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Sicanlarda Deneysel Alzheimer Hastahgi Modelinde Farkh Egzersiz
Yontemlerinin Kognitif Fonksiyonlar Uzerine Etki Mekanizmalarmin
Incelenmesi

Ogrencinin Adi: Dilek Ozbeyli Damsmani: Dog. Dr. Ozgiir Kasimay

Anabilim Dali: Fizyoloji Anabilim Dal1

1. OZET

Amag: Deneysel Alzheimer hastaligi (AH) modelinde farkli egzersiz yontemlerinin
kognitif fonksiyonlara olan olasi koruyucu etki mekanizmalarinin arastirilmas.
Gereg ve YOontem: Overektomi ve 6 hafta D-galaktoz (100 mg/kg, ip) uygulanarak
Alzheimer benzeri model olusturuldu. Overektomize+D-Galaktoz (OVT+D-GAL) ve
taklit cerrahi gruplar1 sedanter, aerobik, diren¢ veya kombine egzersiz olarak alt
gruplara ayrild1 (n:8/grup). Aerobik egzersiz (AE) olarak gunde 60dk. yliizme, direng
egzersiz (DE) olarak giinde 8 set agirlikla merdiven ¢ikma, kombine egzersiz olarak
(KE); dontisimliic AE ve DE, 6 hafta ve haftada 3 gin yaptirildi. Sinir Biiyiime
Faktori (NGF), Beyin Kaynakli Norotrofik Faktér (BDNF), Insiilin Benzeri Bilytime
Faktoru- 1 (IGF-1) ve Amiloid Prekirsor Protein (APP695) gen ekspresyonlari
yapildi. Amiloid Beta (AB), NGF, BDNF ve IGF-| i¢in immunohistokimya teknigi
uygulandi. Kognitif fonksiyonlar ve beyin malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH),
lusigenin, serum IGF-I diizeyleri ve nitrik oksit (NO) aktivitesi dl¢uldi.

Bulgular: OVT+D-GAL sedanter grubunda azalan yeni obje ile gecirilen
zamanegzersizlerle artt1 (p<0,05-0,01). Serum IGF-1 diizeyi egzersizlerle artti
(p<0,05-0,001). OVT+D-GAL sedanter’de azalan korteks NGF
immunohistokimyasal skoru kombine egzersiz ile artt1 (p<0,05).0VT+D-GAL
sedanter’de artan APP mRNA diizeyi kombine egzersiz ile azaldi (p<0,05). OVT+D-
GAL sedanter’de artan AP immunohistokimyasal skorlari diren¢ ve kombine
egzersiz ile azaldi (p<0,05). Beyin NO aktivitesi OVT+D-GAL gruplarinda
kontrollerine gore yiksekti (p<0,01). OVT+D-GAL sedanter’de azalan GSH
diizeyleri egzersizlerle artt1, artan MDA diizeyleri egzersizlerle azaldi (p<0,05).
Sonuglar: Sonuglarimiz farkli egzersiz modellerinin AH gelisim siirecinde oksidatif
stresi azaltarak ve noroplastisiteyi arttirarak yararl olabilecegini gostermistir.
Anahtar Sozcukler: Alzheimer, Egzersiz, IGF-1, NGF, BDNF



Investigations on mechanism of action of various exercise methods on cognitive
functions in an experimental rat model of Alzheimer
Student’s name: Dilek Ozbeyli Supervisor: Assoc. Prof. Dr.Ozgur Kasimay Cakir

Department: Physiology
2. SUMMARY

Objective: Investigate mechanisms of probable preventative effects of various
exercise methods on cognitive functions in an experimental model of Alzheimer’s
Disease (AD).

Materials and Methods: D-galactose (100 mg/kg) or saline was administered by
intraperitoneally to ovariectomised (OVX) or sham-operated rats (n=8). Aerobic/l
hour/day (AE;swimming), resistance/8 climbing series (RE;climbing with weight on
vertical ladder) and combined exercises (aerobic+resistance/alternately) (CE) were
performed for 3 times a week for 6 weeks. Cognitif functions, malondialdehyde
(MDA), glutathion (GSH), lucigenin, NO levels of brain, circulating IGF-1 (Elisa),
hippocampal mRNA levels of Nerve Growth Factor (NGF), Brain derived
Neurotrophic factor (BDNF), IGF-1 and Amyloid precursor protein APP695 (RT-
PCR) were measured. Immunocytochemical technique was applied for Amyloid Beta
(AP), NGF, BDNF IGF-I.

Findings: Decreased the time with the novel object of OVX+D-GAL sedentary
group were increased by exercise (p<0,05-0,01). Serum IGF-I levels were increased
by exercise (p<0,05-0,001). Decreased cortex NGF levels of OVX+D-GAL
sedentary group were increased by CE. APP mRNA levels increased in OVX+D-
GAL sedentarygroup, decreased via RE. Increasing AP score in OVX+D-GAL
sedentarywere decreased by RE and CE (p<0,05). NO activity levels of OVX+D-
GAL group were found to be higher (p<0,01). Descending GSH levels in OV X+D-
GAL sedentary group were increased, increasing MDA levels were reduced by
exercise (p<0,05).

Results: We may propose that various exercise models are usefull in AH
development stage by means of reducing oxidative stress and increasing
neuroplasticity.

Keywords: Alzheimer, Exercise, IGF-I1, NGF, BDNF



3.GIRIS ve AMAC

Alzheimer hastaligi (AH) hafiza, dikkat ve sosyal fonksiyonlarda bozulmaya ve
demansa neden olan nérodejeneratif bir hastaliktir (Moodly ve Chan, 2014). AH
yash popiilasyonu etkileyen demans vakalarinin %50-70'ini olusturur, senil plaklar
ve norofibriler yumaklari iceren protein birikimi ve ilerleyici ndronal dejenerasyon,
cesitli psikiyatrik ve davranis bozukluklari ile seyreder ve Oliimle sonuglanir
(Maccioni ve ark., 2001; Zhang ve ark., 2012). AH Amerikan Ulusal Yashlik
Enstitlislinlin tanimina gore de hafizada, diisiinme yetenegi ve hatta en basit islerin
yapilmasinda dahi bozulmaya neden olan geri doniislimsiiz, progresif bir beyin
hastaligidir. Hastaligin erken yaslarda baslayan otozomal dominant genetik gegis
Ozelligine sahip ailesel formlari, olgularin ancak % 3-5’ini olusturur. Geriye kalan
olgular sporadiktir. Kesin tani, progresif demans bulgulari olan hastalarin biyopsi ya
da otopsilerinde AH’ya 6zgii patolojik bulgularin saptanmasi ile konulabilir. Bu
patoloji bulgulari, nérofibriler yumaklar, noérotik plaklar, belirgin sinaps kaybi, ndron
kayiplar1 ve noronal granilovakuoler dejenerasyon ve Meynert’in  bazal
nukleusundaki kolinerjik hiicrelerde kayip ve aterosklerotik degisikliklerdir
(Selekler, 2010). Son yillarda hastalik belirtilerinin ortaya ¢ikmasindan yillar 6nce
biyokimyasal belirteclerin ya da tarama prosedurlerinin kullanilarak hastaligin ¢ok
erken teshisinin yapilabilecegine dair kanitlar literatiire girmis ve panel seklinde
biyokimyasal Olclim parametrelerinin uygulanmasi ve goriintiileme prosedrleri
norologlar tarafindan  kullanilmaya baslanmistir ~(Wurtman, 2014). AH
patofizyolojisinde halen tartisilan kolinerjik hipotez, amiloid beta (AB) hipotezi, tau
hipotezi, oksidatif hasar ve inflamasyon hipotezi gibi farkli hipotezler bulunmaktadir
(Kumar ve ark., 2015). Ancak bu hipotezlerin higbirisinin tek basina hastalig
aciklamaya yetmedigi genel olarak kabul gérmektedir.

Ideal tedavi stratejisi; hastaliga neden olan altta yatan patolojinin tedavisi ile
hastaligin ilerlemesinin tamamen durdurulmasidir. Glinimizde mevcut tedaviler
isesemptomlar1 gidermek, hastaligin ilerlemesini yavaslatmak ve hastanin giinliik
yasamdaki aktivitesini arttirmaya yoneliktir. AH icin etkin ilk semptomatik tedavi,

kolinerjik yerine koyma tedavisidir (Tricco ve ark.,, 2012) ancak altta yatan



ndrodejenerasyonu onleyici etkisi yoktur. Alzheimer hastaliginin psikolojik ve
davranigsal semptomlari’nin tedavisi de hastalarin diger tibbi sorunlar1 nedeni ile
kullanmakta oldugu ilaglarla etkilesim riski nedeni ile olduk¢a problemlidir
(Selekler, 2010). Yukarida bahsedilen nedenlerden dolayr AH’da iyilestirici tedavi
arayislart siirmektedir.

Gunumuzde AH ile ilgili galismalarda deneysel hayvan modelleri siklikla
kullanilmaktadir. Bunlardan birisi de Overektominin neden oldugu Ostrojen
yoksunlugu ve D-galaktozun neden oldugu oksidatif stresin sinerjistik etkisinin AH
gelisimiyle yakin iliskili oldugu tespitinden yola ¢ikilarak gelistirilen ve literatiirde
kabul goren Overektomize siganda kronik D-galaktoz uygulamasiyla olusturulan
deneysel AH modelidir (Hua ve ark., 2007). Mevcut ¢alismada AH’nin patolojik,
norokimyasal ve davranigsal belirtilerini taklit eden uzun donemli D-galaktoz
tedavisi alan Overektomize sican modeli kullanilmistir. Bu modelde siganlarda;
yuksek dereceli kognitif fonksiyonlar ve hafizada bozulma, 6nbeyin, hipokampus ve
serebral kortekste noron kaybi ve sinaptik dejenerasyon, hipokampusta Amiloid beta
(AP) pozitif hiicreler, nérofibriler yumaklar ve nikleer granulovakuoler cisimciklerin
varlig1 gosterilmistir (Hua ve ark., 2007). D-galaktozun oksidatif hasar mekanizmasi
tizerinden etki ettigi ve lipid peroksidasyona (LP) neden oldugu bilinmektedir.
LP’nin beyinde orta derecede amnezik kognitif bozukluk yaptig1 ve hastaligin erken
evrelerinde patogenezde rol oynadigi Markesbery ve ark. tarafindan gosterilmistir
(Markesbery, 2005).

Egzersiz AH riskini diisiirmek icin nonfarmakolojik yaklasimlar iginde
degerlendirilmektedir (Pang ve Hannan, 2013). Genel olarak egzersizin
organizmanin antioksidan kapasitesini arttirdigit ve norotrofinleri ve blyume
faktorlerini arttirarak beyin noroplastisitesini arttirdigr diisiniilmektedir (Paillard ve
ark., 2015). Insanlarda fiziksel ve mental egzersizin yaslanma siirecini etkiledigini,
egzersizle birlikte kognitif fonksiyonlarin gelistigini gosteren ¢alismalar mevcuttur
(Dustman ve ark., 1984). Ancak haftada 3 giin yapilacak ylizme ve direng
egzersizlerinin ve bunlarin doniisiimlii olarak kombine sekilde yapilmasinin
Alzheimer hastaligina etkisi ve altta yatan mekanizmalar1 tam olarak

aydinlatilabilmis degildir ve literatiirde D-galaktoz ve overektomi ile olusturulan



Alzheimer hastali§1 modelinde ylizme ve direng egzersizlerinin ve bunlarin kombine
sekilde yapilmasinin etkisi hakkinda bir ¢alisma yoktur.

Hastaligin 6nemli semptomu 6grenme ve hafizada ilerleyici kayiptir. Bu hafiza
kayb1 tedavi edilmezse hizli ilerler, yon bulmada bozulmalar, psikolojik problemler
ve davranis bozukluklari da bu tabloya eslik eder. Mevcut calismada kognitif
fonksiyonlar ve davranis bozukluklari sirasiyla obje tanima testi ve delikli levha testi
ile degerlendirilmistir.

Ogrenme siirecinde bazal 6nbeyin kritik bir bolgedir. Bu bolge yaslanma ve
AH’da biiyiik oranda dejenere olan kolinerjik noronlart icermektedir (Hefti, 1994).
Literatirde egzersizin kognitif fonksiyonlarin iizerine olan olumlu fizyolojik
etkilerinin  6grenme ve Dbellekle iliskili beyin bolgelerindeki ndrotrofin
seviyelerindeki artisa bagli noroplastisite ile iliskili oldugu 6ne siiriilmiistiir (Cotman
ve Berchtold, 2002). Noroplastisitedeki yetmezligin ise AH’nin patogenezinde rol
aldig1 bilinmektedir (Mesulam, 2000). Norotrofinler (NGF ve BDNF) bazal
onbeyindeki kolinerjik néronlarin beslenmesini ve devamliligini saglarlar.
Hipokampus bazal onbeyinle yakin iliskidedir ve norotrofinlerin ana kaynagidir
(Mufson ve ark., 1999). IGF-I’in de egzersizle artan 6grenme ve hafizadaki rolii
bilinmektedir (Trejo ve ark., 2001). Fiziksel egzersiz hipokampusta IGF-I, NGF ve
BDNF seviyelerini artirir (Neeper ve ark., 1996,Cassillas 2012). Egzersizin beyin
noroplastisitesi Uzerine olan olumlu etkilerinin AH’nin gelisim siirecinde koruyucu
olup olmadiginin arastrilmasi amaciyla ¢alismada hipokampal norotrofin ve blylme
faktorlerinin (IGF-1) gen ekspresyonu ve protein seviyesi dizeylerinde bakilmustir.
Ayrica fiziksel egzersizin dolasimdaki IGF-I’in ndronal alimimi arttirarak beyin
fonksiyonlari iizerine olan yararlar1 ve bu peptidin periferik uygulamasindan sonra
giiclii noroprotektif etkileri oldugu gosterilmistir (Carro ve ark., 2000). Bu nedenle
calismamizda hem serum hemde hipokampustaki IGF-I diizeylerine de ayrica
bakilmustir. Diizenli fiziksel egzersizin antioksidan etki gosterdigi (Cabrera ve ark.,
2008) ve oksidatif stresin de AH’daki patogenezde rolii oldugu bilinmektedir
(Nunomura ve ark., 2001). Bu nedenle ¢alismada oksidatif hasar parametreleri ile
antioksidan seviyeleri bakilmistir. Bunun yanisira NO’in AH patogenezinde rol
aldigina dair son yillarda yapilan g¢aligmalar 1s18inda (Denis, 2013) uygulanan

deneysel modelde NO aktivitesinin de degerlendirilmesi amaglanmustir.



Egzersiz sikligi olarak haftada 3 giin ve 6 hafta siresince yapilan aerobik
(yuzme) ve diren¢ (agirlikli merdiven ¢ikma) egzersizlerinin ve bunlarin doniisiimli
olarak kombine sekilde yapilmasinin kognitif fonksiyonlar ya da Alzheimer hastaligi
Uzerine olan etkileri hakkinda literatiirde g¢alisma bulunmamaktadir. Alzheimer
hastalarinda egzersiz regetelendirmesi yaparken hastalarin giinliikk hayatlarina daha
kolay adapte edebilecekleri egzersiz sikliklariin uygulanmasi egzersizlerin
devamliliginin saglanmasi i¢in 6nemli hir husustur. Bu nedenle ¢aligmada Alzheimer
hastalarinin daha kolay yapabilecegini diislindiigiimiiz 3 giinlik egzersiz modelleri
secildi ve bu egzersizlerin 6 hafta siire ile yapilmas1 planlandi.

Ozet olarak yukaridaki bilgilerin 1s131Inda mevcut ¢alismada siganlarda
overektomi ve D-galaktoz uygulamasiyla deneysel olarak olusturulmus AH
modelinde farkli egzersiz modellerinin ve kombinasyonlarinin kognitif fonksiyonlara
olan etkileri ve aracilik eden mekanizmalarin arastirillmasi amaglanmistir.
Calismamizin ~ Alzheimer hastalarinin  giindelik  yasantilarinda  kolaylikla
yapabilecekleri, hastalia uygun egzersiz recetelendirmesinin yapilandirilmasina

katki saglayacagi diigiiniilmektedir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Alzheimer Hastaligi Tanim ve Tarihcesi

4.1.1. Tanmim

Alzheimer hastaligi beyindeki atrofik degisiklikler sonucunda hafiza, dikkat ve
yonetici fonksiyonlarda bozulmaya ve demansa neden olan noérodejeneratif bir
hastaliktir (Moodly ve Chan, 2014). AH yasl popiilasyonu etkileyen demans
vakalarinin %50-70'ini olusturur, senil plaklar ve norofibriler yumaklari igeren
protein birikimi ve ilerleyici ndronal dejenerasyon, cesitli psikiyatrik ve davranis
bozukluklar ile seyreder ve dliimle sonuglanir (Maccioni ve ark., 2001; Zhang ve
ark., 2012). Alzheimer hastaligi (AH) Amerikan Ulusal Yashlik Enstitiisiiniin
tanimina gore de; hafizada, diisiinme yetenegi ve hatta en basit islerin yapilmasinda
dahi bozulmaya neden olan geri doniisiimsiiz, progresif bir beyin hastaligidir

(www.nia.nih.gov/alzheimers/topics/alzheimers-basics, erisim tarihi 01.12.2015).

4.1.2. Alzheimer hastaliginin tarihcesi

Alzheimer Hastaligina adini veren Alois Alzheimer (1864-1915) bir Alman
psikiyatristi ve noropatalogudur. Alois Alzheimer 1901 yilinda ilk kez karsilastigi 51
yasindaki hasta August D’nin 1906’da Oliimiinden sonra yaptigi otopside daha
onceleri de yaslh beyinlerinde saptanan senil plaklara ilave olarak Dr. Kraepelin’ in
laboratuvarinda ilk defa giimiis boya ile norofibriler yumaklar1 gozlemledi ve daha
once hic¢ bilinmeyen bu bulgunun yeni bir hastaliga isaret ettigini diisiindii. Dr.
Alzheimer 1906 yilinda Genel Psikiyatri ve Adli Tip Dergisi “’Allgemeine
Zeitschrift fir Psychiatrie und Psychich-Gerichtliche Medizine’” de “Serebral
Korteksin Ozgiin Bir Hastalig1” baglhig1 altinda bulgularini yayimladi.



Dr. Alzheimer’in klinik sefi psikiyatrist Dr. Emil Kraepelin, 1910’da yayinladigi
“’Klinik Psikiyatri’’ adli kitabinin 8. baskisinin 627. sayfasinda, “Senil Beyin Hasar1”
bashgindan sonra ilk kez “Alzheimer Hastalig1” terimini kulland1. lging bir sekilde
1907°de dikkat ¢cekmeyen bu makale ancak 70 yil sonra dikkatleri {izerine ¢ekmeye
bagladi (Selekler, 2010; Zilka ve Novak, 2006; Ramirez ve Bermudez, 2012).
Glenner ve Wong, 1984 yilinda B-Amiloid proteinin amino asit sekansini rapor
etmislerdir (Glenner ve Wong, 1984) ve bu calisma amiloid hipotezin baslangici
kabul edilebilir (Tanzi ve Bertram, 2005).

4.2. Alzheimer Hastaliginin Epidemiyolojisi ve Tam Kriterleri

4.2.1. Alzheimer hastaliginin epidemiyolojisi

Yashi popiilasyonun arttig1 toplumlarda demans 6nemli bir saglik problemi olup
en sik karsilagilan nedeni AH’ dir. 2050 yilinda diinya niifusunun %25’ inden
fazlasinin 65 yasin iizerinde olacagi ve 106.2 milyon yeni AH vakasinin teshis
edilecegi 6ngoriilmektedir (Brunnstrom ve ark., 2009). Zira yaslanma AH i¢in primer
risk faktorudir (Bonda ve ark., 2014). Tim demans vakalarinin yaklagik % 65’ini
olusturan AH’nin prevalansi 65 yas {izerinde %6-10, 85 yas lizerinde %30-47 dir.
Prevalans 60 yasindan sonra her bes senede bir iki katina ¢ikar (Selekler, 2010).
2008'de yapilan ‘Tiirkiye Alzhemier Hastaligi Prevalansi Calismasi’nda 70 yas
tizerinde AH prevalansinin %11 oldugu belirlenmistir buna gore Tiirkiye’de 250-300
bin AH’li hasta oldugu varsayilmaktadir (Gurvit ve ark., 2008). Ortalama yasam
stiresinin giderek uzamasina bagli AH’l1 hasta sayisinin artacagi bir gergektir. Diger
taraftan prevalans caligmalari AH baglangicini 5 yil erteleyebilmenin hastalik
prevalansini yariya indirecegini one siirmektedir (Bickel ve Kurz, 2009). AH igin en
onemli risk faktorii yastir ve arttikga AH’ya yakalanma olasiligi da artmaktadir.
Altmis bes yasin iizerinde her bes yilda bir prevalans iki katina cikmaktadir
(Selekler, 2010). AH ¢ogunlukla sporadik olarak goriilmekte olup yaklasik %5 kadar
olgu genetik kokenlidir. Genetik gegisli erken baslangichh AH’de otozomal dominant

gecisli 3 ayr1 gen bulunmustur. Bu genler; 21. kromozomda bulunan amiloid



prekirsor protein (APP) geni, 14. kromozomda bulunan presenilin 1 geni (PS1) ve
1. kromozomda bulunan presenilin 2 geni (PS2)'dir ve kodladiklar1 3 proteinde,
noronal plastisitede rol oynadiklari diisiiniilen transmembran proteinleridir. liskili
genlerdeki mutasyonlar A-beta amiloid metabolizmasini bozarlar ve AP seviyesini
arttirlar ve hastaligin 60’11 yaslardan 6nce baslamasina yol acarlar (Schellenberg,
1995). Erken baslangi¢li tim Alzheimer vakalarinin yaklasik %50’sinin nedeni olan
mutasyon kromozom 14’de PS1 geninde bulunmustur. Bu mutasyon olan bireylerde
AH 40-50 yas civarinda baglar (Cruts ve ark., 1998).

Geg baslangigli AH olgularinda ise kolesterol transportunda gorevli bir serum
proteini olan APO E’yi kodlayan apolipoprotein E (APO E) geninde (kromozom 19)
mutasyon s6z konusudur. APO E geni 3 allelik formda bulunur; €2, €3 ve €4. Normal
kisilerde alel dagilimi €3 %70, €4 %20 seklinde iken, AH’li grupta €4 iki kat fazla
(%40) bulunmaktadir. APO E gen mutasyonu, diger {i¢ gen mutasyonu gibi
hastaligin mutlak ortaya ¢ikisina yol agmaz ancak AH’nin ortaya ¢ikma olasiligini
artirir (Amaducci ve ark., 1992). Hastaligin diger olasi risk faktorleri ise; kadin
cinsiyeti (Gao, 1998), disiikk egitim diizeyi (Bickel ve Kurz, 2009), Down
Sendromu, ndronal hasara neden olan kafa travmasi, diyabet (Mendez ve ark., 1992),
major depresyon (Nihonmatsu- Kikuchi ve ark., 2013), uzun siireli alkol kullanimi
(Tyas, 2001), kronik stres (Machado ve ark., 2014) ve yiiksek miktarda doymus yag
ile beslenme (Morris ve ark., 2003) olarak sayilabilir.

4.2.2. Alzheimer hastali@inin tani Kriterleri

Kesin Alzheimer tanisi, biyopsi veya otopside alinan dokularin histopatolojik olarak
incelenmesiyle konulabilir. Klinik olarak, hasta 0Oykusi, fizik ve norolojik
muayeneler, kognitif testler, gorintileme yontemleri ve laboratuvar incelemeleri ile
de olast klinik tam1 konulabilir. 2001 yilinda Amerikan NOroloji Akademisi
tarafindan AH i¢in standart tani kriterleri olarak uluslararast DSM-IV kriterlerinin

(Tablo 1) kullanimu giivenilir bulunarak 6nerilmektedir (Selekler, 2010).



Tablo 1. DSM-IV Kriterlerine Gore Alzheimer Tipi Demans

(American Psychiatric Association, 1994)

A. Birden ¢ok alanda kognitif kayip gelisimi: Hafiza bozuklugu

Asagidakilerden en az bir tanesi

Afazi

Apraksi

Agnozi

Planlama, organizasyon, soyutlama gibi yiruttct kognitif fonksiyonlarda bozulma

B. Sosyal yasam ve mesleki islevlerde bozulma ve daha oOnceki islev seviyesine gore anlamli
gerilemeye yol agan kognitif kayip

C. Yavas baslangicl ve ilerleyici kognitif ve fonksiyonel gerileme ile giden bir seyir

D. Diger demans nedenlerinin ekarte edilmis olmasi (sistemik, metabolik, iatrojenik, nérolojik,
psikiyatrik)

Kaynak: (Selekler, 2010)

4.3.Alzheimer Hastah@mn Makroskopisi, Histopatolojisi

4.3.1. Alzheimer hastahigimmin makroskopisi, histopatolojisi

Makroskopik olarak kortekste ve hipokampusta yaygin atrofi (Elmaci, 2012),
Serebral giruslarda diizlesme ve sulkuslarda genisleme goriiliir. Temporal lob ve
Ozellikle hipokampus daha az olarak da frontal ve parietal loblar atrofiye olurken,
oksipital lob ve motor korteks saglam kalmaktadir ancak bu atrofi AH i¢in ayirt edici
degildir. Fikse beyin orneklerinde kortikal tabakada incelme, beyaz maddede ise
hacimsel bir azalma izlenmektedir. Ventrikller sistemde ise ozellikle lateral

ventrillerin temporal boynuzlarinda genlesme gortiliir (Sezer ve Leyla, 2001).

Histopatolojik olarak hastaligin evresinin derecesine gore degisen oranlarda;
temel bileseni hiperfosforile ‘tau’ proteini olan intraselluler norofibriler yumaklar
(NFY), ana bileseni amiloid beta proteini olan (AP) ekstraselliiler senil amioid
plaklar (SP), granilovakuoler dejenerasyon, sinaps ve noron kaybi ve ozellikle
korteks ve hipokampusta atrofi saptanir (Katzman ve Saitoh, 1991). Senil amiloid
plak olusumu Ozellikle amigdala, hipokampus ve neokortekste gorullr
(Khachaturian, 1985; Probst ve ark., 1991). SP’ler ve NFY’ler normal yaslanmada ve

baz1 baska ndrodejeneratif hastaliklarda goriilebildigi icin AH’nin kesin tanisinda
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NFY’ lerin neokortekste ve SP’lerin ise noritik plak géruniminde limbik sistemde
olmalar1 gereklidir (Giirvit, 2004). Bunlarin yaninda reaktif mikrogliozis ve

astrogliozis de diagnostik belirtegler arasindadir (Stancu ve ark., 2014).

4.4. Alzheimer Hastahgmin Patofizyolojisi

Hastaligin patofizyolojisini aciklamaya calisan kolinerjik hipotez, amiloid beta
(AP) hipotezi, tau hipotezi, ve inflamasyon hipotezi gibi farkli hipotezler mevcuttur
(Kumar ve ark., 2015). AH ile iliskili hipotezlerin temelinde hicredeki molekiler
anomalilerin noronal yetmezlige neden olmasini agiklayan mekanizmalar
bulunmaktadir. Bu mekanizmalar; anormal protein katlamasi ve birikimi (Walker ve
ark., 2013), oksidatif stres (Yan ve ark., 2013), hiicre dongistnde bozukluk (Moh ve
ark., 2011), mitokondriyal disfonksiyon (Zhu ve ark., 2013), sinaptik yetmezlik
(Selkoe, 2002), inflamasyon (Heppner ve ark., 2015), kalsiyum regllasyonunda
bozulma (Camandola ve Mattson, 2011), kolesterol metabolizmasinda hatalar
(Grimm ve ark. 2013), damarsal degisliklikler (Shim ve ark., 2015) ve norotrofinlerin
azalmasi (Capsoni ve Cattaneo, 2005) gibi mekanizmalardir. Bununla birlikte bu

faktorleri diizenleyen nedensel iligkiler hala belirsizdir (Bonda ve ark., 2014).

4.4.1. Protein birikimi ve amiloid hipotez

Amiloid prekdrsor protein (APP) amiloid kaskat hipotezinin esas unsurudur.770
amino asitlik (aa) blyuk bir membran ici proteini olan ve 21. kromozomda kodlanan
APP proteolitik enzimler olan a, B ve y sekretazlar ile kesilir (Sekil 1- A). APP'nin
noronal aktivite tarafindan diizenlenen proteolizi iki sekilde gerceklesir. IlKi
amiloidojenik olmayan alfa (o) sekretaz ve gama (y) sekretaz enzimleri ile olusan
metabolik yolak ikincisi ise beta sekretaz (BACEL ya da asp2 ya da memapsin2) ve
alfa sekretaz (TNFa-donistiiriicti enzim -TACE) enzimleri ile olusan amiloidojenik
yolaktir. Non amiloidojenik yol a-sekretaz enziminin APP’yi transmembran

bolgesinde 687. pozisyondan kesmesiyle baslar ve amino ucunda norotrofik etkileri
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ile bilinen cozilebilir amiloid prekirsor protein alfa (APPsa) ve karboksil ugta
membrana bagli 83 aa’lik C terminal alfa fragmani (a-CTF) olusur. a-sekretaz
enzimine alternatif olarak ise amiloidojenik yolda APP, B-sekretaz enzimi ile
proteinin amino terminaline 16 aminoasit daha yakin bolgeden kesilebilir. Bu
durumda ise ¢ozulebilir amiloid prekursor protein beta (APPsp) olusur. a-sekretaz ya
da B-sekretazla kesimi takiben, ikinci kesilme islemi APP’nin yanisira bir dizi
transmembran proteinin daha proteolizinden sorumlu olan bir aspartil proteaz
kompleksi olan y-sekretaz tarafindan gergeklestirilir. Intramembrandz parca 7-
sekretaz ile bir dizi ardisik kesimden geger. Ik kesimde olusan 49-50 aa’lik APP
intraseliler domain (AICD) isimli fragmanin hiicre g¢ekirdegine transloke olarak
protein sentezini destekledigi bilinmektedir. y-sekretazla son kesilme ile
ekstraselliilerde ilk kesilme a-sekretaz tarafindan gergeklesti ise inert p3 fragmani, -
sekretaz tarafindan gergeklesti ise stabil AP peptidi olusur (sekil 1-B, C). y-sekretaz
enzimi ayni zamanda olusan AP peptidinin uzunlugunu belirlemektedir (Thinakaran
ve Koo, 2008; Saka, 2010). Amiloidojenik yolda B- sekretaz ve vy- sekretaz
enzimleri aracilif1 ile APi40 ve APi.42 meydana gelmesine karsin AP’nin yaklasik
olarak %901 AB1-40'dlr. Ancak amiloid birikiminin ana sorumlusu AB1.42’dir.
Molekiil, ¢ok hidrofobiktir ve ¢6zelti i¢inde bir araya gelme egilimi gosterir.

N-terminal bolgesi igindeki a-heliks yapisi kolaylikla B-tabakaya doniistiiriilebilir ve
molekili daha hidrofobik ve agrege olabilir hale gelir (Saido, 2003). Ortama salinan
AP monomerler mikroglialar tarafindan fagositozla elimine edilebilirler veya insiilin
degrade edici enzim (IDE), o2-makroglobulin (a2-MG), neprilizin ve matriks
metalloproteinaz (MMP) gibi proteinleri iceren bir takim saperon molekiiller
tarafindan vaskiiler endotelden atilabilir veya diisiik dansiteli lipoprotein reseptorii
iligkili protein (LRP-1) araciligiyla lizozomal veya proteozomal degredasyon igin
néronlar ve astrositler icine sokulurlar ancak bunlar yetersiz kaldiginda 6zellikle de
potansiyel olarak daha toksik form olan AB42 gevsek plaklarda birikir ki bu savunma
mekanizmas1 da yetersiz olursa monomerler ¢ozilebilir 2-6 peptitlik oligomerler
halinde bir araya gelirler. Cozulebilir oligomerler bir dizi sinaptik disfonksiyon
mekanizmasin1  tetikleyerek AH’nmin  en erken fizyopatolojik belirteci olan
ogrenmenin temelini teskil eden molekiiler mekanizma olan long term

potansiyalizasyonda (LTP) depresyona neden olurlar
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(http://www.itfnoroloji.org/demans/demans.htm; Elmaci, 2012 ). Bu AP peptitler a-
amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazolpropionikasit (AMPA) reseptérlerine ve Ca™
iyon kanallarma tutunup Ca*®’un hiicreye girisini arttirabilirler (Ganong, 2011).
Oligomerler Ap’dan tlreyen difiize olabilen ligand denilen (ADDL) toksik formlara
doniisebilirler ya da ¢oziilemeyen AP fibrillerine de doniisebilirler. AP fibrilleri de
hiicre yikint1 tirtinleri olan distrofik noritlerle birlikte noritik plaklarda hapsedilirler.
Fibriler AP gibi noritik plaklar da toksik oligomerler icin bir tiir rezervuar islevi
goriirler. Noritik plaklarda oksidatif hasari tetikleyebilirler veya mikroglialar1 ve
astrositleri aktive ederek TNF-a ve IL-B gibi sitokinlerin salinimi, kompleman
aktivasyonu ile inflamasyona neden olabilirler iste bu immun aktivasyon
norotoksisitenin baslica nedeni olarak goriilmektedir. Normal yaslanmada a-sekretaz
aktivitesi baskinken AH’da B-sekretaz aktivitesi daha fazladir ya da AP yok edilme
mekanizmasinda bir bozukluk oldugu diisiiniilmektedir (http://www.itfnoroloji.org/
demans/demans.htm, erisim tarihi 10.11.2015; Elmaci, 2012). Insan AP peptidi
monomerler, dimerler, trimerler, tetramerler, oligomerler, &ncil fibriller ve
olgunlasmis fibriller gibi farkli sekillerde bulunabilmektedir. Amiloid plaklarin
yapisinda ise olgunlagsmis fibriller bulunmaktadir. Patoloji ¢alismalarinda AH da
amiloid plaklar olmazsa olmaz patolojik bulgulardir ve patogenezde AP olusumunun
hastalig1 baslattig1 hipotezi “amiloid kaskad hipotezi” olarak tanimlanir (Haas ve
Selkoe, 2007). AH da senil plaklarda APP’den olusan AP nin ekstraseliiler birikimi
s0z konusudur (Octave ve Pierrot, 2008). Ancak otopsi ¢alismalarinda amiloid
plaklarin yogunlugu ile kognitif yikim arasinda bir iliskinin varligi gosterilememistir.
Bu hipotez litertiirde tartisma konusu olup amiloid plaklarin klinik belirtiler ile direkt

olarak iligkili olmadigi rapor edilmistir (Duyckaerts ve ark., 2009).
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Sekil 1 A.APP’nin sematik yapist. APP’nin AP40 kismu biiyiitiilmiis olarak
gosterilmistir.
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Sekil 1 B-C: B, APP nin a ve y sekretazlarla, non-amiloidojenik iglenmesi. C, APP
nin B ve v sekretazla amiloidojenik olarak islenmesi (Thinakaran, 2008).

APPsa: Cozilebilir amiloid prekirsor protein , a-CTF: C terminal fragman alfa, y-sekretaz: Gama
sekretaz, AICD: Amiloid prekursor protein intraselliler sitoplazmik/C-terminal domain. B-CTF: C
terminal fragman beta. AB: Amiloid beta P3: Inert P3 fragmani.

4.4.2. Oksidatif ve nitrooksidatif stres hipotezi

Cesitli nedenlere bagh olarak meydana gelen oksidatif hasarin ndrodejenerasyona ve
noronal 6liime yol agabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Oksidatif stres reaktif oksijen (ROS)
ve nitrojen (RNS) tiirlerinin {iretimi ile antioksidan savuma sisteminin bunlari

notralize etme yetenegi arasindaki dengesizlik sonucu olusur (Persson ve ark., 2014).
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Aerobik organizmalarda basta mitokondriyal elektron transportu olmak iizere
biyotransformasyon metabolizmasi, fagositik aktivasyon, ¢esitli sentez ve
degradasyon reaksiyonlarinda oksijen kullaniminin dogal sonucu olarak reaktif
oksijen (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) meydana geldigi bilinmektedir
(Cooke ve ark., 2003). ROS’un ana kaynagi mitokondrilerin i¢ membranindaki ATP
uretiminde rol alan elektron transport zinciri (ETC) dir. Elektonlar membrana bagl
komplekslerle (kompleks 1-1V) nikotinamid adenin dinlkleotid (NADH) ve
indirgenmis flavin adenin dintkleotit fad (FADHZ2) ile ETC’ye transfer edilirken bazi
elektronlar i¢ membrandan sizarak oksijenle temas eder ve siiperoksit anyonu ( O2-—)
olusur. Bu olay hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikali (OH-) ve hidroksil
iyonlar1 (OH-) gibi diger ROS formlarinin olusumuna da neden olur. RNS ler ise
stiperoksit anyonunun NO ile peroksinitrit (ONOO-) olusturacak sekilde reaksiyona
girdiginde olusurlar. Bu da diger nitrojen dioksit (‘NO2) ve nitropeoksikarbonat
(ONOOCO2-) gibi RNS tiirlerinin olusumuna neden olur (Persson ve ark., 2014).
Beyin homeostazinin bozuldugu AH ve diger demanslarda NO molekiiliiniin rol
aldigin1 gosteren kanitlar vardir ve 6zellikle damarsal NO aktivitesinin diger farkli
beyin bolgelerindeki NOS izoformlarmin asir1  ekspresyonundan 06nce  bu
patolojilerde esas rol oynadigi One siriilmektedir (Aliyev ve ark., 2004).
Norodejeneratif demaslarda yaygin olarak goriilen inflamatuar yanitlarda néron ve
glialarda NOS ekspresyonunda artis ve NO’nun asir1 {iretilmesi s6z konusudur ve
NO serbest radikal ozelliklerinden dolayr ndroinflamasyonun bir bileseni olarak
diistintilmektedir (Togo ve ark., 2004).NO beyinde noronlar ve vaskiiler endotel
hiicreler tarafindan {retilir. Endotelyal NO endotel tarafindan {iretildiginde
vazoreleksan olarak, noronlar tarafindan tiretildiginde (AH gibi patolojik kosullarda)
ndrotransmitter olarak rol oynar. NO hizli bir reaksiyonla siiperoksit tarafindan
temizlendiginde meydana gelen ONOO™ potent bir oksidandir ve nitrooksidatif
stresin esas bilesenidir. Yiksek konsantrasyonlarda ONOO™den olusan; yiksek
reaktiflikteki oksidatif tiirler ve nitrooksidatif stresin ikincil bilesenleri olan
nitronyum iyonu (NO2%), nitrojen dioksit (NO2) ve hidroksil radikali (OH.)
apoptozisi ve néron ve endotel hiicrelerin 6lumine neden olan sitotoksik etkileri
baglatir (Maliski, 2007). Prooksidan/antioksidan dengenin prooksidanlar lehine

kaymas1 sonucunda gelisen oksidatif stres, ¢esitli mekanizmalar ile biomolekiillere
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hasar vermektedir (Cooke ve ark., 2003). Oksidatif stres ve reaktif oksijen turleri
(H20,, O2-—,0H") AH da patolojik bir rol oynamaktadir (Castellani ve ark., 2007) ve
en erken goriilen sitolojik degiskliklere neden olurlar (Perry ve ark., 2002; Smith ve
ark., 2000). Mitokondride ATP sentezine neden olan karbonhidratlarin islenmesi ve
bir proton gradyani yaratilmasi mekanizmast elektronlarin giiclii indirgeyici
ajanlardan gii¢lii okside edici ajanlara kontrollii transferini igerir. Bu esnada bazi
serbest radikaller zincir i¢indeki siradaki molekiile gececeklerine mitokondri i¢ zarini
terk ederek hiicre icindeki makro molekdillere gecerler ki bu genellikle DNA/RNA da
par¢alanmaya ve tamir mekanizmalarina zarar verebilir (Bradley ve ark., 2013),
enzimlerde ve metabolik sinyal proteinlerinde metabolik yetmezlige (Hardas ve ark.,
2013), proteinlerin ¢apraz baglarinda ve proteoliz aginda oksidatif degisikliklere ve
proteinlerin c¢ozilemez hale gelmesine, anormal agregatlar olusturmalarina neden
olur (Sayre ve ark., 2001). Hasar reaktif oksijen firiinleri olusumunu daha da
arttirmaktadir ve bu dongii yasla birlikte 6liim hizindaki artis1 agiklamaktadir (Sastre
ve ark., 2003). Serbest radikallerin hem reaktif oksijen tirleri hem de reaktif nitrojen
tirleri, endojen kaynakli (mitokondri, peroksizom, agir metaller, endoplazmik
retikulum v.s.) olabildigi gibi dis kaynakli (ilaglar, sigara, kirlilik, alkol, radyasyon)
da olabilir. Serbest radikaller aslinda tiim noéronal makromolekiilleri; niikleik asitler,
lipidler, proteinler ve karbonhidratlar1 hedefleyerek zarar verirler (Phaniendra ve
ark., 2015). Oksidatif stresin AH ve Parkinson gibi g¢esitli norodejeneratif
hastaliklarla iligkili oldugu ve yasla beraber asirt ROS iiretiminin apoptozis veya
nekroz ile noronal hasara neden oldugu bilinmektedir. (Casetta ve ark., 2005).
Ayrica oksidatif stresin yaslanmaya en biiylik katkisi olan faktor oldugu g6z oniine
alindiginda yasla iligkili tim norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde rol almasi
siipriz degildir. AH da serbest radikal indiikli makromolekiillerin hasar1 iyi
bilinmektedir. Fenton reaksiyonu ile en fazla hasar1 veren hidroksil radikal birikimi
molekiiler ve hiicresel diizeyde etki eder. DNA ve RNA oksidasyonunda artmis 8-
hidroksi-2- deoksiguanosin ve 8-hidroksiguanosin (8-OHG) duzeyleri DNA
parcalanmasindaki artis1 ve DNA onarimindaki bozulmay1 gosterir. Hiicrede bulunan
kreatin kinaz BB, sitokrom c oksidaz (COX) ve ketoglutarat dehidrojenaz kompleks
(KGDH) gibi proteinlerin oksidatif modifikasyonu bozulan metabolik aktivite,

tirozin rezidulerinin nitrasyonu ve proteinlerin karbonil diizeylerinin artmasi ile de
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gosterilmistir. Ayrica malondialdehitler ve tiyobarbiitirik asit reaktif maddeler,
malondialdehit (MDA) ve izoprostan ile belirlenen lipid peroksidasyonu hicrenin
degisen fosfolipid kompozisyonunun yanisira membran biitlinliigiiniin bozuldugunu
akla getirmektedir. Artmig glikasyon ve glikooksidasyon kritik karbonhidrat isleme
stirecindeki bozulmaya isaret etmektedir ve tiim bu olaylar AH da kontrole gore
artmis olarak bulunmustur (Bonda ve ark.,, 2014). Membrandaki lipid
peroksidasyonunun meydana getirdigi toksik aldehitler mitokondriyal enzimleri
hasarlarken protein oksidasyonunu da arttirirlar ve sonugta kalsiyuma karsi
gecirgenlik artar, iyonik denge ve glukoz transportu bozulur boylece enerji
yetmezligi meydana gelir. Demir, bakir, ¢inko, aliminyum gibi artmis serbest metal
iyonlar1 da reaktif oksijen tiirevleriyle birlesip ndrodejeneratif hasari arttirir (Pratico
ve Delanty, 2000). Yine oksidatif hasarin mitokondriyal DNA’da (mtDNA) etkili
oldugu ve buna bagli mutasyonlarin yaslanma siirecinde kritik rol oynadiklari
bilinmektedir (Miguel, 1980). Yasla sikliklar1 artan hastaliklarda mutasyona maruz
kalmis DNA igeren disfonksiyonel mitokondrilerin rolii oldugu ortaya konmustur
(Wallace, 1997). Mitokondrideki disfonksiyon 6nemli olumsuz etkilere yol acar;
membran potansiyeli azalir, reaktif oksijen tiirleri olusumu artarken ATP sentezinde
azalma meydana gelir. Oksidatif hasara bagli mutasyon olasilig1 artar buna karsin
koruyucu ve onarict proteinlerdeki azalma mitokondrilerin hasara ve mutasyona
yatkinligini arttirir ve hiicredeki yaslanma hizlanir (Luft, 1994), mutasyonlarla gelen
uzun siireli geri doniisiimsiiz hasar birikimi yaglanma sirasinda ortaya c¢ikan
biyoenerji azalmasina ve organ fonksiyonlarinda zayiflamaya neden olur (Sekil 2)

(Burcak ve Andican, 2004).

17



-U'I-:liid'El:i! b
ﬁ:ml-

r-'li‘t-t-l-:-:-ndriE.nl R hasars

Hasaels DM O, BEcakirns

Flatsbkandrival redoks diaafornbsiyosnwe

U

Axalan ernerjl dretimi

U U

Organ disfenksiyoarug
n.nubj-n:
A S LA R RA S B LG LR AR

Sekil 2: Oksidatif stresin yol agtig1 asir1 reaktif oksijen metabolitlerinin yaglanmaya
olan etkileri (Burcak ve Andican, 2004).

Deneysel modellerde oksidatif hasarin, patolojik degisikliklerin dnciisii oldugu
(Nunomura ve ark., 2001) ve AP proteinin beyinde birikmesinin de oksidatif strese
karst koruyucu cevap olarak gergeklestigi (Smith ve ark., 2002; Atwood ve ark.,
2003) ve AP plaklarin yogunlugunun oksidatif hasarla korele oldugu 6ne siiriilmiistiir
(Cuajungco ve ark., 2000). Dahast AP proteinlerin lipoprotein oksidasyonunu
(Kontush ve ark., 2001) onledigi 6ne siiriilmiis, ancak bu konu literatirde hala
tartigmalidir ve AP proteinlerin oksidatif hasar1 tesvik ettigi goriisii daha
muhtemeldir (Markesbery, 1997; Pratico ve Delanty, 2000). Lipid peroksidasyonun
beyinde orta derecede amnezik kognitif bozukluk yaptig1 ve lipid peroksidasyonun
hastaligin erken evrelerinde patogenezde rol oynadigr Markesbery ve ark. tarafindan
gosterilmistir (Markesbery ve ark., 2005). AP lipid peroksidasyonunu arttirarak
reaktif oksijen ve nitrojen turlerinin Gretimini indtkler. Sonug¢ olarak beyin dokusu
yiiksek oksijen tiiketim orani, yogun lipid icermesi nedeni ile oksidatif hasardan ¢cok
etkilenir (Elmaci, 2012).
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4.4.3. Tau hiperfosforilasyonu ve noérofibriler (NFT)yumak olusumu

17. kromozom tarafindan kodlanan mikrotiibiil asosiye proteinler (MAP)
ailesinden hidrofilik bir protein olan Tau proteini, mikrotiblllerin organize
olmasinda vestabilizasyonunda gorev alir ve hiperfosforile oldugunda AH da
diagnostik belirteg olan norofibriler yumaklarin (NFT) ana bilesenini olusturur.
Fizyolojik kosullarda farkli tau izoformlar1 farkli kisimlarda ayni kinazlarla fosforile
edilirler. Ancak AH gibi patolojik kosullarda artan sayida kisimlarda
fosforilasyon(hiperfosforilasyon) gergeklesir (Sekil 3). Tau patolojik durumlarda
agregat olusturma kapasitesine sahiptir (Sekil 3,4,5) (Avila ve ark., 2004).

AH patogenezinde hiperaktif kinazlarin veya hipoaktif fosfatazlarin tau
proteininin hiperfosforilizasyonuna neden oldugu ve boOylece mikrotibdallere
baglanma yetenegini bozdugu diisiiniilmektedir. Baglanmamis hiperfosforile tau
monomerleri kendi ilizerlerine hatali katlanirlar ve toksik oligomerlere ve ardindan
toksik ozellikte ¢oziilemeyen ¢ift sarmalli filamanlara (PHF) doniisiirler. PHF’ler 1s1
soku proteinleri ve baslica ubikutin proteozom sistemlerinin varliginda intranéronal
norofibriler yumaklar (NFY) halinde kondanse olurlar (Sekil 3,4,5). NFY’lerin
PHF’lerin etkisini sinirlamaya c¢alisan bir savunma mekanizmasi oldugu
diistiniilmektedir. NFY'ler ise hiicre iskeleti biitiinliigli ve aksonal iletimi bozarak
hicrenin 6limane neden olurlar (www.itfnoroloji.org/demans/demans.htm/  erisim
tarihi 10.10.2015).
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Sekil 4. Tau agregatlar1 ve Mikrotiibiil ile tau iliskisi.

A: a ve b, Tau nun anormal pozisyonda bulunmasi ile hiicrelerde sitoplazmik uzanti olusumu. ¢, Tau
eksprese etmeyen normal bir hiicre. B: Tau oligomeri (kirmiz1 ile boyanmig) ve mikrotiibiil proteinin
biiyiitiilmiis hali. C: a, Alzheimer gibi patolojikdurumlarda tau proteinin anormal filament formu, b,
anti tau antikoru ile baglanma (Avila ve ark., 2004).
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Sekil 5: Intraselliiler nérofibriler yumak olusumu (Beyaz ok) (http://www-
edlib.med.utah.edu/WebPath/CNSHTML/CNS094.html. erisim tarihi 10.10.2015).

4.4.4. inflamasyon hipotezi

Son yillarda kronik non-steroidal antienflamatuar ilag kullananlarda (NSAIDs)
AH goriilme sikhigimin diistiigiinii ve semptomlarin baslama yasinin geciktigini
gosteren  epidemiyolojik ¢aligmalar (Szekely ve Zandy., 2010) AH’daki
noroinflamatuar hipotezi desteklemektedir. Inflamatuar cevap ¢ogu zaman travma,
enfeksiyon, oksidatif ajanlar, A ve tau oligomerleri gibi hasar sinyallerine cevap
olarak goziikkmektedir. Ancak bu cevap muhtemelen baglangigtaki hasarla
karsilagtirildiginda daha da biiyiikk néron kaybma neden olmaktadir (Akiyama ve
ark., 2000). Sonug olarak néroinflamasyon cesitli patolojilerin gelismesinde anahtar
rol oynamaktadir. Noroinflamasyon terimi hasar sonrasi santral sinir sisteminin
(SSS) inflamasyon cevabini tanimlamak ic¢in kullanilmaktadir ve glial hiicrelerin
Ozellikle astrositlerin ve mikroglialarin birikimi s6z konusudur. SSS deki akut
inflamasyon oncelikle glial hiicrelerde zarar verici uyarana karsi ani ve erken bir
savunma cevabina neden olur ki bu hasarli alanda tamire de neden olan bu
inflamasyon sirecinde sitokinler, kompleman ve patern (kalip) tanima reseptorleri
(PRRs) de rol oynamaktadir. Ancak zarar verici uyaran devamli ise kronik
inflamatuar reaksiyona neden olarak artan bir hasara neden olur (Streit ve ark.,
2004). Hasar sinyallerinin alinmasindan sonra astrositler ve mikroglialar dereceli
olarak bir aktivasyon siirecine girerler ve bu siire¢ morfolojik degisikliklere ve

sitokinler, ROS ve sitotoksik elemanlar gibi pro-inflamatuar belirteglerin salinimina
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neden olur. Tim bu olaylar néronal dejenerasyona ve ayrica glial ve noronal hiicreler
arasinda norodejeneratif hastaliklarin gelisimine sebep veren pozitif geribildirime
neden olur. Bu nedenle néroinflamasyonun yararli ya da zararli olup olmadig:

inflamatuar cevabin siiresine bagli géziikmektedir (Sekil 6) (Morales ve ark., 2014).

Mikroglial aktivasyon

Proinflamatuar
elementler

,}
Astrosit aktivasyonu

Maronal Olom

Sekil 6. Hasarin neden oldugu néroinflamatuar stire¢ (Morales, 2014).

Alzheimer hastaligindaki néroinflamasyonun diizeyi ile belirli baz1 sitokinlerin
arasinda iliski olduguna dair kanitlar vardir (Frank-Cannon ve ark.,2009).
Kemokinlerin; disfonksiyon, apoptoz ve néron, mikroglia ve astrositlerin nekrozuna,
IL-1B, IL-6, IL-12'nin; astrosit ve mikroglial aktivasyona, interferon gama (INF-g),
ve TNF o’nin; ndron, mikroglia ve astrositlerde disfonksiyon, apoptozis ve nekroza,
NO, ROS, siiperoksit radikalinin; hiicrelerde oksidatif strese neden oldugu
bildirilmistir (Morales ve ark., 2014). Ozellikle AH da AP peptilerin ve Norofibriler
yumaklarin yakinlarinda inflamatuar mediatorlerin yiiksek miktarlarda eksprese
olduklar1 bildirilmistir (Akiyama ve ark., 2000).

Inflamatuar hipotezi destekleyen en énemli kanitlardan biri de epidemiyolojik
hayvan modelleri ve Kklinik calismalarda non steroidal inflamatuar ajanlarin
(NSAIDs) kullanilmasinin AH goriilme riskini diisiirdiigiiniin gosterilmesidir  ve
bunun AH’l1 bireylerdeki yiikselen COX-1 protein diizeylerinin diismesiyle iliskili
oldugu 6ne siiriilmiistiir (McGeer ve McGeer., 2007).

22



4.4.5. NOroplastisite ve ndroplastisite yetmezligi teorisi

Merkezi sinir sistemi igten ve distan gelen uyarilara uyum saglayabilir bu uyum
ile 6nemli merkezi fonksiyonlarin yiiriitiilebilmesi saglanirken yetersiz uyum sonucu
bazi patolojiler ortaya cikabilir. Cesitli i¢ ve dis uyarilara bagli olarak beyindeki
noronlarin  ve sinapslarin  yapisal ve islevsel Ozelliklerindeki uyumamagh
degisiklikler ndroplasite olarak adlandirilir. Bu degisiklikler; dendrit dallanmasinda
artma veya azalma, dendritlerde kirilma, uzama, yeni sinaps olusumu, var olanlarin
ortadan kalkmasi veya etkinliklerin degisimi, yeni néron olusumu ya da 6limd,
norotrofik faktor degisiklikleri olarak sayilabilir (Kotan ve ark.,2009).

Bu teoride AH’ nin kisaca genetik ve ¢evresel etkilerle yasam boyunca artarak
birikmis olan noéroplastisite ylikiinin artik karsilanamaz olmasi ile normal
yaslanmadan sapma sonucu oldugu One siiriilmektedir. AH’ daki tim genetik
faktorler ve risk faktorleri beyindeki noroplastisite yiikiinii arttirict  yonde
goziikmektedir. Bu hipotezde, artan plastisite ylikiiniin ve bunun neden oldugu asir1
hiicresel aktivitenin baslangicta tau hiperfosforilasyonu ve APP uUretiminde adaptif
bir artisa yol acgarak sirasiyla norofibriler yumak ve amiloid plak olusumuna neden
olabilecegi ve sonunda da noron, dendrit ve sinaps kayiplarina neden oldugu fikri yer
almaktadir (Mesulam, 2000). Noroplastisite yikunu arttiran gesitli faktorler arasinda;
Ostrojen eksikligi, kafa travmasi, inme ve yaslanma gibi hasar verici faktorlerin
yanisira farkli genetik mutasyonel faktorler de yer alir (Sekil 7). Ostrojenin eriskin
disi sicanlarda hipokampal CA1 boélgesinde sinaptik butonlarmn sikligini arttirdigi
(Woolley ve ark., 1996), daha 6nce aralarinda sinaptik baglanti olmayan hipokampal
noronlar arasinda yeni sinaptik baglant1 olusumuna neden oldugu (Yankova ve ark.,
2001) gosterilmistir ve Ostrojenin dendritik ve aksonal plastisiteyi promote ettigi
diistiniilerek  noroplastisiteyi  destekleyen Ostrojenin  Post-menopozal — olarak

yetmezliginin AH icin risk faktorii olabilecegi de ileri siiriilmektedir (Mesulam,
2000).
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Sekil 7. Noroplastisite yiikiinii arttiran cesitli faktorler.

AB: Amiloid Beta, ABPP: Amiloid beta prekirsor protein, ApoE: Apolipoprotein E, NFT:
Norofibriler yumak, PS: presenilin, AH: Alzheimer Hastaligi ( Mesulam, 2000).

4.4.6. Kan-beyin bariyerinden beyine nitrojen invazyonu hipotezi (AH gaz

modeli)

Nitrik Oksit (NO), NO sentaz (NOS) enzimi (ndronal-nNOS-, endotelyal-
eNOS-, ve induklenebilir -INOS-) ile L-arginin ve oksijenden, L-sitrulin’e doniisiim
sirasinda sentezlenir. Kan beyin bariyerinden sizan NO’nun AH’ya neden olan
patolojik lezyonlar tetikledigi one siirilen bu hipoteze goére insanlar igin nitrojen
nanobaloncuklar1 kimyasal olarak inert ve yikimlanamaz yapidadir ve beyin
interstisyel sivisindan kagamazlar. Interstisyel siviya (ISS) nitrojen difiizyonunun
sonuglart ISS de basincin artmasi, hiicre i¢indeki oksijen anizotropisi ve sonrasinda
ROS olusumuna neden olan oksijen baloncuk olusumudur (Denis, 2013). Bu
mekanizmayr ve sonuglarmi sekil ile 6zetleyecek olursak (Sekil 8, 9) nitrojen
baloncuklar: (O) glikoz tastyicilart (GLUT-I) araciligi ile kandan beyin interstisyel
stvisina gegerek birikirler (1a) ve surtinme stresi ile (1b) buradaki hicresel
komponentlere, 6zellikle mikroglia ve astrositlere biiylik ve zarar verici bir basing
uygularlar, sitoplazmada ve mitokondride oksijen anizotropisine ve oksijen
mikrobaloncuklarin g¢ekirdeklenmesine neden olurlar (1c) (Denis, 2013).Normal

kosullarda sitoplazmik oksijen partikiilleri mitokondrideki solunum zincirine girerler,
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sitoplazmada ve mitokondride asir1 oksijen yiikii olmaz ve mitokondri ile sitoplazma
arasinda oksijen gradyani olusmaz (Vanderkooi ve ark., 1990). Ancak denge
bozuldugunda hastaliklar meydana gelir. Soziinii ettigimiz damardaki shear
(surtinme) stresin neden oldugu patolojik kosullarda denge bozulur ve oksijen
anizotropisi meydana gelir. Sitoplazmada oksijen gaz partikiilleri birleserek
nanobaloncuklar1 olustururlarken ki sitoplazmadaki oksijen toksisitesi sadece
kimyasal olarak degil ayni zamanda oksijen gaz kabarciklariin birlesme egilimi
nedeniyle gittik¢e biiyiiyor olmalarindan da kaynaklanmaktadir, mitokondri solunum
zincirindeki oksijenin diizensiz dagilimi da siiperoksit O2' veya 02" in kendiginden
olusumuna neden olur. Burada nikotinamid adenin dinukleotidfosfat- oksidaz- nitrik
oksit (NADPH oxidaz—NO) sistemi antibaloncuk biyomakinas: olarak devreye girer
reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna, mitokondriyal disfonksiyona ve inflamasyona
neden olur (2). Bu esnada bir basing sensorii olarak da APP devreye girer ve beyin
interstisyel sivisindaki basing degisikliklerini hissederek AP olusumunu tetikler (3a).
Olusan AP kopiik stabilize edici olarak interstisyel sividaki nitrojen baloncuklarini
kaplar. Ayn1 zamanda hiicre zarinda halka seklinde por benzeri protofibiller
olusturarak (3b) etraftaki basincin artan etkilerine karsi adeta bir basing valvi gorevi
yaparak hicreyi korur (3c). Amiloidin nitrojeni sinirli tutmasi kandan gelen kademeli
azot sizintisina karsi bir bariyer gorevi goriirken B-amiloid birikimi de gittikce
serebral amiloid anjiyopati seklini alir. NO antibaloncuk biyomakinasinin ¢aligsmasi
esnasinda goriinmez olabilir ve bu esnada nitrojen baloncuklarinin i¢inde ve senil
plaklarin arasinda bulunur. Antibaloncuk biyomakinasi olarak NADPH-NADP
sistemini asagidaki sekilde agiklayacak olursak; hidrostatik basingtaki (6P) lokal artis
(kirmiz1 biiylik ok) hiicre i¢ine etki ederek mitokondride (kirmiz1 kesik oklar) ya da
sitozolde dogal baloncuk olusumunu artirir. NADPH (-oksidaz) plazma membraniyla
iliskili enzim olarak gosterilmistir. 07,202 baloncuklar aktive olmus gaz
cekirdekeikler olarak ¢aligirken yakinlarindaki oksijen partikiillerini yutarlar (Sekil
11). Ayrica NO’nun fazla Gretiminin glutamat reseptorleri ile nérotoksisitede rol
oynayabilecegi diislinlilmiistiir (Synder, 1992) ve nitrik oksit sentazin (NOS) inhibe
edilmesi ile yapilan ¢aligmalarda timit verici sonuglar alinmaktadir (Aliyev ve ark.,

2004; Yalabik ve ark., 2013).
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Sekil 8.AH gaz modelin hipotetik asamalari.

Daha iyi anlasilmasi igin interstisyel sivi (ISS) alani genigletilmis ve ndron membrani endotel hiicreye
(EH) yakin gosterilmistir. NO: Nitrik oksit GC: guanilat siklaz, ROS: reaktif oksijen tirleri (Denis,
2013),GLUT1: Glukoz transporter 1, APP: Amiloid prekiirsor protein, AP: Basing farki, EH:
Endotelyal hicre.

NOS
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Sekil 9. Antibaloncuk biyomakinasi olarak NADPH-NADP sistemi.

oP: Hidrostatik basmg, NADP/NADPH: Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat, SOD: Siiperoksit
dismutaz enzimi, NO: Nitrik oksit, NOX: Nitrojen oksit, ONOO": Peroksinitrit, H*O?: Hidrojen
peroksit, Fe®*: Demir, NOS: Nitrik oksit sentaz (Denis, 2013).

4.4.7. Kolinerjik yetmezlik hipotezi

Bu hipotezde o0zellikle hafiza problemlerini iceren biligsel fonksiyonlarin
azalmis kolinerjik iletiye bagl oldugu oOne siiriilmektedir. Hipotez olarak;

antikolinerjik ilaglarla hafizada bozulma meydana gelmesi, Alzheimer hastalarinda
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asetikolin kolin sentezi yapan Kkolinasetil transferaz enziminin diisiik diizeyde
bulunmasi, AH’da olusan hiicre kaybinin en belirgin olarak korteksteki kolinerjik
inervasyona neden olan niikleus bazaliste meydana gelmesi 6ne siiriilmiistiir (Sano,
1997). AH da bazal onbeyindeki kolinerjik néronlarda dejenerasyon, serebral
kortekste bununla iligkili Ach tiretiminde ilerleyici bir diisiis, kolinerjik noral ileti
kayb1 ve diger bolgelerde de kognitif fonksiyonlarda kayiplar sz konusudur (Bartus
ve ark., 1982). AH’da kolinerjik sistem esas olarak 6grenme ve bellek ile iliskili
bolgelerde bozulmaktadir. Hafiza ile ilskili sinir lifleri talamustan prefrontal kortekse
ve bazal Onbeyine oradanda tum neokortekse, amigdalaya ve meynertin bazal
¢ekirdegine gecer. Meynertin bazal cekirdegi ile hipokampus kolinerjik lifler
baglantilidir. AH’da bu kolinerjik iletide biiylik oranda kayiplar s6z konusudur
(Ganong, 2011). Hipokampus ile serebral korteks arasindaki iletisim esas olarak Ach
tarafindan saglanmaktadir. Ach; kolin ve asetil koA’dan kolin asetil transferaz
enzimi (ChAT) ile sentezlenir. (Davis, 1999). Ach presinaptik néronlardaki
vezikiillerden salindiktan sonra sinaptik aralikta diflizyonla ilerleyerek postsinaptik
membrandaki nikotinik reseptorlere baglanarak direkt olarak, muskarinik
reseptorlere baglanarak G-proteini iligkili ikincil mesajcilar aracilifiyla etki gosterir.
Nikotinik etkilerle hiicrenin uyarilabilirligini artirirken, muskarinik etkilerle kalici
sinaptik degisikliklere neden olur. Ostrojen limbik néronlarda sinaptogeneze katkida
bulunup noroplastisitede rol oynarken, korteksin kolinerjik innervasyonunu saglayan
Meynert in bazal nikleusunda Ach iiretimine de katkida bulunur (Oztiirk ve Karan,
2009). ChAT aktivitesi ve Ach sentezi ile kognitif bozukluklar arasinda gii¢lii bir
iligki bulunmaktadir. Bununla birlikte seratonerjik ve noradrenerjik belirteglerde
etkilenir (Francis ve ark., 1999).

Kolinerjik hipotezin 6nemi simdiye kadarki tedavi yaklagimlari icerisinde en
fazla basar1 gostermis olan asetilkolinesteraz inhibisyonu tedavilerinin ¢ikis noktasi

olmasidir.
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4.4.8. Glutamaterjik hipotez

Hipokampus 0grenme ve bellekte dnemli rol oynayan fazla sayida glutamat
reseptorlerine Ozellikle de NMDA reseptorlerine sahiptir. Beyinde bulunan esas
eksitator norotransmitter olan glutamat postsinaptik N-metil D-aspartat (NMDA)
reseptorlerine baglanir, voltaj kapili kalsiyum kanallarin1 aktive eder, Ca2+ hiicre
icine girisine neden olur, intraseliler Ca’*da artis, Ca2+'a baglh proteazlari ve
fosfolipazlart aktive ederek hiicreye toksik olan serbest radikallerin olusmasina yol
acmaktadir. NMDA reseptorlerinin bu kronik ve orta dereceli aktivasyonu sonunda
ndrodejenerasyona neden olan kronik eksitotoksisiteye neden olur (Danys ve
Parsons, 2012).

Bu hipotezin 6nemi de AH tedavisinde onay alan memantin tedavisinin ¢ikis

noktas1 olmasidir.

4.5. Deney Hayvanlarinda Alzheimer Modelleri

Deneysel modeller esas olarak ii¢ kisimda incelenebilir. Spontan modeller,
transgenik hayvanlar ve indiiklenmis modeller (farmakolojik, kimyasal ve lezyon
indikli kemirgen modelleri).

Spontan modeller: Kopek, kedi, ay1, keg¢i, koyun, insan dis1 primatlarda spontan
olarak plak patolojisi ve tauopati gelistigi gosterilmistir. Ancak bunlarin deneylerde
kullanilmalar1 ¢esitli nedenlerle kisithidir (Dam ve Deyn, 2011). Yinede kdpekler
insan beyin yaslanmasi ve ndrodejeneratif hastaliklarda APP nin islenmesindeki
enzimatik aktivite agisindan insanlarla identifik hayvanlar olarak igaret edilmektedir
(Sarasa ve Pesini, 2009). Kopeklerin AB1-42 aminoasit sekansi insanlara aynidir
oysa farelerde 3 amino asit farklidir. Kognitif bozuklugun derecesi de normal
yaslanma, orta dereceli kognitif yetmezlik ve erken ve orta dereceli AH araliginda
degisim gostermektedir. Bu benzerliklere dayanarak antioksidan diyet, davranis
zenginlestirme ve AP immunoterapi ¢alismalarinda ideal olduklari 6ne stirilmistiir
(Cotman ve Head, 2008). Yaslanan si¢anlar spontan olarak AH benzeri histopatolojik

belirtegler gostermezler. Yine de kognitif fonksiyonlarin normal yaslanma sirasinda
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degismesinin tiirler arasinda benzer oldugu ve sicanlardaki noronal degisikliklerin
mekanizmasinin insanlardaki beyin yaslanmasinin daha iyi anlasilmasinda yararh
olabilecegi one siiriilmiistiir (Erickson ve Barnes, 2003). Farelerde yasla iligkili
olarak kolinerjik yetmezlik gelistigi ancak bunun presinaptik innervasyonagisindan
AH’dan farkli oldugu 6ne siiriilmiistiir (Sherman ve Friedman, 1990).

Transgenik modeller: Transgenik olarak ¢ogunlukla insan kaynakli eksojen bir gen
iceren hayvanlarda, transfekte edilen genle kodlanan proteinlerin olasi rolleri ya da
mekanizmalart ¢aligilirken, bir genleri bloke edilmis ya da elimine edilmis
hayvanlarda (Knockout) olmayan genlerin etkilerinin arastirildigi c¢aligmalar
yapilabilmektedir. Fareler transgenik modellerde en ¢ok kullanilan hayvanlar olup ve
AP retimi, birikimi ve klirensinin mekanizmasint ve AP nm kognitif
fonksiyonlardaki 6nemli rol oynayan noronal agdaki ve sinapslardaki etkisinin
anlagilmasina aracilik etmislerdir. Bu ¢alismalarda daha az siklikla kullanilan diger
hayvanlar; siganlar, Zebra baliklar1 (Danio rerio), nematodlar (Caenorhabditis
elegans) ve meyve sinekleri (Drosophila melanogaster) olarak sayilabilir (Dam ve
Deyn, 2011).

PDAPP fare modeli: Ilk olarak gelistirilmis olan transgenik modeldir. Kalitsal
AH’daki APPV17F mutasyonlu APP geni tasirlar. Yogun AP plaklar, norotik
plaklar, sinaptik kayiplar, astrosit ve mikroglia dejenerasyonlari gozlenmektedir
(Games ve ark., 1995).

TG2576 fare modeli: Mutant APP sentezi saglayan bu modelde difliz ve noritik
plak, astrositozis, mikrogliosis, norotransmitter degisimleri ve kognitif bozukluklar
gozlenir (Bilkei-Gorzo, 2014)

APP fare modeli: Insan APP’sinin i¢ izoformunda (695, 751 ve 770) goriilen
mutasyona sahip farelerdir (Saka, 2010)

APP23 fare modeli: Isve¢ mutasyonlu (K670N/M671L) insan APP si tastyan
farelerdir. En sik kullanilan modellerdendir. Amiloid kaskad hipotezini destekler.
Yogun difliz ve noritik plak patolojisi, astrositozis, mikrogliosis, ndrotransmitter
degisimleri ve kognitif bozukluklar g6zlenir (Dam ve ark., 2005).

PSEN1 (Presenilin—1) fare modeli: Bu model AB42’yi arttiran mutant PSEN1’in
in vivo olarak ilk gosterildigi modeldir. Cok belirgin plak patolojisi izlenmez (Duff,
1996)
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Indiiklenmis modeller:

Skopolamin modeli: AH ile iliskili kolinerjik bozuklukluga dayanan bu model
daha ¢ok amnezi modeli olarak kabul edilmekte olup patolojik AH belirtecleri
gorilmemektedir. Hayvanlarda bir tropan alkaloid olan ve muskarinik antagonistik
etkili skopolamin verilmesi sonrasi asetilkolin aktivitesinin azalmasina bagli olarak
belirgin bellek bozukluklar1 gériilmektedir (Dodart ve ark., 1997).

AICI3 ve D-galaktoz ile induklenen AH modeli: AH daki ¢ok erken evre olan
predemans evresini taklit eden bir modeldir. AH benzeri davranigsal defisitler 90.
gunde meydana gelmekte olup BACE1’de belirgin artis ve neprilisinde azalma 45-
90. giinlerde meydana gelmektedir. Yiiksek AP diizeyi ise 60. giinde goriilmektedir
(Sun ve ark., 2009).

AP infiizyon kemirgen modelleri: Klasik Amiloid kaskad hipotezi AP
peptitlerin amiloid  serebral birikimi ve plak olusumunun AH patogenezini
yonettigini one siirmektedir (Hardy, 1997) buna ilave olarak ¢oziilebilen AP
oligomerlerinin de long-term potensiyalizasyonu bloke ederek hafiza bozukluklarina
neden olabilecegi de one siiriilmiistiir (Gong ve ark., 2003) A peptitlerin steriotaksik
enjeksiyonu tek seferde (Harkany ve ark., 1998), yapilabildigi gibi AH nin gelisim
siirecini daha 1iyi taklit eden kaniile implante edilmis ozmotik mini pompa (Nakamura
ve ark., 2001) gibi farkli yontemlerle de yapilabilmektedir. Bu modelde beyin
parenkimindeki A birikimleri oksidatif stres, inflamasyon, mikroglial aktivasyon,
lokal hiicre kaybi ve kolinerjik fonksiyonda bozulmaya neden olur ancak infilize
edilen peptitlerin yapisina (APi1-40, AP2s-35, AP1-42) Ve uygulama bicimine bagl olarak
gbzlemlenen sonuglar davranigsal ve ndropatolojik diizeyde farklilik gosterebilir. AP
y1 hedefleyen ilaglar, mikrogliyal sinyal mekanizmalarinin ve inflamasyonun
ilaglarla modiilasyonu ¢alismalarinda kullanilmaktadir. Bu model transgenik
modellere gore AP ya odaklandigi igin daha avantajli goriilmektedir ¢iinkii
transgenik modellerde APP’nin overekspresyonu diger APP fragmanlarinda da artisa
neden olmaktadir ki bunlar ndrotoksik, ndroprotektif ve hafizay1 etkiliyor olabilir.
Dezavantaji ise AP nin invaziv bir sekilde beyne verilmesinin beyin hasarina ve

norotoksik etki yapabilme potansiyeline sahip olmasidir (Dam ve Deyn., 2011).
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Streptozotosin ile induklenen AH modeli: Daha ¢ok si¢anlara ve farelere
streptozotosin  (STZ)’nin intraserebroventrikiler (icv) olarak subdiyabetojenik
dozlarda enjekte edilmesiyle olusturulan bu modelde kognitif bozukluklar
noroinflamasyon, sinaptik proteinlerde ve insulin/IGF-1 (insulin benzeri buyume
faktori-1) sinyalinde degisiklikler, hiperfosforile tau (Chen ve ark., 2013), kolinerjik
yetmezlik (Hellweg ve ark., 1992), oksidatif stres (Saxena ve ark., 2011), beyin
glikoz ve enerji metabolizmasinda yetmezlik (Hoyer ve Lannert, 2007), beyinde
insiilin rezistanst (Salkovic ve Petrisic, 2007) aracilik eden mekanizmalar ve
patolojik degisiklikler olarak gosterilmistir. Icv STZ’nin indiikledigi insiilin
rezistansli beyinde sonug olarak tau hiperfosforilasyonu ve A plak olusumu en az 3
ay sonra olugmaktadir. Esas olarak icv STZ hayvan modeli AP patolojisinin merkezi
ve primer patolojik olay olduguna kars1 bir goriis olarak beyinde insiilin rezistansinin
glikoz ve enerji metabolizmasinda bir bozukluga neden oldugunu 6ne siirmektedir.
Bu model terapdtik potansiyeli olan ilaglarin veya ilag olmayan terapdtik stratejilerin

arastirilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Salkovic ve Petrisic, 2011).

4.5.1. Overektomi ve D- galaktoz ile olusan AH modeli

Overektomi yapilan siganlarda beyindeki oksidatif stresin arttigi, dentat girusta
LTP’de bozukluk oldugu gosterilmistir (Patki ve ark., 2013). Diger yandan oksidatif
stresin AH gibi norodejeneratif hastaliklarla olan iliskisi Behl ve Casetta tarafindan
bildirilmistir (Behl, 1999; Casetta ve ark., 2005). Oksidatif stres ve H202, superoksit
anyonu, OH radikali gibi reaktif oksijen turleri AH da patolojik bir rol oynamaktadir
(Castellani, 2007) ve en erken goriilen sitolojik degisikliklere neden olurlar (Perry ve
ark., 2002; Smith ve ark., 2000). Uzun dénemli D-galaktoz (D-gal) enjeksiyonunun
kaspaz aracili apoptozisi arttirarak, nérogenezi azaltarak ve oksidatif hasari arttirarak
norodejenerasyona neden oldugu gosterilmistir (Cui ve ark., 2006). Beyinde artan
TBARS seviyeleri ve azalan siiperoksit dismutaz (SOD), ve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) enzimleri ve hafiza fonksiyonlarma dayanarak D-galaktozun beyin
yaslanmasini hizlandirdig1 6ne siiriilmiistiir (Shen ve ark., 2002). Zhang ve ark. da

kortekste ve hipokampusta D-galaktozun SOD, GSH-Px enzimlerini, MDA diizeyini
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arttirdigini, Nat+ -K+ ATPaz ve Ca2+ -Mg2+ ATPaz aktivitesini azalttigin
gostermislerdir. D-galaktozun yaslanma etkilerini taklit ettigi literatiirde kabul
gormektedir (Ho ve ark., 2003). Wei ve arkadaslar1 da D-galaktozun 50, 100 ve 200
mg/kg dozlarda denemesini yaparak orta doz olarak 100mg/kg’in ve yiiksek doz
olarak 200 mg/kg’in kognitif fonksiyonlar: bozdugunu géstermislerdir (Wei ve ark.,
2005). Ancak kronik olarak D-galaktoz uygulamasinin oksidatif hasar ve kognitif
disfonksiyon yaptigi modellerdeki bazi ¢aligmalarda D-galaktozun yaslanma ile
iligkili belirteclere etkisi konusunda tartismalar mevcuttur geng¢ erkek wistar
siganlarda yaslanma ile iligkili belirteglere etkisi olmadigi one siiriilmiistiir (Cardoso
ve ark., 2015). Gercektende D-galaktoz ile olusturulan yaslanma modelinde cinsiyet,
yas, sus ve verilme siiresinin dnemi oldugu gosterilmistir. Alt1 haftalik disi farelerde
6 hafta boyunca 100 mg/kg D-gal verilmesi uzamsal hafiza, hidroksi radikali, protein
karbonil ve MDA diizeylerinde degisim yapmazken, ROS dizeyleri artmis
bulunmustur. 8 haftalik erkek ve 24 haftalik disi farelerde ise aymi uygulama
kosullarinda oksidatif belirtegler ve uzamsal hafizada bozulma saptanmistir (Hao ve
ark., 2014).

D-Galaktoz indirgenmis bir sekerdir. Yiiksek dozlarda galaktoz oksidaz
varliginda aldoza ve hidroperoksite doniisebilir ki bunlarda slperoksit anyonu ve
oksijen kaynakli serbest radikal olusumuna neden olurlar (Hua ve ark., 2007). Ayrica
D-galaktozun indirgenmis bir seker olarak amin gruplarina affinitesi ileri glikasyon
son drdnlerinin (AGE) birikimine ve ilgili reseptorlerin (RAGE) aktivasyonuna
neden olarak oksidatif strese ve hicresel hasara neden olur (Srikanth ve ark., 2011;
Ullah ve ark., 2015).

Hua ve arkadaslari overektomize sicanlarda Ostrojenin koruyucu etkinliginin
olmamasinin ve Ostrojen eksikligi ile D-galaktozun meydana getirdigi oksidatif
stresin sinerjistik etki yaparak AH’nin patolojik gelisimi ile iliskili olduguna
dayanarak yeni bir deneysel AH modeli 6ne siirmiistiir. Hua’ya gdre modelde
AH’nin gelisimi ve ilerlemesindeki patolojik, nodrokimyasal ve davranigsal
degisiklikler taklit edilmektedir. Norokimyasal degisiklikler kapsaminda; hiicre
zarinda AP birikimine bagli olarak Ap-immunoreaktif noronlart CA1 ve CA4’iin
piramidal tabakasinda ve dentat girus’un graniiler hiicre tabakasinda goézlenirken,

interselliiler alanda plak olusumu gézlenmemistir. Kolinerjik ndron kayiplari medial
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septum, nukleus bazalis magnosellilariste ve niikleus diagonal bandindadir. Elektron
mikroskobu ile yapilan ultrayapisal analizlerde ise yogun kromatin agregatlari ile
nikleer dejenerasyon, niikleer membranda hasar, bazi1 nikleuslarda granulovakuoler
cisimcikler, sitoplazmada lipofuksin birikimi, mitokondriyal hasar, sitoplazmada ve
dendritlerde NFT, siklikla CA1’de sinaptik dejenerasyon, sitoplazmada miyeloid
birikimi gozlenmektedir. Ayrica step-down tipi pasif kaginma testinde hafizada

bozulma gosterilmistir (Hua ve ark., 2007).

4.6. Ostrojen Aracii Néroproteksiyon ve Molekiiler Mekanizmasi

4.6.1. Ostrojen aracih noroproteksiyon

Ostrojen beyin dahil birgok dokuda koruyucu etki gésteren bir hormondur. insan
Omriiniin 80 yila uzadig1 ve menapoz doneminin yaklasik 50°1i yaslarda bagsladigi
diistiniilecek olursa kadinlar bir 30 yi1l kadar hipodstrojenik durumda
bulunmaktadirlar. Klinik ¢alismalarda ¢eligkili sonuglar olmasina ragmen insanlarda
yapilan bir meta-analiz ¢alismasinda postmenapozal Ostrojen eksikliginin AH’inin
olusmasi igin yiiksek risk faktorii oldugu (Gao, 1998) gosterilmistir. Diger bir
calismada ise Ostrojenin AH goriilme sikligin1 %44’e kadar azalttigi, insan ndronal
ve glial hlcrelerinde sekretaz proteinini kodlayan genleri ve protein ekspresyonunu
module ederek proteolitik siireci diizenledigi ve AP diizeyini azalttigi gosterilmistir
(Nord ve ark., 2010). Temel bir¢cok arastirmada dstrojenin kognitif fonksiyonlar1 ve
hafizay1 arttirdigi, beyinde AH ile iligkili hiicresel kayiplar1 6nledigi, metabolik ve
norotransmitter seviyede noroprotektif etkisi oldugu one siiriilmiistiir. Overektomi ile
olusturulan uzun doénemli Ostrojen eksikliginde geri doniisiimlii olarak &grenme
bellek bozukluklarinin bazal énbeyindeki kolinerjik néronlarda kayba neden oldugu
(Gibbs, 1998; Simpkins ve ark., 1997) ve dendritik spin yogunlugunu azalttig1 tespit
edilmistir (Woolley ve ark., 1996).
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4.6.2. Ostrojen aracili néroproteksiyonun molekiiler mekanizmasi

Ostrojen fizyolojik kosullarda oOstrojen reseptorleri (ERs) (zerinden etki
etmektedir. iki ERs alt tipi de transkripsiyon faktorii olarak rol oynarlar.
Transkripsiyon faktorii olarak oOstrojen baglanan ERs dimerize olarak niikleusa
transloke olur. Nukleusa gecen Ostrojen, klasik roli ile &strojen cevap gen
promotorlerindeki Ostrojen cevap elemanlarina baglanir ve transkripsiyonu diizenler.
Kofaktorler 0Ostrojen-DNA  kompleksine baglanarak sinyalin yukseltilmesine,
transkripsiyonel aktivasyona ya da baskilamaya neden olurlar. Ostrojenin etkiledigi
sinyalin dondistiiriilerek iletimi (sinyal transdiksiyonu) ise nispeten daha yeni
bulunan rolu olup adenilil siklaz, fosfoinozitol 3-kinaz ve/veya mitojen-aktive
protein kinaz (MAPK) veya tropomiyozin reseptor kinaz A (trkA) ve IGF-I
reseptorleri ile gapraz etkilesimde bulunur. Bu yeni rol gen ekspresyonun degisimine
veya proteinlerin fosforilasyonuna neden olur (Sekil 10), (Dubal ve Wise, 2002).
Ostrojenin  fizyolojik diizeyleri sinaptik plastisiteyi (Gould ve ark., 1990),
norotrofinlerin ekspresyonunu (Sohrabji ve ark., 1994), hiicre sagkalim faktorlerinin
(Bcl-2, Bcl-xl) ekspresyonunu (Singer ve ark., 1998) arttirmaktadir. Sonug olarak

Ostrojen trofik ve koruyucu etkili ¢esitli hiicresel cevaplari indiikler.

trofik faktdrler

kofaktérler

T hayatta kalim

¢ zarar verici faktérler

Sekil 10. Ostrojen reseptorlerinin (ERs) transkripsiyon faktorleri gibi klasik ve
sinyalin doniistiiriilerek iletimi (transkripsiyonu) gibi yeni bulunmus etki
mekanizmalari.

MAPK: Mitojen aktivate protein kinaz, AC: Adenilil siklaz, ER: Ostrojen reseptér Akt: Protein
Kinaz B, PI3K: Fosfoinositol 3 kinaz (Dubal ve Wise, 2002).
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4.7. Alzheimer Hastahiginin Tedavisi

Alzheimer hastaliginda tedavi farmakolojik ve nonfarmakolojik olarak ikiye

ayrilabilir.

4.7.1. Farmakolojik tedaviler

Giliniimiizde Alzheimer hastaligi tedavisi i¢in onay almis farmakolojik ilaclar
asetilkolinesteraz inhibitérleri ve bir N-metil D-aspartat (NMDA) reseptor
antagonistidir. AH’da erken ve orta donemde kullanilan asetilkolinesteraz
inhibitorleri; donepezil, rivastigmin ve galantamin AH’da azalan Ach’nin sinaptik
araliktaki yikimlanmasini azaltarak seviyesinin artmasini saglar (Tricco ve ark.,
2012). Glutamat reseptorlerini bloke ederek glutaminerjik eksitotoksisiteyi 6nleme
amactyla kullanilan memantin ise yalniz basmma ya da asetilkolinesteraz
inhibitorleriyle kombine edilerek kullanilmaktadir (Thomas ve Harris, 2004). Bu
ilaglar hastaligin ilerlemesini yavaslatmakta ancak kesin tedavi saglayamamaktadir
(Geldenhuys ve Darvesh, 2015). Yine terapotik potansiyeli oldugu sdylenen APP’in
klivajinda rol alan P sekretaz (BACE) enzimi inhibitorleri (MK-8931) halen klinik
degerlendirme asamasindadir. AP’ya karst aktif immunizasyon ve pasif
immunizasyon ¢alismalar1 kapsaminda bapineuzumab, solanezumab, gantenerumab
ve crenezumab’in halen faz III klinik g¢alismalar1 siirmektedir. Oksidatif stres
patogenezi disiiniilerek ¢alisilmis diger potansiyel terapétikler; vitamin C, vitamin E,
koenzim Q10, a-lipoik asit, omega-3 ve selenyumdur. Ancak bu ilaglarin klinik
calismalarda etkileri tam olarak kanitlanamamustir (Geldenhuys ve Darvesh, 2015).
Ancak oksidatif stresin hastaligin tetikleyicisi oldugu ve bu strese erken donemde
miidahale edilmesi gerektigi ve antioksidan tedavilerle iligkili daha ileri arastirmalara
ihtiya¢ oldugu 6ne siiriilmiistiir (Persson ve ark., 2014).

Anti noroinflamatuar ajan ¢alismalar1 kapsaminda; ileri glikasyon son {iriinleri,
p38 MAPKSs, NF-kB ve peroksizom proliferator-aktive reseptor y blokorleri ile de
halen ¢aligmalar devam etmektedir (Zhou ve Hu., 2013).
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4.7.2. Non farmakolojik tedaviler

Entelektiiel uyarilma, zihinsel egzersiz, sosyal c¢evrenin zenginlestirilmesi,
beslenme degisiklikleri ve farkl tip egzersizler AH gelisim riskini azaltan terapotik
hedefler olarak gortlmektedir (Foster ve ark., 2011). Egzersiz AH riskini diisiirmek
icin nonfarmakolojik yaklagimlar iginde degerlendirilmektedir (Pang ve Hannan,
2013: Brett ve ark., 2015). Amerikan Ulusal Yaslanma Enstitiisii (NIH-National
Institute on Aging) egzersiz ve benzeri fiziksel aktivitelerin yararli etkileri oldugunu
belirterek egzersizi onermektedir (https://www.nia.nih.gov/alzheimers/publication/
preventing-alzheimers-disease/search-alzheimers-preventionstrategies#exercise
erigim tarihi: 03.01.2016). Hayat sitili degisikliklerini aragtiran insan ¢alismalarinda
da diyette degisiklikler yapmanin (Gu ve ark., 2010), kognitif aktiviteleri arttirmanin
(Akbaraly ve ark., 2009), sosyal ¢evreyi zenginlestirmenin (Wang ve ark., 2002)
demansin baslangicini geciktirdigi ya da Onledigi One siiriilmiistiir. Gegtigimiz 20
yilda en ¢ok c¢alisilan hayat tarzi faktorlerinden birisi de egzersiz olmustur.
Arastirmalar fiziksel olarak aktif olmanin demansin baslamasimni geciktirdigini
(Larson ve ark., 2006) ve demans riskini diisiirdiigiinii gostermistir (Ravaglia ve
ark.,2008; Buchman ve ark., 2012). Egzersizin AH tanis1 almis kisilerde de kognitif
fonksiyonlar iizerinde olumlu etkileri oldugunu ileri siiren ¢aligmalar vardir (Farina

ve ark., 2013).

4.8. Egzersizin Noroprotektif Mekanizmalar:

Yapilan bir meta-analiz ¢alismasinda fiziksel egzersizin demanslh kisilerde
fiziksel fonksiyon, kognitif fonksiyon ve duygudurumla iligkili pozitif davraniglart
arttirdig1 gosterilmistir (Heyn ve ark., 2004).

Fiziksel egersizin farkli mekanizmalar iizerinden etkili oldugu bilinmektedir. Yiizme
egzersizinin AP ile olusan fare AH modelinde noroinflamatuar belirtegleri, oksidatif
stresi ve kognitif bozuklugu diizelterek non-farmakolojik ara¢ olarak AH

semptomlarini azalttig1 gosterilmistir (Souza ve ark., 2013). Kosuband1 egzersizinin
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sigan AP inflizyon modelinde uzun siireli potansiyel artis1 (LTP) ile iligkili sinyal
molekdlleri kalsineurin (PP2B), BDNF ve fosforile kalsiyum map kinazi (p-CaMKII)
arttirarak etkili oldugu gosterilmistir (Dao ve ark., 2013). Normal si¢anlarda zorunlu
ylizme egzersizi ve diyet kisitlamasinin uzamsal hafiza ve BDNF seviyelerinde artisa
neden oldugu (Omar ve ark., 2013), ayrica ylizme egzersizinin normal siganlarda
NGF ve ndrogenezi arttirdigi (Chae ve ark., 2012) gosterilmistir. Neeper ve ark. da
fiziksel egzersizin hipokampusta NGF ve BDNF gen ekspresyonunu arttirdigi
gosterilmistir (Neeper ve ark., 1996). Aerobik egzersiz norotrofik faktorlerin
salimmasin1 ve anjiyojenezi uyararak ndrojenezi ve sinaptojenezi arttirir, bu sayede
kognitif fonksiyonlar ve hafizada artis meydana gelir. SOD, endotelyal NOS, BDNF,
NGF, IGF-I, vaskuler endotelyal biyime faktor (VEGF) tretimini arttirarak ve
serbest radikallerin Uretimini azaltarak noroprotektif etki gdsterir, egzersiz beyin
noroplastisitesini geligtirir. Bununla birlikte aerobik egzersiz tek basina muhtemelen
en iyi aktivite olarak gorilmemektedir. Gerim ve gii¢ alistirmalari, tai Chi, denge
koordinasyon ve diger tip fiziksel egzersizlerde kognitif ve motor fonksiyonlarda
stirdiiriilebilirlige ve gelisime katki saglamaktadir. Bu nedenle aerobik egzersizlerin
diger egzersizlerle kombine edilmesi néromuskiiler sistem denge sistemi ve motor
fonksiyonlarin koordinasyonu i¢in olduk¢a faydalidir (Sekil 11) (Paillard ve ark.,
2015).
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Morogenezde artis | - ‘ Sinaptogenezde artis ‘ - > | MNérotransmitter sentezi{Dopamin vs.)
%Fronlal korteks, hipokampus ve hareketle iliskili serebral \rapllaré nNoral ag Dopaminerjik yol
| | -
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Kognitif fonksiyonda artig Motor kontrolde artis
LTP de artis 1

Sekil 11.Diizenli fiziksel egzersizin noroprotektif mekanizmasi.

BDNF: Beyin kaynakli norotrofik faktor, eNOS: endotelyal nitrik oksit sentaz, GDNF: glial hicre
hatt1 kaynakli nérotrofik faktor, VEGF: Vaskiler endotelyal biyiume faktéri, NGF: Sinir biyime

faktori (Paillard, 2015).

Direng egzersizi hem yetiskinler hemde yaslilar i¢cin kemik mineral kiitlesini ve

kas kiitlesini arttirdigi, direng sagladig1 ve 6zellikle yaglilarda diisme riskini azaltigi

icin tavsiye edilmektedir (Haskell., 2007; Chodzko-Zajko ve ark., 2009). Direng

egzersizi; disaridan uygulanan bir giice karsi kas kontraksiyonlarinin direnci ile

yapilan bir egzersizdir. Diren¢ egzersizi kemik ve kas giiciinii ve dayanikliligini

artirir. Direng egzersizinde artan gerim kasta hipertrofiye neden olarak kas gictn

artirrken  dayaniklilikta ise uzun

siire boyunca kasin diisik yogunluklu

tekrarlanabilir egzersizleri yapabilme yetenegi artmistir. Direng egzersizleri ayrica

mobilite ve dengeyi de gelistirir (Feigenbaum ve Pollock, 1999). Ancak direng

egzersizinin hipokampus bagimli hafizay1 nasil etkiledigi hakkinda literatiirde az

sayida bilgi bulunmaktadir. Aerobik egzersiz ile hipokampusta IGF-1, BDNF, TrkB,

ve B-CaMKII (kalsiyum/kalmodulin bagimli Kinaz II) artisi; rezistans egzersizi ile

periferik ve hipokampal IGF-I reseptorii ve Akt artisi ile birlikte IGF-I artis1 tespit

edilmistir. Ancak bu farkli yollar sinapsinl ve sinaptofizin ekspresyonunda ayni

artisa neden olmustur. Bu bulgular hem aerobik hem de diren¢ egzersizin farkli

molekiiler mekanizmalarla 6grenme ve uzamsal bellekte benzer iyilestirici sonuglara
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yol agmustir (Cassilhas ve ark., 2012). Gergektende periferik IGF-1 dizeyinin
ozellikle yash insanlarda kognitif fonksiyonlarla iligkili oldugu (Dik, 2003) ayrica
uzun doénemli direng egzersizi yapan erkeklerde nérokognitif performansla serum
IGF-I diizeyleri arasinda korelasyon oldugu bildirilmistir (Tsai, 2015). IGF-1’in kan
beyin bariyerini gegtigi (Carro ve ark., 2000) ve hipokampustaki IGF-I/IGF-IR sinyal
yolagini aktive ettigi (Trejo ve ark., 2001) ve hipokampal yapiy1 ve kognisyon ve
noroplastisiteyi gelistirdigi bilinmektir (Cassillas ve ark., 2012).

Kombine egzersizin kognitif bozukluklara etkileri hakkinda literatiirde ¢ok az
calisma bulunmaktadir. Siganlarda 3 giinliik kosubandi ve 3 giinliik direng egzersizin
kombine olarak yapildig1 bir ¢alismada egzersizin overektomi ile olusan kognitif
bozuklugu hiicre proliferasyonunu arttirarak ve apoptozisi baskilayarak diizelttigi
ortaya konmustur. Overektomi ile BDNF, TrkB, Bromodeoksitridin (BRDU) pozitif
hiicrelerin sayis1 azalir ve kaspaz-3 pozitif hicreler artarken kombine egzersiz bu
durumu diizeltmistir. Dahasi kisa siireli hafiza ve uzamsal hafizada kombine egzersiz

ile diizelmistir (Kim ve ark., 2015).

4.9. Norotrofik ve Buyume Faktorlerin Etki Mekanizmalar: ve Fonksiyonlari

Norotrofik faktorler; biiylime i¢in gereken trofik destegi saglayarak hcre
hayatta kalimimi artirirlar.Hlicre zari reseptorlerine baglanip,hicre ici sinyal ileti
dongulerini diizenleyerek hicre 6lum dongileri Uzerine inhibitor etki gosterirler
(Kotan ve ark., 2009). BDNF ve NGF serbest radikal supuruculerini aktive ederek
noronlari oksidatif hasardan korur (Nistico ve ark., 1992) ve ROS diizeyini diisiiriir
(Mishra ve ark., 2007). Norotrofik faktorler arasinda en iyi tanimlanmig
norotrofinler olarak BDNF ve NGF sayilabilir.IGF-1 de proinsiilin ile yapisal olarak
iligkili néronlar ve oligodendrositler igin beyinde néronal biiyiime ve farklilasmada

potent bir yasamsal faktordiir (Markowska ve ark., 1998).
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4.9.1. NGF etki mekanizmasi

NGFpeptit yapida olup hedef noron tarafindan salgilanir ve akson
terminallerindeki reseptorlerine baglandiktan sonra reseptoriiyle birlikte hilicre igine
alinir ve retrograd tasima ile geriye dogru tasinir. NGF yiiksek affinite ile tirozin
Kinaz reseptor ailesinden Trk A vedaha diistik affiniteli olarak p75 reseptorlerine
baglanir. Trk reseptor kompleksi biiylime faktorii reseptor bagli protein-2 (Grb2) adli
adaptor proteinle kompleks olusturduktan sonra sirasiyla, PI3K ve Protein kinaz B
(Akt kinaz) aktive olur (Sanes, 2011). Orta diizey zorlu kosubandi egzersizinin yash
sicanlarda NGF’yi ve PI3-K/Akt sinyalini harekete gecirerek hipokampustaki
apoptotik hiicre Olimiinii baskiladigi gosterilmistir (Chae ve ark., 2009). Hcre
yasayabilirligine katkida bulunan diger bir yolakta NGF ile membranla iligkili G-
protein Ras’in aktivasyonunu takiben MAPK’mn aktive olmasidir. Hem Akt hem
MAPK dongustnun aktivasyonu cAMP yanit elemani baglayan protein (CREB)’ i
aktive eder, fosforile CREB nukleusa transloke olur ve antiapoptotik proteinlerin
ekspresyonlarina aracilik eder. Gen transkripsiyonunun artmasi ile antiapoptotik
proteinlerin Gretimi artar (Sanes ve ark., 2011) ve ayrica molekiiler ¢alismalar uzun
donemli hafiza olusumunda cAMP ve CREB bagimli gen ekspresyonlariin sinaptik
plastisite ve hafiza olusumunda anahtar rol oynagin1 gostermistir (Bartsch ve ark.,
1998). PLC’de NGF’nin sinaptik plastisitesinde rol oynayan diger bir yolaktir (Goniil
ve Akdeniz., 2002) (Sekil 12).

NGF ayrica Cu-Zn SOD, glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz aktivitesini
arttirarak beyni siiperoksit radikali ve hidrojen peroksitten kaynaklanan metabolik
degradasyonlar1 Onleyen enzimlerin aktivitesini arttirarak beyni ve nodronlari

oksidatif hasardan korur (Nistico ve ark., 1992).
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Sekil 12. TrkA reseptoriine baglanan NGF ve sinyal yolaklari.

TrkA: NGF reseptor, NGF: Sinir blyume faktori PI3K: Fosfotidil inozitol3 kinaz, Akt: Protein
kinaz B, PLCy: Fosfolipaz C gama, Ras: Ras ailesi proteinleri, MAPK: Mitojen aktive protein kinaz,
(Molloy ve ark., 2011).

4.9.2. BDNF etki mekanizmasi

BDNF geni tarafindan kodlanan biiyime faktorii proteinidir. Tirozin kinaz
reseptOr ailesinden TrkB reseptoriine baglanir. Ligandin reseptdre baglanmasiyla
otofosforile olan tirozin rezidilerinde intraselliler hedef proteinler icin 6zel
baglanma bolgeleri olusur. BDNF’nin yiksek affiniteli reseptori  TrkB’ye
baglandiktan sonra biiyiime ve sagkalimi saglayan hicre i¢i sinyal yolaklarindan;
P1-3 K, PLCy ve hiicre dis1 sinyal diizenleyici kinaz (ERK/MAPK) ve CREB aktive
olur. Sonug olarak hiicre yasayabilirligi ve uzun sureli gliclenme (LTP) artar. (Sekil
13) (Woo ve Lu, 2009).
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Sekil 13. BDNF’ nin etki mekanizmasi.

TrkB: BDNF reseptorii, PISK: Fosfotidil inozitol3 kinaz, AKT: Protein kinaz B, PI3:
Fosfoinositol3, PLCy: Fosfolipaz C gama, RAS: Ras ailesi proteinleri, ERK/MAPK: Ekstraselluler
sinyal dizenleyici kinaz/ Mitojen aktive protein kinaz, DAG: Diagil gliserol, LTP: Uzun sireli
guclenme (Woo ve Lu, 2009).

Egzersizle birlikte BDNF mRNA ve protein ekspresyonu artar. BDNF retrograd
ve anterograd olarak sinapslardan presinaptik ve postsinaptik néronlara gecer ve
sinaptik iletimi  kolaylastirir, sinaptik morfolojiyi modifiye eder, gen
transkripsiyonuna katilir ve ndronal esnekligi arttirir (Sekil 14.a). Salinan BDNF,
TrkB reseptoriine baglanarak presinaptik olarak transmitter salinimini modifiye
ederken, postsinaptik olarak NMDA reseptorleri araciligiyla postsinaptik duyarlilig
ve uyarilabilirligi diizenler (Sekil 14.b) (Cotman ve Berchtold., 2002).
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Sekil 14. Egzersizle birlikte artan BDNF’nin retrograd ve anterograd olarak
salgilanmasi (a)ve  NMDA reseptor aktivitesinde artig (b). (Cotman ve Berchtold.,
2002)

4.9.3. IGF-I’in etki mekanizmasi

IGF-1 dolasimdaki diizeyi IGF baglayici proteinle diizenlenir. Insiilin reseptorii
(IR) ve IGF-I reseptorleri (IGF-1R) tirozin kinaz reseptorlerdir. IR’nin IR-A ve IR-B
olmak iizere iki formu beyinde bulunmustur. IGF-1 hem IGF-I reseptoriine hem de
IR’ye baglanir. Bu reseptorlerin aktivasyonu Raf/Ras/MAP kinaz (MEK)/mitogen-
aktive protein kinaz (MAPK) ve fosfatidilinositol 3-kinase (PI3K)/Akt yolaklarini
aktive eder. Bu yolaklarin aktivasyonu proliferasyona ve hiicre yasayabilirliginin
artmasina neden olur (Alberini ve Chen, 2012)

Egzersiz sirasinda hipokampusta IGF-I sinyalinin BDNF aracili sinaptik

plastisteyle kesistigi one siiriilmistiir. Bu hipotezde egzersizde hipokampal IGF-I
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Uretimi artar ve BDNF ile benzer sinyal yolaklar1 olan p-CAMKII ve p-MAPKII
harekete geger ve her ikisi sinaptik ve kognitif plastisiteye katilirlar. Niikleusta
CREB aktivasyonu sonrasi artan BDNF ve IGF-I iiretimi meydana gelir. Diger

taraftan IGF-1 ve BDNF sinapsinl {iretimini arttirarak glutamat salimini da arttirir
(Sekil 15) (Ding ve ark., 2006).

p-MAPKI -l—— — p-MAPKII
#Xp-CAMKII/ \ ACAMKII/ i E
* v :

synapsin |
TRKB-R BDNF mRNA

© _Glutamat pro-BDNF
00 O

Sekil 15. Egzersiz esnasinda IGF-I sinyalinin BDNF aracili sinaptik plastisite ile
kesismesi hipotezi.

IGF-IR: IGF-I reseptdr, p-MAPKII: fosforile mitojen aktive kinaz 11, TRKB-R: BDNF reseptor,
CAMKII: Ca2+/kalmodulin-bagimli protein kinaz II, Synapsin I: Sinaptik vezikilde bulunan
spesifik fosfoprotein, Pro-BDNF: dncill BDNF, p-CREB: Fosforile cAMP yanit elemani baglayici
protein (Ding ve ark., 2006).

4.10. Ogrenme Bellek ve Bellek Tipleri

4.10.1.0grenme ve bellek

Ogrenme i¢ ve dis uyarilara karsi santral sinir sisteminin verdigi adaptif bir
yanittir (Kotan, 2009). Davranisi deneyimlere gore degistirebilme yetenegi canlilara

ait bir ozellik olup, bunu gerceklestirebilmek i¢in bilgi edinebilmeye 6grenme ve
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Ogrenilen bilginin depolanmasina bellek denir. Bellegin fizyolojik olarak farkli tipleri

bulunmaktadir (Ganong, 2011).

4.10.2. Bellek tipleri

Ogrenme sinirsel siireclerde karmasik islemleri icerir ve bellek ise bilginin
bellege alinmasi, depolama ve geri ¢agirma islemlerinden meydana gelir. Bellek
igerigine gore deklaratif (agik-eksplisit) ve deklaratif olmayan (ortalu-implisit)
bellek, siiresine gore ise kisa veya uzun siireli bellek, dogasina gore ise arsivlenebilir
(kisa stireli, uzun siireli) veya gecici (calisma bellegi) olarak siniflandirilabilir.
Deklaratif bellek de gergekler (semantik) ve olaylar (epizodik) olarak ikiye ayrilir ve
mediyal temporal lob ve hipokampus yapilari ile iliskilidir (Kandel, 2000) (Sekil 16).

29 ¢

Epizodik bellekte olaylarin kisisel olarak deneyimlenmesi veya ‘’nerede’’,‘’ne
zaman’> ve ‘’ne’’ oldugunun hatirlanmasi s6z konusudur. Semantik bellek ise
diinyanin genel gercekleriyle ilgilidir (Ganong, 2011). AH’da kognitif bozukluk esas
bulgulardan biridir ve epizodik bellegin ve dikkatin hastalifin ¢ok erken
donemlerinde hatta teshisten bile 6nce bozuldugu bildirilmistir (Traykov ve ark.,
2007, Backman ve ark., 2001). Yeni obje tanima testleriyle gorsel tanima belleginin
esas olarak hipokampusla neokorteks, perirhinal ve entorhinal korteks yapilarindaki
etkilesimle desteklendigi gosterilmistir (Mumby ve Pinel, 1994) ki bu bolgelerin

AH’da etkilenen bolgeler olduklari bilinmektedir (Whitwell ve ark., 2007).

Bellek

Deklaratif Deklaratif olmayan

‘4"‘" Olaylar  Hazirlama ‘ ‘ Asosiyatif olmayan,

¢ aliyma,duyarlilagma

islemsel Asosiyati
klasik ve operan
kosullanma

Sekil 16. Uzun siireli bellek ¢esitlerinin siniflandirilmasi (Kandel, 2000).
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4.11. Ogrenme ve Bellegin Molekiiler Mekanizmas: ve Uzun Sureli Guglenme

Sinaptik desarjlar sinaptik islevde kisa siireli ya da uzun siireli presinaptik ya da
postsinaptik degisikliklere neden olur ve bunun sonucunda sinaptik ileti gii¢lenir ya
da zayiflar. Ogrenme ve bellegin bu sekilde olustugu diisiiniilmektedir. Bu
degisiklikler post tetanik giiclenme, alisma, duyarlilasma, uzun siireli potansiyel
artis1 (guclenme), uzun siireli baskilanma gibi degisik sekillerde olabilir (Ganong,
2011). Hipokampustaki LTP beyindeki 6grenme ve bellegin altinda yatan temel
strectir (Johnstone ve Raymond, 2013). LTP’nin beyinde hipokampus bdlgesinde
erken ve ge¢ olmak tizere iki fazi vardir (Kantar, 2009). Bir iki saat suren erken fazda
mevcut sinapslardaki fonksiyonel degisiklikler olurken, ge¢ fazda glinlerce sirecek
olan yeni protein sentezi s6z konusudur. Sinapslardaki bu uzun siireli degisiklikler
sirasinda sinaptik cevabin giiclenmesi yeni sinaps olusumu ile agiklanabilir (Bozdagi

ve ark., 2000;).

LTP* nin erken evresi: Presinaptik noronlarin stk ve siddetli uyarilmasi
postsinaptik néronda uyarilmaya ve hiicre i¢inde Ca*? artigina neden olur. Presinaptik
sinir hiicresinden salinan glutamat postsinaptik membrandaki AMPA reseptorlerine
baglaninca NMDA reseptorlerine olan Mg*™?’un blokaji ortadan kalkar, hiicreye Na*
ve Ca*? girer. Hiicre icinde Ca+2/kalmodulin kinaz II, PKC ve tirozin kinaz
etkinlesir. Etkinlesen kinaz daha fazla AMPA reseptoriinii fosforile eder. Diger
taraftan bir kimyasal haberci postsinaptik hiicreden presinaptik hiicreye gecebilir bu
da glutamatin saliminda uzun siiren bir artisa neden olur. Bu haberci molekiillerden
NO presinaptik alanda cGMP araciligi ile PKG’yi (protein kinaz G) aktive ederek
ndrotransmitter saliimi arttirir. Iste bu mekanizma sinaptik iletimde uzun siiren
artisa neden olur ve LTP olarak adlandirilir (Kandel, 2000; Ganong, 2011). Santral
sinir  sisteminin bircok yerinde, 0zellikle hipokampusta LTP’nin olustugu
gosterilmigtir. Noronlarin yavas ve zayif olarak uyarilmasi ise uyarmin postsinaptik

bolgeye azalarak gecmesine yani uzun sureli depresyona (LTD) neden olur.
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LTP’nin ge¢ evresi: LTP’nin erken fazini olusturan uyari devam ederse
postsinaptik alanda artan Ca*® adenilat siklaz1 aktive eder, cAMP miktarini artar ve
cAMP’ye bagimli protein kinaz (CAMP kinaz) aktive olur. Aktive CAMP kinaz hiicre
¢ekirdegindeki CREB’i fosforile eder ve gen ekspresyonu modifiye edilir (Kandel,
2000). LTP’nin ge¢ fazinda protein ve RNA sentezi ile karakterize edilen yapisal
degisikliklere neden olarak (LTP ve LTD nin uzun sirmesi) hem transmitter

saliminda hemde reseptorlerde degisime neden olur (Giirpinar ve ark., 2007).

412. Obje Tamma belleginin Noroplastisite 1ile iligkili Molekdiler

Mekanizmalari

Tanima bellegi noroplastiste ve LTP ile iliskilidir. Noroplastisite ile iliskili
mekanizmalar kemirgenlerde obje tanima bellegi ile ¢alisilmis ve bu calismalarin
cogunda hipokampustaki intraselliiler sinyal yolaklarina odaklanilmistir. Bu sinyal
yolaklart MAPK/ERK kinaz MEP ve CREB’dir. Bu molekiillerin fonksiyonlarinin
bozulmas1 hipokampusta gec faz protein sentezi bagimli LTP’yi bozar ve bu da uzun
donem obje tanima belleginde bozulma seklinde gozlenir. Perirhinal korteksde
CREB fosforilasyonun da uzun donemli obje tanima belleginde rol aldigi

gosterilmistir (Winters ve ark., 2008).

4.13. Kognitif Testler

Kognitif fonksiyonlar1 degerlendirmek amacgli farkli testler uygulanmakla

birlikte herbir testin farkli bellek ¢esidini hedef aldig1 goriilmektedir.

4.13.1. Pasif kacinma testi

Iki bolmeli, taban1 1zgara ve birbirinden bir gecis kapisi ile ayrilan diizenekte

gerceklestirlen bu testte 6grenme test edilir ¢linkii pasif kaginma en hizli 6grenilen
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davranislardan biridir. Hayvanlar normalde karanlik ortamlar1 tercih ederler ve testte
karanlik bolgeye gegince elektrik soku verilir. Aym1 anda kapi acilir ve hayvan
aydinlik bdlmeye gecerek soktan kurtulur. ikinci kez aydinlik bélmeye konan
hayvanin karanlik bolmeye gectigi siire kayit edilir (Karakas, 2010).

4.13.2. Labirent testleri

Mekansal bellegi test eden bir testlerdir. Insan ve hayvanlarda mekansal bellek
dekleratif bellegin bir parcasidir. Agik bellek deposunda saklanan bilgiler bilingli
olarak geri cagirilir. Bu bellekte devreye giren beyin bolgeleri amigdala, striatum ve
Ozellikle hipokampustur. Labirent testlerinde hayvanin hedefe giden yolu 6grenmesi
icin bir alistirma doneminde gereksinim vardir. Yiyecekler 6grenmeyi pekistirme
amaclt olarak kullanilir ve genelde yiyecek kisitlamasi yapilir. Farkli labirent
cesitleri tasarlanmis olup bunlar arasinda T-Labirenti, Y- Labirenti (Karakas,
2010),Y1ikseltilmis Radyal Labirent, Morris Su labirenti (Hodges, 1996) sayilabilir.

4.13.3. Yeni obje tanima testi (novel object recognition test)

Yeni obje tanima testi epizodik bellegin simnandig1 bir test olarak siganlarda
yaygin olarak c¢aligilan bir testtir. Hayvanlarin aragtirmaci davranis tabiatlarina uygun
olarak yeni olani tercih etmelerine dayanan bu testte yiyecek ve icececek kisitlamasi
olmamasi, 6diil gerektirmemesi, sonuglarin kisa siirede elde edilebilmesi bu testin
avantajlar1 arasinda sayilabilir (Grayson ve ark., 2015). Test; 31x24x44,5 cm
boyutlarinda bir diizenekte gergeklestirilir. Test iki setten olusmaktadir. Ornek
objeler iistii acik test diizeneginin sag ve sol koselerine yerlestirilir. ilk set alisma
donemi olup, hayvan baslangigta yiizii objelerin karsisindaki tarafa doniik olarak
objelerin tam karsisinda orta noktaya konur ve 10 dk iki ayn1 objeye maruz birakilir.
Ikinci sette bir gecikme siiresinden sonra (1 saat) iki objeden biri degistirilir ve yeni
bir obje konur ve hayvan buna maruz birakilir (2-5 dk).Yeni objeye maruz kalma

stresi 2-5 dk arasinda degisir. Objelerin birbirinden sekil olarak farkli olmalarina
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dikkat edilir. Testler kamera sistemi ile izlenir. Obje tanima yeni olan obje ile alisilan
objelerden daha fazla zaman gegirme ile belirlenir ve pozitif farkli bir skor verir.
Yeni obje ile gecirilen siirenin farki su formiile gore hesaplanir. Fark skoru
(santisaniye)=Yeni obje ile gecirilen zaman-6rnek obje ile gecirilen zaman (Bevins
ve Besheer, 2006) (Sekil 17). Yeni obje tanima testleri gorsel tanima belleginin
AH’nin erken dénemlerinde bozuldugunu gostermistir (Grayson ve ark., 2015). Obje
tanima testlerinde bozulma; APP ve AP asir1 liretimi ve oksidatif hasarin bulundugu
bir AH ile iligkili fare yaslanma modeli de dahil bircok sporadik ve ailesel AH
hayvan modellerinde gosterilmistir (Morley ve ark., 2012; Grayson ve ark., 2015).

—
a. Ornek obje b. Yeni obje
Leckme
1 saat
—i
Maruz kalma 10 dk. Maruz kalma 2-5 dk

Sekil 17. iki 6rnek obje- tek ortaml1 yeni obje tanima testi

a: Ornek objeye maruz kalma fazi b: yeni objeye maruz kalma fazi. (Bevins ve Besheer, 2006).
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5. GEREC VE YONTEM

‘Sicanlarda Deneysel Alzheimer Hastalii Modelinde Farkli Egzersiz
Yontemlerinin Kognitif Fonksiyonlar Uzerine Etki Mekanizmalarinin incelenmesi’’
adli galismanin Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan
onay1 alindi (30.2014.Mar- onay yazisi ekte sunulmustur). Calismamiz Marmara
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (BAPKO- proje no: SAG-C-DRP-
050614-0228) tarafindan desteklenmistir.

5.1. Deney Hayvanlar

Calismamizda Marmara Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezinden (DEHAMER) 250-340 g agirliginda 6-7 aylik Wistar susu disi siganlar
(n:64) temin edildi. Sicanlar 20-22 °C sicaklikta dortlii olarak kafeslerde korundu.
Laboratuvarda 12 saat aydinlik/12 saat karanlik dongiisiinde, etik kurallara uygun

olarak ve yem su erisimi serbest olacak sekilde (ad libitum) bakim yapildi.

5.2. Deney Gruplan

Sicanlar Dbaglangicta rastgele olarak (kapali zarf wusulii ile) segilerek
gruplandirildi. Ancak tiim si¢anlarin merdiven ¢ikmamalar1 {izerine direng ve
kombine egzersiz gruplarinin se¢imi yapilirken merdiven ¢ikabilen sicanlar tercih
edildi. Siganlar; taklit cerrahi ve Overektomi+D-GAL olarak 2 ana gruba ayrildiktan
sonra her 2 grup da kendi iginde sedanter, aerobik, direng ve kombine egzersiz olarak

Tablo 2’de gosterildigi gibi gruplandirildi (n=8/grup).
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Tablo 2: Gruplarin adlandirilmasi

Grup no Gruplar N sayisi

Taklit cerrahi sedanter
Taklit cerrahi aerobik
Taklit cerrahi direng
Taklit cerrahi kombine
OVT+D-GAL sedanter
OVT+D-GAL aerobik
OVT+D-GAL direng
OVT+D-GAL kombine

oOo~NO O WN -
0 O 0O 0O 0O 00 00 @

5.3. Tum Kimyasallar

e D-Galaktoz (Sigma Chemical, St.Louis, Mo., Usa)

e Fosfat-sitrat tamponu (Sigma Chemical, St.Louis, Mo., Usa)
e Thiobarbitdrik asit-TBA (Sigma)

e Trikloroasetik asit-TCA (Sigma)

e Potasyum klortr -KCI (Sigma)

e Sodyum azid O- dianizidin (Sigma)

e Heksadecyltrimethylammonium bromid-HETAB (Sigma)
e Hidrojen peroksit-H202 (Sigma)

e Di sodyum fosfat tamponu -Na2HPO4 (Sigma)

e Sodium sitrate (Sigma)

e Dithiobisnitrobenzoat (Sigma)

e Hidro kloriir -HCL (Sigma)

e Fosfat buffer tampon (Sigma)

e Formaldehit

e HEPES (Sigma)

e K2CO3

e Desferal
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5.4. Overektomi ve D-galaktoz ile Olusturulan Deneysel Alzheimer
Protokolu

Calismada secilen model Hua ve ark.’nin deneysel Alzheimer protokolii olup, 6-
9 aylik erigkin Wistar susu sicanlarda 100 mg/kg ketamin (Ketalar) ve 10 mg/kg
ksilazin (Rompun) anestezisi altinda ovaryumlar kiigiik bir abdominal kesi yapilarak
aci8a cikarildi ve kan damarlar1 ve duktuslar ile birlikte 3/0 ipekle ligatiire edilerek
ve ligatiiriin iist kismindan kesilerek ¢ikarildi. Deri ve kaslar 2/0 ipekle siitiire edildi
(Hua ve ark., 2007). Taklit cerrahi grubunda ise ovaryumlar alinmadan sadece
abdominal kavite ag¢ilip, ovaryumlar agiga ¢ikarildi ve ardindan abdominal kavite
sitiire edildi (Resim 1). Postoperatif antibiyotik olarak 40 mg/kg sefazolin
intramuskuler (im) olarak iki giin uygulandi. Cerrahi sonrasi si¢anlar bir hafta
boyunca derlenmeye birakildi. Postoperatif 7. gliniin sonunda hayvanlar egzersiz
adaptasyon protokoliine tabii tutuldu ve 14. giin Alzheimer hastaligi grubuna D-
galaktoz (100 mg/kg/ml, ip, salin i¢inde) enjeksiyonlar1 ve taklit cerrahi gruplarina
i.p. salin uygulamalar1 baglandi (Resim 2). D-galaktoz ve salin uygulamalarina 6
hafta boyunca devam edildi. Deney protokolii 6zet olarak sekilde verildi (Sekil 18).

Tiim sicanlarin viicut agirhigi haftada bir kez tartildi .

Resim 1. Overektomi (OVT) operasyonu.
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Resim 2. Intraperitoneal enjeksiyon.

D-GALAKTOZ OTENAZI
EGZERSIZ
ALISTIRMALARI A
' ™
EGZERSIZ+D-GALAKTOZ
1 hafta I’ 1 hafta & hafta
@ @
KOGNITIF TESTLER 'I I
. .
Overektomi EGZERSIZ
BASLANGICI KOGNITIF

TESTLER

Sekil 18. Deney protokold.

5.5. Egzersiz Protokolleri

5.5.1.Aerobik (ylizme) egzersiz protokoli

Yiizme egzersizleri Lemos ve ark.’nin protokolii modifiye edilerek 60 cm
capinda 20 cm yiiksekliginde 1s1 kontrollii su igeren (30-32°C) dairesel yuzme
tankinda gergeklestirildi. Operasyon sonras1 7. gilinde baglayan yiizme egzersizine
adaptasyon protokoliinde 15 dk/giin ve 5 giin/hafta olacak sekilde egzersiz yaptirildi.
Bir haftalik adaptasyon siiresinden sonra egzersiz protokolline gegildi. Egzersiz
protokoliine haftada 3 giin 60 dk. olacak sekilde 6 hafta siiresince devam edildi
(Lemos ve ark., 2007) (Resim 3). Sedanter hayvanlar ise egzersiz ginlerinde suda

islatilip ¢ikarilarak ayni 1slanma ve kuruma islemine maruz birakildi. Havuzdan
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alinan tiim si¢anlar, viicut sicakliklarinin diismemesi igin 1sitic1 ve havlu kullanilarak

kurutuldu. Tim egzersizler 09:00-16:00 saatleri arasinda yaptirildi.

Resim 3. Hayvanlara yiizme egzersizi yaptirilmasi.

5.5.2 Direng egzersizi protokolt

Direng egzersizleri Rodriguez ve ark.’nin protokolii (Rodriguez ve ark., 2013)
modifiye edilerek yaptirildi. 80 derece egimli, 110 cm yiiksekliginde 2 cm aralikli
dikey merdivende haftada 3 defa (giin asir1) olacak sekilde 1 haftalik adaptasyon
stirecini takiben 6 hafta siiresince agirlikli merdiven ¢ikma egzersizleri yaptirildi.
Diren¢ egzersizi protokoliinde bir set 8-12 tirmanma ve 120 sn’lik dinlenme
serisinden olugmaktadir. Oncelikle siganlara operasyon sonrast 7. giinde baslayan
direng egzersizi adaptasyon protokolii uygulandi. Bir haftalik adaptasyon siirecinde
ilk giin hayvanlar kuyruklarina agirlik baglanmaksizin merdiven ¢ikmiglar sonraki
giin ise agirlik kademeli olarak arttirilarak viicut agirliginin  %25°1 ve 3. giin %50’
lik agirlikla calisma yapildi. Adaptasyon siirecinden sonra egzersiz protokoliinde ise
hayvanlara viicut agirliklarinin %75-100’{ine varan oranda kuyruklarma agirlik
baglayarak egzersiz yaptirildi. Her bir tirmanma serisinden sonra 120 sn siiresince

merdivenin tist kismindaki dinlenme bolimunde dinlenim siresi verildi (Resim 4).
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Resim 4. Hayvanlara direng egzersizi yaptirilmasi.

5.5.3. Kombine egzersiz protokol

Bir hafta; ylizme (aerobik) 2 giin, agirliklt merdiven ¢ikma (direng) 1 giin, diger
hafta; yuzme 1 gin, rezistans 2 giin olacak sekilde egzersizlerin doniistimlii olarak

kombine edildigi egzersiz protokolii uygulandi.

5.6. Kognitif Testler
Sicanlarin kognitif durumlarimin degerlendirilmesi amaci ile holeboard testi
(anksiyete diizeyi Ol¢iimii) ve epizodik bellegin degerlendirilmesi amaciyla obje

tanima testi hem bazal degerleri belirlemek amaciyla deneylerin baglamasindan 6nce

hem de egzersiz programi sonrasi son degerlerin tespit edilmesi amac ile yapildi.
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5.6.1. Holeboard (delikli levha) testi

Anksiyete dizeyinin test edilmesi amaci ile deneylerin ilk gilinii ve egzersiz
programi sonrast holeboard testi uygulamasi yapildi. Anksiyetenin aragtirmact
davranis1 inhibe ettigi iyi bilinmektedir (Marko ve ark., 2005). Bu test holeboard
aparat1 da denilen 40x40x40 cm boyularinda 3,8 cm ¢apinda 16 esit silindirik deligi
bulunan tahta bir diizenek kullanilarak yapildi. Delikten bakma, sahlanma ve donma
sayilar1 5 dk boyunca video kameraya cekilerek daha sonra degerlendirildi (Resim
5). Delikten bakma; hayvanin burnunu tamamen delige sokarak bakmasi, sahlanma;
iki arka ayaginin Ustliinde dik durmasi, donma ise hareketsiz bir bigimde donup

kalmasi ve bakislarin bir noktada sabitlenmesi ile belirlendi.

Resim 5. Holeboard (Delikli levha) testi.

5.6.2. Obje tanima testi

Deklaratif bellegin bir alt tiirii olan epizodik bellegin bir sekli olan tanima
belleginin (Recognition memory) degerlendirilmesi amaci ile ‘“Yeni Obje Tanima
Testi’” yapild1 (Bevins ve Besheer, 2006). Objeler {istii acik test diizeneginin sag ve
sol koselerine yerlestirildi. Test diizenegi kutusu 31x24x45,5 cm boyutlarinda idi.
Taban1 her hayvandan sonra degistirilen bir kagit ile kaplandi. Test dncesi siganlar

kutuya aligmalar1 i¢in 24 saat 6nceden 10 dk siire ile kutuya kondular. Deney giinii
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ilk set alisma donemi olup, hayvan baslangicta yiizii objelerin karsisindaki tarafa
dontik olarak objelerin tam karsisinda orta noktaya kondu ve 10 dk iki ayn1 objeye
maruz birakildi (Bu objeler 6rnek obje ya da eski obje olarak adlandirilir). Bu 10
dk.’lik siire video kamera ile kayit altina alindi. Bu siire zarfinda sicanin dikkatini
dagitacak baska bir uyarana maruz kalmamasi i¢in islemler tam izole bir odada
gerceklestirildi. Bir saatlik bir zaman dilimi gecikmesinden sonra sonra ikinci set
deney gergeklestirildi. iki objeden biri degistirildi ve sekil ve renk bakimindan farkli
yeni bir obje kondu. Sigan yiizii objelerin karsisindaki tarafa doniik olarak objelerin
tam karsisinda orta noktaya kondu 3 dk. siire ile buna maruz birakildi. Yeni ve eski
obje ile gecirilen zaman video ile kayit altina alindi. Obje ile gegirilen zaman kriteri
“temas’’olarak hayvanin burnunun objeye degmesi kabul edildi. Bir saatlik bir
zaman dilimi gecikmesi kisa siireli tanima belleginin degerlendirilmesini sagladi.
Diger sigan kutuya konmadan 6nce tiim objeler %70°’lik izopropil alkol ile temizlendi
ve 1 dk. siire ile kurumalar1 saglandi.

Degerlendirme yeni ve eski obje ile gecirilen siirenin farki baz alinarak su
formiile gore hesaplandi. Fark skoru (santisaniye): Yeni obje ile gegirilen zaman-
eski obje ile gecirilen zaman (Bevins ve Besheer, 2006) (Resim 6). Fark skoru

(santisaniye) artis1 kognitif fonksiyonlarin artigin1 gostermektedir.

Resim 6. Obje tanima testi.

(a) sample (eski) objeye maruz birakilma fazi, (b) yeni obje test fazi.
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5.7. Kan ve Doku Orneklerinin Toplanmasi

Son egzersizin yapilmasindan 24 saat sonra sodyum pentobarbital (50 mg/kg)
anestezisi uygulanan hayvanlara kalplerinden kan alinarak (Resim 7) Otenazi
uygulandi. Bir hemisfere ait hipokampuslar hizlica ¢ikarilarak PCR analizleri igin
hizlica -80 °C’e kaldirildi, karst hemisfer hipokampus bolgesi ise histopatolojik
analizler i¢in formol fiksasyonuna alindi. Kalan beyin dokulart MDA, MPO, GSH ve
kemillminesans analizleri igin -80 dereceye kaldirildi. Egzersiz tipinin kontroli
amaci ile diren¢ egzersizi icin fleksor digitorum brevis (Cassilhas ve ark., 2012) ve
aerobik egzersiz i¢in soleus kaslar1 (Cassilhas ve ark., 2012) ¢ikartildiktan sonra

hizlica -80 °C s1v1 azot tankina alinarak donduruldu (Resim 8) .

Resim 7: Kalpten kan alinisi

b

S

Resim 8: Kas dokulari; Ustte *’fleksor digitorum brevis’’, altta

“’soleus’’kaslar1
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5.8. Kas Lifi Alam Ol¢iimleri

Laica CM1950 kriyomikrotom (Resim 9) ile 40 mikron kalinliginda alinan
kesitlerde H&E boyamasi yapildi. Olympus BXS51 151tk mikroskobunda X20
bilyiitmede alandaki 100 kas lifi say1ld1 ve image J programu ile kas lifi alan1 dlgiimii

yapildi (n=6).

Resim 9. Laica CM1950 kriyomikrotom ile kesit alimi.

5.9. Biyokimyasal Parametreler

5.9.1. Serum 6rneklerinde 6lctlen biyokimyasal parametreler

Kan numuneleri toplandiktan sonra 10 dakika siireyle 3000 rpm'de santrifiije
edilerek elde edilen serum ornekleri -80°C’de saklandi. Serum o6rneklerinde IGF-I
(ng/ml) ve kortizol (ng/ml) o6l¢imleri; ticari ELISA (Enzyme-Linked Immuno
Sorbent Assay) kitler (Sun Red) kullanarak ve firetici tarafindan verilen talimatlara

uygun sekilde 6l¢iildii.
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5.9.2. Beyin malondialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH) duzeyi 6lguimleri

Oksidan hasarin bir gostergesi olan lipid peroksidasyonun gostergesi MDA
diizeyinin ve endojen antioksidan molekiil glutatyon (GSH) miktarinin 6l¢timii igin,
beyin ornekleri agirliklarinin 10 katina kadar % 10’luk triklor asetik asit soliisyonu
ile Ultra Turrax marka doku homojenizatoriinde homojenize edildikten sonra 3000
devir de 4°C’de 15 dakika siireyle santrifiij edildi. Siipernatanlar ayrilip 15 000
devirde 8 dakika daha santriftj edilerek, MDA diizeyi spektrofotometrede 535 nm
absorbansta okunarak nmol/gr/doku cinsinden ifade edildi (Beutler, 1975). GSH
6l¢iimii i¢in modifiye Ellman yontemi kullanildi ve GSH miktar1 spektrofotometrik

olarak 412 nm’de okundu ve pmol/gr/doku olarak ifade edildi (Beutler, 1975).

5.9.3. Beyin miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi 6lgimu

Miyeloperoksidaz aktivitesi Ol¢imu igin, 0,25-0,3 gram agirhigindaki doku
ornekleri % 0,5'lik HETAB (50 mM potasyum fosfat tamponu icinde; pH 6) 10 kat
sulandirilip homojenize edildikten sonra 12 000 devirde 10 dakika siireyle 4°C’de
santrifiije edildi. Siipernatan uzaklastirildiktan sonra pellet, ayn1 hacimde % 0,5’lik
hekzadesiltrimetilamonyum bromid iceren 50 mM K2HPO4 ile yeniden homojenize
edilip daha sonra o-dianisidin 2HCI (20 mg/ml) + H202 (20 mM) + pellet olacak
sekilde oda 1sisinda 3 dakika inkiibe edilip, reaksiyon % 2'lik sodyum azid ile
durdurulduktan sonra absorbans degerleri 460 nm'de okundu. MPO aktivitesi, o-
dianizidin.2HCI’nin H202’e¢ bagimli oksidasyonunun spektrofotometrik olarak
Olciilmesi ile belirlenerek, 37°C’de 460 nm absorbansta oOl¢iildii ve enzim aktivitesi

U/gr olarak ifade edildi (Bradley ve ark., 1982).
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5.9.4. Kemiltiminesans ol¢ctimleri

Dekapitasyon sonrasi alinan beyin dokulart bistiiri yardimiyla 10-20 mg’lik
kiiglik pargalara ayrildi. Sonra 2 mL PBS + HEPES (0,5 M PBS ve 20 mM HEPES)
tamponu igeren sayim tiiplerine aktarildi. Kemiliiminesans 6l¢gimler luminometrede
(EG & G Berthold Mini Lumat LB 9506, Almanya) luminol ve lusigenin problari
kullanilarak yapildi. Lusigenin aracili 6l¢iim ile siiperoksit radikali saptanirken,
luminol aracili dl¢iim ile hidroksil, hidrojen peroksit, hipoklorit ve hidroperoksil
radikalleri saptanmaktadir. Luminol (0,2 mM) ve lusigenin (0,2 mM) probu eklenen
sayim tlipleri luminometrede 1 dakikalik araliklarla 5 dakika siireyle okutuldu ve
relatif light unit (rlu)/mg/doku olarak ifade edildi (Haklar ve ark., 2001; Haklar ve
ark., 2002)

5.9.5. Nitrik oksit (NO) aktivite duzeyi 6l¢cimu

NO aktivitesi ol¢iimii i¢in saflagtirllmig luminol-hidrojen peroksit sistemi
kullanildi Bu amagla, 2 mL PBS + HEPES tamponu i¢ine alinan dokularin {izerine
sirastyla K2CO3 (0,4 mM), desferal (60 uM), H202 (4 mM) ve luminol-sodyum
tuzu (3,6 uM) eklenerek, luminometrede sayim 5 dakika siireyle gerceklestirildi.
Olgiim sonunda dokular saymm tiiplerinden alindi, sivilan filtre kagidina
emdirildikten sonra kuru agirliklar1 alindi ve sonuglar egri alti alan (AUC)
hesaplanarak doku agirligina oranlandi. Sonuglar (relatif light unit) rlu/mg/doku
cinsinden ifade edildi (Kikuchi ve ark., 1993).

5.10. RT-PCR Yéntemi ile APP695, NGF, BDNF ve IGF-1 mRNA Diizeyleri

Olgumleri

BDNF, NGF, IGF-1 ve Amiloid Prekursor Protein (APP695) gen ekspresyonu
duzeyleri RT-PCR ile él¢uldi (n=5). Ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu

MRNA ekspresyon seviyelerini belirlemek igin sensitiv bir metodtur. Denatiirasyon
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(90-95 °C), primer baglanmasi (50-70 °C) ve DNA sentezi (70-75 °C) olmak lzere
iic asamada gergeklestirildi. ilk adimda, cogaltilacak DNA denatiire edilerek tek
zincirli hale getirildi. Sicaklik 50 ile 70 °C arasinda bir degere getirilerek primerlerin
tek zincirli hale getirilmis DNA’ya baglanmasi saglandi. Bu primerler yapay
oliganukleotidlerdir (15-30 niikleotid uzunlugunda) ve ¢ogaltilacak DNA kisminin
uclarindaki tamamlayic1 dizilere 06zgiil olarak baglanir. DNA polimerazin 1siya
dayanikli bir sekli reaksiyon karisimina ilave edilerek DNA sentezi 70 ile 75 °C
arasindaki sicaklikta gerceklestirildi. Isima 6zelligine sahip molekiiller kullanarak
(syber green) PCR’1 olusurken izlendi ve miktar1 belirlendi.

Total RNA Izolasyonu: Orneklerden total RNA izolasyonu GenUP™ Total RNA
Kiti (Biotechrabbit GmbH, Germany) ile yapildi. 450 pL of lysis buffer ve 20 mg
taze doku homojenizator ile (T 25 digital ULTRA-TURRAX®, IKA, Germany) ile
homojenize edildi. Elde edilen RNA miktar1 Qubit® RNA HS Assay Kiti ile (Life
Technologies, USA) ve Qubit® 2.0 Flourometer (Life Technologies, USA) ile
olgalda.

cDNA Sentezi: cDNA Synthesis Kiti ile (BioRad, USA) iScriptTM kullanilarak her
bir 6rnekten cDNA sentezi gergeklestirildi.

Oligonukleotid primerler: BDNF, IGF, NGF, APP genleri icin asagidaki gibi dizayn
edilmis primerler kullanildi.
BDNF;forward:5-TGGCTGACACTTTTGAGCAC-3' reverse:5'-
TTCCTCCAGCAGAAAGAGCA-3,
NGF;forward:5'-CCTGAAGCCCACTGGACTAA-3  reverse:5'-
ATTGTACCATGGGCCTGGAA-3,
IGF-1;forward:5'-TCTCCTAGTCCCTGCCTCTT-3'" reverse:5'-
TCTGTGAAGGAAGCGGCTTA-3/,
APP;forward:5'-GACCAGCAGAACACTCCCTC-3 " reverse:5'-
AAAACTCATACTTGAAATACGCTT-3',

Ev sahibi gen olarak B-actin kullanildi; forward:5'-CTCTCAGCTGTGGTCGTGAA-
3’ reverse: 5'-AGCCATGTACGTAGCCATCC-3".

Real-Time PCR amplifikasyonu:, Real-time Kkantitatif PCR amplifikasyon
reaksiyonlart 9640 Real Time Thermal Cycler sistem (Biotools, Spain) ile 20 pl son
hacimde gergeklestirildi. Reaksiyon karisimi1 1xPCR buffer SYBR-Green ve 100 nm
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primer (QPCR Green Master Mix, Biotechrabbit GmhH, Germany) icermekteydi.
100 ng cDNA her bir reaksiyona eklendi. Her islem iki kere gergeklestirildi.
Reaksiyonlar; 95°C de 5 dk, 40 siklus 95 °C,5 sn ve 50-60 °C, 25sn ve 72 °C, 20 sn.
Floresan spectrum her PCR siklus fazi i¢in kayit edildi ve bir yazilimla direk olarak

Microsoft Excel caligsma kitabina aktarildu.

5.11. Dokularin incelenmesi ve Histolojik Yontemler

Formalin fiske beyin dokularinda Ap;42, NGF ve BDNF ve IGF-I
ekspresyonunu degerlendirmek amaciyla, peroksidaz (HRP) konjuge polimerik
Immunohistokimyasal boyama yontemi kullanildi

Bu yontemde; parafine gomiilii dokulardan, pozitif sarjli lamlara 3 pm
kalinliginda kesitler alinarak 37° C’ de 1 gece deparafinize edildi. Kesitler 3 ayri
ksilende 5’er dakika ve iki ayr1 %96 etanolde 10’ar dakika bekletilerek hidrate edildi.
Endojen peroksidaz aktivitesi, metanolde hazirlanmig %3 hidrojen peroksit ¢ozeltisi
ile 20 dakika siireyle baskilandi. Maskelenen antijenleri agiga ¢ikarmak amaciyla,
kesitlere mikrodalga firinda 200 W giicte sitrat tampon ¢ozeltisi (pH 6.0) ile 20
dakika 6n islem uygulandi. Oda 1sisinda sogutulan lamlar iki ayr1 fosfat tampon
cozeltisinde (PBS) 5’er dakika yikandi. Nonspesifik boyanmayi engellemek amaciyla
dokulara protein blokaj ¢ozeltisi (EXPOSE Rabbit spesific HRP/DAB detection IHC
kit, Abcam, Cambridge, UK) damlatildi ve 10 dakika bekletildi. Blokajin ardindan
kesitlere 1:200 diliisyon oraninda tavsan anti-beta Amiloid (ab14220, Abcam,
Cambridge, UK) 1:2000 diliisyon oraninda tavsan anti-NGF (ab6199, Abcam,
Cambridge, UK), 1:5000 diliisyon oraninda tavsan anti-BDNF (ab6201, Abcam,
Cambridge, UK) vel:1000 diliisyon oraninda tavsan anti IGF-1 (ab40657, Abcam)
antikorlar1 damlatilarak her biri 4°C’de bir gece inkiibe edildi. Siire sonunda iki ayr1
PBS ile yikanan kesitlere HRP-Polimer (EXPOSE Rabbit spesific HRP/DAB
detection IHC kit, Abcam, Cambridge, UK) damlatildi ve 15 dakika inkiibe edildi.
Tekrar iki ayr1 PBS ile 5’er dakika yikanan kesitlere 3,3’-diaminobenzidin (DAB)
kromojeni damlatilarak 5 dakika inkiibe edildi. Mayer Hematoksilen ile yapilan 1
dakikalik niikleer zit boyamanin ardindan lamlar %96 ’lik etanol ile dehidrate edildi

ve kapama maddesi ile kapatildi.
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Boyanma spesifikligini test etmek amaciyla tiim antikorlar i¢in pozitif ve negatif
kontrol dokular1 kullanildi. Pozitif kontrol dokularinda, her antikor i¢in yukaridaki
yontem degisiklik yapilmadan uygulanirken, negatif kontrol dokularinda primer
antikor agamasi atlandu.

Immunohistokimyasal ~ analizler ~semikantitatif ~skorlama  yontemi ile
gerceklestirildi. NGF, IGF-I i¢in x200’liikk biiylitmede korteksde ve B Amiloid i¢in
hipokampusta 5 alanda, Olympus BX51 151k mikroskobu ile hiicrelerde %5’den az
immunreaktivite 0, %5-25 immunreaktivite 1 pozitif, %26-50 immunreaktivite 2
pozitif, %50’den fazla immunreaktivite gozlenmesi 3 pozitif olarak degerlendirildi

(Demir ve ark., 2007).

5.12. istatistik Yontem

Tum veriler ortalama #* standart hata seklinde ifade edildi. Gruplarin
karsilagtirilmasinda tek yonlii varyans analiz (ANOVA) sonras1 Tukey-Kramer ¢oklu
testi, iki grubun ortalamalar1 student-t testi ile degerlendirildi. p degerinin 0,05°den
kiiglik olmas1 (p<0,05) durumunda veriler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
Verilerin degerlendirilmesinde GraphPad Prism istatistik paket programi (Version
5.03) kullanild.
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6. BULGULAR

Calismamizda overektomi ve D-galaktoz uygulamasi (OVT+D-GAL) ile
olusturulan sican deneysel Alzheimer hastaligt modelinde farkli egzersiz
yontemlerinin (aerobik, direng ve kombine egzersiz); kognitif fonksiyonlara, viicut
agirligina, plazma kolesterol diizeylerine, Alzheimer belirteglerine, beyin ndrotrofin
ve insililin benzeri biliyiime faktorii-1 diizeylerine, serum insiilin benzeri biiyiime
faktorii-I diizeylerine, oksidatif stres parametreleri ve antioksidan diizeylerine olan

etkileri arastirilmis olup, bulgular asagida verilmistir.

6.1. Deney Baslangici ve Deney Sonu Viicut Agirhgr ve Serum Kolesterol

Diizeyleri

Gruplarin deney baslangici ve deney sonu agirlik karsilastiriimasinda OVT+ D-
GAL sedanter egzersiz grubunda kendi grubunun baslangi¢ agirligina gére deney
sonu agirliklarinda istatiksel olarak anlamli bir artig goriildii (p<0,05) (Tablo 3).
Plazma kolesterol diizeyleri; sedanter kontrole gore,OVT+D-GAL sedanter, direng
ve kombine egzersiz (aerobik+direng) (p<0,001) ve OVT+D-GAL aerobik egzersiz
grubunda (p<0,05) belirgin sekilde artti. OVT+D-GAL aerobik egzersiz grubunda
OVT+D-GAL sedanter gruba gore belirgin sekilde (p<0,01) azald1 (Sekil 19).
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Tablo 3: Deney baslangici ve deney sonu viicut agirligi degerleri(gram) ve standart
hatalar1

Gruplar Baslangic Deney sonu(gr) p
agirhgi(gr)

Taklit cerrahi sedanter 266,9+4.202 283,6+4,531 ns
Taklit cerrahi aerobik 279,9+7,034 287,9+6,818 ns
Taklit cerrahi rezistans 280,6+8,369 286,047,860 ns
Taklit cerrahi aerobik+ direng 279,446,225 283,3+4,208 ns
OVT+ D-GAL sedanter 281,6+8,287 314,8+4,913* p<0.05
OVT+ D-GAL aerobik 273,8+3,063 301,9+4,498 ns
OVT+ D-GAL rezistans 275,5+6,100 306,848,194 ns
OVT+ D-GAL aerobik+ direng 273,945,076 304,8+7.622 ns

Tek Yonli Anova, Tukey’s ¢oklu karsilagtirma Post-Hoc Test. * p<0,05 kendi grubunun baslangic
agirhigina gore.
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= ok " - o 3 Sedanter kontrol
? - —— . 3 Sedanter
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g 100 [ Aerobik+direng
N
E 50-
=
Q
0

0

OVT+ D-GAL
Sekil 19. Serum kolesterol diizeyleri.

Tek Yonlii Anova, Tukey’s ¢oklu karsilastirma Post-Hoc Test. *p<0,05, ***p<0,001 sedanter
kontrole gore, ++p<0,010VT+ D-GAL sedanter gruba gore.

6.2. Transvers Kas Lifi Alam Olgiimleri

Egzersizlerin dogrulanmasi amaci ile yapilan kas lifi alan1 6lgtimlerinde (n=6);
fleksor digitorum brevis kasinda taklit cerrahi ve OVT+D-GAL direng egzersizi
gruplarinda ve taklit cerrahi ve OVT+D-GAL kombine egzersiz gruplarinda kendi
kontrol sedanterlerine goére belirgin artis (sirasi ile: p<0,001, p<0,05) gozlendi
(Tablo 4).
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Soleus kas lifi alanlarinda taklit cerrahi ve OVT+D-GAL direng egzersizi
gruplarinda ve taklit cerrahi ve OVT+D-GAL kombine egzersiz gruplarinda kendi
kontrol sedanterlerine gére anlamli artis (siras1 ile: p<0,01, p<0,05) tespit edildi
(Tablo 4).

Tablo 4: Ortalama kas lifi alan1 (um?2)

Gruplar Fleksor Soleus
Digitorum Brevis

Taklit cerrahi sedanter 799,4+ 38,27 2211+193,2
Taklit cerrahi aerobik - 3304+220,6**
Taklit cerrahi direng 1157+56,95*** -
Taklit cerrahi aerobik+ direng ~ 1048+30,57* 2939+233,0*
OVT+ D-GAL sedanter 828+58,11 2448+275,4
OVT+ D-GAL aerobik - 3482+159,0**
OVT+ D-GAL direng 1184+43,39*** -
OVT+ D-GAL aerobik+ direng  1070+62,53* 3396+104,6*

Tek Yo6nlli Anova, Tukey’s ¢oklu karsilastirma. Post-Hoc Test. *p<0,05,**p<0,01, *** p<0,001 kendi

sedanter gruplarina gore.

6.3. Kognitif Testler

6.3.1 Holeboard testi degerleri ve serum kortizol diizeyleri

Anksiyete diizeyinin degerlendirilmesi amaci ile yapilan holeboard (delikli
levha) testinde anksiyetenin azaldigini gosteren sahlanma sayisi ve bakilan delik
sayist bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi
(Sekil 20A, B). Holeboard testinde OVT+D-GAL sedanter grubunda taklit cerrahi
sedantere gore anksiyete diizeyinin artisin1 gosteren donma siiresinde uzama goraldi
(p<0,01). Donma stresinde goriilen uzama aerobik egzersiz ile anlamli sekilde azaldi
(p<0,05) (Sekil 20C). Bu sonuglar OVT+D-GAL sedanter grupta anksiyete
diizeyinin artttigim1  aerobik egzersizin ise anksiyete dilizeyini azalttigin

gostermektedir.
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Stres gostergesi olan serum kortizol duzeyi taklit cerrahi diren¢ egzersiz
grubunda (p<0,05) ve OVT+D-GAL sedanter grubunda (p<0,01) taklit cerrahi
sedantere gore artmis bulunurken, egzersiz uygulayan OVT+D-GAL gruplarinda bu
artis gbzlenmedi (Sekil 20D).
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Sekil 20. Holeboard testi sonuglari ve serum kortizol diizeyleri.

Student’t test. (A) Holeboard testi bakilan delik sayisi, (B) sahlanma sayisi, (C) donma siiresi (sn),
Tek Yonll Anova, Tukey’s ¢oklu karsilagtirma Post-Hoc Test (D) serum kortizol dlzeyi.*p<0,05,
**p<0,01 taklit cerrahi sedantere gore, +p<0,05 OVT+D-GAL sedanter gruba gére.
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6.3.2. Yeni obje tanima testi degerleri

Tanima belleginin (Recognition memory) degerlendirilmesi amact ile yapilan
“Yeni Obje Tanima Testi’’ sonucuna gore fark skorunda azalma tanima bellegindeki
bozulmay1 gostermektedir. Yeni obje tanima testinde fark skoru OVT+D-GAL
sedanter grupta taklit cerrahi sedantere gore belirgin sekilde azalmis iken (p<0,01),
aerobik (p<0,01), direng (p<0,05) ve kombine egzersiz ile (p<0,001) geri artt1. Taklit
cerrahi egzersiz gruplarinda ise tanima belleginde artis egilimi gozlenmistir

(Sekil 21).

1000- B3 Bazal deger
- [ Sedanter
>
§ e 3 Aerobik
= 5004 ;

E LY [ Direng
2 . Ill |l| |I| |l| £33 Aerobik+ direng
-
g o
wn
=
m \TI
|18
-500

*%k

Taklit cerrahi OVT+ D-GAL

Sekil 21: Yeni obje tanima testi.

Student t testi. **p<0,01 taklit cerrahi sedantere, "p<0,05,"p<0,01,""*p<0,001 OVT+D-GAL

sedantere gore.

6.4. Serum IGF-1 Duzeyleri

Serum IGF-I diizeylerinde tiim egzersiz gruplarinda kendi sedanter gruplarina
gore artis goriiliirken (p<0,05-0,001) sadece OVT+D-GAL direng egzersizi grubunda
OVT+D-GAL sedantere gore anlamli bir artis tespit edildi (p<0,05).
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Sekil 22. Serum IGF-I dlzeyleri

Tek Yonli Anova, Tukey’s ¢oklu karsilastirma Post-Hoc Test. *p<0,05,** p<0,01, ***p<0,001, kendi
sedanter grubuna gore, +p<0,05 OVT+ D-GAL sedanter gruba gore.

6.5. Beyin MDA, MPO, Lusigenin ve Luminol Kemiluminesans ve GSH

Duzeyleri Ol¢imi

Lipit peroksidasyonun gostergesi olan Malondialdehit dizeyleri Taklit cerrahi
sedantere gore taklit cerrahi direng¢ ve kombine egzersiz gruplarinda azalmis
(*p<0,05), OVT+ D-GAL sedanter grupta artmis (**p<0,01), tim egzersiz OVT+D-
GAL gruplarinda,OVT+D-GAL sedantere gore azalmistir (*p<0,05) (Sekil 23A).
Beyin Miyeloperoksidaz aktivitesi OVT+ D-GAL sedanter ve direng egzersiz
grubunda taklit cerrahi sedantere gore anlamli sekilde artmis bulunmustur (*p<0,05),
(Sekil 23 B).

Peroksit radikalinin gostergesi olan lusigenin kemiluminesans dizeyleri taklit
cerrahi aerobik ve kombine egzersiz gruplarinda (*p<0,05) ve OVT+D-GAL
sedanter (*p<0,05) ve aerobik egzersiz gruplarinda (*p<0,01) taklit cerrahi sedantere

gore artmig bulumustur (Sekil 23C).
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Hidroksil, hidrojen peroksit, hipoklorit ve hidroperoksil radikallerinin gdéstergesi
olan luminol kemiluminesans diizeyleri bakimindan gruplar arasinda anlamli bir fark
gOriilmemistir (Sekil 23D).

Beyin GSH dizeyleri, taklit cerrahi egzersiz gruplarinda artarken (*p<o,05),
OVT+D-GAL sedanter grupta taklit cerrahi sedantere gore azalan GSH (** p<o,01),
egzersizlerle artmistir (+ p<0,05), (Sekil 23E).
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Sekil 23. Beyin (A) Malondialdehit (MDA) diizeyi, (B) Miyeloperoksidaz (MPO)
aktivitesi, (C) Lusigenin kemiluminesans ve (D) Luminol kemiluminesans, (E)
Glutatyon (GSH) dizeyi 6l¢imd.

Tek Yonli Anova, Tukey’s ¢oklu karsilastirma Post-Hoc Test. *p<0,05,**p<0,01 Taklit cerrahi
sedantere gore,+ p<0,05 OVT+D-GAL sedantere gore.
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6.6. Beyin Nitrik Oksit (NO) Aktivite Duzeyi Ol¢imi

NO aktivitesinde tum OVT+D-GAL gruplarinda taklit cerrahi sedantere (p<0,01-
0,001) ve kendi kontrollerine gore (p<0,01) artma gozlenmistir (Sekil 24).
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Sekil 24. Beyin NO aktivite duzeyi 6lgumd.

Student’s t test. **p<0,01, *** p<0,001 taklit cerrahi sedanter gruba gére,” p<0,01 kendi
kontrollerine gore.

6.7. Hipokampal APP695Gen Ekspresyonu ve Hipokampal Amiloid

Betaimmunohistokimyasal Degerlendirme Skoru

Amiloid betanin (AP) Onciilii olan Amiloid prekiirsor protein APP695 gen
ekspresyonu OVT+D-GAL sedanter grupta (p<0,05) ve aerobik egzersiz grubunda
(p<0,01) taklit cerrahi sedantere gore belirgin sekilde artmis ve bu artis kombine
egzersiz ile (p<0,05) azalmustir (Sekil 25A).

OVT+D-GAL sedanter, aerobik egzersiz gruplarinda (p<0,001), diren¢ ve kombine
egzersiz grubunda (p<0,05) taklit cerrahi gruplarina gore belirgin A
immunreaktivitesi artis1 gozlenmistir. OVT+D-GAL sedanter grupta kuvvetli AP
immunoreaktivitesi gosteren piramidal ve graniler hiicreler hipokampal CA1,3,4 ve
Dentat Girus bolgelerinde gozlenmistir. Af immunreaktivite gosteren hiicrelerde

OVT+D-GAL sedanter gruba gore direng egzersizi (p< 0.05) ve kombine egzersiz
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gruplarinda (p<0,05) belirgin sekilde azalmis AP immunoreaktivitesi gézlenmistir

(Sekil 25B ve Resim 10). Higcbir grupta AP plak patolojisi gozlenmemistir.
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Sekil 25. Hipokampal (A) APP695 gen ekspresyonu diizeyleri ve (B) AP1-42
Immunohistokimyasal boyama skorlart.
APP695 gen ekspresyonu diizeyleri analizi Student’s t test. *p<0,05,** p<0,01, taklit cerrahi sedanter

gruba gore, +p <0,05 OVT+D-GAL sedantere gore.
AP skorlar1 analizi. Tek Yonli Anova, Tukey Kramer Post-Hoc Test, *p<0,05, ***p<0,001 taklit
cerrahi sedanter gruba goére, *p <0.01 OVT+D-GAL sedantere gore.
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Resim 10. Hipokampus AB immunohistokimyasal boyamalari.

Taklit cerrahi kontrol gruplari; sedanter (a), aerobik (b), diren¢ (c), kombine (d) ve OVT+D-GAL
gruplari; sedanter (e), aerobik (f), direng (g), kombine (h). OVT+D-GAL gruplarinda taklit cerrahi
gruplarina gore belirgin AP immunoreaktivitesi artis1 ve OVT+D-GAL sedanter grupta kuvvetli AB
immunoreaktivitesi gosteren piramidal ve graniler hiicreler. OVT+D-GAL sedanter grupta artan Ap
immunoreaktivitesi OVT+D-GAL diren¢c ve kombine egzersiz ile belirgin sekilde azaldi (x400
blyitme).

76



6.8. NGF Hipokampal Gen Ekspresyonu Analiz Sonuglari, Hipokampal ve

Korteks NGF immunohistokimyasal Degerlendirme Skorlari.

Hipokampal sinir buyime faktéri (NGF) gen ekspresyonu OVT+D-GAL
sedanter ve aerobik (**p<0,01) egzersiz gruplarinda taklit cerrahi sedantere gore
artmus bulundu. OVT+D-GAL kombine egzersiz grubunda ise sedanterine gére NGF
gen ekspresyonu diizeyinde azalma (*p<0,05) bulundu (Sekil 26A).

Hipokampal NGF immunreaktivitesi gosteren hiicre dizeylerinde taklit cerrahi
sedanter gruba gore aerobik egzersiz (*p<0,05) ve direng egzersiz gruplarinda (*p<
0,05) belirgin artis varken diger OVT+D-GAL gruplarinda kontrol sedantere goére
anlaml bir fark gozlenmedi (Sekil 26B, Resim 11).

Korteks NGF immunreaktivitesi gosteren hiicre diizeylerinde yapilan histolojik
skorlamada; taklit cerrahi sedanter gruba gére OVT+D-GAL sedanter ve aerobik
egzersiz gruplarinda belirgin azalma (**p<0,01) bulundu. OVT+D-GAL kombine
egzersiz grubunda OVT+D-GAL sedantere gore belirgin artis (+p<0,05) gozlendi
(Sekil 26C, Resim 12).
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Sekil 26. (A) NGF geni hipokampal gen ekspresyonu, (B) hipokampal NGF (C)
korteks NGF Immunohistokimyasal degerlendirme skoru.

Student’s t test. *p<0,05, **p<0,01, taklit cerrahi sedantere gore, * p<0,05, OVT+D-GAL sedantere
gore.
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Resim 11. Taklit cerrahi ve OVT+D-GAL gruplarin hipokampal NGF

immunohistokimyasal boyamalari.

Taklit cerrahi kontrol gruplari; sedanter (a), aerobik (b), direng (c), kombine (d) ve OVT+D-GAL
gruplari; sedanter (e), aerobik (f), direng (g), kombine (h). Hipokampal NGF immunoreaktivitesi
g6steren hiicre dlzeylerinde taklit cerrahi sedanter gruba gore aerobik egzersiz ve direng egzersiz
gruplarinda belirgin artig varken, OVT+D-GAL gruplart arasinda ise taklit cerrahi sedantere gore fark
gOrulmedi. Egzersizler OVT+D-GAL gruplarinda fark yaratmadi (x 400 biiyiitme).
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Resim 12. Taklit cerrahi ve OVT+D-GAL gruplarin  korteks NGF

immunohistokimyasal boyamalari.

Taklit cerrahi kontrol gruplari; sedanter (a), aerobik (b), direng (c), kombine (d) ve OVT+D-GAL
gruplari; sedanter (e), aerobik (f), direng (g), kombine (h). OVT+D-GAL sedanter ve aerobik egzersiz
gruplarinda taklit cerrahi sedantere gore belirgin azalma (**p<0,01), OVT+D-GAL kombine egzersiz
grubunda sedanterine gore belirgin artig (+p<0,05).
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6.9. BDNF Hipokampal Gen Ekpresyonu Analiz Sonuglari, Hipokampal ve
Korteks BDNF Immunohistokimyasal Degerlendirme Skorlari.

BDNF gen ekspresyonunun sadece OVT+D-GAL aerobik grupta kendi
kontroliine gore arttigt gosterilmis olup (p<0,01) diger gruplarda BDNF gen
ekspresyonu agisindan belirgin bir fark goriilmedi (Sekil 27A).

BDNF igin yapilan immunohistokimyasal boyamada hipokampusta taklit cerrahi
aerobik egzersiz (p<0,01) ve kombine egzersiz gruplarinda (p<0,05) Kkendi
sedanterine gore belirgin artis gézlendi. OVT+D-GAL egzersiz gruplarinda kendi
sedanter grubuna gore belirgin bir fark gozlenmedi (Sekil 27B, Resim 13).

Kortekste  BDNF immunoreaktivitesi gosteren hiicrelerde gruplar arasinda
anlamli bir fark goriilmedi (Sekil 27C, Resim 14).

81



&& ] Sedanter
T [ Aerobik

L T T T, O3 Direng
0 3 Aerobik+direng

1.0

BDNF/B-Aktin

0.5+

0.0

Taklit cerrahi OVT+ D-GAL

*%

Hipokampal BDNF skor

Taklit cerrahi OVT+D-GAL

20 T
154 | - T T L

1.0

Korteks BDNF skor

0.0

Taklit cerrahi OVT+D-GAL

Sekil 27. (A) Hipokampal BDNF gen ekspresyonu, (B) hipokampal BDNF (C)
korteks BDNF Immunohistokimyasal degerlendirme skoru.

Student’s t test. % p<0.01 taklit cerrahi aerobik egzersize gére, *p<0.05, ** p<0.01, taklit cerrahi
sedantere gore.
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Resim 13. Taklit cerrahi ve OVT+D-GAL gruplarin hipokampal BDNF
immunohistokimyasal boyamalari.

Taklit cerrahi kontrol gruplari; sedanter (a), aerobik (b), direng (c), kombine (d) ve OVT+D-GAL
gruplari; sedanter (e), aerobik (f), direng (g), kombine (h). Taklit cerrahi aerobik egzersiz ve kombine
egzersiz gruplarinda kendi sedanterine gore belirgin artig goriiliirken, OVT+D-GAL sedantere gore
OVT+D-GAL egzersiz gruplarinda belirgin bir fark gézlenmedi (x400°lik biyutme).
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Resim 14. Taklit cerrahi ve OVT+D-GAL gruplarin korteks BDNF

immunohistokimyasal boyamalari.
Taklit cerrahi kontrol gruplari; sedanter (a), acrobik (b), direng (c), kombine egzersiz (d) ve OVT+D-
GAL gruplari; sedanter (e), aerobik (f), direng (g), kombine (h). Gruplar arasinda anlamli bir fark

gorilmedi (x400 biyltme).
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6.10. IGF-1 Geni Hipokampal Gen Ekpresyonu Analiz Sonuglar, Hipokampal
ve Korteks IGF-1 immunohistokimyasal Degerlendirme Skorlari.

OVT+D-GAL sedanter grupta taklit cerrahi sedantere gore azalma egilimi,
egzersizlerle bu azalmada geri doniis gézlenmesine ragmen hipokampal IGF-I geni
mRNA ekspresyonu diizeylerinde gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmedi
(Sekil 28A).

Hipokampusta taklit cerrahi aerobik egzersiz grubunda IGF-I immunoreaktif
hiicrelerde sedanterine goére belirgin immunoreaktivite artis1 bulundu (p<0,05). Taklit
cerrahi ve OVT+D-GAL gruplar arasinda istatistik olarak anlamli bir fark goriilmedi
(Sekil 28B, Resim 15).

IGF-I i¢in yapilan korteks immunohistokimyasal boyamasinda da gruplar

arasinda anlaml bir fark goriilmedi (Sekil 28C, Resim 16) .
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Sekil 28. (A) Hipokampal IGF-I gen ekpresyonu, (B) hipokampal IGF-1 ve (C)
korteks IGF-I Immunohistokimyasal degerlendirme skoru.
Student’s t test. * p<0,05, taklit cerrahi sedantere gore.
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Resim 15. Taklit cerrahi ve OVT+D-GAL gruplarin hipokampal IGF-I
immunohistokimyasal boyamalari.

Taklit cerrahi kontrol gruplari; sedanter (a), aerobik (b), diren¢ (c), kombine (d) ve OVT+D-GAL
gruplari; sedanter (e), aerobik (f), diren¢ (g), kombine (h). Taklit cerrahi aerobik egzersiz grubunda
sedanterine gdre immunoreaktif  hiicrelerde belirgin artis gozlendi, OVT+D-GAL egzersiz
gruplarinda sedantere gore anlamli degisiklik bulunmadi (x400 biiyiitme).
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Resim 16. Taklit cerrahi ve OVT+D-GAL gruplarin korteks IGF-I

immunohistokimyasal boyamalari.
Taklit cerrahi kontrol gruplari; sedanter (a), aerobik (b), direng (c), kombine (d) ve OVT+D-GAL
gruplari; sedanter (), aerobik (f), direng (g), kombine (h). Kortekste gruplar arasinda anlamli bir fark

gOrulmedi (x400 blyltme).
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7. TARTISMA

Ilerleyen yasta goriilen yaygin bir ndrodejeneratif hastalikolan AH klinik olarak
kognitif fonksiyonlarda ilerleyici kayip ve patolojik olarak sinaptik biitiinliiglin
kayb1, AP temelli amiloid plaklarin varligi, hiperfosforile Tau iceren norofibriler
yumaklar ile karakterizedir. Ap plaklar APP’nin BACE ve y-sekretaz ile proteolitik
islenmesi sporadik vakalarda énemli patojenik faktor olarak gorullrken (Goate ve
Hardy, 2012; Holtzman ve ark., 2011) APP’deki ve presenilin-1 gen mutasyonlari da
ailesel erken baslangichi AH ile iligkilendirilmektedir (Goate ve Hardy, 2012). AH
patofizyolojisinde rol alan mekanizmalara bakildiginda oksidatif stresin (Castellani
ve ark., 2007) ve noroplastisite yetmezligi teorisinin bulundugu goriilmektedir
(Mesulam, 2000). Deneysel caligmalarda farkli AH modelleri kullanilmakta olup
Ostrojenin koruyucu etkisinin yoksunlugu ve D-galaktoz uygulamasinin oksidatif
stres etkisi AH’ nin patolojik gelisimiyle iliskilendirilen iki faktordir (Gandy, 2003).
Ovarektomi ve 6 hafta D-galaktoz uygulamasi ile gelisen AH modelinde kognitif
bozukluk, AP peptit birikimi, intraselliiler ndrofibriler yumak bulgular1 (Hua ve ark.,
2007), astrositlerde biyokimyasal ve patolojik degisiklikler tespit edilmis ve 6
haftada gozlenen kolinerjik bozuklugun ikinci haftanin sonunda goézlenmemesine
dayanarak bu modelin AH patofizyolojisini yavas gelisimini taklit ettigi One
siriilmiistiir (Hua ve ark., 2008). D-gal, yiksek konsantrasyonda vicutta galaktoz
oksidaz tarafindan aldoz ve hidropeoksite doniisiir ve siiperoksit anyonu ve oksijen
kaynakli serbest radikaller olusur (Gong ve ark., 2008). Bu modelde oksidatif strese
baglh olarak oksidatif-antioksidatif parametrelerde ve davranigsal performansta
degisim oldugu da gosterilmistir. Insanlarda AH gelisimi uzun bir siirecte ve
fizyolojiye zarar veren faktorlerin kiimiilatif olarak birikimine bagli olarak ortaya
cikmaktadir. Uygulanan modelin 6 hafta siirmesi zarar verici oksidatif etkenlerin
uzun slrecte birikimini ve yavas bir patofizyolojik gelisimi saglamaktadir.
Dolayisiyla bu modelin diger modellere gore gercek siireci daha iyi taklit ettigini
diisiinmekteyiz.

Diizenli fiziksel aktivitenin hiicrelerin ve dokularin beyin ndroplastistesi, hafiza

gelisimi ve nérogenezde 6onemi olan oksidatif strese dayanikliligi, vaskiilarizasyonu,
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enerji metabolizmasini ve norotrofin sentezini arttirdigt ve AH’da ve diger yasla
iliskili ndérodejeneratif hastaliklarda yararli oldugu bilinmektedir (Radak ve ark.,
2010). Diizenli ylzme egzersizinin AP inflizyonu 6ncesi yapilmasinin néroprotektif
etkileri oldugu; kognitif bozuklugu, oksidatif stresi ve noroinflamasyonu azalttigi
fare modelinde gosterilmistir (Souza ve ark., 2013). Ancak AH’da uygulanacak en
iyi fiziksel egzersiz rejimi konusunda literatiirde bir goriis birligi yoktur. Aerobik
egzersizin kognitif fonksiyona olan iyilestirici etkileri (Yaffe., 2010) bilinmektedir.
AH’nin diisiik kas kiitlesi, diisiik kas giicii ve fiziksel zayiflik ile olan iligkisi
bilindiginden (Buschmanve ark., 2008) kas kuvveti ve gili¢ antremanlar1 ¢aligmalari
da AH’l1 hastalar i¢in 6nemli olabilecegi diistiniilmektedir. Ancak literatlirde AH’da
diren¢ egzersizin etkilerine dair ¢ok az c¢aligma vardir. Diizenli yapilan direng
egzersizin AH’I1 hastalarda ¢evikligi, alt ekstremite giiciinii ve esnekligini arttirdigi
gosterilmistir (Garuffi ve ark., 2013). Kim ve ark.’lar1 kombine egzersizin
overektomize siganlarda kognitif fonksiyonlar iizerinde iyilestirici etkileri oldugunu
gostermislerdir (Kim ve ark., 2015). En i1yi egzersiz rejimi bilinmese de artan kanitlar
cok bilesenli egzersiz rejimlerinin yararli olabilecegini gostermektedir (Paillard,
2015).

Noroplastisiteye ve oksidatif stres dengesine olumlu etkileri oldugu bilinen
aerobik (yiizme), diren¢ (agirlikli merdiven ¢ikma) egzersizlerinin ve bunlarin
degisimli olarak kombine sekilde yapilmasinin Alzheimer hastaliginin gelisim
stirecinde yapilmasinin hastalig1 hafifletici etkileri olabileceginden yola ¢ikilarak tez
calismamizda Alzheimer hastalarinin daha rahatlikla yapabilecekleri siklikta, haftada
3 giin olarak planlanan farkli egzersiz modellerinin; OVT+D-GAL uygulamasi ile
olusturulan sican Alzheimer hastaligt modelinde; kognitif fonksiyonlara olan olasi
iyilestirici etkilerinin mekanizmalarinin arastrilmasi amaglandi ve bu amacla
Alzheimer parametreleri, beyin NGF, BDNF, IGF-I, serum IGF-I dlzeyleri, oksidatif
stres parametreleri ve antioksidan diizeyleri arastirildi ve bulgular bu boéliimde

tartisildu.
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7.1. Deney Baslangici ve Deney Sonu Viicut Agirhgi ve Serum Kolesterol

Duzeyleri

Uygulanan modelde viicut agirliklarinin nasil arttigi bilinmemektedir. Literatiirde tek
basina D-galaktoz uygulanmasinin viicut agirhginda degisim yaptigini gdosteren
caligmalar bulunmaktadir. Ma ve ark.’lart 120 mg/kg D-galaktoz’un 12 hafta
boyunca uygulamasinin viicut agirliginda degisiklik yapmadigini bildirmislerdir (Ma
ve ark., 2014). Tikhonova ve ark.’lar1 ise 57 giin boyunca D-galaktoz uygulamasiyla
olusturulan yaslanma modelinde viicut agirhiginda kontrole goére artis yaptigini
gostermiglerdir (Tikhonova ve ark., 2014). Chavez ve ark.da ovarektomize Wistar
sicanlarda viicut agirhigmin gittikge arttigini ve 6. hafta 6l¢iimlerinde belirgin agirlik
artist  gozlemislerdir (Chaves ve ark., 2012). Calismamizda D-galaktoz ve
overektomi uygulamasi ile sadece OVT+D-GAL sedanter grupta kendi grubunun
baslangi¢ agirligina gore belirgin bir agirlik artis1 goézlenmis olup bu veriler Chavez
ve ark. ve Tihonova ve ark.’nin D-galaktozun viicut agirliginda artis yaptig1 verisi ile
uyumludur (Tablo 3). Calismamizda egzersiz yapan tiim Alzheimer gruplarinda
viicut agirliginda kendi grubunun baglangi¢ agirligina gore artis olmadigr gozlendi.
Yapilan egzersizlerin D-galaktoz ve overektomi uygulamasi ile goriilen viicut agirhgi
artisini engelleyici etkisi oldugunu diisiinmekteyiz.

Serum kolesterol diizeylerinin Alzheimer igin risk faktérii oldugu One
striilmiistiir. Ancak bu konu literatiirde tartismali olup AH’li hastalarda serum
kolesterol diizeyinin arttigini, azaldigim1 ya da degismedigini gosteren g¢alismalar
mevcuttur, hayvan ¢alismalarinda azalmis kolesteroliin AP diizeylerini diisiirdiigii
rapor edilmistir (Wood ve ark., 2014). Calismamizda OVT+D-GAL gruplarinda
serum kolesterol diizeylerinin arttig1 ve aerobik egzersizin artan bu diizeyi azalttig
gosterilmistir (Sekil 19). Overektomize siganlarda (Chonan ve ark., 1995) ve yiksek
doz D-galaktoz verilen siganlarda (Zhu ve ark., 2014) serum kolesterol diizeylerinin
yiikseldigi, ylizme egzersizinin serum kolesterol diizeylerini azalttigi bilinmekte
olup (Ryu, 2014) OVT+D-GAL deneysel Alzheimer modelinde serum kolesterol

diizeylerine daha once bakilmamistir. Bulgularimiz bir aerobik egzersiz tiri olan
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ylizme egzersizinin serum kolesterol diizeyini azalttigin1 gosteren calismalarla

uyumludur.

7.2. Transvers Kas lifi Alam Olciimleri

Kas capindaki degismeler ve kaslarin hipertrofiye olmasi egzersiz alistirmalari
ile iligkili olup egzersize olan adaptasyonun bir gostergesidir (Cassilhas ve ark.,
2012; Prestes ve ark., 2009). Calismada direng egzersiz grubunda daha belirgin
olmak Uzere, kombine egzersiz grubunda dafleksor digitorum brevis kaslarinda olan
adaptasyonel kas lifi ¢ap1 artislar1 6lgiildii ve hem direng egzersiz hem de kombine
egzersiz gruplarinda kontrol sedanterlere gore belirgin artis bulundu (Tablo 4). Bu
sonuclar Cassilhas ve ark.’nmin ve Prestes ve ark.’nin Onceki c¢alismalari ile
uyumludur. Calismada aerobik egzersiz grubunda daha belirgin olmak Uzere,
kombine egzersiz grubunda da soleus kasinda olan adaptasyonel kas lifi cap1 artislar
Olgiildii ve soleus kasinda hem aerobik egzersiz hem de kombine egzersiz
gruplarinda kontrol sedanterlere gore belirgin artis bulundu (Tablo 4). Bu sonuglar
Fernandez ve ark.’nin 6nceki ¢alismalar1 ile uyumludur (Fernandez ve ark, 2012).
Egzersiz gruplarmin kas liflerinde hipertrofi gelisimi, yapilan egzersizlerin

dogrulanmasini saglamistir.

7.3. Holeboard Testi ve Serum Kortizol Degerleri

AH’ya siklikla davranis bozukluklart ve duygudurum degisikliklerinin eslik
ettigi  bilinmektedir ve AP 1ile olustrulan deneysel Alzheimer modellerinde
yiikseltilmis art1 labirent testinde anksiyetenin arttig1 gosterilmistir (Raghavendra ve
ark., 2013; Cioanca ve ark., 2014). Ma ve ark.’lar1 120 mg/Kg D-galaktoz’un 10
hafta boyunca uygulanmasinin serum Kkortizol diizeylerini hafifce arttirdigini
gostermiglerdir (Ma ve ark., 2014). Calismamizda anksiyete diizeyinin
degerlendirilmesi amaci ile yapilan holeboard testinde OVT+D-GAL sedanter grupta

donma siiresinin artmastyla iliskili olarak anksiyete diizeyinin artttig1 gorildi (Sekil
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20C). Buna paralel olarak diger bir stres gostergesi olan serum kortizol dizeyi
Alzheimer sedanter grubunda taklit cerrahi sedantere gore artmis bulundu (Sekil
20D). Literatiirde deneysel Alzheimer modellerinde serum kortizol diizeyinin nasil
degistigini gdsteren calismalar bulunmaktadir. Wang ve ark.’lar1 serum kortizol
dizeyinin AP ile olusturulan Alzheimer modelinde belirgin sekilde artmis oldugunu
gostermisglerdir (Wang ve ark., 2014). Sican yaslanma modellerinde de serum
kortizol diizeylerinin arttig1 ve kognitif bozukluklar oldugu bilinmektedir (Patki ve
ark., 2015). Bizim bulgularimiz Alzheimer’de anksiyete diizeyinin arttigini gosteren
onceki c¢aligmalar1 desteklemektedir. Calismamizda ayrica obje tanima testindeki
ayirt etme indeksinin diismesiyle iliskili OVT+D-GAL sedanter grupta gorilen
kognitif bozukluk ile artmis anksiyete diizeyi arasinda bir korelasyon gézlemlendi.
Literatiirde artan anksiyete diizeyinin kognitif bozukluga neden olabilecegini
gosteren yayinlar bulunmaktadir (Zeng ve ark., 2015; Bondi ve ark., 2008; Patki ve
ark., 2014). Calismamizda goriilen kognitif bozuklugun altinda yatan
mekanizmalardan birinin artan anksiyete dlzeyinin olabilecegini diisinmekteyiz.
Buna ilave olarak holeboard testinde, egzersiz yapan OVT+D-GAL gruplarinda
anksiyete diizeyinde artis yoktu ayrica donma siiresinin azalmasiyla iliskili olarak
OVT+D-GAL grubunda yapilan aerobik egzersizin artan anksiyete diizeyini azalttigi
gosterildi (Sekil 20C). Literatlirde egzersizin siganlarda anksiyete diizeyi iizerine
olan etkileri hakkinda tartismali sonuglar bulunmaktadir. Istemli tekerlek cevirme
(Dishman ve ark.,1996) ve kosubandi egzersizinin anksiyete lizerine olumlu etkileri
bildirilmistir (Fulk ve ark., 2004). Yiizme egzersizinin anksiyolitik etkili oldugunu
gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir (Abeer ve ark., 2014; Da Cruz ve ark., 2014).
Burghardt ve ark., ise istemli tekerlek gevirme egzersizlerinin anksiyojenik etkili
oldugunu bildirmiglerdir (Burghardt ve ark., 2004). Mevcut ¢aligmada holeboard
testinde yiizme egzersizinin Alzheimer ile olusan anksiyeteyi azalttig1r gosterildi ve
bu bulgular Abeer ve Da Cruz’un bulgulariyla uyumludur.

Glukokortikoidler adrenal korteksten egzersiz stresine cevap olarak salinirlar.
Cok sayida c¢alismada fiziksel egzersizin strese bagli bozukluklari diizelttigi
duygudurumu, kognisyonu diizelttigi gosterilmistir (Yap ve ark., 2008). Liu ve
ark.’lar1 ylizme egzersizinin deksametzona maruz kalan sicanlarda serum

kortikosteron diizeyini azalttigimi gostermiglerdir (Liu ve ark., 2012). Yiizme
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egzersizinin serum kortizol diizeyine olan etkilerinin arastirildig1 bagka bir ¢calismada
ise 21 ve 42 giinliik egzersizlerinin serum kortizol diizeyini azalttigin1 ve kisa orta ve
uzun donemli bellegi giiglendirdigi gosterilmistir (Radahmadi ve ark., 2014). Diger
bir ¢aligmada ise akut ylizme egzersizinin serum kortizol diizeyini arttirdig1 rapor
edilmistir (Contarteze ve ark., 2008). Mevcut ¢aligmada egzersiz yapan OVT+D-
GAL gruplarinda serum kortizol diizeyinde artma yoktu (Sekil 20D). Diizenli siirekli
egzersizlerin stres parametrelerinin azalttigin1 gosteren bulgularimiz, Radahmadi ve
Liu'nun calismalariyla da uyumludur ilave olarak bizim ¢alismamizda AH
durumunda egzersizin etkileri gosterildi. Diger taraftan insanlarda yapilan ¢aligmalar
akut direng egzersizlerinin adrenokortikotropik hormonu (ACTH) ve serum
kortizollinli arttirdigin1 gostermistir. Kronik direng egzersizlerine bakildiginda ise
serum kortizol diizeylerini arttirdigini, azalttigim1 ya da degistirmedigini gosteren
farkli sonuglar karsimiza ¢ikmaktadir (Benini ve ark., 2015; Kon ve ark., 2012).
Hayvanlarda gorulen degisik sonuglar ise kas kiitlesindeki farkliliklarla iligkili olarak
aciklanmaya calisilmistir. Bu nedenle akut direng egzersizindeki kortizol artisi
metabolik stresi ifade ederken, kronikteki degisimler ya da degisimin olmamasi
protein metabolizmasini da igeren doku homeostazisiyle iliskili goriinmektedir
(Kraemer ve Ratamess, 2005). Mevcut calismada taklit cerrahi direng egzersiz
grubunda serum kortizol diizeyi artmig bulunmas literatiirdeki celiskili sonuclara
paralel goriinmektedir. Calismamizda gozlemledigimiz baska bir nokta ise agirlikli
merdiven c¢ikma egzersizlerinin siganlar tarafindan yiizme egzersizleri kadar
kolaylikla yapilmadigi olmustur. Ozellikle OVT+D-GAL gruplarinda agirlikli
merdiven ¢ikan sicanlarin 6. haftada egzersizleri yaparken doniip agirlik baglanan

kuyrugu isirma hareketi seklinde direng gosterme eylemleri gézlenmistir.
7.4. Obje Tamima Testi ve Tanima Bellegi

Literatirde D-galaktoz ve overektomi modelinde Y labirent testinde 6grenme
yeteneginin bozuldugu, pasif kaginma testinde bozukluk oldugu gdésterilmistir (Hua

ve ark., 2007). Ancak bu modelde obje tanima hafizasinin nasil etkilendigi

bilinmemektedir. Bizim ¢alismamizda obje tanima hafizasinda sedanter kontrole gore
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OVT+D-GAL sedanter grupta belirgin bozulma gozlenmistir (Sekil 21). Bununla
birlikte tek basina D-galaktoz ile yapilan yaslilik ¢alismalarinda literatiirde obje
tanima hafizasi ile iligkili tartismal1 veriler mevcuttur. Tikhonova ve ark.’lar1 3 aylik
Wistar siganlarda 150 mg/kg dozda D-galaktoz’un obje tanima testinde belirgin bir
bozukluk yapmadigimi (Tikhonova ve ark., 2014), Nam ve ark.’lar1 ise 100 mg/kg
dozda D-galaktozun 10 hafta uygulanmasinin obje tanima ve Moris’in su labirent
testinde hafizada bozulma yaptigini gostermislerdir (Nam ve ark., 2013).Yine Wei ve
ark.’lart farelerde 8 hafta D-galaktoz uygulamasinin obje tanima hafizasini
bozdugunu ancak aragtirmacit davranisi etkilemedigini (Wei ve ark., 2005)
gostermislerdir. Aymi grup 4 ila 8 hafta D-galaktoz uygulamasinin obje tanima ve
yon bulma bellegini bozdugunu ve bu hayvanlarda iyon transportunda rol alan
genlerin ekspresyonlarinin azalmasinin bu bozulmada rol alabilecegini One
stirmiislerdir (Wei ve ark., 2008). Wang ve ark. ise D-galaktoz uygulamasinin obje
tanima testinde bozulma yapmadigini, uzamsal hafizada bozulma yaptigin1 6ne
stirmiiglerdir (Wang ve ark., 2009). Baska bir ¢alismada ise 300 mg/kg dozunda D-
galaktozun bir aylik erkek Wistar sicanlarda 8 hafta boyunca uygulanmasinin
uzamsal hafizada bozulma yapmadigi gosterilmistir (Cardoso ve ark., 2015). Bu
durum erkek kemirgenlerin tipik olarak kadinlardan objelerin lokasyonu ve taninmasi
acisindan daha avantajli olmalar1 ile agiklanabilir (Cost ve ark., 2012). Ostrojenin
eksikligine bagli olarak obje tanima hafizasinda bozulma oldugu ve bu bozulmanin
hipokampal CA3 ve CALl bolgelerinde ve prefrontal korteksteki piramidal
noronlardaki  dallanma yogunluklarinda belirgin azalmaya baglhh bellek
bozukluklarina neden olabilecegi gosterilmistir (Wallace ve ark., 2006) ve ustelik
disi kemirgenlerin obje tanima performasinda ovarian steroidlerin yiikselen degerleri
ile artis oldugu da bilinmektedir (Cost ve ark., 2012).

Calismamizda yiizme, direng ve kombine egzersizlerin Alzheimer ile bozulmus
olan tanima bellegini farkli derecelerde olmak iizere belirgin sekilde diizelttigi
gosterildi (Sekil 21). Literatiirde direng egzersizi ile Alzheimer iliskisine dair fazla
veri bulunmamaktadir. Sosa ve ark.’lar1 direng, esneklik denge ve koordinasyon
egzersizleri sonras1 Alzheimer hastalarinda diisme riskinde azalma ve {ist ve alt viicut
kas kuvvetinde ve esneklik, ceviklik ve dinamik denge ve dayanmiklilikta artis

gostermisglerdir (Sosa ve ark., 2008). Grace ve ark.’lar1 da strese maruz birakilan
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sicanlarda egzersizin tanima bellegi iizerinde olumlu etkileri oldugunu rapor
etmislerdir (Grace ve ark., 2009). Ancak diren¢ egzersizinin Alzheimer ile ilgili
kognitif fonksiyonlara olan etkisi konusunda literatiirde ¢aligma bulunmamaktadir.
Cassilhas ve ark. direng egzersizi yapan saglikli siganlarda pasif kaginma testi
performansi ile sistemik IGF-I konsantrasyonu arasinda pozitif korelasyon oldugunu
gostermislerdir (Cassilhas ve ark., 2012). Bizim g¢alismamizda da direng egzersiz
yapan OVT+D-GAL grubunda serum IGF-I dizeylerinin ve obje tanima testi
performansimin arttig1 Cassilhas ve ark.’na benzer sekilde gdzlendi dahasi direng
egzersizlerinin tek bagina ya da ylizme egzersizi ile kombine olarak yapilmasinin
bozulmus tanima belleginde belirgin diizelme yaptig1 gosterildi (Sekil 21).

Alzheimer hastaliginda yiizme egzersizinin etkileri konusunda da literatiirde fazla
calisma bulunmamakla birlikte kemirgen hafizasinda ylizme egzersizlerinin
etkilerinin arastirildig1 bir ¢aligmada giinde iki defa 10’ar dakikalik ylizme egzersizi
yapilmasmin 30 giin sonunda Hebb-Williams labirenti ve Pasif kagcinma testinde
beyin fonksiyonlarini gelistirdigi gosterilmistir ve bunun altinda yatan mekanizmanin
da norogenezi arttirarak oldugu oOne siiriilmiistiir ve arastirmacilar Alzheimer
hastalariin hayat stillerinin igerisine egzersizi entegre etmelerinin yararl olacagini
tavsiye etmislerdir (Parle ve ark., 2005). Souza ve ark.’da intraserebroventrikiiler
AP1-40 uygulanan AH fare modelinde uygulama 6ncesinde 8 hafta sire ile ylizme
egzersizi yapilmasinin kisa ve uzun donemli bellekteki bozulmay1 6nledigini obje
tanima testinde gostermisledir (Souza ve ark., 2013). Diger bir aerobik egzersiz tiirii
olan kosubandi egzersizlerinin Alzheimer’a olan etkileri konusunda ise literatiirde
calismalar mevcuttur. Yapilan calismalarda AP ile olusturulan Alzheimer modelinde
kosuband1 egzersizlerinin norogenezi arttirarak kisa siireli hafizayr diizelltigini
stepdown tipi ka¢inma testinde (Kim ve ark., 2014), uzun siireli kolaylastirma (LTP)
ile iligkili molekiilleri etkileyerek uzamsal hafiza performanisini arttirdigini radiyal
kollu su labirenti ile gosterilmistir (Dao ve ark., 2013). Calismamizda da farkli bir
deneysel Alzheimer modelinde ve hastaligin gelisim asamasinda tek bagina ya da
direng egzersizleri ile kombine olarak yizme egzersizi yapilmasinin veya direng
egzersizi uygulamalarinin bozulan epizodik bellegin bir tiirii olan tanima belleginde

belirgin sekilde diizelme yaptig1 gosterildi.
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7.5. Serum IGF-1 Duzeyi

IGF-1 fonksiyonel olarak énemli bir nérotrofik faktordir, 6nemli bir miktari
karacigerde sentezlenir ve MSS’de dahil olmak iizere tiim viicuttaki dokular etkiler
(Adams ve ark., 2009). Reseptorleri kemirgen ve insan beyninde bulunmaktadir ve
karacigerde retilen IGF-I’in aktif olarak kan beyin bariyerini gectigi ve ndrotrofik
etkilere sahip biiyiik bir endokrin kaynak oldugu bilinmektedir (Schulingkamp ve
ark,. 2000; Reinhardt ve Bondy, 1994). IGF-I"in n6roprotektif ve nérogenezi arttirici
etkileri gosterilmistir (Aberg ve ark., 2000; Venters ve ark., 2001). Bir ¢alismada
noroprotektif hormon olarak serum IGF-I diizeylerinin yaslanma sirasinda
diistiigiinii, Alzheimer patogenezinde rol alan AB’nin ise beyinde yaslanmayla korele
sekilde biriktigi bildirmistir. Buna gore yiiksek beyin AP diizeyleri mutant farelerde
erken yaslarda goziikiir ve bu farelerde diisiik IGF-I diizeyleri vardir ve bu karsilikli
iliski muhtemelen serum IGF-I’in alblimin ve transitretin gibi A tasiyici proteinlerin
beyine transportunu arttirarak beyinde AP klirensini arttrma yetenegi oldugunu
gostermektedir. Bu bilgilere dayanarak dolasimdaki IGF-I’in fizyolojik bir
diizenleyici olarak beyin amiloid diizeylerini azaltacagi (Carro ve ark., 2002) ve
diisiik serum IGF diizeylerinin AH riskini arttirdigi (Westwood ve ark., 2014) 6ne
stiriilmiistiir. Calismamizda da OVT+D-GAL egzersiz gruplarinda azalan AP
diizeyleri ile artan serum IGF-I diizeyleri gozlenmistir (Sekil 22). Egzersizlerle artan
serum IGF-I diizeylerinin Carro ve ark.’nin One silrdiigii sekilde beyin AP
diizeylerini azaltmasi olasidir (Carro ve ark., 2002). Buna karsin bazi insan
calismalarinda serum IGF-I diizeylerinin Alzheimer’l1 hastalarda arttig1 bildirilmis ve
IGF-I sisteminin hastalik durumuyla iligkili biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi 6ne
stirilmiistiir (Johansson ve ark., 2013; Salehi ve ark., 2008) . Baska bir ¢calismada ise
ilging bir sekilde serum IGF-I ve IGF-I baglayic1 protein diizeylerinin AH’li
erkeklerde azaldigi kadinlarda ise degismedigi rapor edilmistir (Duron ve ark., 2012).
Caligmamizda da Duron ve ark.’na benzer sekilde ancak farkli olarak bir hayvan
calismasinda disi siganlarda OVT+D-GAL sedanter grupta IGF-1 serum diizeylerinin

kontroliine gore degismedigi gézlenmistir.
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Diger yandan literatiirde egzersiz ve serum IGF-I diizeyleri ile iligkili farkli
sonuglar mevcuttur. Trejo ve ark.’lar1 kosu bandi egzersizinin IGF-I’in kandan
beyinin spesifik bolgelerine alimini arttirarak eriskin hipokampusunda yeni néron
artigina aracilik ettigini rapor etmislerdir (Trejo ve ark., 2001). Carro ve ark.’da
kosubandi egzersizi ile IGF-I’in beyine alimmin arttigini ve beyini toksinle
indiiklenen noéronal hasardan korudugunu bildirmislerdir (Carro ve ark., 2001)
Onceki baska bir calismada da kosubandi egzersizinin serum IGF-I diizeyini
arttirdigini gosterilmistir (Yeh ve ark., 1994) Gomes ve ark. ise 5 glnlik orta
dereceli yuzme egzersizinin normal sicanlarda serum ve hipokampal 1GF-I
diizeyinde degisiklik yapmadigini bildirmislerdir (Gomes ve ark., 2009).
Calismamizda serum IGF-1 diizeylerinde kontrol ve Alzheimer olan tlim egzersiz
gruplarinda taklit cerrahi sedantere gore artis goriilmiistiir. Sadece OVT+D-GAL
direng egzersizi grubunda OVT+D-GAL sedantere gore anlamli bir artis vardir (Sekil
22). Sonuglarimiza gore Alzheimer durumunda yapilacak egzersizlerinin serum IGF-

| duzeylerini arttirarak yararli etkileri olabilecegi soylenebilir.

7.6. Beyin MDA, MPO, Lusigenin,Luminol ve GSH Duzeyleri.

Malondialdehit (MDA) yag asidi oksidasyonunun spesifik yada kantitatif bir
indikatori olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi bir korelasyon
gosterdiginden biyolojik materyalde MDA 6l¢ilmesi lipid peroksit seviyelerinin
belirteci olarak kullanilmaktadir. Enzimatik olmayan lipid peroksidasyonu oldukca
zararli bir zincir reaksiyona neden olur ve direkt olarak membran yapilarina ve
indirekt olarak irettigi reaktif 6zellikli aldehitlerle diger hiicre bilesenlerine zarar
verir ve doku hasarina ve bircok hastaliga neden olur
(http://www.mustafaaltinisik.org.uk/21-adsem-01.pdf, erisim tarihi: 03.01.2016).
Ozellikle de beyinin yiiksek oranda doymamus yag asidi ierdiginden dolay1 oksidatif
hasara kars1 6zellikle hassas bir organ oldugu bilinmektedir (Shichiri, 2014).
Literatlrde sistemik D-galaktoz uygulamasinin lipid peroksidasyonun gostergesi olan
MDA diizeylerinde artis yaptigi gosterilmistir. Ma ve ark.’lart farelerde 120 mg/kg
D-galaktozun 10 hafta boyunca uygulanmasinin hipokampal MDA diizeyinde (Ma ve
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ark., 2014), Cui ve ark.’lar1 7 hafta siiresince uygulanmasinin farelerde periferik
MDA dizeylerinde (Cui ve ark., 2006), Xian ve ark.’lar1 50 mg/kg dozda D-
galaktozun beyin MDA diizeylerinde artis yaptigini rapor etmislerdir (Xian ve ark.,
2011). D-galaktoz ve overektomi modelinde ise bir ¢aligmada lipid peroksidasyonun
farkll bir gostergesi olan tiyobarbitiirik asit reaktif maddelerin (TBARS) degerlerinin
yiikseldigi gosterilmistir (Zhao ve ark., 2012). D-galaktoz ve Alliminyum
uygulamasiyla olusturulan Alzheimer modelinde de korteks ve hipokampal MDA
duzeylerinde artis bildirilmistir (Yang ve ark., 2014). D-galaktoz ve overektomi
modelinde MDA diizeylerine bakilan literatiirdeki tek ¢alismada Su ve ark. fare
beyninde MDA diizeyinin arttigin1 géstermislerdir (Su ve ark., 2010). Calismamizda
da, OVT+D-GAL sedanter grupta artan MDA diizeyi verileri Su ve ark.’nin verileri
ile uyumludur (Sekil 23A). Egzersizin beyinde lipid peroksidasyonu nasil etkiledigi
hakkinda literatiirde tartismali veriler mevcuttur. Litertiirdeki calismalar genellikle
dizenli orta yogunluktaki egzersizin beyinde yararli etkileri oldugu fikrini
desteklemektedir (Aksu ve ark., 2009; Chalimoniuk ve ark.,, 2015). Baz
caligmalarda akut yiizme egzersizlerin beyin MDA diizeylerini degistirmedigi
(Turgut ve ark., 2013), baz1 caligmalarda da yilizme egzersizinin beyin MDA
diizeylerini arttirdi@i  gosterilmistir (Sakr ve ark., 2015). Hareketsizlik stresi
modelinde, akut yilizme egzersizinin beyin lipid peroksidasyonunu azalttigi
bildirilmistir (Radak ve ark., 2001). Diizenli yapilan egzersizin beyin MDA
diizeylerini azalttig1 literatiirdeki ¢alismalarda Somani ve ark.’lar1 6,5 hafta yapilan
kosubandi1 egzersizlerinin (Somani ve Husain., 1997), Liu ve ark.’lar1 da 8 hafta
yapilan kosubandi egzersizlerinin beyinde MDA diizeyini azalttigin1 gostermislerdir
(Liu ve ark., 2000). Direng egzersizlerinin siganlarda ve beyin MDA diizeyini nasil
etkiledigi konusunda literatiirde bir bilgi bulunmamaktadir. Mevcut ¢alismadaki
sonuglarimiz c¢aligmada uygulanan egzersiz modellerinin beyin MDA diizeylerini
azalttigim1 gbstermistir (Sekil 23A) ve bu sonuglar diizenli egzersizlerle beyin MDA
diizeylerinin azaldigin1 gdsteren ¢alismalarla uyumludur.

Miyeloperoksidaz bir hem proteini olup fagositik hiicreler tarafindan
inflamasyon esnasindaki doku hasarina neden olan oksidanlara yanit olarak {iretilir
(Green ve ark., 2004). Bu fagositik hiicrelerin arasinda doku makrofajlar1 (Daugherty
ve ark., 1994) ve beyinde de mikroglialar (Reynolds ve ark., 1999) bulunmaktadir.
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Miyeloperoksidaz, nitritleri reaktif nitrojen tdrlerine okside eder ve lipid
peroksidasyonu baglatir (Eiserich ve ark., 1998), serbest amino asitleri reaktif
aldehitlere cevirir ve AGEs olusumuna katkida bulunur (Anderson ve ark., 1999).
Alzheimer’l1 insan beyinlerinde korteks ve hipokampusta MPO ekspresyonunun
arttigi gosterilmistir ve MPO’nun sitotoksik oksidanlarin {iretilmesi i¢in potent bir
katalizér oldugu bildirilmistir (Green ve ark., 2004). Deneysel Alzheimer
modellerinde MPO aktivitesinin arastirildigi ¢alisma sayist ¢ok kisithidir. Yalabik ve
ark.’lar1 intraserebroventrikiiler STZ ile olusturulan Alzheimer modelinde beyin
MPO diizeylerinin arttigini gostermislerdir (Yalabik ve ark., 2013). Calismamizda da
beyin miyeloperoksidaz aktivitesi OVT+D-GAL sedanter ve direng egzersiz
gruplarinda taklit cerrahi sedantere gére anlamli sekilde artmis bulunmustur. Bu artis
AH’da mikrogial aktivasyon meydana geldigi tezini desteklemektedir (Morales,
2014). Bu artis aerobik ve kombine egzersiz gruplarinda gézlenmemistir (Sekil 23B).
Kronik inflamatuar siireglerde MPO aktivitesinin ve iliskili oksidanlarin artisi
bilinmektedir (Heineke, 1999) bu nedenle bir gesit kronik inflamasyon olan AH’daki
doku hasarma katkida bulunmasi ¢ok muhtemeldir. Orta dereceli direng
egzersizlerinin yaslt insanlarda sistemik MPO diizeylerini diistirdiigii (Valls ve ark.,
2014), kronik ylzme egzersizlerinin de stresle artan beyin MPO dizeylerini
diigiirdiigii (Ozbeyli ve ark., 2015) gosterilmistir. Bizim calismamizda direng
egzersizlerinin OVT+D-GAL ile artan MPO diizeylerini diigiirmeden yetersiz
kaldigin1 ancak aerobik ve kombine egzersizlerin MPO diizeylerinin artmasini
Onledigi gosterilmistir. Ancak higbir egzersiz OVT+D-GAL ile artan MPO
diizeylerini diigiirmemistir (Sekil 23B).

Lusigenin superoksit radikalinin (O.-) indirekt bir gostergesidir (Rembish ve
Trush., 1994). Siiperoksit radikali suyla birlesince hidrojen peroksit (H,O2) olusturur.
Olusan H,0,, Fe ile birleserek fenton reaksiyonlari sonunda ROS {ireterek ndronlara
zarar verir (Meydani, 2001). Superoksit radikalinin fizyolojik bir serbest radikal
nitrik oksit (NOe) ile birlesmesi ile bir reaktif oksijen tiirii olan peroksinitrit
(ONOO-) meydana gelir. Peroksinitritin metabolize olmasiyla, nitrit (NO2—) ve
nitrat (NO3—) olusur. Peroksinitrit, azot dioksit (NO2e), hidroksil radikali (OHe),
nitronyum iyonu (NO2+) gibi toksik iirlinlere doniisebilir ve nitrik oksitin (NOv)

zararl etkilerinden peroksinitrit sorumludur (http://www.mustafaaltinisik.org.uk/21-
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adsem-Ol.pdf erisim tarihi: 28.12.2015). Stperoksit radikali (O.-), Fe*
katalizorliigiinde su ile reaksiyona girdiginde hidroksil (-OH) radikallerini olusturan
“Haber-Weiss reaksiyonu” meydana gelir (Duthie et al., 1989). Hidrojen peroksit,
superoksit anyonu, OH radikali gibi reaktif oksijen tirleri ve oksidatif stresin AH
patofizyolojisinde rol oynadigi bilinmektedir (Castellani, 2007). Proteinlerin,
lipidlerin ve DNA’nin oksidatif hasar1 hiicresel disfonksiyondan ve yasa bagh
o0grenme ve bellek bozukluklar1 gibi fonksiyonel bozukluklardan sorumludur
(\Varadarajan ve ark., 2000).

D-galaktoz uygulamasiin beyinde oksidatif parametreleri arttirdigi gosteren
¢alismalar bulunmaktadir (Wang ve ark., 2011;Wang ve ark., 2015). Ma ve ark.’lari
120 mg/kg D-galaktoz uygulamasinin sigan beyninde oksidatif hasar yaptigini ve
mitokondriyal ROS’un belirgin sekilde arttigin1 gostermislerdir (Ma ve ark., 2014).
Bizim ¢aligmamizda OVT+D-GAL sedanter grupta lusigenin dizeyleri kontroliine
gore artmis bulundu. Bu bulgu Ma ve ark.’nin g¢aligmalar1 ile uyumludur. Ancak
gruplar arasinda luminol diizeylerinde fark bulunmadi. Orta dereceli fiziksel egzersiz
esnasinda global ve bdlgesel beyin kan akimi oksijen icin metabolik ihtiyacin
artmasina baglh olarak %40-70 oraninda artmaktadir (Hiura ve ark., 2014). Artmis
oksijen tiiketimi, siiperoksit anyonu, hidroksil radikali, NO ve eslenmemis oksijen
gibi cesitli farkli reaktif oksijen tiirlerinde (ROS) mitokondrideki elektron transport
zincirindeki elektron kagaklariyla iligkili oksidatif fosforlasyona bagli artisa neden
olur. Meydana gelen siiperoksit radikali Siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan
hidrojen peroksit ve eslenmemis oksijene ¢evrilir. Hidrojen peroksit, katalaz (CAT)
ve Glutatyon peroksidaz (GPx) tarafindan su ve oksijene doniistiriiliir (Kudin ve
ark., 2008; Malinska ve ark., 2009). Iste burada egzersizler hiicresel antioksidan
sistemde tam anlamiyla bir adaptasyona neden olarak oksidatif strese ve hiicresel
hasara kars1 koruma saglarlar (Leecuwenburgh ve ark., 1997; Scopel ve ark., 2006;
Goto ve ark., 2007). Epidemiyolojik ¢alismalarda egzersizin oksidatif hasarla iligkili
hastaliklarla azalma sagladigi gosterilmistir (Radak, 2004). Mevcut g¢alismada
peroksit radikalinin gostergesi olan lusigenin dizeyleri taklit cerrahi aerobik ve
kombine egzersiz gruplarinda ve Alzheimer sedanter ve aerobik egzersiz gruplarinda
taklit cerrahi sedantere goére artmis bulundu (Sekil 23C). Bu sonuglar aerobik

egzersiz iceren egzersiz model gruplarinda aerobik egzersizin yan etkisi olarak

101



peroksit radikalini arttirma potansiyeli oldugunu gdsteren Kudin ve Malinska'nin
sonuglartyla uyumludur. Ancak Glutatyon diizeylerinin yapilan tiim egzersizlerle
artmis bulunmasi1 (Sekil 24D) egzersizlerin antioksidan sistemi stimiile ederek
koruma sagladigini 6ne siiren Leewuenburg, Scopel ve Goto’nun g¢alismalariyla
uyumludur. Bununla birlikte eriskin hipokampusunun demirle indiiklenen oksidatif
strese kars1 olduk¢a duyarli oldugu bilinmektedir. Aerobik egzersizin adaptasyon
mekanizmalariyla oksidatif stresi azalttig ileri stirlilmistiir ancak hipokampus igin
tartismalar devam etmektedir. Uzun donem yapilan aerobik egzersizlerin
hipokampusta redoksla aktive olan demiri arttirabilecegi ve bunun da Fenton
reaksiyonu aracili hidroksil radikalinin artmasina neden olabilecegi ve artan endojen
NO diizeylerinin durumu daha da kétiilestirdigi de one siiriilmiistiir (Chen ve Xiao,
2014)

Hucresel reduksiyon—oksidasyon durumundaki dengesizlik redoks durumu adini
alir ve oksidatif strese neden olur. Tiyol (Siilfidril) gruplar1 hiicresel redoks
homeostazisinde énemli rol oynar. Sistein ve methionin tiyol iceren aminoasitlerdir.
Glutatyon ise sistein i¢eren bir tripeptitdir ve glutamat, sistein ve glisin’den olusur.
Hiicre i¢inde glutamil sistein ligaz ve GSH sentetaz tarafindan katalizlenen
reaksiyonlarla sentezlenir. Glutatyon en fazla karacigerde olmak Uzere beyinde de
bulunur ve milimolar konsantrasyonlardadir (Aoyama ve Nakaki., 2015). Sinirsel
duzeyde ana redoks savunma sistemi Glutatyondur ve MSS’de esas olarak astrositler
tarafindan sentezlenir (Dringen, 2000). Glutatyon antioksidan 6zelliklerinin yaninda
bliyiik miktarda indirgeyici bilesenler icerdiginden redoks tamponlayicisidir. GSH
molekdllerinin sulfhidril reziddlleri kolayca okside olarak GSH disiilfidi (GSSG)
olusturur, bu da GSH rediktaz (GR) ile tekrar glutatyona doniistiiriiliir (Aoyama ve
Nakaki, 2015). Glutatyon serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek
hiicreleri oksidatif hasara karst korur. Proteinlerdeki siilthidril (-SH) gruplarini
rediikte halde tutarak bu gruplari oksidasyona karsi korur ve boylece fonksiyonel
proteinlerin ve enzimlerin inaktive olmalarini engeller. Glutatyon (GSH) yabanci
bilesiklerin detoksifikasyonunu ve amino asitlerin membranlardan gegigini saglar.
(http://www.mustafaaltinisik.org.uk/21-adsem-01.pdf, erisim tarihi: 03.01.2016).
Glutayon oksidatif strese karsi enzim kofaktorii 6zelliklerine de sahiptir. Beyinde

GSH sentezindeki bozukluklar oksidatif stresi daha da kotiilestirir ki bu oksidatif
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stres yasla iligkili norodejeneratif hastaliklarla iligkilidir. Beyin hicrelerinde reaktif
oksijen tdrlerini hucresel duzeyde detoksifiye eder (Aoyama ve Nakaki., 2015).
Farkli hiicre tiplerinde yapilan invitro ¢aligmalarda beyinde sadece astrositlerin
glutatyon kaynagi oldugunu gostermistir (Dringen and Hirrlinger, 2003). Su ve
ark.’lart 8 hafta boyunca 100mg/kg dozda D-galaktoz verilen overektomize farelerde
Glutatyon diizeylerinde diisme (Su ve ark., 2010), Hua ve ark.’da 6 hafta D-galaktoz
verilen si¢anlarda hipokampusta astrositik dejenerasyon ve GSH diizeylerinde diisme
bildirmislerdir (Hua ve ark., 2008). Glutatyon hipokampal astrositler tarafindan
sekrete edildiginden glutatyondaki diigmenin astrosit dejenerasyonu kaynakli oldugu
one siirilmistir (Hua ve ark., 2008). Calismamizda OVT+D-GAL grubunda beyin
GSH diizeylerinde belirgin diisme gozlenmistir (Sekil 23D) ve bu sonuglar Hua ve
Su’nun bulgulariyla uyumludur. OVT+D-GAL sedanter grubunda gozlenenen diisiis
GSH’n reaktif oksijen tiirlerini notralize etmeye calismasina baglidir. Literatiirde
egzersizlerin beyin GSH diizeylerine etkileri hakkinda farkli veriler mevcuttur.
Somani ve ark’lar1 7,5 hafta siiresince yapilan kosuband1 egzersizlerinin beyin GSH
diizeyini degistirmedigini bildirmislerdir (Somani ve ark., 1995). Ozkaya ve ark.’da
aerobik egzersizin beyin antioksidan diizeyini etkilemedigini bildirmislerdir (Ozkaya
ve ark., 2002). Santin ve ark.’lar1 ise 12 hafta boyunca yapilan orta yogunlukta
egzersizin hipokampal GSH diizeyini arttirdigin1 (Santin ve ark., 2011), Teixeira ve
ark.’da 8 hafta boyunca yapilan ylzme egzersizlerinin striatumda GSH dizeylerini
yiikselltigini gostermislerdir (Teixeira ve ark., 2008). Macedo ve ark. ise yizme
egzersizin overektomize siganlarda beyin GSH diizeyinde fark yaratmadigin
bildirmislerdir (Macedo ve ark., 2013). Rodrigues ve ark.’lar1 da STZ ile olustrulmus
deneysel Alzheimer modelinde orta yogunlukta kosubandi egzersizinin hipokampal
GSH diizeyini arttirdigin1 (Rodrigues ve ark., 2010), Goto ve ark.’lar1 yash
siganlarda ve egzersizler geg yasta baslasa bile 9 hafta yapilan yiizme egzersizlerinin
beyin glutatyon diizeyini arttirdigini (Goto ve ark., 2007), Tung ve ark.’lar1 da 1,5 ay
yapilan kronik egzersizlerin yasl farelerde lipid peroksidasyonu diisiirdiigiinii ve
antioksidan aktiviteyi arttirdigini (Tung ve ark., 2015) gostermislerdir. Iskemi
reperfiizyon modelinde de 8 hafta boyunca yapilan kosubandi egzersizlerinin
hipokampus ve perfrontal kortekste glutayon diizeylerini arttirdigi gosterilmistir

(Schimidt ve ark., 2014). Mevcut ¢alismamizda haftada 3 giin yapilan egzersiz
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modellerinin kontrol veya OVT+D-GAL’ li hayvanlarda beyin GSH dizeylerini
arttirdig1 gosterildi (Sekil 23D) ve bu bulgular diizenli egzersizlerinin beyinde GSH
diizeylerini arttirdigim1i = gosteren calismalarla uyumludur. Beyin glutatyon
diizeylerinin artisinin haftada 3 defa yapilan yiizme, diren¢ ve kombinasyon
egzersizlerinin Alzheimer hastalifinda meydana gelen oksidatif stresi azaltip,
hiicresel antioksidan mekanizmay1 giiclendirerek miicadele edebilme kabiliyeti
olusturdugu go6zlenmis olup, egzersizlerin nonfarmakolojik bir ara¢ olarak

kullanilabilecegini diistindurmektedir.

7.7. Beyin NO Aktivite Dlzeyi

NO normal fizyolojik kosullarda biyolojik bir mesajc1 olarak néromodiilasyon,
sinaptik plastiste ve noral iletide rol alan difiize olabilen bir gazdir. N6ronal NOS
(nNOS) bir Ca2+-calmodulin-bagimli NOS izoformu olarak tiim beyin hiicrelerinden
(noron, astrosit, glia) siirekli olarak salinir. Patolojik kosullarda asir1 NO {iretiminin
norodejenerasyon ve noroinflamasyon gibi siireglerde rol aldigi bildirilmistir. Akut
ve kronik inflamasyon NO olusumunu ve nitrooksidatif stresi indiikler (Holscher,
1997; Calabrese ve ark., 2004; Gong ve ark., 2016). Asir1 NO iiretimi, NMDA
reseptorlerinin  slirekli  glutamat  salimimiyla uyarilmasmma  bagli  olarak
eksitotoksisiteye neden olurken astrositler ve mikroglial hicrelerde de
proinflamatuar uyarilarla asirt NOS meydana gelir (Dawson ve Dawson, 1998).
Noronlar nitrooksidatif strese karsi glial hiicrelerden daha savunmasizdir (Calabrese
ve ark., 2004). Ayrica NO, inflamasyon yapici ve serbest radikal olusturucu
ozellikleriyle Alzheimer gibi norolojik bozukluklarla da iliskilendirilmistir (Liu ve
ark., 2002; Togo ve ark., 2004). Ayrica siiperoksit radikaliyle NO’nun etkilesimiyle
meydana gelen peroksinitritin  proteinleri nitrasyonla hasara ugrattigi da
gosterilmigtir. Xian ve ark.’lar1 8 hafta boyunca D-galaktoz uygulamasinin beyin NO
aktivitesini belirgin sekilde arttirdigini bildirmislerdir (Xian ve ark., 2014). En son
yapilan bir ¢alismada 6 hafta boyunca 150 mg/kg D-galaktoz uygulamasinin fare
beyninde belirgin sekilde NO artis1 yaptig1 gosterilmistir (Gong ve ark., 2016). D-

galaktoz tarafindan olusturulan oksidatif stresin noroinflamasyona neden oldugu
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bunun da uyarilabilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS), (Siklo oksijenaz-2) COX-2 ve
Nukleer faktor kappa B (NF-xB) aracili oldugu bildirilmistir (Xian ve ark., 2014).
Ayrica merkezi sinir sisteminde (MSS) aktive olmus glial hiicrelerden NOS
saliniminin artisinin NO’ nun asir1 liretimine ve buna bagli hasarlara neden oldugu
rapor edilmistir (Calabrese ve ark., 2000). Literatiirde, ¢alismada uygulanan uzun
streli D-galaktoz uygulamasi ve overektomi ile olusturulan Alzheimer modelinin,
NO aktivitesini nasil etkiledigine iligkin bilgi bulunmamaktadir. Calismamizda
OVT+D-GAL gruplarinda kontrol sedantere gore NO aktivitesinde belirgin artis
oldugu gosterildi  (Sekil 24). Buna dayanarak D-galaktoz ve overektomi
uygulamasinin sigan beyninde nitrooksidatif stres olusturdugu ve Alzheimer
patogenezinde rol oynadigini séylenebilir.

Egzersiz’in beyin NO dizeyine etkilerinin incelendigi bir invitro iskemi
modelinde 8 hafta boyunca, haftada 5 gin 30 dk.’lik yiizme egzersizlerinin NO
salintmini azalttig1 gosterilmistir (Leite ve ark., 2012). Diger yandan orta yogunlukta
aerobik egzersizin fare beyninde ndéronal NOS (nNOS) dizeyini (Boveris ve
Navarro, 2008) ve eNOS’u arttirdigi (Viboolvarkul ve Patumraj, 2014)  rapor
edilmigtir. Calismamizda ise uygulanan egzersiz modellerinde OVT+D-GAL
sedanterde artan NO aktivite diizeyinin aerobik egzersiz ile diisme egilimi
gOstermesine ragmen anlamli olarak degismedigi gozlendi (Sekil 24). NO sentezinin
egzersiz ile indiiklenen BDNF ekspresyonu icin esansiyel oldugu (Chen ve ark.,
2006) ayrica egzersiz esnasinda beyin NO inhibisyonunun siganlarin egzersiz
performansinda diisme yaptigi ve NO’nun egzersiz sirasindaki metabolik uyum igin
gerekli oldugunu gosterilmistir (Lacerda ve ark., 2006). Uygulanan diger egzersiz
modellerinin NO salmimimi degistirmemesinin nedeni egzersizin ndromodiilator
olarak NO diizeylerini arttirma kapasitesi oldugu diisiintildiigiinde anlasilabilir

olmaktadir.
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7.8. Hipokampal APP695 Gen Ekspresyonu ve Ap1-42 immunohistokimyasal

Degerlendirme Skoru

Noronlardaki yeni sentezlenen APP golgiden aksona transport edilir veya
hiicredeki endozomal bdlmelere alinir. Bazi APP’ler endozomal yapilardan hiicre
ylzeyine alindiktan sonra APP a-sekretaz ile kesilir, sAPPa fragmani olusur ve
hiicreden uzaga diflze olurken bazi APP’ler endozomlarin igine tekrar alinirlar
burada A tiretilir ve endozomlar hiicre ylizeyine AP ve sAPPP’y1 salarlar (Sekil 29).
Hiicre yiizeyinde APP direkt olarak a-sekretaz ve y-sekretaz ile islenmesi AP
tiretilmesine yol agmazken endozomal kompartmanlarda bulunan BACE1 ve y-
sekretaz ile islenme AP iiretilmesine neden olur (O’Brien ve Wong., 2011). Neden
bazi yilizey APP’lerin endozomlara alindig1 ve bazilarinin ise direkt olarak a-sekretaz
ile islendigi agik degildir (O’Brien ve Wong., 2011). APP genindeki mutasyonlara
bagli olarak olusan APP’nin yapisal degisimleri de AP iiretilen yolun aktif olmasina
neden olabilir. APP geni 21. kromozomda lokalizedir ve APP dretimi 1.5 kat fazla
olan trizomi 21°1i bireylerde Alzheimer’in néropatolojik belirtileri 40 yasindan sonra
ortaya ¢ikmaktadir. Bu da artmis APP ekspresyonunun artmis A iiretimine neden
olabilecegine isaret etmektedir (Blom ve Linnemann., 1992). APP’nin néronal ve
glial hiicrelerde asir1 tiretiminin kaspaz-3’ii aktive ederek hiicreyi dliime gotiirdigi
ve mikroglialar1 aktive ederek inflamatuar cevabi indiikledigi One siiriilmiistiir
(Masumura ve ark., 2000). Dahas1 son zamanlarda insan APP geninin fazla eksprese
edildigi Alzheimer transgenik hayvan modelleri de literatlirde goriilmektedir (Lee ve
ark., 2014; lulita ve ark., 2014). Calismamizda da hipokampal APP diizeylerinin
Alzheimer sedanter grupta taklit cerrahi kontrole gore arttigi ve bu artis1 kombine
egzersiz uygulamasinin azalttigi gosterilmistir. Alzheimer aerobik egzersiz grubunda
bu artigin devam ettigi, direng egzersizin ise APP gen ekspresyonunda bir degisime
neden olmadigi gorilmiistiir (Sekil 25A). Lin ve ark.’t APP/PS1 transgenik fare
modelinde 4 hafta boyunca yapilan orta dereceli kosubandi egzersizinin APP
diizeyini degistirmedigini gostermislerdir (Lin ve ark., 2015). Mevcut ¢alismada ise
APP gen ekspresyonu diizeyinin kombine egzersiz ile azaldig1 direng egzersizi ile

degismedigi gosterildi (Sekil 25 A).
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Hua ve ark.’min uyguladigi Alzheimer modelinde hipokampal CA1, CA2 ve
Dentat girusta intrandronal AP birikimi D-galaktoz ve overektomi sonrasi 6. haftada
gbzlenmistir. Bu modelde arastirmacilar plak olusumu gozlenmedigini muhtemelen 6
haftanin plak olusumu i¢in yetersiz oldugunu bildirmislerdir (Hua ve ark., 2007).
Plak olusumu 6ncesi hiicre i¢i AP birikiminin Alzheimer benzeri bir model olarak
gelistirildigi McGill-R-Thyl-APP transgenik fare modelinde de plak olusumu
olmadan intrandronal A birikiminin hipokampusun CA1, CA2 ,CA3 bdlgelerinde
ve Dentat Girusta meydana geldigi ve bu durumun uzamsal hafizada bozulmaya
neden oldugu gosterilmistir (Leon ve ark., 2010). Baska calismalarda da amiloid plak
olusumu meydana gelmeden o6nce AB’nin Once intrandronal birikimi oldugu
gosterilmis olup (Wirths ve ark., 2002; lulita ve ark., 2014) bu bulgular postmortem
Alzheimer’li beyinlerde valide edilmistir (Fernandez ve ark., 2004). Ayrica lulita ve
ark.’lar1 intrandronal A birikiminin obje tanima testinde bozulmaya neden oldugunu
da gostermistir. Tez calismamizda da hipokampal CA1l, CA3, CA4 bolgeleri ve
Dentat Girusda AP immunoreaktivitesi gosteren ndronlar tespit edilirken
ekstraselliiler plak olusumu gozlenmedi (Sekil 25B, Resim10). Hua ve ark.’lar
Alzheimer gruplarinda kontrollere gore belirgin néronalAf immunoreaktivitesi
gostermislerdir (Hua ve ark., 2007). Transgenik hayvanlarda yapilan caligmalarda
intrandronal Af immunoreaktivitesi gozlerken nontransgeniklerde intrandronal AP
immunoreaktivitesi gézlenmemistir (Takahashi ve ark., 2004; lulita ve ark., 2014).
Mittal ve ark’lar1 D-galaktoz ve overektomi ile Alzheimer olusturulan grupta
kontrollere gore belirgin intrandronal AP immunoreaktivitesi gozlemislerdir. Bizim
calismamizda elde edilen AP immunoreaktivite bulgulari; Hua, Iulita ve Takahashi
ve Mittal’in ¢alismalariyla uyumludur. Ayrica ¢alismamizda noronal AP birikimi ile
korele bulunan obje tanima testindeki bozulmalarda Iulita ve ark’nin verileriyle
uyumludur. Daha onceleri Alzheimer’in patolojik isareti olarak Ap birikiminin
ekstraselliiler alanda oldugu kabul edilmekteydi ancak son yillarda Alzheimer’in
erken doneminde intraselliiler AP birikimi oldugunu ve bununda ekstraselliiler
birikim i¢in Onciiliik ettigi bildirilmistir (Mittal ve ark., 2011).

Yu ve ark.’lar1 D-galaktoz ile olusturulan yaslanma modelinde 8 hafta boyunca
yapilan kosu bandi egzersizlerinin a sekretaz ailesinin bir iiyesi olan ve Af’y1 azaltan

hipokampal ADAM17°nin mRNA diizeyini arttirdigini, bir B sekretaz olan BACE1
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mRNA diizeyini ve sonug olarak AB42 olusumunu azalttigini bildirmisledir (Yu ve
ark., 2013). Egzersizin hangi mekanizmalarla AB’y1 azalttigina dair literatiirde olan
calismalara bakildiginda Moore ve ark., diisiik ve yiiksek yogunluktaki kosubandi
egzersizlerinin solubl AB40 klirensini hem korteks hem de hipokampusta Neprilysin,
Insiilin Degrade Edici Enzim (IDE), Matriks Metallo Proteinaz 9 (MMP9), LDL
Reseptor Iliskili Protein 1 (LRP1) ve Is1 Soku Protein 70 (HSP70) enzim
aktivitelerini indiikleyerek arttirdigini gostermislerdir (Moore ve ark., 2015). Lin ve
ark.’da APP/PSI transgenik farelerde 4 haftalik orta dereceli kosuband1 egzersizi ile
hipokampal AP diizeyinde belirgin azalma oldugu ve bu azalmaninda LRP-I artigina
baglh oldugunu bildirmislerdir (Lin ve ark., 2015). Bizim tez c¢alismamizda
Alzheimer diren¢ ve kombine egzersiz gruplarinda AP immunoraktif ndronlarda
belirgin azalmalar gozlendi ancak olasi AP klirensi ile iligkili enzim diizeylerine
bakilmadi. Bulgularimiz egzersizin AP diizeylerini azalttigin1 gésteren Yu ve ark., ve
Moore ve ark., calismalariyla uyumludur. Bu ¢aligsmalar kosu band1 egzersizleri olup
bizim c¢alismamizda yiizme ve direng egzersizleri gibi farkli egzersiz modelleri
uygulandi. Direng egzersizinin AP iizerine olan etkisi hakkinda literatlirde daha dnce
bir ¢alisma bulunmamaktadir. Yiizme egzersizi ile yapilan tek bir ¢alismada ise
Souza ve ark.’lart intraserebroventrikiiler (icv) olarak yapilan AB1-40 uygulamasi
Oncesi 8 hafta ylizme egzersizi yapmanin hipokampusta ve prefrontal kortekste AB1-
40 diizeyini azalttigin1 gostermislerdir (Souza ve ark., 2013). Mevcut ¢alismada ise
ylizme egzersizi ile hipokampal AB1-42 immunoreaktif hiicrelerde azalma egilimi
vardi ancak bu anlamli bir seviyede degildi. Ancak kombine ve direng egzersizi ile
hipokampal AB1-42 immunreaktivitesi gosteren hicrelerde kendi sedanterine gore
anlamli bir azalma vardi (Sekil 25B) ve bu sonuglar Souza ve ark.’nin ¢aligmalari ile

uyumludur.
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Sekil 29. Noronda APP islenmesi

Yeni sentezlenen APP (Mor kisa ¢izgiler), golgiden aksona transport edilir (1) veya hiicre
govdesinde endozomal kompartmanlara alinir (2). Hiicre yiizeyine gelen bazi APP’ler a-sekretaz ile
kesilirken (6) meydana gelen ¢oziilebilir sSAPPa fragmani1 disariya difiize olurken (yesil), bazilar
endozomlara alinirlar (3) ve burada A {retilir (mavi). AB’ler endozomlardan tekrar hiicre yiizeyine
dondiiriiliir (4) veAPB (mavi) ve sAPPB (mavi) hiicre disina verilir. Endozomlardan tekrar golgiye
transportda retromerler araciligi ile gergeklesebilir (5) (O’Brien ve Wong., 2011).

7.9. Hipokampal NGF Gen Ekspresyonu ve Beyin NGF immunohistokimyasal

Degerlendirme Skorlari

Bir aksonun hedef norona ulagtiktan sonra yasamima devam etmesi ve
farklilasmas1 hedef hiicreden salinan trofik faktorlere baglidir. Gelismekte olan
noronun akson ve dendritleri hedef hiicre ile temas kuramadig: taktirde néron Oliir.
Bu trofik faktorlerden en iyi bilineni NGF’dir. TrkA reseptoriiniin NGF tarafindan
uyarilmasi hedef noronlarda trofik olaylarla iligkili genlerin ekspresyonuna neden
olur (Kurul ve Gulmez., 2007). NGF 36 kDa olan prekirsor protein olarak Uretilip
(pro-NGF) daha sonra hiicre igerisinde furin, hiicre disinda plasmin tarafindan
kesilerek matiir haline getirilir (Allen ve ark., 2011). Hipokampus epizodik bellegin
kritik bir noktasidir ve demans riski olan bireylerde ve AH’nin prodromal fazinda
norodejeneratif degisiklikler gozlenen beyin ilk beyin alanlarindan biridir. Ancak AH
olan beyin bu erken dejeneratif olaylara ragmen prodromal faz esnasinda kayda

deger noroplastisite degisiklikleri de sergiler (Devanand ve ark., 2007). Bu baglamda
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hastaligin gelisim donemine de bagli olarak literatiirde deneysel Alzheimer
modellerinde beyin NGF diizeyleri ve NGF gen ekspresyonu ile iligkili tartismali
veriler mevcuttur. Grunblatt ve ark. tarafindan STZ ile olustrulan AH modelinde
kortekste kantitatif PCR ile NFG-IB (erken gen transkrisyon faktorii)’nin azalmis
oldugu gosterilmistir (Griinblatt ve ark., 2006). Buna karsin NGF-IB mRNA
diizeyleri striatum ve serebellumda degismemistir (Griinblatt ve ark., 2006).
Alzheimer’da MSS’de NGF’ye yiiksek oranda bagimli olan bazal 6n beyin kolinerjik
ndronlarmin NGF yetersizliginde dejenere ve atrofiye olduklari 6ne siiriilmiistiir.
Ancak Alzheimer’de NGF sentezi transkript diizeyinde etkilenmedigi ancak
prekiirsorii olan proNGF’de artis oldugu gosterilmis ve ’bir paradoks oldugu’’ 6ne
stirilmiistir (Tulita ve Cuello, 2014; Allen ve ark., 2011). Bu paradoksun
aciklanmasinda etkili olan hipotez, ekstraselliiler alanda proNGF salinan ve plazmin
ile matiir hale getirilecek olan pro-NGF’nin, matir hale gelmeden Matriks
Metalloproteinaz Protein-9 (MMP-9) ile degradasyona ugruyor olusudur. Boyle bir
bozuklugun AH patogenezinde de rol oynuyor olabilecegi Iulita ve Cuello tarafindan
One siirlilmistiir (Iulita ve Cuello, 2015). Calismamizda ise Alzheimer sedanter
grupta hipokampusta NGF gen ekspresyonunun arttigi ve bu artisin aerobik egzersiz
ile devam ettigi bulunmustur. Kombine egzersiz ise Alzheimer sedanter gruptaki
artan NGF gen ekspresyonu diizeyini azaltmistir (Sekil 26A). Ancak yapilan
immunohistokimyasal incelemede hipokampustaki NGF immunoreaktif hiicrelerde
yalnizca taklit cerrahi aerobik ve direng egzersiz gruplarinda artis goézlenirken
Alzheimer gruplarinda kontrol gruplarina gore belirgin bir fark gézlenmedi (Sekil
26B, Resim 11). Daha 6nce yapilan bazi ¢aligmalarda da hipokampal matiir NGF
duzeylerinin Alzheimer durumunda degismedigini bildirilmistir (Murase ve ark.,
1993; Mufson ve ark., 2003). Bizim tez calismamizda da Murase ve Mufson’un
calismalarina benzer sekilde hipokampal NGF immunoreaktivitesinde Alzheimer
gruplarinda kontrolerine gore belirgin fark gozlenmemistir. Calismada Alzheimer
sedanter ve aerobik egzersiz gruplarinda artan NGF gen ekspresyonlarinin
hipokampal NGF protein diizeylerine yansimama nedeni pro NGF’nin MMP-9
tarafindan degrede edilmesine bagli olarak plazmin tarafindan matir NGF’e
doniistiiriilememesi olabilir ki bu degredasyondaki artisin da Alzheimer’i

siddetlendirdigi bilinmektedir (Iulita ve Cuello, 2015).
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Diger yandan insan beyin dokularinda NGF benzeri aktivitenin AH’da beynin
frontal ve oksipital korteksinde arttigin1 gosteren calismalar da vardir ve bu artisin
bazal 6n beyin kolinerjik ndéronlarindaki adaptasyonel degisikliklerle iliskili oldugu
One siirtilmiistiir (Crutcher ve ark., 1993). Liu ve ark. ise NGF duzeylerinin APP/PS1
farelerde diistiigini ve ayn1 zamanda AP ve APP diizeylerinin arttigini
gostermislerdir. Bu farelerde bozulmus NGF sinyali, bilinen bir AH ilaci olan
memantin ile diizeldiginde kognitif defisitler ve AP depozitleri de diizelmistir (Liu ve
ark., 2014).

Mevcut calismada kortekste taklit cerrahi sedanter gruba gore Alzheimer
sedanter grupta Liu ve ark.’nin c¢aligmalarina benzer sekilde NGF diizeylerinin
belirgin sekilde azaldigi ve bu azalmanin Alzheimer aerobik egzersiz gruplarinda
devam ettigi gozlendi. Alzheimer kombine egzersiz grubunda Alzheimer sedantere
gore belirgin artis ve Alzheimer direng egzersiz grubunda ise artma egilimi gozlendi
(Sekil 26C, Resim 12).

Jiang ve ark.’lar1 da 4 hafta boyunca giinde 70 dk. haftada 6 giin yUzen
sicanlarda  hipokampal NGF mRNA ekspresyonunda belirgin  degisim
gozlemlememislerdir (Jiang ve ark., 2014). Bizim c¢aligmamizda taklit cerrahi
sedanter gruba gore taklit cerrahi aerobik egzersiz ve direng egzersiz gruplarinda
NGF immunoreaktivitesinde belirgin artis bulunmasina karsin bu gruplarin mRNA
ekspresyonunda artig gézlenmedi. NGF ve BDNF proteinlerinin stress kosullarinda
degredasyonunun arttig1 ve mRNA sentez seviyelerinde azalma oldugu bilinmektedir
(Woo ve ark., 2013). Taklit cerrahi gruplarinda herhangi bir stres kosulu
olmadigindan NGF proteinin degredasyonunda herhangi bir artis olmadig1 ve protein
seviyesinde birikimin arttig1 diistiniilebilir, mRNA seviyesinde artig goriilmemesinin
nedeni ise hastalilk ya da stres gibi NGF degredasyonunu arttirict bir kosul
olmadigindan yeni mRNA sentezinin basal ya da fizyolojik bir seviyede sabit

kalmasi olabilir (Woo ve ark., 2013).
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7.10. Hipokampal BDNF Gen Ekspresyonu ve Beyin BDNF

Immunohistokimyasal Degerlendirme Skorlari

BDNF hipokampus ve serebral kortekste yiiksek oranda eksprese edilir ve genis
dagilimi vardir (Wetmore ve ark., 1990) ve hipokampal-kortikal Kkolinerjik ve
dopaminerjik noronlarin yasayabilirligi i¢in onemlidir (Gosh ve ark., 1994). AH’da
goriilen hafiza bozuklugunun hipokampustaki BDNF diizeyleriyle iliskili oldugu 6ne
stiriilmiistir. BDNF gen ekspresyonunun fizyolojik ve patolojik kosullarda degistigi
bilinmektedir. Alzheimer hastalifinda insanlarda BDNF mRNA diizeylerinin
hipokampus ve parietal kortekste azaldigi protein diizeylerinin de entorhinal korteks,
hipokampus, temporal ve parietal kortekste azaldigi bilinmektedir (Allen ve ark.,
2011) ancak bu belirli BDNF transkriptlerine 6zel bir azalmadir. insanda en az 7
transkript ekprese olurken (Fahnestock ve ark., 2002) bunlardan sadece Uciinde
azalma tespit edilmistir (I, II ve IV). Insan ndroblastoma hiicre hattinda yapilan bir
calismada APs2’nin BDNF transkript 4’te azalmaya neden oldugu gosterilmistir. Bu
azalmanin APs’nin  CREB (Siklik AMP cevap elemani baglayict protein)
fosforilasyonu iizerine olan inhibitdr etkisiyle iliskili oldugu o©ne strilmistiir
(Garzon ve ark., 2002). CREB’in fosforilasyonu CBP (CREB baglayici protein) "ye
baglanmay1 kolaylastirir ki bu da BDNF transkripsiyonunu da iceren CRE (siklik
AMP cevap elamani) bagimli gen ekspresyonunda artisa neden olur (Arancio ve
Chao, 2007). Bu ¢alismamizda ise hipokampusta BDNF gen ekspresyonu ve protein
diizeyleri bakimindan Alzheimer sedanter grupta taklit cerrahi sedantere gore azalma
yoniinde belirgin bir fark gbézlenmedi (Sekil 27). Oysaki Alzheimer grubunda A
immunoreaktivitesinde artig vardi. Bunun nedeni 6 haftalik siirecin AB42’nin CREB
fosforilasyonu iizerine inhibe edici etkisinin gelisimi i¢in yeterli olmamasi olabilir.

Garza ve ark.normal yaslanma siirecine baktiklar1 22 aylik si¢anlarda 14 giinliik
ylizme egzersizlerinin yagh siganlarda hipokampal BDNF mRNA diizeylerinde
belirgin artis yaptigin1 gostermislerdir ve ilging bir sekilde geng siganlarda soz
konusu artis goriilmemis ve arastirmacilar Yyaslh siganlarin egzersize genglerden daha
fazla cevap verdigini oOne slirmiislerdir (Garza ve ark., 2004). Bizim tez

calismamizda da Garza ve ark.’na benzer sekilde hipokampal BDNF mRNA
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duzeyinin ylizme egzersizi yapan Alzheimer grupta taklit cerrahi aerobik gruba goére
arttig1 gosterilmis olup (Sekil 27A) hastalik durumunda yapilacak aerobik egzersizin
hipokampusta BDNF gen ekspresyonunu arttiracagi diistiniilebilir. Dahas1 tiim
Alzheimer egzersiz gruplarinda gozlenen A4, azalmasi ile birlikte CREB
fosforilasyonunu inhibe edici etkinin de azalacagi akla gelmektedir. Bununla birlikte
Alzheimer aerobik egzersiz grubunda artan gen ekspresyonunun hipokampal BDNF
immunoreaktif hiicre diizeylerine yansimadigi gézlendi. Bunun nedeni BDNF’nin
proBDNF olarak sentezlendikten sonra intraselliler prohormon konvertazlar veya
furinler veya ekstraselliiler plazmin ve matriks proteazlar tarafindan sekresyon
sonrasi proteolitik islemlerle modiile ediliyor olmasi1 olabilir (Mowla ve ark., 2001) .

Kosuband1 egzersizinin beyin BDNF mRNA diizeylerini arttirdig
gosterilmistir (Neeper ve ark., 1996). Ylizme egzersizinin hipokampal BDNF dizeyi
tizerine etkileri ile ilgili literatiirde fazla ¢alisma yoktur. Cassilhas ve ark. 8 hafta
boyunca yapilan kosubandi egzersizinin normal sicanlarda hipokampal BDNF
diizeyinde artig yaptigin1 gostermislerdir (Cassilhas ve ark., 2012). Mevcut ¢alismada
Cassilhas ve ark.’na benzer sekilde hipokampal BDNF Immunohistokimyasal
degerlendirme skorlarinda taklit cerrahi aerobik egzersiz ve kombine egzersiz
gruplarinda sedanterine gore anlamli artis bulunmus, kortekste ise artis egilimi
gozlenmistir (Sekil 27B,C, Resim 13,14). Sonug¢larimiz yiizme ve kombine
egzersizin hipokampusta BDNF immunreaktivite gosteren hicreleri arttirarak
noroplastisiteye katkisi olabilecegini gostermektedir. Jiang ve ark.’lar1 4 hafta
boyunca giinde 70 dk. haftada 6 giin ylizen sicanlarda hipokampal BDNF ve IGF-I
mRNA ekspresyonunda belirgin artig gozlemislerdir (Jiang ve ark., 2014). Kombine
egzersizin etkilerinin overektomize siganlarda incelendigi bir ¢aligmada da haftada 6
giin yapilan direng¢ ve kosubandi egzersizlerinin BDNF diizeylerini arttirdigi
gosterilmistir (Kim ve ark., 2016). Calismamizda hipokampusta taklit cerrahi
sedanter gruba gore taklit cerrahi aerobik egzersiz ve kombine egzersiz gruplarinda
BDNF immunoreaktivitesinde belirgin artis bulunmasina karsin bu gruplarin mRNA
ekspresyonunda artis gozlenmemistir (Sekil 27A). Daha 6nceki bir ¢alismada Oliff
ve ark.’lar istemli tekerlek ¢cevirme egzresizi sonrast BDNF gen ekspresyonunun ¢ok
hizli bir sekilde yiikseldigini gostermislerdir (Oliff ve ark., 1998). Hippokampal
BDNF mRNA ekspresyonunun fiziksel aktiviteye bagl olarak ¢ok hizli bir sekilde
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ylkselmesi s6z konusu oldugundan ekpresyon sonrasi protein sentezinin artigina

bagli olarak negatif geribildirim olmasi ¢ok muhtemeldir.

7.11. Hipokampal IGF-1 mRNA ve Beyin IGF-1 immunohistokimyasal

Degerlendirme Skorlar

IGF-I'in MSS’deki 6nemi norotrofik etkileri ve yaslilikla iliskili kognitif
bozukluklar1 diizeltici etkileriyle iligkilidir (Sonntag ve ark., 2005). Beyinde is yapan
IGF-I’in %95°1 karaciger kaynakli olup diger kalan kisim beyinde sentezlenmektedir
(Yamamoto ve Murphy, 1995). Ozellikle glia (Breese ve ark., 1996), néron (Sontag
ve ark., 1997) ve serebral damarlarda (Sontag ve ark., 1999) lokal olarak IGF-I
sentezi ger¢eklesmektedir. Dolasimdaki IGF-I, kan beyin bariyerini gecerek
(Reinhardt ve Bondy, 1994) sistemik etkilerini gosterirken, lokal olarak beyinde
uretilen IGF-1 parakrin ve otokrin olarak etki eder (Adams ve ark., 2009).Yash
sicanlarda icv uygulanan IGF-I inflizyonunun dentat girusta norogenezi arttirdigi
(Lichtenwalner ve ark., 2001), sinaps formasyonunu kolaylastirdig1 (Nieto-Bona ve
ark., 1997) gosterilmistir. IGF-I ayrica beyinde okside olan proteinlerin
temizlenmesinde aracilik eder (Crowe ve ark., 2009). Tim bu etkiler nérotrofik ve
noroprotektif etkilerdir. Calismamizda egzersizlerle artan serum IGF-1 dlzeyleri ve
bununla korele kognitif dizelme gozlendi ancak (taklit cerrahi aerobik harig)
hipokampal ve korteks beyin IGF-1 immunoreaktif hiicrelerinde egzersizlerle belirgin
sekilde degisme olmadi ve serum IGF-I ile arasinda bir korelasyon goriilmedi.
Literatirde lokal beyin IGF-I duzeylerinin plazma IGF-I diizeylerinden farkli bir
sekilde diizenlenebilecegi gosterilmistir ve hipokampal IGF-1 diizeylerinin plazma
IGF-I diizeylerini yansitmadigi One siriilmiistir (Adams ve ark., 2009). Bizim
calismamizda da korele olmayan serum ve beyin IGF diizeyleri Adams ve ark.’nin
verileriyle uyumludur.

IGF-I gen ekspresyonunun, STZ ile indiklenen deneysel bir Alzheimer modelde
beynin serebrum, frontal kortex ve hipokampus bolgelerinde azaldigi gosterilmistir
(Lee ve ark., 2014). Calismamizda hipokampal IGF-1 geni mRNA ekspresyonu
dizeylerinde Alzheimer sedanter grupta taklit cerrahi sedantere gore azalma egilimi,

egzersizlerle bu azalmada diizelme egilimi gozlenmesine ragmen gruplar arasinda
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anlaml bir fark goriilmemistir. Bu durum ¢alismada uygulanan Alzheimer modelinin
Lee ve ark.’nin modelinden farkli olmasina bagl olabilir.

Literatlirde egzersizlerin IGF-1 gen ekspresyonuna etkisinin arastirildigi kisith
sayida calisma bulunmaktadir. Bir ¢aligmada kosubandi egzersizleriyle hipokampal
IGF-I mRNA diizeyinde artma egilimi gostermesine ragmen artmadigi gosterilmigtir
(Ma ve ark., 2012). Bizim g¢alismamizda eclde edilen bulgular Ma ve ark.’nin
caligmalariyla uyumlu olup haftada 3 giin yapilan kronik egzersizlerin hipokampal
IGF-I mRNA diizeylerini degistirmedigi gosterildi. Ancak litertiirde IGF-1’in
hipokampal diizeylerinin egzersiz ile arttigin1 gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir.
Hipokampal IGF-I konsantrasyonlarinin saglikli siganlarda haftada 5 giin 8 hafta
siiresince yapilan kosubandi ve direng egzersizleri ile kontrollere gore arttigi
gosterilmistir (Cassilhas ve ark., 2012). Calismamizda ise hipokampusta IGF-I
Immunohistokimyasal degerlendirme skorunda taklit cerrahi aerobik grubunda
sedanterine gore belirgin artmis bulundu (Sekil 28B, Resim 15). Bu sonu¢ Cassilhas
ve ark.’nin c¢aligsmalari ile uyumludur. Bununla birlikte hipokampusta taklit cerrahi
direng, kombine egzersiz gruplarinda sedanterine gore istatistik olarak anlamli bir
fark goriilmemistir. Bu durum c¢aligmada yapilan egzersizlerinin 3 giinliik siirelerde
ve 6 hafta slresince yapilmis olmasina bagl olabilir ayrica OVT+D-GAL sedanter
grup ile kontrol sedanter arasinda istatistik olarak anlamli bir fark goériilmemistir.
AH’li beyinlerde instlin direnci ve IGF-I direnci tespit edilmistir (Zemva ve
Shubert., 2014) ve bunun AP oligomerleri tarafindan potansiyel olarak
tetiklenebilecegi One siiriilmiistiir. Bu nedenle hastaligin bir evresinde IGF-I
dizeyinde reaktif olarak artis egilimi olabilir. Ancak calismada boyle bir veri
bulunmamastir.

Sonug olarak caligmamizda korteks ve hipokampus IGF-I diizeylerinde hastalikla
belirgin bir degisiklik gdzlenmezken sadece taklit cerrahi aerobik egzersiz grubunda
belirgin IGF-1 artis1 bulundu (Sekil 28B, C, Resim 15, 16). Serum IGF-1 duzeylerinin
egzersizlerle yeterince yiikselmesine bagli olarak hipokampal diizeyde bir artis
olmamasi ya da egzersiz yogunlugunun beyin IGF-I dlzeylerini arttiracak diizeyde
olmamas1 muhtemeldir. Beyin IGF-I diizeylerinin artmasi i¢in daha uzun siire
gerekebilir. Ayrica IGF-I taklit cerrahi grubunda mRNA ekpresyonu artmamisken

IGF-1 immunohistokimyasi artmisti. Bu durum yiizme egzersizin sistemik IGF-1"in
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beyine almmasimi arttirmasina bagli olabilir. Literatiirde aerobik egzersiz ile
beyindeki spesifik néronlara IGF-I aliminin arttigi gosterilmistir (Carro ve ark.,
2000). Bulgularimiz yiizme egzersizin beyine IGF-I alimimi arttirdigi bulgusunu

desteklemektedir.

7.12. Sonug ve Oneriler

Calismamizda uygulanan uzun dénem D-galaktoz ve overektomi uygulamasi ile
olusturulan deneysel Alzheimer benzeri modelde hayvanlarda kilo artig1 gozlenirken
egzersizlerin bu kilo artigina engel oldugu gozlendi. Uygulanan egzersizlerin
dogrulanmas1 kas lifi alam1 Olclimleri ile yapildi. Holeboard testinde yilizme
egzersizinin Alzheimer ile olusan anksiyeteyi azalttigi gosterildi, ayrica egzersiz
yapan Alzheimer gruplarinda anksiyete diizeyinde artis yoktu. Stres gostergesi olan
serum kortizol duzeyi Alzheimer sedanter grubunda taklit cerrahi sedantere gore
artmis bulundu ve egzersiz yapan Alzheimer gruplarinda serum kortizol diizeyi artigi
ile olasi iligkili stres diizeyinde artma yoktu ancak direng¢ egzersizlerinin si¢anlarda
stresor olabilecegi gozlendi ancak strese bagli kognitif gerileme sadece Alzheimer
sedanter grupta idi. Alzheimerde goriilen kognitif bozukluk ile artmis anksiyete
diizeyi arasinda bir korelasyon gozlendi. Calismamizda peroksit radikalinin
gostergesi olan lusigenin kemiluminesans diizeyinin Alzheimer ile arttigi gosterildi.
Ancak egzersiz uygulamalart Alzheimer sedantere gore ek bir artis yapmadi ve
endojen antioksidan glutatyonun diizeyini arttirarak lipid peroksidasyonun etkilerini
azaltti. Tim Alzheimer gruplarinda beyin NO aktivitesinde asir1 miktarda artisa bagh
olarak uygulanan modelin beyinde asir1 bir nitrooksidatif strese neden oldugu ve
egzersizlerin bu stresi azaltmadigi gosterildi. Asirt NO aktivitesi Alzheimer
patogenezinde rol oynadigi ileri siiriilen bir hipotezdir. Caligmamiz bu hipotezi
dogrulamaktadir. Serum IGF-I diizeylerinde tiim egzersiz gruplarinda kontrol
sedantere gore artis ve yalnizca direng egzersizi grubunda alzheimer sedantere gore
anlamli bir artig goriilmesi egzersizlerin serum IGF-1 diizeyinde artis yapabildigini ve

direng egzersizinin hastalik durumunda yararl olabilecegini gosterdi.
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Amiloid betanin onciilii olan APP695 gen ekspresyonu OVT+D-GAL sedanter
grubunda artt1 ve bu artis aerobik egzersiz ile devam ederken kombine egzersiz ile
azaldi. Alzheimer ile artan noéronal amiloid beta immunreaktivite gosteren hicreler
diren¢ ve kombine egzresiz modelleri ile belirgin sekilde azaldi. Ancak hicbir grupta
AP birikimi ekstraselliiler olarak gosterilemedi. Hipokampal NGF gen ekspresyonu
Alzheimer sedanterde artmis ve bu artis, aerobik egzersiz ve direng egzersiz
gruplarinda azalarak devam etmistir, kombine egzersiz ise artan gen ekspresyon
diizeyini azaltmistir. Taklit cerrahi egzersiz gruplarinda belirgin degisim olmamasi
bu artisin  hastalikla iligkili oldugunu diistindiirmektedir.Ancak yapilan
immunohistokimyasal incelemede hipokampustaki NGF immunoreaktif hiicrelerde
yalnizca taklit cerrahi aerobik ve diren¢ egzersiz gruplarinda artis goézlenirken
Alzheimer gruplarinda kontrol gruplarina gore belirgin bir fark gdzlenmemesi pro
NGF’nin proteinaz tarafindan degrede edilmesine bagli olabilir ki bu artisin
Alzeimer’i siddetlendirdigi bilinmektedir. Kontrol aerobik egzersiz ve direng
egzersiz gruplarinda NGF immunreaktivitesinde belirgin artis bulunmasina karsin bu
gruplarin mRNA ekspresyonunda artig gézlenmedi bunun nedeni kontrol gruplarinda
herhangi bir stres kosulu olmadigindan NGF proteinin degredasyonunda herhangi bir
arttis olmadigindan protein seviyesinde birikimin artmasi olabilir. BDNF gen
ekspresyonunun sadece Alzheimer aerobik grupta kendi kontroliine goére arttigi
gosterilmis olup buna gore hastalik durumunda yapilacak ylizme egzersizinin
beyinde BDNF gen ekspresyonu miktarinda artis yapmasi olasidir. Bununla birlikte
Alzheimer aerobik egzersiz grubunda artan gen ekspresyonunun hipokampal BDNF
diizeylerine yansimadigi gozlendi. Bunun nedeni BDNF’nin proBDNF olarak
sentezlendikten sonra proteolize ugramasi olabilir. Hipokampal IGF-I mRNA
diizeylerinde ve beyin protein diizeylerinde gruplar arasinda belirgin bir fark
bulunmadi. Serum IGF-I diizeylerinin egzersizlerle yeterince yiikselmesine bagl
olarak hipokampal diizeyde bir artis olmamasi1 muhtemeldir. Calismada elde edilen

tim bulgular sekil 30 ve tablo 5’de 6zetlenmistir.
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Tablo 5. Ozet bilgi tablosu Alzheimer modeli ve egzersizlerin etkileri.

Parametre Alzheimer Alzheimer Alzheimer+Direng Alzheimer+Kombine
+Aerobik Egzersizi Egzersiz
Egzersizi

Viicut Agirhgi

Kas Lifi Cap1

Anksiyete Diizeyi

Serum Kortizol

Serum IGF-I

Tanima Bellegi
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Beyin MDA

Beyin MPO

Beyin GSH

Beyin NO

Hipokampal NGF
mMRNA

Hipokampal APP
MRNA

Hipokampal
BDNF mRNA

Hipokampal IGF-I
MRNA

Hipokampal AB42

Hipokampal NGF
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IGF-1

Korteks NGF
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Korteks IGF-I
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Sonug¢ olarak, calismada D-galaktoz ve overektomi uygulamasi ile olusan
Alzheimer modelinin anksiyete ve stres diizeylerini, oksidatif ve nitrooksidatif stresi
arttirdigi, tanima bellegini bozdugu gosterildi. Alt1 hafta stiresince uygulanan haftada
3 gunlik egzersiz modellerinin vicudun antioksidan savunma sistemini harekete
gecirerek oksidatif stresi ve anksiyeteyi azalttigi, bozulan tanima bellegini arttirdigi
ancak artan nitrooksidatif stres diizeylerini azaltmadigr bunun yaninda uygulanan
tim egzersizlerinin sistemik IGF-I’i arttirarak norotrofik etkili olabilecegi gosterildi.
Direng¢ ve kombine egzresizler ile hipokampal A immunoreaktif hucrelerde anlaml
azalmalar AP indiiklii toksisite ile miicadelede egzersizlerin nonfarmakolojik ajan
olarak kullanilabilecegini gosterdi. Alzheimer modeli ile azalan korteks NGF
immunreaktivite gosteren hicreleri kombine egzersiz ile artti. Elde ettigimiz veriler
haftada 3 giin yapilacak ylizme, direng egzersizleri ve bunlarin kombinasyonlarinin
oksidatif stresi azaltarak, Alzheimer belirteclerini hafifleterek, kognitif fonksiyonlar
duzelterek ve NGF ve IGF-I’i olumlu etkileyerek Alzheimer hastaliginin gelisim

stirecinde iyilestirici etkileri olabilecegini gostermektedir.
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9.EK

9. 1. Proje Etik Kurul Onay Formu

MARMARA (NIVERSITESI HAYVAN DENEYLERi YEREL ETiK KURULU

PROJE ONAY FORMU

B Y

PROTOKOL KODU 30.2014.mar | CALISMA: DOKTORA
Sicanlarda Deneysel Alzheimer hastalifi modelinde
PROJE ADI farkh egzersiz yéntemlerinin kognitif fonksiyonlar
lizerine olan etki mekanizmalarinin incelenmesi
i SORUMLU ARASTIRMACI |
ONVANI/ ADI Daog. Dr.Ozgiir Kasimay CAKIR
ARASTIRMA MERKEZI
DEHAMER
DESTEKLEYICI
TARIH: 11.04.2014
| Yukanda bagvuru bilgileri verilen arasbrma basvuru dosyas ve (lzili belgeler arastirmanin gerelge, amag,
yaklagim ve yontamleri dikkate alinarak i i5 ve gergeklestirimesinde salinca bul d 11 igin
KARAR BILGILERI | kurulumuzca onaylanmasina oy birligi ile karar verilmistir, Onay sonrasinda yapilacak her tirll proje degisikiikleri
{katilimailar, baghk vb.} veya protokol degisikliklerinin Etik Kuruta bildirilarak proje yeni 1
gerekmektedic,
ETIK KURUL BILGILERF
Beney hayvanlar ile yapilacak olan bilimsel aragtirna, test, saflik hizmetleri uygulamalar) ve egitim-dgretim gibi
LISMA ESAS! temel etkinliklerde kullanilan yéntam ve materyafler ile ilgili etik standartlan g k, etik ilkeler da
CALISH géirizs bildirmek, aragtirma énerilerini incelemek ve sertifikas) olmayanlarm deney hayvani kullanmalann
I ktir,
UyeLer
Onaylanan
. Toplant .
Unvam/ Adif Soyadi Uzmanlik Kurumu/ Ek Oyeligi Proje ile oplantiya imza
Dal . Katilim
iligkisi
M.0. Eczacilik Fakiiltesi ve
prof.Dr. Gitksel SENER | Farmakoloji Hayvan Deneylerl Etik Kurul  [Var e
Bagkam ok Evet  Hayr -~
M.0, Tip Fakiiltesi ve Hayvan j
Prof.Dr. inci ALICAN Fizyoloji Deneyleri Etik Kurul Var MW
(Yiiriiticl Sekreter) Yok Evet  Hayir
M. 0. Dis Hekimligi Fakiltesi ve  |yay
Prof.0r. Aysen YARAT | Biyokimya | o ol e teri Etik Kurat Oyesi ok . /j‘;
Prof.Dr. Serap E:.‘tfﬁt’li;jl M.1J. Tip Fakiiltesi ve Hayvan Var ;—@ gc
SIRVANCI ABD Deneyleri Etik Kurul Uyesi Yok Fvet  Hayir __.\d__,l..
Prof.Dr. Rezzan " ML.U. Tip Fakiltesi ve Hayvan  |yar '
GULHAN Farmakoloji Deneyleri Etk Kurl Oyesi lyok Fvet  Hayr {
. : Tip Tarihive M.U. Tip Fakiiltesi ve Hayvan  |ya, . p
Dog.r. Glrkan SERT Etik Deneyleri Etik Kurul Oyesi Yok Evet  Hayr Ly (
Vet Hek. Dilek Veteriner M.0. Tip Fakiltesi ve Hayvan |, .
AzaEyLl Hekim Deneyleri Etik Kurul Uyesi Yok Evet  Hayrr
Sivil Toplum Kurulugu Uyesi ve
Bio. Arif GUMUS Biyoloji Kurumia iliskisi olmayan TC Var
vatandas lye Yok Evet  Hayr
N Emakli Kurumla iliskisi olmayan TC
Dilek KOKTURK a Var
Memur vetandas oye Yok Evet  Hayw
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10. OZGECMIS

Adi Dilek Soyadi Ozbeyli

Dogum Yeri Bursa Dogum Tarihi 15.10.1970

Uyrugu TC Tel 02163453450-1160

E-mail dilekozbeyli@marmara.edu.tr

Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yili

Doktora/Uzmanhk
Yuksek Lisans Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi 1993

Lisans Ankara Universitesi Veteriner Fakltesi 1993

Lise Uludag Uni. Tip Fak. S.M.L Tibbi Laboratuvar bsliimii 1988

is Deneyimi

Gorevi Kurum Sure (Y1l - Y1)

. . Marmara Uni. T1p Fakiiltesi Deneysel Arastirma
Veteriner Hekim 1994-2009
ve Hayvan Laboratuvari
o Marmara  Universitesi Deney Hayvanlari
Sorumlu Yonetici ) 2009-
Uygulama ve Arastirma Merkezi
Okudugunu
Yabanci Dilleri Konusma* Yazma*
Anlama*

Ingilizce iyi iyi iyi

Yabanci Dil Smav Notu *
YDS UDS IELTS TOEFL IBT | TOEFL TOEFL FCE CAE CPE

PBT CBT
66.250
Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puam 65,143 66.419 66.023

(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi

Microsoft office

Iyi
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EK. Diger Bilimsel faaliyetler

Kongre ve Sempozyum Katilimlari

1. III. Deneysel ve Klinik Arastirma Kongresi, 18-20 Mayis 2000, Kayseri

2. Turkiyede Norobilimlerin Bugiinii ve Gelecegi Kongresi, 5-8 Nisan 2001,
Bursa

3. 3. Ulusal Tip Etigi Kongresi, 25-28 Haziran 2003, Bursa

4. 5. Laboratuvar Hayvanlar1 Bilimi ve Deneysel Arastirmalar Sempozyumu, 15-
16 Ekim 2009, Kirikkale-Ankara

5. Turkiye Hayvan Deneylerinde Etik Sempozyumu, 16 Haziran 2011, istanbul

6. Ulusal Fizyoloji Kongresi, 25-29 Eylul 2012 Trabzon

7. 4. Egzersiz Fizyolojisi Sempozyumu, 17-18 Mayis 2013, Istanbul

8. IUPS Congress 2013, 21-26 July 2013, Birmingham, UK

9. 39. Ulusal Fizyoloji Kongresi, 10-14 Eylil 2013, Ankara

10.18. Temel Mikrocerrahi Kursu (Egitici), 19-23 Kasim 2013, Istanbul

11. Pysiological Society, Physiology 2014 Congress, 30 June- 2 July, London,
UK

12.40. Ulusal Fizyoloji Kongresi, 2-6 Eylil 2014, Kayseri

13. Deneysel Tasarim ve On Biyoistastistik Sempozyumu, DETAE, Istanbul
(Egitici) 29-30 Eylul 2014

14. Deney Hayvanlar1 Kullanimi ve Etik Yaklasim Atdlye Calismalar1 ve
Sertifika programlar1 2000-2015 (Egitici)

15. Federation of European Physiological Societies FEPS 2015, 26-29 August
2015/Kaunas City/ Lithuania

16. Deneysel Tasarim ve On Biyoistastistik Sempozyumu, DETAE, Istanbul
(Egitici) 5-6 Ekim 2015

Sertifikalar

1. 1. Congres and Workshop of Clinical and Experimental Research.18-21 May,
1998 Kayseri, Tlrkiye
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2. Deney Hayvanlar1 Kullanim Sertifikas1 2009 Marmara Universitesi
3. Sicanlarda EMG, EEG ve EKG kaydi (Temel elektrofizyoloji uygulamalari)

Kursu katilim sertifikasi

Uluslararasi Yaymnlar

1. Anti-inflammatory effect of acute stress on experimental colitis is mediated
by cholecystokinin-B receptors. Gulpinar MA, Ozbeyli D, Arbak S, Yegen BC. Life
Sci. 2004 May 21;75(1) :77-91

2. Effects of ovariectomy and estrogen replacement therapy on laryngeal tissue
a histopathological experimental animal study. Tatlipinar A, Gines P, Ozbeyli D,
Cimen B, Gokgeer T. Otolaryngol Head Neck Surg. 2011;145(6) :987-91

3. Protective effect of exercise and sildenafil on acute stress and cognitive
function. Ozbeyli D, Gokalp AG, Koral T, Ocal OY, Dogan B, Akakin D, Yuksel M,
Kasimay O. Physiol Behav. 2015;151 :230-7.

Ulusal Yaymnlar

1. Synchronized Cardiac and Skin Transplantation Improved the Cardiac
Allograft Survival, Harun Arbatli, Ergun Demirsoy, Bahadir Daglar, Gokhan Ipek,
Omer Isik, Cevat Yakut, Ugur Ozkutlu, Arif Giimiis, Dilek Ozbeyli. Tiirk Gogiis
Kalp ve Damar Cerrahisi Dergisi, Ocak 1997, Cilt 5, Say1 1

2. Uz. Dr.Atilla Saygi, Dr. Erkan Zor, Yrd. Dog¢.Dr. Hiiseyin Baloglu, Prof.Dr.
Ibrahim Oztek, Dr. Filiz Siingiin, Dr. Mesut Gider, Vet.Hek. Dilek Ozbeyli, Dr.
Talha Gonulli. The Effect of Tiner Inhalation on Respiratory System (An
Experimental Study). Turkiye Ekopatoloji Dergisi: Mayis 2007,

3. A Five-Year Follow-Up of Animal Use at Marmara University School of
Medicine, M. Zafer goren, Dilek Ozbeyli, Arif Giimiis, Berrak C. Yegen. Marmara
Medical Journal, 2002, Cilt 15, Say1 4.
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