamalar Pamukkale Universitesi Tip FakUltesi Hayvan
Deneyleri Etik Kurulu yénergesine ve lyi Labaratuvar Uygulamalari Kilavuzuna gére

yaratalmastur. Etik kurul onayi ektedir.

Seim AB Peptid Osmi;:(gplm;m ile Kan érneklerinin alinmasi ve Dekapitasyon

S B B o
e

RAM

Matze test siireleri: pretraining ( ), training (l ) []Stereotaksik AB enjeksiyonu

'I]Amigdalaya osmatik pompa ile Ang 1-7 uygulanmas! ; x Kan érneklerinin alinmasi ve dekapitasyon

Sekil 3.1. Calisma protokoll ve zaman gizelgesinin sematik gosterimi
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Gruplandirma: Calismamizda 40 adet 3 aylik Sprague—Dawley erkek sigcanlardan, her

grupta 10 adet hayvan bulunmak Uzere 4 grup olusturulmustur.
Grup A: Kontrol Grubu
Grup B: Amiloid peptid verilen Grup
Grup C: Amiloid peptid ve Ang-(1-7) verilen Grup

Grup D: Ang-(1-7) verilen Grup

3.1.1. Kimyasal maddeler ve ilaglar

* Beta-Amyloid peptid (1-40) (rat/mouse) (ab120957) Abcam firmasindan

alinmistir ve peptid 1 mg/ ml oranda su icinde ¢ozlinerek ¢ozelti hazirlanmistir.

* Angiotensin (1-7) (A9202-SIGMA) (Lot # SLBF 1264V) Sigma - Alderich

firmasindan alinmistir

* a7 anti-nikotinik asetilkolin reseptér antikor (rat/mouse) (ab23832) Abcam

firmasindan alinmigtir ve 1 pg/ ml konsantrasyonda WB yénteminde kullaniimistir.

* a4 anti-nikotinik asetilkolin reseptor antikor (rat/mouse) (ab41172) Abcam

firmasindan alinmistir ve 1/800 oraninda diliie edilerek WB yénteminde kullaniimistir.

* B2 anti-nikotinik asetilkolin reseptor antikor (rat/Mouse) (ab55980) Abcam

firmasindan alinmigtir ve 2.5 pg/ ml konsantrasyonda WB yénteminde kullaniimistir.

* Anti- metabotropik glutamat reseptér 5 antikor (rat/mouse/human) (ab76316)
Abcam firmasindan alinmistir ve 1/5000- 1/10000 oraninda dilie edilerek WB

yonteminde kullaniimistir.

* Anti- beta Actin (ab8227) Abcam firmasindan alinmigtir ve 1/1000- 1/5000

oraninda dilue edilerek WB yonteminde kullaniimisgtir.

* Anti- metabotropik glutamat reseptér 1 antikor (op-1803R) 1/500- 1/2000

oranlarinda dille edilerek WB ydnteminde kullaniimigtir.
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* RIPA Lysis Buffer System (sc- 24948) (Lot # A2414) Santa Cruz Bioteknoloji

firmasindan alinmistir.
*1.000.000 U Penicilline-G
* Dikloron 75 mg/ 3 ml IM enjeksiyonluk ¢ozelti
*Ketamin (Alfamine %10 enjeksiyonluk ¢ozelti, Alfasan, Hollanda)

*Ksilazin (Alfazyne %2 enjeksiyonluk ¢ozelti, Alfasan, Hollanda)

3.2. 8- arm radyal maze

Baslangicta tim sicanlara bellek fonksiyonlarini test etmek icin 8-kollu radyal
arm maze (RAM) uygulandi. Bu cihaz 24 cm capinda bir sekizgen tablanin tim
kenarlarina eklenmis toplam sekiz adet kola sahiptir. Her kolun genigligi 10 cm,
uzunlugu 50 cm’dir. Tum Kkollar ve merkezdeki sekizgen tabla siyah renkli suntalam
malzemeden yapilmistir. Zemin yari mat, orta kayganliktadir. Tim kollarin etrafi, 50 cm
yuksekliginde seffaf pleksiglass duvarla ¢evrilmistir. Bu haliyle tim cihaz, 1m ¢apinda
sekizgen bir tabla Uzerine yerlestirilerek yerden 50 cm yUkseltiimistir. Her kola sirayla
1- 8 arasi numara verilmigtir. Her kolun u¢ kisminin ortasinda, 3 cm c¢apinda 1 cm

yuksekliginde metal, siyah renkli yem kaplari konulmustur.

Testin yapildi§gi odaya, sicanlarin gdrebilecedi sekilde, test cihazinin
kenarlarindan 50 cm uzaga, gdrsel cisimler yerlestiriimistir. Bu amagla 20x30 cm
boyunda 2 adet resim duvara monte edilmis ve buylk bir tabure, bir dolap ve koyu
renkli buydk bir paravan cihazin yakinina yerlestirilmistir. Aydinlatma olarak 4 adet 50
cm boyundaki floresan 1sik cihazdan 2 m yukaridan kullaniimistir. TUm testler boyunca

bu cevre dizeni ve aydinlatma hi¢ degistirilmemistir.

Daha sonra 3 gunlik bir 6n alistirma bolumui (pretraining) yapildiktan sonra 1

gun ara verilip 14 gin boyunca 6grenme bolimu (training) uygulanmistir.

RAM testi ile dogru sec¢im, yanlis segim, total yanlis secim ve latens verileri tim
rat gruplarinda dizenli olarak kaydedilmistir ve kamera ile videoya alinmistir. Elde

edilen verilen tablo haline getirilmigtir.
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Tdm test suresince her teste baslamadan 6nce, her kolun u¢ kismindaki yem
kaplarina 50-60 mg tek parca olarak, sicanlarin severek yedikleri kahverengi seker
birakilmistir. Ayni seker 6n alistirma bélima suresince siganlarin kafeslerindeki yemleri

arasina her hayvan basina 1 g olacak sekilde eklenmistir.

Test siresince sicanlara kisith yem prosediri uygulanmistir. Bu prosedire
gore 6nce her sicanin gunlik tukettigi yem miktari hesaplanmistir. Bu miktar %10-15
azaltilarak, sicanlarin gunluk tarti takipleri de yapilarak, test suresince siganlarin % 10-
15 duzeyinde tarti kaybetmesi saglanmistir. Bu uygulama etik kurallarda belirtilen %20

yem kisitlamasi sinirinin altindadir. Deney boyunca su kisitlamasi yapilmamistir.

Performans degerlendirme: Sicanlarin her kola girigleri bir secim olarak
isimlendirildi. Her kola ilk girisleri dogru sec¢im (DS), herhangi bir kola ikinci ve daha
sonraki tekrar girigleri ve ardisik olarak girisleri yanlis secim (YS) olarak degerlendirildi.

Sicanlarin ilk 8 segimi bu yontemle degerlendirildi.

Sec¢im kriteri: Hig yanlis yapmamis veya en fazla bir YS yapmis olan sigan

deneylerde kullaniimigtir.

Cihazdan 2m yukariya, bir web kamera yerlegtirilerek, tum test gorintuleri
bilgisayara aktarildi ve siganlarin her kolu ziyaretlerini “zaman-se¢im sayisi-kol
numarasi” Uglusu olarak kayit yapan bir yazilim (Amonra Stop Watch) kullanilarak

veriler kaydedildi.

8 kollu radial maze testi uygulamasi 3 bolum olarak uygulandi:

a) On aligtirma béltimd.
b) Ogrenme bdlimd.

c) Post operatif degerlendirme bdlima.

a) On alistirma bélimd: Bu bélumin amaci temel olarak deney hayvanlarinin
test cihazina ve gevreye uyumunu saglamaktir. Bu amacla 3 gun boyunca her gun,
guinde 3 defa birer saat arayla, sicanlar 5’li gruplar halinde cihaza birakildilar. Her turda
sure 10 dakika ile sinirlandirildi. 3 gunlik 6n aligtirma bolumu bitiminde 1 gun ara

verilerek 6grenme bdlimuine gegildi.
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b) Ogrenme bélimii: Bu bdlimin amaci sicanlarin testi 6grenmesidir. Bu
amagla 14 gun boyunca her sicana tek tek olarak, hergiin giinde 3 tur olarak birer saat
arayla test uygulandi. Her test turu 10 dakika ile sinirlandirildi. Bir sican her 8 kolu da
ziyaret ettiginde 10 dakika beklenmeden, test basariimis oldugundan sonlandirildi. 14.
gun siganlarin sec¢imi yapildi. 14. gin herhangi bir turda ilk sekiz se¢imi icinde 7 veya 8
DS yapan hayvanlar 6grenmis olarak deneye secildi. Bu 6zelligi saglayamayan
hayvanlar deneye alinmadi. Sec¢im gunU verileri operasyon sonrasi verileri ile
karsilastirilarak degerlendirme yapildi. Se¢im sonrasi bir gin ara verilerek deneysel

Alzheimer modeli uygulandi.

c) Post operatif degerlendirme bélimd: Bu bélim hayvanlarin hafizasini
degerlendirmek amaciyla uygulandi. Bu amagla deneysel Alzheimer modelinin cerrahi
olarak olarak uygulanmasi sonrasi 7., 10. ve 14. gunler tum hayvanlara tek tur olarak
test uygulandi. Ang(1-7) i.c.v. yontemiyle 7. giinde verildi ve bu siganlar 10 ve 14.

gunlerde teste tabi tutuldu. Test 6grenme bélimuindeki ayni 6zelliklere goére uygulanip,

ilk sekiz secimleri degerlendirildi.

Sekil 3.2. PAU Tip Fakultesi Tibbi Farmakoloji ABD Laboratuari- 8 kollu radyal maze
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Test sonunda 8/8, 7/8 dodru secim yapan siganlar deneye alindi. Segim sonrasi
deneye alinan sigan gruplarina;
» Kontrol grubuna sterotaksik cerrahi ile girisim yapildi ancak herhangi bir ilag
verilmeden sadece serum fizyolojik uygulandi ve 7. , 10., ve 14. gunlerde RAM
uygulandi.
» Grup B’ye sterotaksik cerrahi ile intraamygdaloid olarak amiloid peptid verildi.
* Grup C’ye sterotaksik cerrahi yontemle intraamigdaloid olarak AR peptid verilmigtir.
Bu islemden 7 gun sonrasinda i.c.v. olarak Alzet osmotik pompa yerlestirilerek Ang-(1-
7) , 7 gun boyunca surekli inflizyon halinde bu pompa yardimi ile verildi.
* Grup D'ye sadece Ang-(1-7) , 7 gun boyunca surekli inflizyon halinde pompa
yardimiyla verilmigtir. C ve D gruplarina sadece10. ve 14. gunlerde RAM uygulanmigtir.

Tum gruplardaki si¢canlarin cerrahi islemden sonraki 15. ginde dekapitasyon ile

Otanazi uygulanarak beyin dokusu ¢ikarilir ve -80°C’de saklanir.

3. 3. Cerrahi iglem

Sicanlar intraperitoneal 90mg/kg ketamin ve 10mg/kg xylazin kombinasyonu ile
anestezi edildikten sonra sterotaksi cihazina (Stoelting) yerlestirildi. Amigdaloid
¢cekirdege mikroinjeksiyon, giris koordinatlari (mm) Paxinos Watson atlasina gore

verildi.
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Sekil 3.3. Deney hayvaninin kafatasinin dis kulak yolundan sterotaksi cihazina

yerlestiriimesi

Mikrosiringa pompasina yerlestirilen 10 microL’lik Hamilton mikro injektoru ile
0.55 mm capinda celik yapili kanillerle peptidler ve ¢ozicller sican beynine verildi.
Bilateral olarak 3’er microL sollisyon 1 microL /dk hizda toplam 6 dakikada gidecek
sekilde amigdala AP: 3.0, L: 4.6, DV: 8.8 bdlgesine 3 dk slreyle verilen 3 microL
solusyon sonrasi 1 dakika (dk) beklendi.

Kanul islem yerinden 0.2 mm geriye ¢ekildikten sonra tekrar 3 dk beklenerek,
sire sonunda kanul tamamen cikarildi. Vicut isisi, cerrahi sirasinda ve anesteziden
ayllma suresince 1sI pedi ve bir lamba kullanilarak 37 °C derecede tutuldu. Cerrahi
islemden sonra her siganin arka bacak kasina penisilin G 1000.000 IU enjekte edildi.
Tim cerrahi islemlerde ve hayvan bakiminda Pamukkale Universitesi Hayvan

Deneyleri Etik Kurulunun yuratmekte oldugu kurallara siki bir sekilde uyulmustur.

Sekil 3.4. Sterotaksik cerrahi ile kanul ve osmatik pompanin yerlestiriimesi

Grup C ve Grup D siganlarina Ang-(1-7) Alzet osmatik pompa yardimi ile verildi.
Beyin inflzyon kanlll (Brain infusion Kit 2, Alzet Inc) osmatik pompaya bagh olacak
sekilde implante edildi. Takilacak olan kanullin saglamlastiriimasi amaciyla kafatasina
(delinen noktanin yaklasik 0.5-1 cm uzagina) bir delik daha agilarak vidalar yerlestirildi.
Koordinatlar stereotaksi atlasina bakilarak tespit edildi. Buna gbére bragmadan 0.8 mm
kaudal; sagital sutturdan 1.4 mm lateral ve kafatasi yizeyinden 4.0 mm olacak sekilde
serebral ventrikillin yeri tespit edilerek kanll yerlestirildi. Kanuli sabitlemek igin,
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kanulin gevresi akrilik ile sivandi. Bu sivama islemi kafatasi lzerine takilan vidalari ve
kafatasinin bir kismini kapsayacak sekilde genigletildi. Akrilik c¢imento kuruyup
sertlesinceye kadar beklendi. Kanul aracilii ile Ang-(1-7), serebral ventrikiler bolgeye
11.1 nmol/ 0.25 microL/ saat dozda verilecek sekilde ayarlandi. Osmatik pompa

scapula arasina subkuitan olarak yerlestirildi ve sitlre edildi.

3.4. Sigan Beyin Lizati Hazirlanmasi ve Western Blot Yontemi

Dekapite edilen beyinler buz tzerine alinarak her 5 mg doku i¢in 1000 microL
RIPA ile pin¢ edildi. 2 saat boyunca orbital shakerda daha sonra 1600 rpm’de +4°C
derecede mikrosantrifijlerde santrifije edildi. Ependorfdaki pellet atilarak, Ustteki
supernatan alindi ve -80 °C derecede saklandi. Tim beyin dokulari toplandiktan sonra
BCA protein ASSAY kit ile 6rneklerdeki protein miktari élgtldi.

WB islemi igin %10’luk akrilamid-bisakrilamid jel hazirlandi. Bunun igin énce
stock jel sollisyonu, seperating ve stacking buffer hazirlandi. Seperating jel elektroforez
cihazina dokuldu, olusan kabarciklar izopropil alkol ile ortadan kaldirildi. Seperating jel
dondugunda Uzerine satcking jel dokulip taraklar yerlestirildi. Tarak icindeyken

kuyucuklar isaretlendi. Jel tamamen dondugunda taraklar yerinden cikarildi.

Protein miktari saptanan ornekler 10 pg olarak esitlendi ve 1:1 laemni ile
karistirilarak 90°C derecede 5 dk termocyclerda bekletildi. Her welle 10uL ve protein
ladderdan 5 pL eklendi ve 100V’da 10 mA 1,5 saat yuratalda. Daha sonra jel PVDF
membrana semidry blotting sistem ile 600 mA 8V 70 dk'da aktarildi. Membran
cikartilarak %5’lik Bovine serum albiminde 1 saat boyunca oda isisinda orbital

shakerda tutuldu.

Bloklanma ardindan membran primer antikora (nAChR a7, nAChR a4, nAChR
B2, mGIluR1, mGIuR5, b-actin) alindi ve gece boyunca +4°C de inklUbe edildi.
Sonrasinda 3 kez TBST ile yikandi ve HRP-sekonder antikor uygun konsantrasyonda
eklendi. 1 saat boyunca oda isisinda orbital shakerda inkiibe edildi. islem sonrasi
kemiliminesens yéntemi ile ECL-Amersham reagent A ve B esit oranda karistirilarak

Farmakoloji ABD’ndaki géruntileme cihazi C-Digit ile géruntt alindi.
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3.5. Istatistiksel Analiz

RAM aktivitesi; gruplar arasi, gruplarin kendi icinde ve grup-aktivite iliskisini
gbstermek icin tekrarlayan veriler icin  ANOVA kullanilarak analiz edildi. RAM
aktivitesinin her gunl icin gruplar arasi degerlendirimesinde belirgin farkhliklarin
saptanmasinda tek yonli ANOVA kullanildi. Tukey testi kullanilarak Post hoc analiz
yapildi. Analizlerde SPSS 10.0 kullanildi. istatistiksel analiz sonucu p<0.05 olan

sonuglar anlamli olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. RAM Performansina Etkiler

4.1.1. Dogru se¢im (DS)

Dogru Secim Sayilan =

Pre 7 10 14 giin

OKontrol MARID @ Ang-(1-T) BAng-(1-T)+ApR4D

Sekil 4.1. AB40 peptid enjeksiyonu ile olusturulan Alzheimer modelinde Ang-(1-7)’'nin
bellek testindeki dogru secim Uzerine etkisi. Ang-(1-7), AB40 peptid verilmesinden
sonra 7. glinde enjekte edilmistir. Dogru sec¢im her kola ilk ve son kez giris olarak
degerlendirilmistir. Degerler ortalama + S.E.M olarak ifade edilmistir. Kontrol ve AB40
gruplari karsilastirma sonucu p<0.012. Ang-(1-7) ve Ang-(1-7)+AB40 gruplari

karsilastirma sonucu p<0.025.

42
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Sekil 4.1.’de goéruldigu gibi 10. glinde gruplar arasinda énemli farkliliklar ortaya
cikmaktadir (F3,34 = 4,49; p<0,01). Kontrol ve AB40 gruplari arasinda 10. gunde
anlamli bir farkhlik tespit edildi (p<0,012). Ang-(1-7), AB40 peptidin neden oldugu dogru
secim azalmasini engellemistir (p<0,025). Gruplar arasinda 14. ginde de 6énemli
farklar vardir (F3,41=5,55; p<0,003). Bu farkliik genel olarak AB40 peptidin neden

dogru segim azalmasina baghdir (p<0,002).

4.1.2. Yanhg Se¢im (YS)

RAM’da kollarin tekrar ziyaret edilmesi YS olarak degerlendiriimektedir.

¥
1

0,022 0,002

LS ] 9
T

Yanhs Secim Sayilar: o
il

Pre 7 10 14 giin

OKontrol BARD DAng-(1-7) BEAng-(1-T)+AR40

Sekil 4.2. AB40 enjeksiyonu ile RAM testinde yanlis secimlere Ang-(1-7)’nin etkisi.
Ang-(1-7), AB40 peptid veriimesinden sonra 7. glinde enjekte edilmigtir. Yanlis se¢im
deney sirasinda 8 kolun tamaminin ziyaret edilememesi, ayni kola 1’den fazla ziyaret
edilmesi veya 10 dakikalik sirenin bitisi olarak tanimlanmistir. Degerler ortalama +
S.E.M olarak ifade edilmistir.

Sekil 4.1.2.1.’de goéruldigu uzere yanhs secimler AB40 grubunda 10. glinden
sonra kaydedilmigtir (p<0,022). Bu énemli fark 14. ginde de devam etmistir (p<0,002).
Ang-(1-7) kendi bagina ya da tedavi grubunda 6nemli bir etkiye sahip degildir.
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4.1.3. Performans Siiresi

]

10,0006

—
—

Zaman-dakika

(=TI I R TN T - T
T

Pre 7 10 14 giin

OKkontrol MARD BAng-(1-7T) BAng-(1-TH+AR40

Sekil 4.3. AB40 peptid enjeksiyonu ile RAM testinde toplam bitirme sliresine Ang-(1-
7)nin etkisi. Ang-(1-7), AB40 peptid veriimesinden sonra 7. glinde enjekte edilmistir.

Degerler ortalama + S.E.M olarak ifade edilmistir.

Sekil 4.1.3.1.de gorildugu gibi gruplar arasinda énemli farklar tespit edilmistir
(F3,40 = 9,56; p<0,001). AB40 grubu genel olarak RAM bitirme sidresini dnemli
derecede uzatmigtir p<0,006). RAM bitirme suresi agisindan tek bagsina Ang-(1-7) veya
Ang-(1-7)-AB gruplarinda genel olarak énemli bir farklilik bulunmamistir.

4.2. Western Blot

Sigan amigdala ve hipokampus homojenizatlarindan elde edilen &rneklerde
sirasi ile primer antikor anti-nikotinik ACh reseptdr antikoru olan a7, o4, B2 ve anti-

metabotropik glutamat reseptér antikoru olan mGIuR5, mGIluR1 ¢alisildi.



45

Amigdala Hipokampus

Ap+ AB+
K AB  Ang(1-7) Ang(1-7) K AB Ang(1-7) Ang(1-7)

mGIuR1 _ r - n 130kDa
MGIUTS S . S e S S 120 kDa

p-aktin D G T G S “— - ‘2

=3 v
“ b= mGluRS
$000 mGluR1 S . )
£ 7000 T L 0,099
A — 1 l .
000 l:: E | -
000 ;‘ > 4
:-J 5000 [~ ‘,
B 4000 = |
2 3000 0,02 = [
f 2000 3 l
£ [ [ .
& 0 0
Kaontrol Api0 Ang{1.7)  AP0-AngJ{l.7) Kontrel Apa0 Ang{l7)  Ap40+Ang(1.7)
OAmigdala ®Hipokampus DAmigdala 8 Hpokampus

Sekil 4.4. Sigan amigdala bolgesine verilen AB40 peptid ve i.c.v. verilen Ang-(1-7)
sonrasi elde edilen amigdala ve hipokampuse ait beyin homojenizatlarinda primer 3-
actin, mGluR1 ve mGIluR5’e ait goruntuler ve primer mGluR1 ve mGIuR5’e ait grafikler.

Degerler ortalama + S.E.M olarak ifade edilmistir.

Amigdala beyin homojenizatlarindan elde edilen &rneklerde ABR40 peptid
MGIUR1 ekspresyonunu o©Onemsiz derece arttirmistir (p=0,42). Ang-(1-7) ise
mGIuR™’lerin amigdaladaki ekspresyonunu 6énemli derecede arttirmistir (p<0,04).
Ayrica AB40 + Ang-(1-7) birlikte mGIluR1’lerin amigdaladaki ekspresyonunu diger
gruplara goére daha fazla anlamli olarak arttirmistir (p<0,006). Ap40 peptid mGIuR5
ekspresyonunu ise o6nemli derecede azaltmistir (p<0,033). Ang-(1-7) varliginda

MGIUR5 ekspresyonunda dnemli derecede bir degisim gézlemlenmemistir.

Hipokampus beyin homojenizatlarindan elde edilen Orneklerde hem AB40
peptidin hem de Ang-(1-7)'nin gruplar tzerinde énemli bir etkisi yoktur.
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Amigdala Hipokampus

AB+ AB+
Ang(1-7) Ang(1-7) K AB Ang(1-7) Ang(1-7)

censr I T
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Kontrol Ap40 Ang4(1.7) Af40+Ang(1.7)

a7nAChR
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Kontrol Ap40 Ag(17)  Api+Ang(1.7)
DAmigdala ®Hipokampus

z

0,01

OAmigdala mHipokampus
9000
8000

7000 i
6000
000 T
4000
3000
2000
1000
0
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$2 nAChR

Protein Ekspresyon Oram

OAmigdala ®Hipokampus

Sekil 4.5. Sican amigdala bolgesine verilen AB40 peptid ve i.c.v. verilen Ang-(1-7)
sonrasi elde edilen amigdala ve hipokampuse ait beyin homojenizatlarinda primer 3-
actin, a7nAChR, a4nAChR ve anti- B2nAChR’e ait goruntuler ve primer a7nAChR,
a4nAChR ve B2nAChR’e ait grafikler. Degerler ortalama + S.E.M olarak ifade edilmistir.

Anti-nAChR’lerde en fazla ekspresyon a7’de meydana gelmistir. a7nAChR’nin
amigdaladaki ekspresyonu hipokampusteki ekspresyonundan anlaml olarak fazladir
(p<0,05). AB40 peptid a7nAChR’nin amigdaladaki ekspresyonunu %86 oraninda azaltti
(p<0,011). Ang-(1-7) a7nAChR’nin amigdaladaki ekspresyonunu da 6énemli olarak
azaltti (p<0,012). Fakat tedavi grubunda Ang-(1-7), AB peptid verilen sicanlardaki
a7nAChR’lerin amigdaladaki ekspresyonuna etki etmedi. AR peptid amigdala ac4nAChR
ekspresyonunu %60 oraninda azaltti. Ang-(1-7)’nin amigdaladaki c4nAChR’ler Uzerine
onemli bir etkisi yoktur. Ancak AR peptidin neden oldugu ekspresyon azalmasini %194

oraninda arttirarak tersine cevirdi. AB peptid amigdala B2nAChR ekspresyonunu
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azaltirken, Ang-(1-7) AB40 peptidin neden oldugu azalmay! %134 oraninda artirarak

tersine gevirdi.

Hipokampls beyin homojenizatlarindan elde edilen 6rneklerde Ang-(1-7)'nin
a7nAChR, a4nAChR Uzerinde 6nemli bir etkisi yoktur. Ancak Ang-(1-7)'nin f2nAChR

ekspresyonunu 6nemli derecede arttirdigi bulundu (p<0,01).
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5. TARTISMA

Hipokampus uzaysal (spatial) ve bilissel bellekte, amigdala uzun sureli bellek
modulasyonunda ve emosyonel bellek fonksiyonunda roli olan beynin iki 6énemli
bolgeleridir. Hipokampus ve 6zellikle bazolateral amigdala (McGaugh 2002) arasinda
emosyonel bellek fonksiyonlarinda buyik bir roll olan direkt ve glgli bir baglanti vardir
(Pitkanen vd 2000).

AH icin birincil neden olarak kabul edilen SAP’larin merkezi bilesenleri olarak
toksik etkili olan Ap40 ve AB42 peptidler kabul edilmektedir. SAP’larin beyinde en ¢ok
amigdala ve/veya hipokampusda lokalize oldugu gdsterilmistir. /nvivo ortamda AB40 ve
AB42'nin amiloid fibril olusturma yetenekleri birbirlerinden farklidir. AB42 hizh C
terminal proteolizine maruz kalirken, AB40’in C terminal proteolizi daha ge¢ meydana
gelmektedir. Ayrica AB40 peptidinin agregatlari AH'nin amiloid fibriller yapilarina
benzer fibriller igerirken, AB42 agregatlari fibril olmayan amorf metaryaller igerir. AB42
daha toksik olsa da AB40 hipokampus CA1 bdlgesinde nérodejenerasyonu indukler ve
yaslandiriimis AB40 daha fazla oranda hilicre dejenerasyonu yapar (Hatip FFB vd
2010).

Calismamizda AB42 peptid uygulamasi yaptidimiz siganlarin RAM davranig
testlerinden elde ettigimiz verilerin AH davranig patolojisine  uymadigini
g6zlemledigimizden galismamamiza yaslandiriimis AB40 peptid ile devam ettik. RAM
testinde dogru secimlerin AB40 peptid verilen grupta azalmasi uzak bellegdin
bozuldugunu, yanhs secimlerin artisi ise yakin bellekteki bozulmayi degerlendirmek
acgisindan énemlidir. Bu ¢alismada RAM yénteminin sonucunda intraamigdaloid AB40
peptid verilen sicanlarda RAM bitirme sireleri anlamh olarak artarken, 10. gunden
itibaren kontrol grubumuzla AB peptid verilen gruplar arasinda dogru segim ve yanhs

secim sonugclari anlaml bir farka sahiptir.
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RAS’In periferik dokularda kardiyovaskiler homeostaz icin énemi bilinirken,
beyin de dahil olmak zere birgok dokunun kendine ait lokal RAS’lari mevcuttur. Beyin
RAS bellek kontroli ve nérodejeneratif bozukluklarda rol oynayan énemli bir sistemdir.
Beyin RAS kompanentlerinden ACE, Ang-ll, AT1Rler AH patogenezine katkida
bulunmaktadirlar. AH beyin dokusu incelemelerinde Ang-II'nin metabolik enzimi olan
ACE’nin ekspreyonunun ve aktivitesinin, frontal korteks ve hipokampus dahil olmak
Uzere beynin belli bélgelerinde dnemli dlgclide degistigi gdsterilmistir. Santral etkili ACE
inhibitérleri kullanildiginda bilissel dusisin azaldigi ve bellek iyilestirici etkilere sahip
olduklari rapor edilmigtir (Sink vd., 2009, Ohrui vd 2004, Bodiga ve Bodiga 2013). Ang-
Il ACE ile Ang-I'den olusur, AT1 reseptdrt araciligiyla oksidatif stres, inflamasyon, ve
vaskuler hastaliklara neden olur (Gebre vd 2018) Ang-Il ile indiklenen hipertansiyon
vakalarinda AB-néropatolojisini daha da arttirdid1 bilinmektedir (Diaz-Ruiz vd 2009).
Yakin dénem g¢alismalarinda hem periferik hem de beyin dokularinda ACE/Ang II/AT1R
ekseninin fizyolojik etkilerini Oonleyen, bir beyin RAS heptapeptidi olan Ang-(1-7),
metabolik enzimi ACE2 ve reseptori Mas ile birlikte Ang-(1-7)/ ACE2/MasR ekseni
bulunmustur (Xu P 2010). ACE/Ang ll ile birlikte ACE2 ve Ang-(1-7)/MasR’leri amigdala
ve hipokampus dahil beyinde énemli bir dagiima sahiptir ve Ang-(1-7)/Mas eksen
batinligu bellekte obje tanima icin gereklidir (Chappell vd 1989, Bunnemannvd 1990,
Tipnis vd 2000 Lazarroni 2012). ACE2 ise ACE ve Ang Il'den farkli olarak AB40
peptidini metabolize eder, AB42 peptid oligomerizasyonunu ve birikimini de azaltir (Kim
vd 2007, Murray vd 2009 ). Ayrica ACE inhibitorleri varliginda ACE2 eftkisi
degismezken (Tipnis vd 2000) AH patolojisinde ACE2 aktivitesi azalir (Kehoe vd 2016).
Uekawa ve arkadaslari Ang-(1-7) ’'nin hipokampal ya da kortikal amiloid peptid
depolanmasini etkilemeksizin bellek fonksiyonlarinda duzelme sagladigini bildirmistir
(Uekawavd 2016). AH’nin hayvan modeli olarak kullanilan SAMP8 farelerinde Ang-(1-
7)nin hastalik seyrinde azaldigi bulunmustur. Bu farelerde tau fosforilasyonu ile Ang-
(1-7) arasinda ters korelasyon gdsterilmistir. Ayrica bu sonu¢ saf taupatili hayvan
modeli olan P301S farelerinde de rapor edilmistir. Ang—(1-7) ve ACEZ2nin, AH
patolojisindeki ve bellek izerindeki bu etkilerinden yola ¢ikarak ¢alismamizda Ang-(1-
7)nin etkilerini AH’li sicanlarda arastirdik. RAM test sonuglarinda AB40+Ang-(1-7)
verilen sigan grubunda dogru secimler AH grubuna gdre artmis ve yanlis secimler de
azalmigtir. Tek basina Ang-(1-7) uygulanan siganlarda da AH grubu sicanlara gore
dogru segimler daha fazladir ve yanlis segimler de anlamh olarak azdir. Yapilan
calismalar sonucunda Ang-(1-7)'nin beyindeki modulator rolt ile AH etiyolojisinde rol

oynayabilecegi dusunulmektedir (Tengjiang 2015). Bizim galismamizdaki veriler de
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Ang-(1-7)'nin ve onu metabolize eden ACE2'nin bellek Uzerinde iyilestirici etkilerinin

olabilecegini desteklemektedir.

Glutamat biligssel fonksiyon ve algilamada anahtar rol oynayan, LTP ve
eksitotoksisite ile iligkili eksitator 6zellikli bir nérotransmitterdir (Sokolow S vd 2012).
Yapilan calismalar AH'da SAP ve NFY patolojilerinden ayri beyindeki ana bélgeler olan
neokorteks ve hipokampuste artan glutamatmiktari, kolinerjik yolaklardaki kayiplara ve
diger norotransmitter maddelerin iletimindeki bozulmalara neden oldugunu
goOstermektedir (Sheldon L vd 2007). Hipokampal fonksiyon dentat cekirdekten
baslayip CA1 bdlgesine uzanan mono- ve tri- glutamaterjik yolaklardaki postsinaptik
iletim tarafindan duzenlenir. Medialseptal cekirdekten hipokampusa giden kolinerjik
néronal olusumlar hipokampal ndéronal glutamaterjik aktiviteyi dizenler. AH’deki
kolinerjik fonksiyon kayiplari bellek bozukluklari ile iligkilidir. Septohipokampal kolinerjik
agin hipokampuste glutamaterjik néronal aktivitenin dizenlenmesi ve sirdirilebilmesi
icin bUyUk bir 6neme sahip oldugu anlagiimaktadir (Toyohiro S vd 2017). Sigcan kortikal
sinaptosomlarinda ve astrosit kulttrlerinde yapilan c¢alismalar sonucunda, isleyis
mekanizmasi tam aydinlatlamamis olsa da AB peptidin glutamat geri alimini inhibe
ettigi bilinmektedir. Ayrica AH'da noéronlarda meydana gelen anormal glial glutamat

iletimlerinin tau patolojisine de katki sagladigi bulunmustur (SheldonALvd 2007).

Glutamat reseptorleri iyonik (iGIUR) ve metabotropik (mGIluR)’ler olarak 2 grupta
toplanir. mGluR’ler ise kendi iginde 3 ayri gruba ayrilir: grup1 (mGIuR 1 ve 5); grup 2
(mGIuR2 ve3); grup 3 (MGIuR 4, 6, 7 ve 8). Bu galismada ele alinan mGIuR 1 ve
MGIUR5 yaygin sekilde beynin farkli bdlgelerinde presinaptik olarak bulunmakla
beraber, mGIuRS5 reaktif glia hicrelerinde de bulunur (School ve Kimelberg 1999). PLC
ve PKC vyolaklari aktive eder, yalniz inozitol1,4,5-P3-duyarli Ca?* depolari degil,
Ryanodin-duarliCa?* depolarini da mobilize eder (Gerberetal 2007). Korku-
kosullanmasinda mGIuR5 ekspresyonu amigdala (Rodriguesvd 2002) ve hipokampuste
artar (Riedelvd 2000). Hipokampus, amigdala ve frontal korteks gibi beynin belli
yerlerinde bulunan mGluR’ler fizyolojik-patolojik durumlarda ve bellek olusumlarinda rol
oynarlar(Riedelvd 2000). GABAerjik yolaklar Uzerinden bellek-edinmede az rolu
varken, geri ¢agirma ve konsolidasyon modilasyonunda gereklidir. Genel olarak
mGIuR’ler postsinaptik ve presinaptik yerlerde yodunlasarak yavas iletim ve daha fazla

olarak modulator aktivite gosterir.

LTD, NMDAR’ler ve mGluR’lerin kontroli altinda gergeklesmektedir. Son
yilllarda yapilan calismalar NMDAR’e ve mGlIuR’lere bagh LTD’nin amigdala ve
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hipokampus bolgelerinde sinerjik etki gostererek ve kendilerine 6zgii AMPAR’lerin
endositozunu iceren mekanizmalariyla hiicre tiplerine gore farkhlastiklari bildirilmistir
(CasimiroT vd 2011, Bhattacharyya S 2016).AB'nin LTP inhibe edici etkisi
MGIURI/mGIuR5 antagonisti ile inhibe olur ve bu sonu¢ mGIuR5in AB-LTP
inhibisyonunda yer aldigini goésterir (Wang vd 2004). Grup 1 mGluR’lerin etkileri
protektif veya dejeneratif olabilir. Dlsuk presinaptik aktivitede sinaptik transmisyon ve
regulasyonu uzerinde minimum etkilidir. Bu durumun aksine yiksek frekansli uyarida
hiicresel etkileri cok gllenir. Ayrica aktivite dlizeyi yiksek oldugunda Ca?*-duyarli
proteaz olan kalpain aktive olur ve mGIuR1i C- ucundan kirpar ve vyalnizca
nérodejeneratif hale getirir (Baudryvd 2012). Bir yandan mGIuR1 a-sekretazi aktive
ederek sAPP’1 arttirir ve AR olusumunu azaltir (Lee vd 1996), diger yandan NMDA ve
AMPAR endositozu(Snydervd 2001; Casimirovd 2011) AR ile etkileserek LTD
fasitilasyonu ve LTP inhibisyonuna neden olur (Hu vd, 2014, Caraci F vd 2017). mGIuR
bellek edinme, 6grenme ve bazi nérodejeneratif bozuklukjlarda yer aldigindan, mGIuR

sinyalizasyonu ile amiloid birikimi arasindaki iliski 5Gnem kazanmaktadir.

Glutamaterjik sistemin farkli reseptér ve yerleri AH'de bozulmaktadir.
Bozuklugun oldugu yerlerden birisi sinaps duzeyinde gorulir. Ancak literatlre
bakildiginda yéntemsel fark, AH model farki, incelenen beyin bdlgeleri ve hastaligin
farkli asamalan gibi farklhihklardan dolayi farkli ve hatta geliskili veriler bulunmaktadir.
AH’de mGIuR ekspresyon degisikligi s6z konusudur (Lee vd 2004, Revett vd 2013) ve
biz de AHli sicanlarda mGIuR1 ve mGIuR5 ekspresyonlarini Ang-(1-7) protektif
etkisinin altinda inceledik. Yaptigimiz ¢alismada AB40 peptid varliginda amigdalada
mGIuR1 duzeyinin artmasi noérodejenerasyon bulgularini desteklemektedir. Bunun
yaninda Ang-(1-7) varliginda amigdala bdlgesinde mGIuR1’lerin ekspresyonu hem
Ang-(1-7) grubunda hem de APB1-40+Ang-(1-7) grubunda artmistir. Artan mGIuR1
ekspresyonu APP’nin  a-sekretaz yolagdindaki metabolizasyonu destekleyerek
¢6zlinebilir AR formlariyla amiloid plak olumunu engelleyerek ndéroprotektif etkinlik
gosterebilir. Hipokampus mGIuR1 ekspresyonlari ise AB40 peptid varliginda az da olsa
artmistir ve Ang-(1-7) varliinda anlamh olmayan bir azalis gdstermektedir. Bu
bulgularin yaninda amigdalada mGIuR5 ekspresyonlari AB40 peptid varliginda
azalmistir ve AB40+Ang-(1-7) grubunda ise degisen bir etki saptanmamaktadir.
Hipokampus beyin homojenizatlarinda ise mGIuR5 ekspresyonu hem AB40 peptid hem
de tek basina Ang-(1-7) varliginda artmaktadir. Bu artisin mGluR1’lerin amigdaladaki
benzer etkileriyle paralel olarak protektif bir etki olusumunu destekleyebilmektedir.
Normalde mGIuR5 aktivasyonu NMDA fonksiyonlarini guglendirici etkidedir ve NMDA

reseptorlerine bagh sinaptik etkiler mGluR5’lerin iletimi yonindedir (Renner vd 2010).
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Hipokampusteki bu ekspresyon artislari NMDA (izerinden sinaptik plastisiteyi de

desteklemektedir.

Hipokampuste en yaygin nAChR’lerin alt Unitelerinden a7 ve a4p2
bulunmaktadir. a7 nAChR aktivasyonu, hicre canliligini saglayan JAK2/PI-3K kaskadi
Uzerinden, AP’ya karsi noroprotektif etki saglar (Marrero vd 2004). Ancak bu etkisi
Ang-ll tarafindan nétralize edilir (Shaw vd 2003). Presinaptik yerlesimli a7 nAChR’ler
bircok  ndrotransmitter  salinmina  aracillik  ederken intraselliler  Ca?*
konsantrasyonlarinda da degisikliklere neden olmaktadir (Lambardo ve Maskus 2014).
Hem spontan hem de uyariimis glutamaterjik sinaptik transmisyon calismalari, a7
NAChR’lerin glutamat saliniminin artmasina aracilik ettigini gostermistir. Olusturduklari
NMDA benzeri bu etkileri ile intraselliler Ca?" depolarinin aktivasyonu ile sinaptik
plastisiteyi desteklemektedirler (Kabbani ve Nichols, vd 2018). Hipokampal a7
NAChR’lerin genetik olarak cikarilmasi ya da farmakolojik olarak inhibe edilmeleri
bellek ve 6grenme bozukluklarina neden olmaktadir (Cheng ve Yakel 2015). Biz
¢alismamizda kontrol grubu siganlarin amigdala bdlgesinde nikotinik reseptér alt
unitelerinden en fazla ekspresyonu a7nAChR ile almaktayiz ve a7nAChR’nin diger o4
ve B2nAChR’lere gobre hipokampusteki ekspresyonu da daha fazla olarak
kaydedilmistir. Bu bulgular amigdala ve hipokampus bélgelerinde bellek ve ddrenme

fonksiyonlari igin kolinerjik reseptérlerin etkinligine paralel niteliktedir.

AB42’nin pikomolar konsantrasyonlari, a7nAChR aktivasyonunu saglayarak
glutamat salinimi uyararak sinaptik plastisiteyi guglendirmektedir. Fakat AB42’nin toksik
dozlarina ulasildiginda meydana gelen SAP’lar ndrodejeneratif etkileri ile ndron
kayiplarina neden olmaktadirlar (Hascup vd 2016). Calismamizda AB40 varlidinda
sicanlarda 6zellikle amigdala boélgesinde anlamli bir a7nAChR ekspresyon azalmasi
varken bu azalmayi hipokampus bolgesinde de goérmekteyiz. AH'da AR peptid
varliginda a7nAChR etkisi antagonize olmaktadir (Sadigh-Eteghad vd 2014) ve bizim

calismamizdaki veriler bu bilgiler ile desteklenmektedir.

B2nAChR’den yoksun farelerde yapilan bir c¢alismada, endojen ACh ile
B2nAChR aktivasyonunun norotrofik etki sagladigini gdsterilmigtir. Bu calisma
B2nAChR’nin normal yaslanma periyodunda beyin homeostazi i¢cin énemli bir role
sahip oldugunu ortaya koymaktadir (Lambardo ve Maskus 2014). Bizim ¢alismamizda
hem hipokampus hem de amigdala beyin homojenizatlarinda AB40 peptid varliginda
NAChR a7, a4 ve B2 alt Unitelerindeki ekspresyon azalmalari daha 6nce yapilan

calismalara paralel veriler olarak kabul edilebilir (Auld DS vd 2002, Oztiirk GB vd
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2009). Tek basina Ang-(1-7) verilen sican grubunda hipokampuste meydana gelen
gucgli B2 ekspresyonunun  Ang-(1-7)nin  norotrofik  etkiyi  destekledigini
dusundirmektedir.  Bunun yaninda calismamizdaki AR40+Ang-(1-7) grubu ve AH
grubu sicanlara goére Kkarsilastirma vyaptigimizda nAChR a7, o4 ve f2
ekspresyonlarinin artmis olmasi beyin homeostazi ve bellek/bilis fonksiyonlari igin Ang-

(1-7)'nin olumlu etkisi oldugunu desteklemektedir.

Tum bunlarin sonucunda Ang-(1-7)'nin  ABR40 ile bozulan bellek/biligsel
fonksiyonda iyilesme gostermis olup; nAChRa7, a4 ve (B2 alt Uniteleri ile mGIuR1 ve
mGIuRS duzeyinde olusturdugu etkiler molekuler yonden de destekleyici nitelik

tasimaktadir.
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6. SONUGLAR

1- Siganlarda AB40 peptid ile AH modeli basarili bir sekilde olusturulmustur. RAM testi
ile AB40 peptidin siganlardaki bellek ve &3renme fonksiyonlari Uzerindeki etkisi
anlamhlik goéstermistir ve dogru secimlerini azaltirken yanhs secimlerini arttirip test
suresini uzatmistir. Ang-(1-7) verilen AH’li sicanlarin dogru segimleri anlamli olarak

artmistir.

2-Molekuler dizeyde WB yontemi ile yapilan analizlerde; AH’li siganlarin amigdala ve
hipokampus beyin homojenizatlarinda nAChR alt tnitelerinden sirasiyla en ¢ok a7, 32
ve o4 ekspresyonlari azalirken, AB40+Ang-(1-7) grubunda anlamli olmayan
ekspresyon artislari tespit edildi. Ayrica sadece Ang-(1-7) grubu sicanlarin
hipokampusiinde (2 ekspresyonu anlamli bir sekilde artmistir. AH’li sicanlarda
MGIUR1 ekspresyonu artarken, mGIuR5 ekspresyonu sadece hipokampuste artmistir.
AB40+Ang-(1-7) grubunda ise mGIuR1 ekspresyonunu amigdalada artarken

hipokampusde anlamli bir degisime neden olmamigtir.

3-Hem RAM testi hem de WB ydntemi sonucunda Ang-(1-7)’nin AHda iyilestirici etkisi

olabilecegi ortaya koyulmustur.
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