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OZET

Alzheimer hastalig1 biligsel fonksiyonlarda ve davranislarda ilerleyici bozukluk
ile karakterize edilen yaygin bir demans tiiriidiir. Calismamizda antioksidan ve anti-
inflammatuar oOzellikleri olan rosmarinik asidin Alzheimer hastaliginda olusan
komplikasyonlara etkisi 6grenme parametreleri, histolojik ve biyokimyasal analizler
yardimiyla arastirilmistir. Deneysel Alzheimer modeli, ovaryektomi yapilmis disi
siganlara uzun siireli D-galaktoz uygulamasiyla oksidatif stresin ve &strojen
azalmasinin sinerjik ¢aligmasi saglanarak kurulmustur.

Calismamizda 100 adet 5 aylik Wistar disi sican, her grupta 20 hayvan olacak
sekilde rastgele boliinerek kontrol(K), sham(Sh), ovaryektomi+galaktoz(OD),
ovaryektomi+Rosmarinik(R) ve ovaryektomi+galaktoz+rosmarinik(ODR) gruplar
olusturulmustur. Altmis giinlik deney siiresi boyunca OD ve ODR gruplarina
ovaryektomi ardindan enjeksiyon yoluyla 80 mg/kg/giin D-galaktoz, ODR ve R
gruplarina gavaj yoluyla 50 mg/kg/gilin rosmarinik asit verilmistir. Deney siiresinin
sonunda Y labirent ve lokomotor aktivite testleri uygulandiktan sonra, sicanlarin
beyin dokular1 c¢ikarilarak lipit peroksidasyon i¢in TBARS, PGE2 diizeylerini
degerlendirmek i¢in ELISA testleri yapilmustir.

Alzheimer grubunda TBARS degerlerinin K, S, ODR ve R gruplarina gore
anlamli diizeyde arttigit ve ODR grubunda rosmarinik asitin lipid peroksidasyonu
azaltarak biligsel fonksiyonlarda diizelme sagladign goriilmiistiir. Ayrica,
inflamasyonun gostergesi olan PGE2 diizeyinin OD grubunda anlaml sekilde arttig1,
tedavi uygulanan ODR grubunda ise bu artisin 6nlendigi izlenmistir. Histolojik
incelemeler sonucu OD grubundan alinan  hiicrelerde yapisal bozukluklar
gbzlenirken, immunboyamalar ile hipokampusta AP birikimleri saptanmistir. Tedavi
uygulanan ODR grubunda hiicre yapilarinin normale dondiigii ve A birikimlerinin
azaldig tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak c¢alismamizda, Alzheimer grubunda lipid peroksidasyonun,
inflamasyonun ve hafiza bozuklugunun arttigi, rosmarinik asitin bu parametrelerde
diizelme sagladig1 saptanirken, kurulan Alazheimer modelinin hastalikla ilgili baska
calismalarda kullanilabilecegi ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Rosmarinik asit, Lipid peroksidasyon, inflamasyon, Ogrenme
ve Hafiza
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ABSTRACT

Alzheimer’s Disease(AD) is a common type of dementia characterized as a
progressive defectiveness in cognition and behaviour. The aim of this study was to
assess the effects of antioxidant and antiinflamatory properties of rosmarinic acid to
the complications of AD by cognitive and biochemical parameters. Alzheimer model
induced with administration of D-galactose to ovariectomized rats by using
synergistic effects of estrogen deprivation and oxidative stress.

In our work, 100 wistar rats are divided randomly into five groups; Control(C),
Sham(Sh),rosmarinic(R),ovariectomy+D-galactose+rosmarinic(ODR),
ovariectomy+D-galactose(OD) groups. OD and ODR groups were ovariectomised
and administered 80 mg/kg/day D-galactose by injection, ODR and R groups were
received 50mg/kg/day rosmarinic acid(RA) via gavage for 60 days. At the end of the
experimental period behavioral tests were carried out and brain tissues were
extracted. Then TBARS test for lipid peroxidation and ELISA test for PGE2 was
employed.

Increased TBARS values was detected in Alzheimer group compared to other
groups and RA improved the cognitive functions in ODR group by attenuating the
lipid peroxidation. PGE2 levels were higher in OD group than in other groups and
rosmarinic acid treatment inhibited this elevation in ODR rats. Histopathological
alterations and AP depositions were observed in the OD group. Normal cell structure
and lower AP depositions were observed in the ODR group.

In conclusion, our study clearly showed that lipid peroxidation, inflamation and
cognitive deficit increased in OD group and rosmarinic asid had curative effect on
this parameters. And also, this new Alzheimer model can be use for other researches
about AD.

Key words: Rosmarinic acid, Lipid peroxidation, Inflammation, Learning and
Memory
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GIRIS

Yasin ilerlemesine paralel olarak insanlarin tanima, kavrama gibi biligsel ve
fiziksel yeteneklerini kaybettigi uzun siiredir bilinen bir gergektir. Ortalama yasam
siiresi ondokuzuncu ylizyillda 50 yil civarindayken, giiniimiizde mortalite hizinin
azalmasi ile 80 yila yaklagmistir. Dolayisiyla, yirminci yiizyilda tiptaki gelismelere
paralel olarak yash popiilasyonun artmasi toplumda demansi 6nemli bir saglik
problemi haline getirmis, hafiza kaybina yol acan biligsel hastaliklarin tanisinin
konulabilmesi ve birbirinden ayirt edilebilmesi i¢in bir ¢ok arastirma yapilmasi
gerekmigtir. Bu incelemelerin sonucunda Alzheimer (AH) hastaliginin, yash
populasyonu olusturan 65 yas tizeri kisilerde tiim demans vakalarinin %50-70'in1, 85
yas lizerindeki kisilerde ise %20-47’sini olusturdugu saptanmistir (1).

Alzheimer hastaligi ilk kez 1907°de Alois Alzheimer tarafindan ilerleyici
bilissel ve kognitif bozulma ile baslayan ve 6liimle sonuglanan norodejeneratif bir
hastalik olarak tanimlanmgtir (2). Ilk yillarda hastalikla ilgili degisikliklerin tek bir
nedene bagl oldugu diisiiniiliiyordu. Ancak daha sonraki yillarda yapilan ¢aligmalar,
AH hastaliginin klinik ve patolojik agidan heterojen bir hastalik olduguna dair
onemli kanitlar elde edilmesini saglamistir. Alzheimer hastaligi primer olarak gri
cevheri ve buradaki hiicreleri etkileyen dejeneratif bir hastalik olup, bilissel
fonksiyonlarda ve davranislarda ilerleyici bozukluk ile karakterize edilen bir demans
tiriidiir (3). Makroskopik patoloji bulgusu, 6zellikle korteks ve hipokampusta tespit
edilen diffiiz atrofidir. Buna ilave patolojik veriler hiicre i¢inde biriken norofibriller
yumaklar, ekstraselliiler yerlesimli amiloid plaklar, graniilovakuoler dejenerasyon,
sinaps sayisinda azalma, hipokampus, asosiyasyon korteksi ve Meynert'in bazal
niikleusunda olusan kolinerjik hiicre kayiplaridir (4).

Hastaligin patogenezini en iyi agiklayan hipotezde, anahtar rol oynayan amiloid
betanin (Af) artmasi ve amiloid fibrillerinin uzamasiyla iligkili ¢esitli fizyolojik
basamaklarin tetiklenmesi sonucu AH hastaliginin gelistigi One siiriilmiistir(5).
Amiloid B peptidi, amiloid prekiirsor proteininin (APP) sekretazlarla kopartilmasi
sonucu olugmaktadir (6). Amiloid prekiirsor protein hemen her hiicrede eksprese olan
tek transmembran bolgesi olan bir proteindir. Bu proteinin o sekretaz yoluyla
kesilmesi soliibl APP (sAPP), ard1 ardina § ve gamma sekretaz yoluyla kesilmesi ise
AP proteinlerinin olugsmasina yol agar (6). Soliibl APP’nin trofik etkilerle dendritik
spin biiylimesi ve sinaptik kontakt olusumuna yol agtii, hiicre i¢i kalsiyum
regiilasyonu gibi 6nemli fizyolojik fonksiyonlarda da islev gordiigi diisiiniilmektedir
(5, 7). Alzheimer hastalifinda, B yolunun daha aktif duruma ge¢cmesiyle Af
proteinlerinin artmasina paralel olarak sAPP’nin de olugsmamasi patolojik siireclerin
hizlanmasinda kritik bir rol oynar (7). Ayrica, amiloid plaklarin kiimelenmesinde A3
42 peptidinin AP 40' dan daha fazla etkili oldugu saptanmstir (5). Amiloid B artigini
takiben senil plaklar, norofibriler yumaklar ve noron kaybi gelismektedir. Amiloid
beta min fibriller olusturup lokal mikroglia ve astrositleri aktive ettigi, bu hiicrelerden
salinan molekiillerin ndronlarda norotoksik ve norotrofik etkiler yarattig
bilinmektedir (5). Bu norotoksik etkilere maruz kalan ndéronlarda dejeneratif



degisiklikler ortaya cikmaktadir. Ornegin mikrotiibiillerde bulunan tau proteini
hiperfosforilize olarak "paired helical filament"leri (PHF) olusturmaktadir. Boylece
ndron soma ve dendritlerinde gelisen yapisal ve fonksiyonel degisiklikler, noron
kaybina, bircok norotransmiterin eksikligine ve biyokimyasal degisikliklere neden
olmaktadir. Ozet olarak, AP peptidleri ya dogrudan hiicre yiizeyi bilesenleri ile
etkilesip apoptotik sinyali tetikleyerek ya da dolayli olarak astrosit ve mikroglia
aktivasyonu ile fazla miktarda inflamatuvar sitokinler iireterek norodejeneratif
degisiklikleri tetiklemektedir (5, 8). Ayrica AP 'min kalsiyum ve sodyum kanallarin
etkileyerek sitotoksisiteye neden oldugu disiinilmektedir (9). Neticede tiim bu
basamaklar néronlarin programlanmis hiicre 6liimii apopitoz ile sonlanmaktadir.

Alzheimer hastaliginda erken olgularla ilintili olarak inflamasyonun ve
oksidatif stresin merkezi rolleri oldugu kuvvetli kanitlarla gosterilmistir (5,8,10).
Inflamasyon bakteri, travma, kimyasal maddeler, sicaklik ve herhangi diger bir olay
nedeniyle, doku yaralanmasi oldugunda, yaralanan dokuda ve ¢evre dokuda meydana
gelen kompleks degisikliklerdir (11). Beyinde glialar, ozellikle astrositler ve
mikroglialar yaralanma yada enfeksiyon gibi bir uyariya cevap olarak aktive
olduklarinda inflamatuvar sitokinlerin iiretimini arttirir ve beyindeki tehdidi nétralize
eder (10). Bu noroinflamasyon, hasarli dokuyu ya da istenmeyen maddeyi yok
ederek beynin cevresindeki degisimlere cevabii saglayan faydali bir islemdir.
Ancak, kimi zaman bu faydali islevin dengesinin bozulmas1 ve kontrolden ¢ikmasi
norodejeneretif hastaliklarda hasarin artmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Alzheimer
hastaligindan etkilenen beyinde nérofilament kiimeleri (neurofilament tangles :NFT)
ve AP patolojik inkliizyonlar: ile iligkili aktive olmus mikroglialarin, reaktif
astrositlerin, kompleman proteinlerin ve proinflamatuvar sitokinlerin yaygin
goriiniisii beynin noroinflamasyonun kronik evresinde oldugunun bir isaretidir (10).
Sonug olarak, hastalikta olusan inflamasyonla ilgili su anki yaklasim, bunun lokal
doku hasar1 ve yiiksek derecede ¢oziiniir olmayan, anormal bir maddenin kronik
depolanmasi sonucu lokalize olmus bir reaksiyon oldugudur (10,12).

Alzheimer hastaliginda temel pro-inflamatuvar aracilarin yaninda, néronal sinyal
basamaklarinda yer alan biyoaktif lipitlerin de normal beyne gore yliksek diizeyde
olduklart tespit edilmistir (10, 12, 13). Arasidonik asit metabolizmasi sonucu
iiretilen biyoaktif lipitlerin dnemli pek ¢ok fizyolojik ve patolojik olayda yer almasi,
bu lipidlerin son yillarda gittik¢e artan bir ilgi kazanmasina yol agmistir. Fosfolipaz
Ay’nin  membran lipidlerini katalizi sonucu olusan arasidonik asitin major
metabolizma yollarindan biri de siklooksijenaz enziminin yer aldigi metabolik
yolaktir. Prostaglandinlerin ve diger inflamatuvar faktorlerin sentezini saglayan
basamaklar da yer alan bu enzimin AH hastaliginin gelisiminde temel bir role sahip
oldugu cesitli yayinlarda ifade edilmistir (14, 15). Siklooksijenaz enziminin
periferde ve beyinde COX-1 ve COX-2 olmak iizere iki izoformu vardir.
Siklooksijenaz-1 enzimi ¢ogu hiicre tipinde devamli olarak eksprese olurken COX-2
sadece inflamasyon bolgelerinde indiiklenir ve pro-inflamatuvar prostaglandinlerin
tiretilmesine yardime1 olur (13). Prostaglandinler diger inflamatuvar mekanizmalarla
i¢ i¢ce oldugundan COX-2’nin ve buna baglh olarak prostaglandinlerin inhibisyonu
AH hastaliginda popiiler bir terapotik (tedavi edici) hedef olarak kabul edilmektedir
(13, 16, 17). Sikloksijenaz-2 ‘nin aktivasyonu sonucu pro-inflamatuar bir molekiil
olan prostaglandin E2 (PGE2) iiretilir (18, 19). Aragtirmalar COX-2 ekspresyonu ve



aktivitesi sonucu tretilen PGE2’nin y-sekretaz aktivitesini arttirdigi ve bdylece AP
peptid olusumunun gerceklestigini ortaya koymustur (15, 20). Buna ek olarak,
PGE2’nin Alzheimer hastalarinda yiiksek diizeyde olmasi bu hastaligin gelismesinde
PGE2’nin rolii oldugunu ortaya koymaktadir (21).

Klinik tedavi yaklagimlariin geligmesi ve yasam kosullariin iyilesmesi yash
poplilasyonunu arttirdigi i¢in, AH hastaligimin goriilme sikliginin Oniimiizdeki
yillarda belirgin bir sekilde yiikselecegi ongoriilmektedir (12). Bu nedenle, erken tani
ve hastaligin 6nlenmesi i¢in stratejiler gelistirmek kritik bir 6nem tasimaktadir. Zira,
yaslilik sonucu motor ve biligsel yetenekleri 6nemli 6l¢iide azalan AH hastalarinin
kendilerini yonetmeleri olduke¢a zorlagtigindan bakimlarini yakinlari {istlenir ve kalan
yasamlarini yakinlariin korumasi altinda siirdiiriirler. Bu durumda, hastaligin sebep
oldugu sosyal ve ekonomik sorunlar nedeniyle, durdurulmasi yada en azindan
yavaglatilmasina yonelik calismalar (15, 16) son yillarda 6nem kazanmistir. Ancak,
AH hastalig1 halen ndropatolojisi ve etiyolojisi net olarak ortaya konamamis ve
tedavisi miimkiin olmayan hastaliklar arasinda yer aldigindan, bu noktada hastaligin
ozellikle farmakolojik tedavisi oOnem kazanmaktadir. Dolayisiyla, artmis
proinflamatuvar sitokinlerin baskilanmasinin hastaligin tedavisine katki saglayacagi
diistintildiigii icin hastalig1 yavaslatan yada durduran yeni ilaglarin gelistirilmesi i¢in
faydali etkileri olan toksisitesi diigiik bitkilere odaklanilmustir.

Medikal bitkilerle ilgili eski referans kitaplarinda adi gecen Salvia officinalis
(adagay1)’in hafiza gelistiren Ozellikleri ve kolinerjik aktivitesi oldugu son
zamanlarda yapilan calismalarla belirlenmistir (22, 23). Yiizyillardir bitkisel ilag
olarak kullanilan Salvia officinalis’in yeni bir tedavi potansiyeli saglayacagi onceki
caligmalarda gosterilmistir (23, 24). Salvia Officinalis’in ticari ekstraktlar1 yaklagik
% 10 rosmarinik asit (RA) icermektedir. Rosmarinik asit Rosemary officinalis
(biberiye), Salvia officinalis, Perilla bitkisi, Sweet basil (feslegen) gibi bitkilerde
oldukca fazla miktarda bulunan dogal fenolik bir bilesik olup, kafeik asit ve 3,4 —
dihidroksifenillaktik asidin bir esteridir (23). Daha once yapilan bir ¢alismada (25)
RA’nin feokromasitoma (PCI12) hiicrelerinde AP peptidinin indiikledigi reaktif
oksijen tiirleri (ROS)’ nin olusmasini, lipid peroksidasyonu, DNA
fragmantasyonunu, kaspaz 3 aktivasyonunu ve tau proteininin
hiperfosforilizasyonunu  azalttigi  gosterilmistir. Ayrica RA’nin = ROS  ve
malondialdehid (MDA) miktarini diisiirerek oksidatif strese karsi koruma sagladigi,
H,05’nin indiikledigi hiicre hasarini 6nledigi tespit edilmistir (26). Bunlara ek olarak
RA’nin glomeriilonefrit ve romatoid artrit hastaliklarinda uygulandig1 dokuda COX—
2 ekspresyonunu 6nemli derecede azaltarak anti-inflamatuvar etki olusturdugu da
gosterilmistir (27, 28). Bu ozellikleri g6z oniine alindiginda, RA’nin AH hastaliginda
COX-2 iizerine etki ederek baskilayici etki gosterebilecegi ve bu yol ile PGE2’ nin
sentezindeki artisin Oniine gegebilecegi hipotezi dne siiriilebilir. Literatiirde bu konu
ile ilgili herhangi bir bilginin olmamasi nedeniyle planlanan g¢aligmamizda, 6l¢iilen
PGE2’ diizeylerinin degerlendirilmesiyle RA’nin AH hastaligi komplikasyonlar
tizerine olan etkileri incelenerek koruyucu etkisinin olup olmadigi belirlenecektir.

Alzheimer hastaligiyla ilgili bircok model olmakla birlikte bu hayvan
modellerinin hicbiri hastalikta gézlenen biyokimyasal, histopatolojik ve bilissel
anormallikleri tam olarak temsil etmemektedir (29). Bu sebepten ideal bir AH



hastalig1 modeli gelistirilmesi hastaligin patolojisini tam olarak anlamak i¢in hayati
Ooneme sahiptir. Yakin tarihte yapilmig bir ¢alismada ovaryektomi (ooferoktomi)
yoluyla overleri alinarak 6strojen hormon miktari azaltilan disi sicanlara uzun siireli
D-galaktoz uygulamasi ile bu iki bilesenin sinerjik ¢aligmasi saglanarak, yeni bir AH
hastaligi modeli sunulmustur (30). Endojen Ostrojen azalmasi ile AH hastaligi
patolojik bulgular1 arasindaki yakin iliski son on yilda yapilan bir¢ok ¢alismanin
konusu olmustur. Beyinle ilgili yapilan ¢aligmalar dstrojenin hiicresel, metabolik ve
norotransmitter seviyelerinde koruyucu bir etkisinin oldugunu gostermistir (31, 32,
33). Diger yandan, AH hastaliginda asin miktarda yiikselen serbest radikallerin
zararh etkileri ve patofizyolojik rolleri iyi bilinmektedir (34, 35, 36). Bu konu ile
ilgili aragtirmalar, pro-inflamatuar molekiillerin ekspresyonu sonucu salinan
arasidonik asitle birlikte néronal membranlarla direkt olarak etkilesen A fibrillerinin
de artan lipit peroksidasyonda rolleri oldugunu ortaya koymustur (8, 37). Bu
bilgilerin 1s18inda, Ostrojen azalmasi ve oksidatif stresin AH hastaliginin patolojik
gelisimini etkileyen iki ana faktdr oldugu goriilmektedir. Alzheimer hastaligindaki
patolojik, norokimyasal ve davranigsal degisimlerin tam taklit edilebilmesi
nedeniyle, projemizde bu yeni modelin kurulmasi planlanmistir. Hastalikla ilgili
tedavi seceneklerinin olduk¢a smirli oldugu dikkate alindiginda, yeni gelistirilen
ilaclarin terapotik etkinliklerinin ya da toksik etkilerinin anlasilmasi i¢in hastaligin
tam olarak taklit edilebildigi bir Alzheimer modelinin kurulmasi AH hastaliginin
mekanizmasi ile iligkili arastirmalar yoniinden olduk¢a onemlidir. Sonug olarak, AH
hastaliginin mekanizmasina 151k tutacak bu projemiz, belirtilen modelin kurulmasi ve
hastaligin patojenezinin aydinlatilmasi yaninda, bu yikici norodejeneratif hastaligin
tedavisi ile ilgili bagka projelere de basamak teskil edecektir.

Hafif biligsel bozukluktan daha ciddi seyreden vakalara kadar tiim AH
hastalarinda MDA seviyelerinin yiikselmesi (38), hastaligin gelisiminde lipid
peroksidasyonun onemli bir etkisi oldugunu diisiindiirmektedir. Buna dayanarak,
RA’nin koruyucu etkisini incelemek ve AH hastaliginda artan serbest radikallerin
roliinli degerlendirmek icin calismamizda thiobarbitiirik asit reaktif dirlinleri
(TBARDYS) diizeyleri olcililmiistiir. Serbest radikallerin in-vivo sartlarda dlciilmesi yar
Omiirlerinin kisa, konsantrasyonlarinin diisiik ve reaktif olmalari nedeniyle zordur
Dolayisiyla oksidatif stresin olusturdugu ikincil iiriinlerin 6lgiildiigli yontemler
gelistirilmistir Lipid peroksidasyon indeksi olarak TBARS kabul edilmekle birlikte,
thiobarbitiirik asitin MDA disinda diger bilesiklerle de etkilesime girmesi nedeniyle
son yillarda daha duyarli oldugu kabul edilen baz1 yontemler gelistirilerek TBARS
yerine bunlarin lipid peroksidasyon indeksi olarak kullanilmasi onerilmektedir.
Ancak, daha 6zel yontemler gelistirilmesine karsin, ¢ok basit ve hizli olmasi, dl¢iilen
griinlerin ¢ogunlugunu MDA’nin teskil etmesi nedeniyle, TBARS halen bir ¢ok
arastirmada tercih edilmekte ve kullanilmaktadir (39, 40).

Son yillarda yapilan ¢ok sayidaki ¢alismada serbest radikallerin ve olusturdugu
oksidatif stresin O0grenme ve hafizay1 etkileyen onemli bir faktér oldugu ileri
siiriilmektedir (41, 42). Nitekim, kognisyon bozukluklar1 goriilen bir ¢ok hastaligin
etyopatogenezinde artan serbest radikallerin rollerinin olmasi nedeniyle antioksidan
iceren tedavi yontemlerinin uygulanmasi bu goriisii desteklemektedir (43). Bilindigi
gibi, AH hastalifinin en Onemli etkilerinden biri de Ogrenme ve hafizanin
azalmasidir. Hastalarda gozlenen en ciddi semptomatik sorunlar erken olusan hafiza



kaybinda hizli bir ilerleme, konusma bozuklugu, yon bulma eksikligi, insanlar
tanima sorunu gibi ilerleyici biligsel ve duyusal problemlerdir. Alzheimer transjenik
fareler kullanilarak yapilan cesitli caligmalarda 6grenme ve hafiza fonksiyonlarindaki
degisiklikler farkli labirent testleri kullanilarak saptanmis, bu degisikliklerin kronik
antioksidan kullanimiyla diizeldigi ifade edilmistir (43). Bilesiminde antioksidan RA
iceren Salvia officinalis kullanilarak yapilan klinik ¢caligmalarda ADAS-cog ve CDR-
SB testlerinin yapilarak hastalarin biligsel fonksiyonlarinda iyilesme oldugu
saptanmistir. Cesitli bitkilerin hafiza ve biligsel fonksiyonlar {izerine etkilerinin
incelendigi bir caligmada da o6zellikle bu bitkinin AH hastaliginda terapotik bir
potansiyeli olabilecegi ileri siiriilmiistiir (24). Rosmarinik asidin belli bir dozun
tistiinde lokomotor aktiviteyi ve motivasyonu arttirdigi daha 6nceki bazi yayinlarda
(44, 45) belirtildiginden, ¢alismamizda bu asitin 6grenme ve hafiza {izerindeki olas1
iyilestirici etkisi aydinlatilmaya galisilacaktir. Bu amacla da, Y-maze ve lokomotor
aktivite testi uygulanarak sicanlarin aktiviteleri, 6grenme, ve hafiza yetenekleri
degerlendirilecektir.

Calismamizda anti-inflamatuar ve antioksidan ozellikleri olan RA’nin giderek
artan yash niifus nedeniyle her gecen yil daha biiyiik bir saglik problemine doniisen
AH hastaligindaki rolii ortaya konarak ve 6grenme ve hafiza iizerindeki etkileri
acikliga kavusturularak literatiire yeni ve kapsaml bilgiler katilacaktir. Ayrica, AH
hastaliginin mekanizmasina 151k tutacak bu projemiz, RA’nin insan saghig iizerine
olan etkilerini de acikliga kavusturarak cevre ve halk sagligi agisindan da yararli ve
kapsaml1 bilgiler elde edilmesini saglayacaktir. Dolayisiyla, projemiz toksik 6zelligi
oldukca diisiik bu bilesigin hastaliga etkisinin aydinlatilmasma katki getirerek
tedavi yolunda 6nemli bir adim olusturacaktir. Ayn1 zamanda, projemiz bu konu ile
ilgili ilk calisma olmasi1 nedeniyle yeni ufuklar acarak, daha ayrintili calismalarin
yapilmasi i¢in basamak olusturacaktir.

Sonug olarak, projenin amaglari sdylece 6zetlenebilir;

1. Hastaligin tam olarak taklit edilebildigi bir modelin kurulmasi ve yeni tedavi
stratejisi ile calismamiz AH hastaliginin etyopatolojisi ve tedavisine yonelik
bilimsel arastirmalara 1s1k tutacaktir.

2. Calismamizda, PGE2, COX-2 diizeyleri, amiloid plaklar ve oksidan hasarin
belirlenmesiyle RA’ nin koruyucu etkisinin olup olmadig1 saptanacaktir.

3. Rosmarinik asidin O6grenme ve hafiza {lzerindeki etkileri agikliga
kavusturularak ve AH hastaligindaki rolii ortaya konularak literatiire yeni ve
kapsamli bilgiler katilacaktir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Alzheimer Hastahgi

2.1.1 Alzheimer Hastaliginin Epidemiyolojisi
Alzheimer hastalig1 bilissel fonksiyonlarda ve davraniglarda ilerleyici bozukluk
ile karakterize edilen en yaygin demans tiirtidiir. (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Alzheimer Hastaliginda gozlenen diffiiz atrofi.

Bat1 Avrupa ve Birlesik Amerika'da yapilan ¢aligmalar demanslarm %50-70'
inin AH hastaligina bagli oldugunu gostermektedir (1). Alzheimer hastalig
gelisiminde ortaya konan kesin risk faktorleri yas, aile Oykiisii ve Kkisinin
apolipoprotein E (ApoE) s4 aleline sahip olmasidir (46, 47, 48). Bunlardan yas en
onemli risk faktorii olup hastaligin prevalansi, 65-85 yaslar1 arasinda her beg senede
bir iki katina ¢ikmaktadir. Aile Oykiisiinde hastaligin olmasi durumunda &zellikle
birinci derecede akrabalarda risk dort kat artmaktadir (48). Kolesterol transportunda
gorevli bir protein olan ApoE'nin e4 aleli; normal beyaz popiilasyonda %16, AH
hastalarinda ise %35-50 siklikta bulunmasi nedeniyle hastaligin major faktorlerinden
sayilmaktadir (49). Hastaligin diger olasi risk faktorleri ise; kadin cinsiyeti, diisiik
egitim seviyesi ve fazla biligsel aktivite gerektirmeyen islerde caligma, Down
Sendromu, biling kaybina neden olan kafa travmasi, miyokard infarktiis Oykdisii,
atherosklerotik damar hastaligi, hipertansiyon, atrial fibrilasyon ve insiiline bagiml
diyabet hastaligidir (1, 50, 51). Baz1 caligmalarda, ileri anne yasi, alkol kullanimi1 ve
depresyon oykiisiiniin de AH hastaligi risk faktorleri arasinda oldugu belirtilse de,
bunlarin hastalik ile iligkileri tartigmalidir. Alzheimer hastaliginin olugma riskini
azalttig1 diisliniilen faktorler ise Ostrojen kullanimi ve non-steroid antiinflamatuar
ilaclardir.



2.1.2. Alzheimer Hastahiginin Patogenezi

Alzheimer hastaligi ile ilgili arastirmalara hastalardan elde edilen patoloji
bulgular1 yol gostermistir. Makroskopik patoloji bulgulari, 6zellikle korteks ve
hipokampuste yaygin neokortikal atrofidir. Hastaligin histopatolojik bulgular ise,
Meynert'in bazal niikleusu, hipokampus ve asosiyasyon korteksi alanlarinda
kolinerjik noron kaybi, hiicre iginde biriken NFT, ekstraselliiler yerlesimli amiloid
plaklar, graniilovakuolar dejenerasyon ve sinaptik kayiplar olarak belirlenmistir (4).
Hiicre dis1 amiloid birikimi olarak tanimlanan amiloid plaklar hastaligin temel ayirt
edici bulgusunu olusturur (5).

Hastaligin patogenezini en iyi a¢iklayan hipotez olan amiloid kaskad hipotezinde
temel nokta APP’nin belirli sekretazlarla kesilmesi sonucu fibriller Af peptidinin
olusmasidir. Tip I membran proteini olan APP ilk basamakta a- veya [(-sekretaz
enzimlerinden biri ile koparilir. Alfa-sekretaz APP'nin AP bolgesini etkileyerek 83
amino asit dizilimli C83 ile alfa sekretuvar amiloid prekiirsor proteinini (a-APPs)
olusturur (6). Normal bir beyinde a-yolunda a-sekretaz aktivitesi hakim olup a-APPs
salinmmi1 daha fazladir. Beta-sekretaz enzimi ise APPmin amino terminalini
etkileyerek 99 amino asit dizilimli C99 ile beta amiloid prekiirsor proteinini (B APPs)
olusturur. Daha sonra devreye giren y-sekretaz birgok alt liniteden olusan bir proteaz
kompleksi olup tam olarak karakterize edilememistir fakat temel olarak dort énemli
proteinden olustugu bilinmektedir (52). Bunlar presenilinl, presenilin 2, nikastrin ve
APH-1 (anterior pharynx-defective 1) proteinleridir. Bu enzim hem C83'i hem de
C99'u etkileyerek, C83'ten P3 isimli peptidi ve C99'dan A'yr olusturur. AP
peptidleri 38, 40 ve 42 amino asit dizilimli olabilir ve "B sheat" konformasyonu ile
birikirler (53). (Sekil 2.2)
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Sekil 2.2. Amiloid prekiirsor proteininin kesilmesi

Amiloid plaklarda tespit edilen ve ¢Okme egilimi olan AP 42’nmn, AP
norotoksisitesinde gerekli olan fibril olusumuna AP 40'dan daha fazla sebep oldugu
goriilmiistiir (53). Hastaligin patogenezinde B-yol aktivitesinin artisi sonucu AP
seviyesinin yiikselmesinin patolojik siireglere neden oldugu diisiiniilmektedir. Bunu
takiben AH hastaliginin histopatolojik bulgularin1  olusturan senil plaklar,



norofibrillar yumaklar ve noron kaybi ikincil olarak gelismektedir. Amiloid B'nin
fibriller olugturarak lokal mikroglia ve astrositleri aktive ettigi, bu hiicrelerden
salinan molekiillerin ndronlarda norotoksik ve norotropik etkiler olusturdugu
diistiniilmektedir. Bu norotoksik etkilere maruz kalan ndronlarda dejeneratif
degisiklikler olusmakta Ornegin, mikrotiibiille iliskili tau proteini hiperfosforilize
olarak PHF’leri olusturmaktadir (54). Boylece noron soma ve dendritlerinde gelisen
yapisal ve fonksiyonel degisiklikler (6rnegin sinaptik disfonksiyon), néron kaybi, bir
cok norotransmitter eksikligine ve biyokimyasal degisikliklere neden olmaktadir.
Sonugta tiim kaskad noéronlarin programlanmis hiicre oOlimii apopitozis ile
sonlanmaktadir (5).

2.1.3. Oksidatif Stres ve Alzheimer Hastahg

Amiloidojenesis ile ndrofibril kiimelerinin gelisimi arasindaki iliski heniiz
bilinmediginden, amiloid hipotezi akla yatkin olsa da hastali§in etyopatolojisini tam
olarak agiklayamamaktadir. Bu nedenle, AH hastaliginda olusan nérodejenerasyonun
ve noronal 6limiin mekanizmasini aydinlatmak i¢in oksidan stres gibi diger faktorler
de dikkate alinmalidir. Bilindigi gibi, oksidan strese yol agan serbest radikaller
hiicrenin yap1 taglari olan lipidler, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik asitlere zarar
verip fonksiyonlarini bozmaktadir. Diger yandan, yasa bagli olarak serbest
radikallerin artmas1 ve yashiligin AH hastaligt gibi bircok norodejeneratif
bozukluklarin patogenezisinde bir risk faktorii olarak kabul edilmesi (38), serbest
radikallerin etkilerinin dikkate alinmasi geregini vurgulamaktadir.

Beyin dokusu asagida belirtilen nedenlerden dolay1 serbest radikallere daha

duyarlidir.
1. Onemli dogal bir antioksidan olan glutatyon miktar1 ndronlarda diisiiktiir
(55).

2. Noron membranlar yiiksek oranda poliansatiire yag asiti icerir (56).
3. Beyin metabolizmasi yiiksek miktarda oksijene gereksinim duyar (57).

Alzheimer hastaligindaki norodejenerasyonda ve ndronal Oliimde serbest
radikallerin énemli rollerinin oldugu cesitli ¢alismalarda gosterilmistir. Ozellikle
Fenton reaksiyonu sonucu olusan oldukg¢a giiclii toksik etkiye sahip hidroksil
radikalinin AH hastaliginda etkili oldugu bilinmektedir (58). Ayrica, indiiklenen
nitrik oksit sentaz araciliyla olusan nitrik oksidin siiperoksit ile birlesmesi sonucu
ortaya c¢ikan peroksinitritin de AH komplikasyonlarinda 6nemli etkisinin oldugu
bildirilmistir (59). Zira peroksinitritin bir ¢ok biyolojik molekiilii tahrip edebilen ve
metal Kkatalizinden bagimsiz olarak hidroksil radikallerine ayrisabilen giiglii bir
oksidan oldugu ifade edilmektedir. Nitekim, Smith ve ark. (59) yaptig1 ¢alismada
peroksinitritin AH hastalarinin beyninde olusturdugu oksidatif modifikasyonlarin
izlerini gdzlemlemistir.

Alzheimer hastaliinda noronlarda oksijen radikallerinin temel kaynagi
mitokondridir. Mitokondride molekiiler oksijenin indirgenmesi sirasinda serbest
radikaller Tretilir. Yiiksek oksijen metabolizmasi nedeniyle noéronlarda radikal
iiretimi daha fazladir. (60). Alzheimer hastaliginda spesifik mitokondriyal enzimlerin
aktivitesinin azaldig1 ya da enzim yapilarinin degiserek fonksiyonlarinin bozuldugu
gosterilmistir (61, 62). Bu enzimlerdeki degisimler ROS olusumunu indiiklemekte



boylece mitokondri sitoplazmaya serbest radikaller salarak hasara yol agmaktadir. Bu
hasarda etkili olan hidrojen peroksit mitokondrinin dis membranindan kolayca
diffiize olarak sitoplazmada diger organellere zarar verir. Hidrojenperoksit fazla
reaktif degildir ancak sitoplazmadaki demir iyonlar1 ile etkileserek Fenton
reaksiyonu sonucunda hidroksil radikalinin olugmasina yol agar (8).

Alzheimer hastaligindaki diger bir temel ROS kaynagi lezyonlardaki Af
peptididir. Oksidatif islemler kiimelenme 6zelligi olmayan AB’y1 kiimelesen Af’ya
cevirirken, AP nin kendiside serbest radikal kaynagidir (63). Amiloid f vaskiiler
endotelyal hiicrelerle etkileserek c¢ok miktarda serbest siiperoksit radikalleri
iiretilmesini saglar. Bunlar lipid peroksidasyona sebep olarak okside edici ajanlar
iiretirler. Bu olay noronlarla degil endotelyum ile iliskili olsa da bu bilgiler AR’ nin
serbest radikal iireterek etki ettigi ve boylece ndérodejenerasyon isleminde rol aldig:
diistincesini destekler (64). McDonald ve ark. (65) AP fibrillerinin protein tirozin
kinaz bagimli sinyal yollariyla mikroglialarda siiperoksit tiretimini aktive ettigini
gostermistir. Bu arastirma AP’nin mikroglialarda ROS iiretimini stimiile ettigini
bulan diger ¢aligmalarin sonucunu dogrulamistir (66, 38).

Yapilan calismalar sonunda AP toksisitesinin yalnizca spesifik bir membran
reseptorii etkilegsmesinden kaynaklanmadigi fikrine ulasilmistir (8, 66, 67). Amiloid 8
birikimleri ve NFT’ler yliksek konsantrasyonda demir iyonu igerdiklerinden ROS
iretimine katki saglarlar. Birgok calismada ndron kiiltiirlerinde ya da hiicre
dizilerinde AP’nin direk toksik etkisi izlenmistir. Behl ve ark. (68) bu AP
toksisitesinin PC12 hiicre dizisinde antioksidan uygulamasi ile Onlendigini
gostermislerdir.

Alzheimer hastalarinin beyninde demir konsantrasyonunun yiiksek olusu ile
ilgili birgok gozlem, demir metabolizmasinin da AH hastaliginda etkili oldugunu
gostermistir. Smith ve ark. (58) cesitli histokimyasal metodlarla demirin AH
hastalarindaki dagiliminmi incelemis ve demir dagiliminin senil plaklar ve NFT lerin
dagilimi ile eslestigini bulmustur. Bu lezyonlarla iligkili demir iyonlar1 bir oksidatif
stres isleminin parcasi olabilir.

Hastalarda en ciddi histopatolojik degisimlerin oldugu bolgelerde serbest
radikallerin proteinlere etki ederek protein oksidasyonuna da neden oldugu
bulunmustur (69). Alzheimer hastaliginda artan protein karbonil seviyesi ve tirozin
rezidiilerinin nitrasyonu proteinlerin oksidatif modifikasyonunu gostermektedir. ATP
iretiminde yada glikolizde gdrev yapan enzimlerin yapisinda yer alan proteinlerin
oksidasyonu AH hastaliginda gozlenen metabolik bozukluklara yol a¢gmaktadir.
Diger yandan, yashlarin ve AH hastalarinin parietal korteks bdlgelerinde
mitokondriyal DNA ve niikleer DNA’nin oksidasyonu gozlenmistir (70, 71). DNA
ve RNA oksidasyonunu incelemek amaciyla dlgiilen 8 hidroksiguanozin (80OHG)
seviyesinin AH hastaliginda belirgin sekilde yiikseldigi bulunmustur (61). Aym
zamanda AH hastalarinda DNA tamir bozuklugunun isareti olan DNA kiriklar1 ve
fragmantasyonunun miktarinin arttig1 tespit edilmistir (71).

Histopatolojik ¢alismalar sonucu hastalarin temporal lob bdlgelerinde artan lipid
peroksidasyon izlerinin bulunmasi, bu etkinin AH hastaliginda temel bir faktor



olabilecegi goriigiinii destekleyen bir bulgudur (37, 72). Ayrica, AH olusturulan
transjenik farelerde yapilan bir ¢alismada 7 aylik farelerde AP birikiminden 6nce
lipid peroksidasyonun gozlenmesi hastaligin gelisiminde lipidlerin oksidasyonunun
Oonemine isaret etmektedir (73). Yapilan deneylerde lipid peroksidasyonun seviyesi
yiikselen MDA, 4-hidroksinonenal (4-HNE) ve izoprostan miktar1 ve degisen
fosfolipid kompozisyonu ile belirlenmistir. Lipid peroksidasyon {iriinlerinden biri
olan 4-HNE’nin hipokampal hiicre kiiltiirlerinde toksik oldugu kanitlanmistir (74).
Bu oldukga reaktif olan 4-HNE’nin iyon transferinde ve kalsiyum homeostazisinde
gorev alan ATPaz’1 etkileyerek ndronal 6liime sebep oldugu diisiiniilmektedir (75).
Buna ilaveten, Af’nin indiikledigi lipid peroksidasyon sonucu artan MDA ve 4-HNE
gibi reaktif aldehidlerin membran proteinlerini modifiye edip fonksiyonlarim
degistirerek noronlara hasar verdigi ortaya konmustur. Lipid peroksidasyonla iligkili
membran anormallikleri olan dendritik spinlerde PHF’lere daha sik rastlanmakta, AH
hastalarinin beyninde noérofibriller kiimelerde peroksidasyon son iiriinii olan MDA
bulunmaktadir (76).(Sekil 2.3)

Malondialdehit
Peroksinitrit oksidasyon *
4-hidroksinonenal

Amiloid
plak

Lipit
peroksidasyon

MNérofibril kKimeleri

Sekil 2.3. Oksidatif stres ve Alzheimer Hastalig1

Buscigli ve Yanker (77) AH hastaligina ¢ok benzeyen bir nérodejenerasyonun
gozlendigi Down sendromunda noronal Sliimiin lipid peroksidasyonun artmasina
bagli olusan apopitozis neticesinde gerceklestigini ve serbest radikal dnleyiciler ile
katalazin bu siireci durdurdugunu gézlemlemislerdir.

Serbest radikaller AH hastaliginda goriilen glikolizasyon isleminde de rol oynar.
Glikolizasyon fenomeni yillardir yaglanmayla iligkili patolojilerle iliskilendirilmistir.
Proteinlerin  glikolizasyonu nonenzimatik bir islem olarak baslar ve. ileri
glikolizasyon {irtinlerinin (advanced glycation end products-AGE) olusmasiyla
sonuglanir (75).Bu iiriinler doniisiimsiiz olarak ¢apraz baglarla baglanmis heterojen
protein kiimelerinden olusur. Alzheimer hastalarinda A ve tau proteinleri ile iligkili
olan AGE’lerin varlig1 gosterilmistir (76, 78). Bu gozlem AGE’lerin AH hastalig1
patolojisine dahil oldugunu desteklemektedir. Serbest radikallerin yol actig1
glikolizasyon AP’nin ¢apraz baglarinin olusmasinda tetikleyici olabilir. Mattson ve
ark. (79) AP glikolizasyonunun AH hastalig1 gelisimindeki ge¢ olaylarla iligkili
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oldugunu, Yan ve ark.(80) ise AGE reseptorlerinin ayn1 zamanda bir AP reseptorii
oldugunu gostermistir. Bu yaymlar AH hastaliginda serbest radikal iiretimi ve AGE
arasindaki iligkinin 6nemini destekler niteliktedir (81).

2.1.4. Alzheimer Hastalig: ve inflamasyon

Son yillarda AH hastaliginda etkin rol oynayan bir ¢ok inflamatuar molekiil
belirlenmistir (82). Alzheimer hastaliginda inflamasyon lokal bir doku hasar1 ve
yiiksek oranda coziinemeyen anormal bir materyale karsi endojen olarak olusan
lokalize bir reaksiyondur (83). Temelde makrofaj aracili reaksiyonlar inflamasyon
olarak tanimlanmakta, beyinde glialar bu reaksiyonlarin aracis1 olmaktadir. Lokalize
bir doku hasar neticesinde olustugu icin inflamasyon hastaligin etiyolojisinde bir
neden degil sonuctur. Ancak bunun ikincil bir etken olmasi 6nemsiz oldugunu
gdstermez. Ornegin kafa travmasina bagl beyin hasarinda ikincil inflamatuar cevap
travmanin kendisinden daha biiyiikk hasara sebep olmaktadir (10). Alzheimer
hastalifinda nérodejenerasyona sebep olan AP peptid birikimi ve ndrofibriller
kiimeler gibi temel etmenlere bir ¢oziim getirene kadar ikincil inflamatuar hasarin
baslamasinin 6nlenmesi 6nemli bir terapotik hedeftir.

Alzheimer Hastaliginda inflamasyona Aracihk Eden Hiicreler

Astrositler:

Astrositler c¢esitli yaralanmalara karsi immunolojik olarak aktive olabilen
hiicrelerdir. Cesitli adhezyon molekiilleri, sitokinler, eikosanoidler ve diger sitotoksik
molekiillerin ekspresyonunu gergeklestirirler (84). Aktive olduklarinda glial fibriller
asidik protein (GFAP)’in ekspresyonu artar. Astrositler inflamasyon kosullarinda
siser, asir1 gelisir ve cogalir (85, 86). Bu inflamatuar cevaba astrositozis denir.
Alzheimer hastalarinin beyninde lokal ve diffiiz olarak astrositozis gézlenmis ve ileri
asamalarda astrosit sayis1 dort kat kadar artmistir (87). Astrositler AP tarafindan
harap edilen damarlarin ve noronlarin g¢evresinde toplanmiglardir (88, 89). Lokal
ekstraselliiler AP birikimlerinin gevresinde asir1 biiylimiis astrositler gortiliirken, en
yogun birikimler néritik plaklarin ¢cevresinde bulunmustur. Astrositlerin somalart bir
daire olusturarak noritik plagin cevresini sarar. Bu noritik bolge astrosit islemleri ile
ortiiliir.

11



A
¢

astrosit .-L\_
r e

T -
- };-—x(_‘:_—.ﬂrnilnid beLq’_...-a-
rnikrnglia-“i,-' o

Sekil 2.4. Astrosit ve mikroglialarin aktivasyonu

Mikroglialar:

Mikroglial hiicreler beyindeki hiicrelerin %10 ila 15’ini olusturur (90).
Mikroglialar monosit ve mezodermal kokenli hiicrelerdir ve makrofaj benzeri
fagositik kapasiteye sahiptirler (91). Normal bir beyinde mikroglialar norotrofik role
sahip olsa da, norotoksik etkileri AH hastaligi arastirmalarinda gosterilmistir.
Mikroglialar diger noropatolojik kosullarda aktive oldugu gibi AH hastaliginda da
aktive olur (92, 93). Bu mikroglia aktivasyonu sonucunda morfolojik degisiminlerin
yanisira  sitokinlerin, kemokinlerin, akut faz proteinlerinin ve potansiyel
ndrotoksinlerin ekspresyonu artar (94, 95). Astrositler gibi aktive olan mikroglialar
da AP birikimlerinin yaninda kiimelenmekte ancak astrositlerin tersine mikroglialar
senil plaklarin merkezine daha yakin noktalarda bulunmaktadir. (96). Bu es
lokalizasyon astrositlerle mikroglialarin arasindaki inflamatuar sinyallere imkan
saglar. Amiloid B’nin fagositozu faydali olsa da mikroglialar ile etkilesmesi sinyal
iletim yollarmin agir1 aktivasyonu nedeniyle bircok pro-inflamatuar, nérotoksin ve
ekzitotoksik molekiiliin olugsmasina yol agmaktadir (97). (Sekil 2.4)

Alzheimer Hastaliginda Beyinde Etkili Inflamatuar Molekiiller

Kompleman sistemi:

Kompleman sistemi 30’dan fazla proteinden olusur. Bunlarin birgogu serin
proteazdir ve basamak basamak aktive olurlar. Alzheimer hastalarinin beyninde bu
sistemde rol alan proteinlerle birlikte bu sistemi diizenlemekle gorevli olan
proteinlerin ekspresyonunun yiiksek oldugu bulunmustur (98). Amiloid B ve
norofibriler kiimeler, dejenere olan DNA ve ndrofilamentler kompleman sistemi
aktive eder (99 ).

Sitokinler ve kemokinler:

Alzheimer hastaliginda hemen hemen tiim sitokinler ve kemokinler 6zellikle
pro-inflamatuar araci olanlarin seviyeleri incelenmistir. Bunlardan interldkin 1 (IL-
1), IL-6, timor nekrosiz faktor alfa (TNFa), IL-8 ve transforming biiylime faktori
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beta (TGF-B)’nin miktarinin AH hastaliginda yiikseldigi bulunmustur (100). Amiloid
B astrositler, mikroglialar ve noronlarda bu sitokin ve kemokinlerin ekspresyonunu
indiiklerken ayni zamana bu pro-inflamatuar molekiillerin varli§i AP plaklarinda
tespit edilebilmektedir (10).

Siklooksijenaz:

Siklooksijenaz, membran fosfolipidlerinden olusturulan arasidonik asitten
prostaglandinlerin sentezlendigi yolakta ©nemli rol oynayan bir enzimdir.
Siklooksijenaz prostaglandinlerin ve diger inflamatuar faktorlerin {retilmesine
yardim ederken kendisi de indiikledigi bazi1 pro-inflamatuar aracilarla yiiksek
seviyede tutulur (101, 102). Periferde ve beyinde COX’un COX-1 ve COX-2 olmak
iizere iki izoformu vardir. Siklooksijenaz-2 devamli olarak eksprese edilen COX-1’in
9932 numarali insan kromozomuna yerlesmis olan genetik esidir (103).
Siklooksijenaz-2 tipik olarak devamli eksprese edilmez, yalniz inflamasyon olan
bolgelerde indiiklenir ve pro-inflamatuar prostaglandinlerin {iretilmesini saglar.
Prostaglandinler diger inflamatuar mekanizmalarla iliskili oldugu icin COX
inhibisyonu yoluyla miktarlarinin azaltilmast AH hastaliginda 6nemli bir terapotik
hedeftir (Sekil 2.5).

Membran Fosfolipitleri
|1 pLA,
‘ Arasidonik asit

|

COX-1
PGG, CcOX-2
l
PGH,
PG sentaz / \TX sentaz
Prostaglandinler Tromboksanlar
PGD,, PGE,, PGF,,_, PGI, (TxA,)—=TxB,

Sekil 2.5. Arasidonik asit yolag1

Asint miktarda COX-2 eksprese eden transjenik farelerin uzaysal ve uzaysal
olmayan hafizalarinda bozukluk oldugu gozlenmistir. Artan COX-2 enzimatik
aktivitesi APPswe (sweden mutasyonu) transjenik farelerde hastaligin gelisimini
hizlandirmis, bilissel bozuklugu arttirmistir (73, 104). Bagka bir c¢alismada
noronlarda insan COX-2 genini asir1 eksprese eden Alzheimer transjenik farelerde
amiloidojenik AP peptidinin tiretiminin arttig1 bulunmustur (105, 106).

Alzheimer hastaliginda sitokinlerin uyardigi COX seviyesindeki artis ayni
zamanda sitokin stimiilasyonunu saglayan sinyal mekanizmalarin1 da etkiler.
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Sitokinler mikroglia ve astrositlerde PGE2 iiretilmesini tetiklerken, ortaya g¢ikan
PGE2 tekrar sitokin ve inflamatuar molekiillerin eksprese olmasina yol agar (10).
Alzheimer hastalarinin beyninde COX-2 ekspresyonunu etkileyen IL-18 ve TNF-a
gibi sitokinler AH hastaligindaki temel ndoropatolojiyi arttiran inflamatuar
reaksiyonlarin olusmasinda anahtar rol oynamaktadir (107,108). Elde edilen deliller
COX-2 protein seviyelerinin artisinin AP ve plak yogunlugu ile orantili oldugunu,
COX-2 ekspresyonunun AP 42 iiretimi, kiimelenmesi, birikimi ve temizlenmesini
etkileyen faktorleri modiile ettigini gostermektedir. Ayn1 zamanda AP peptidi de
COX-2 ekspresyonuna etki etmektedir (109).

Siklooksijenaz enzim aktivitesinin temel proinflamatuar {iriinii olan PGE2
seviyesinin hastalikta belirgin bir sekilde artmasi, AH hastaliginin gelismesinde
onemli bir fonksiyonunun oldugunu gosterir. Yapilan caligmalar primer sican
astrositlerinde AP 25-35 peptidinin COX-2 protein sentezini ve PGE2 salimimim
protein kinaz C (PKC) aracilif ile indiikledigini gostermektedir (109). Prostaglandin
E2 E-prostanoid 1-4 (EP1-4) seklinde tanimlanmis her biri cAMP {iretimi {istiinde ve
fosfoinozitol dongiisiinde farkli etkilere sahip dort G-proteini ile eslesmis reseptore
sahiptir (110). Bunlardan EP-2 reseptoriiniin (PGE2 reseptorii) hastaligin
komplikasyonlarindan belirgin bir sekilde etkilenen serebral korteks ve
hipokampusta olduk¢a fazla miktarda eksprese edildigi bulunmustur (111).
Prostaglandin E2 EP2 reseptorii araciligi ile noronlara etki ederek apoptozisde rol
oynarken, EP2 reseptorii araciliyla mikroglialara etki ederek inflamatuar sitokinleri
indiikleyerek ve fagositik aktiviteyi azaltarak AB’nin fagositozunu onler (112). Bu
bilgilere ek olarak, yakin zamanda COX tarafindan AP peptidinin {iretilmesinde
PGE2 aracili y-sekretaz aktivitesi artisinin etkili oldugu ortaya konmustur (18).
Boylece, arasidonik asitten PGE2 olugmasini katalize eden COX1 ve COX2
enzimlerinin aktivasyonunu inhibe eden non-steroid anti inflamatuar ilaglarin
(NSAIDs) uzun siireli kullanimi hastaligin gelisimini yavaslatmaktadir (113, 15).

2.2. Alzheimer Hastali@inin Tedavisi

Alzheimer  hastaliginin  tedavisinde  bir¢gok  farmakolojik  yaklasim
degerlendirilmistir. Hastaligmm su andaki primer tedavisinde, hafiza ve bilissel
semptomlara odaklanilmis olup, tedavi semptomatiktir. ikincil tedavisi ise hastaligin
seyri sirasinda ortaya c¢ikan depresyon, sanrilar, bunalti, ajitasyon ve uyku bozuklugu
gibi bulgularin giderilmesini amaglayip, hastanin yasam kalitesini artirici, bakimini
destekleyici 0Ozelliktedir. Primer demans tedavisinde amag¢ hastaligin biligsel
semptomlarinda iyilesme ya da diizelme saglamak, hastaligin gidisatini durdurmak
ya da en azindan ilerlemesini yavaslatmaktir. Alzheimer hastalig1 tedavisinde son
yillarda bu alanda bir¢ok terapotik ajanlar denenmis ancak hig¢ birinden biiyiik yarar
saglanamamustir. Primer AH hastalig1 tedavisinde kullanilan ya da gelistirilen tedavi
stratejileri su ana bagliklarda incelenebilir;

1- Transmitter yerine koyma tedavisi

2- Norotrofik faktorler, dstrojen tedavisi
3- Amiloid prosesini etkileyen ilaglar

4- Kolesterol sentez inhibitdrleri

5- Asilama

6- Antioksidan tedavi
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7- Antiinflamatuvar ilaglar

2.2.1. Transmitter Yerine Koyma Tedavisi

Kolinerjik iletimin farmakolojik olarak arttirnlmasi biligsel fonksiyonlarda
diizelme sagladigindan, giiniimiizde hastaligin tedavisinde en temel yaklagim beyinde
kolinerjik iletimi arttirmaktir. Bunun igin asetilkolin prekiirsorleri ilavesi, asetilkolin
yikimimi azaltmaya yonelik asetilkolinesteraz inhibitorleri, nikotinik ve muskarinik
reseptor agonistleri ve kolinomimetik aktiviteye sahip diger ilaglar da
kullanilmaktadir. Alzheimer hastaliginin semptomatik tedavisi i¢in kolinesteraz
inhibitorii ilaclar olarak takrin, donepezil, galantamin ve rivastigmin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak bu ilaglarin yar1 6miirlerinin kisa, etkilerinin zayif olmasi ve
klinik kullanimda bazen siddetli yan tesirler gozlenmesi tedavide kullanimlarini
kisitlamaktadir (114). Selektif muskarinik reseptor agonisti olan Xanomoline orta ve
hafif siddette Alzheimer hastalarinda denenmis ve hastalarda hem bilissel testlerde,
hem de klinik skorlarda artis oldugu gozlenmistir (115). Ancak hastalarda ilaca baglh
gelisen senkop ataklart ve gastro-intestinal yan etkiler ilacin kullanimim
zorlagtirmaktadir.

2.2.2. Norotrofik faktorler, 6strojen tedavisi

"Nerve growth factor" (NGF), ilk olarak intratekal, daha sonra ise nazal sprey
olarak kullamlmustir. Intratekal kullanimda meninks kalinlasmasi, nazal kullanimda
siddetli ekstremite agris1 gibi yan etkiler gdstermistir. Propentofilin ve idebenone
gibi antioksidan maddelerin NGF'yi uyaric1 etkilerinden dolayr AH hastaliginda
yararli olabilecegi diisiiniilmektedir (116).

Yapilan c¢esitli calismalarda Ostrojen seviyesini arttiran tedavilerin AH
hastaliginin  riskini  azalttigi  ve hastalikla iliskili semptomlar1 hafiflettigi
bulunmustur. Son zamanlarda AH hastalarinda yapilan incelemelerde celiskili
sonuglar elde edilmesine ragmen Ostrojen terapisiyle iliskili klinik c¢aligmalar
siirmektedir (116).

2.2.3. Amiloid Prosesini Etkilemesi Beklenen Tlaclar:

B-Sekretaz Inhibitorleri:

Alzheimer hastaligini tedavi etmek icin en temel yaklagim fibriller yapidaki A3
42'nin neden oldugu amiloid plak olusumunu inhibe etmek veya bu birikimi
azaltmaktir. Kiimeleserek ¢oken ve bu yolla plak olusumuna neden olan AP
peptidinin sentezinde rol oynayan P sekretaz enzimini inhibe etmek, tedavi i¢in
iizerinde en ¢ok calisilan temel farmakolojik yaklagimlardan biridir. (117).

a-Sekretaz Aktivatorleri:

Amiloid prekiirsor protein, B-sekretaz yolu disinda alternatif olarak a-sekretaz
yolu ile enzimatik reaksiyon sonucu olarak kesilir. a-sekretaz enzim aktivitesinin
arttirllmas1 AP yapimini engelleyen bir bagka terapotik ¢6ziim olarak diisiiniilmiistiir.
a-sekretaz forbol esteri gibi PKC aktivatdrleri tarafindan indiiklenebilir (118, 119).
Protein kinaz C iizerinden etki gosteren reseptorlerin uyarilmasi ile a-sekretaz sentezi
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artirilabilir. Ancak, bu tiir kimyasal ajanlarin siddetli muskarinik yan etkileri klinikte
kullanimlarimi simdilik olanaksiz kilmaktadir (120).

7-Sekretaz Inhibitorleri:

Gama-sekretaz enzimi diger sekretazlara gore daha karmasik yapili bir enzimdir.
Presenilin igeren karmagsik bir membran proteini yapisindadir. Gama-sekretaz
enziminin hiicre membranindan gecebilen inhibitorleri sentezlenmis ve bunlarin AH
hastalig1 tedavisindeki yeri arastirma konusu olmustur. Aspartil proteaz igeren
benzodiazepin benzeri yapiya sahip bazi bilesikler de presenilin bolgesi taniyicisi
olarak kullanilmakta ve in vitro olarak inhibitdr etki de gostermektedir (121, 122)

2.2.4. Kolesterol Sentez Inhibitorleri (Statinler)

Yapilan caligmalarda kolesterol yiiksekligi ile AH hastalig1 arasinda pozitif bir
iliski oldugu saptanmustir. Kolesteroliin AP sentezini arttirarak hastaligin olugsmasina
katkida bulunurken, kolesterol diisiiriicii ilaglarin AH hastaliinin ilerlemesini
yavaslattig1 gorilmiistiir (123, 124).

2.2.5. Asillama

Alzheimer hastalarinin beyinlerinden Ap'lar1 uzaklastirmak igin arastirmacilar
immiin sistemden de yararlanmak istemigsler ve buna paralel olarak asilama bir tedavi
stratejisi olarak denenmistir. Bu amagla hastalara subkutan yada intravenoz
enjeksiyon yoluyla farkli AP fragmanlarini igeren asilar uygulanmistir. Ancak
caligmalarda hastalarin %5'inde asilama sonrasi aseptik meningoensefalit gelismistir
(125). Bu beklenmedik komplikasyon calismalarin hizin1 azaltmamis, ancak
asilamanin giivenilirliginin sorgulanmasina neden olmustur.

2.2.6. Antioksidanlar

Alzheimer hastaliginin patogenezinde oksidatif hasarin ndronlar {izerine etkisi
oldukca Onemli oldugundan, oksidatif stresi azaltmak ve antioksidan korumayi
arttirmak hastaligin baglamasini ve ilerlemesini azaltmaktadir. Nitekim, 52 haftalik
bir klinik ¢aligmada antioksidan ajan Ginko biloba ekstresi (Eg761)’nin hastaligin
bazi semptomlarinda belirgin diizelme sagladigi goriilmiistiir. Ozellikle bu ekstrenin
hidrojen peroksite bagli hasardan noronlar1 korudugu gézlenmistir (126). Diger bir
calismada Vitamin E ve idebenon gibi antioksidan bilesiklerin AP'ya bagh
norotoksisiteyi azalttigi ve biligsel fonksiyonlardaki bozulmalar diizelttigi
saptanmistir (127, 128).

lleri yaslarda beyinde bakir, aliiminyum, demir ve ginko gibi metal iyonlarinmn
konsantrasyonlarinda artis olmaktadir (129). Bu metal iyonlarimin, AP
agregasyonunu indiikledigi ve AH olusumuna katkida bulundugu diisiiniilmiistiir.
Alzheimer hastaliginda yiiksek konsantrasyonlarda oldugu saptanan bu metal
iyonlarin azaltilmasi ile tedavide basari elde edilmistir. Dezferroksamin isimli selator
ile metal iyonlarinin uzaklastirilmasi, beyinde olusan senil plaklarda c¢oziilme
baslatmaktadir (130). Diger taraftan, AP ile metal iyonlarin kombinasyonu beyinde
hidrojen peroksit olusumunu indiiklemekte, oksidatif hasara neden olmakta ve bu
hasar metal selatorler ile azaltilabilmektedir (131).
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2.2.7. Antiinflamatuvar ilaclar

Epidemiyolojik ¢aligmalarda romatoid artritli hastalarda AH goriilme sikliginin
az olmasmin, romatoid artritte antiinflamatuar ilaglarin kronik kullanimina
baglanmistir, ¢iinkii AH hastaliginin patogenezinde inflamatuvar olaylarda yer
almaktadir (5). Retrospektif c¢aligmalarda indometazin gibi steroid olmayan
antiinflamatuar ila¢ kullanan kisilerde AH hastaliginin daha ileri yaglarda basladigi
ve daha hafif seyrettigini ortaya koymustur (132). Bununla beraber, steroid olmayan
antiinflamatuar ilaglarin kullanimi ile AH hastaligi arasinda herhangi bir iligki
bulamayan ¢alismalar da yaymlanmistir (133). ibuprofenin AR ve plak olusumunu
azaltarak AH iizerinde olumlu etkiler olusturdugu ileri siiriilmistir (134).
Postmortem incelemelerin sonuglar1 da steroid olmayan ilaglart uzun siire
kullananlarin beyninde aktive edilmis mikroglial hiicre sayismin azaldigim
gostermistir (135, 136). Steroid olmayan ilaglar 6zellikle indiiklenebilir nitrikoksit
sentaz1 inhibe ederek nitrik oksit metabolitleri olan nitrit ve nitratin hiicrelerde
birikimini azaltabilirler (137). Bu gozlem steroid olmayan antiinflamatuar ilaclarin
AH tizerine olan olumlu etkilerinin nitrikoksit inhibisyonu ile iliskili olabilecegini
distiindiirmekle beraber, bu konuda kesin konusabilmek i¢in nitrik oksit ile AH
hastaliginin iligkisini de ortaya koyan daha ileri caligmalara gereksinim vardir.

2.3. Rosmarinik Asit

Rosmarinik asit lamiasae bitki familyasinda bulunan dogal polifenol bir
bilesiktir (138). Rosmarinik asitin ¢esitli hastaliklardaki antiinflamatuar, antioksidan
etkisi incelenmistir. Ancak RA’nin merkezi sinir sistemi tistiindeki aktivitesine
iliskin ¢alismalar oldukc¢a nadirdir.

2.3.1. Rosmarinik asitin anti-inflamatuar etkileri

Literatiirde RA’nin antioksidan etkisi ve anti-inflamatuar etkileriyle ilgili ¢esitli
caligmalar yayinlanmistir. Bu arastirmalarda RA’nin kobra zehiri faktorii (CVF) ile
indiiklenen hiicrelerin lizisini ve siganlarin pence O0demini azalttigi, kompleman
sisteminin alternatif ve klasik yolaklarinin aktivasyonunu inhibe ettigi gézlenmistir
(27). Kronik glomeriilonefritin en sik rastlanan formu olan immunglobulin A (IgA)
nefropatisi mezanjial IgA birikimi ve mezanjial hiicre proliferasyonu ile karakterize
edilir. Bu hastalikla ilgili c¢alismalarda temel bileseni RA olan Perilla
dekoksiyonunun miirin mezanjial hiicre kiiltiiriindeki proliferasyonu inhibe ettigi,
yiiksek serum IgA seviyesine sahip HIGA farelerde serum IgA seviyelerini,
glomeriiler IgA birikimini ve glomeriiler hiicre proliferasyonunu baskilayarak anti-
nefritik aktivite gosterdigi saptanmistir (28). Bu arastirmalarin yani sira, RA’nin
terapotik potansiyeli inflamatuar otoimmiin artrit modelinde de test edilmistir.
Farelerde olusturulan kollajen indiiklii artriti takiben RA kullaniminin etkilenen
penge sayisini, artrit indeksini ve sinovyal dokuda COX-2 eksprese eden hiicre
sayisini dramatik sekilde diisiirdiigii goriilmiistiir (28).

Karsinogenezisle ilgili bir caligmada, 12-O-tetradekanoilforbol 13-asetat (TPA)
ile timor olusumu saglandiktan sonra, topikal uygulanan RA’nin tiimor gelisimini
belirgin sekilde inhibe ettigi izlenmistir. 12-O-tetradekanoilforbol 13-asetat
uygulanmasindan 5 saat sonra RA’nin anti-inflamatuar aktivite gdsterdigi azalan
PGE2 ve Ibkotrien B4 seviyesi ile tespit edilmistir (139). Rosmarinik asit
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uygulamasinin COX-2 mRNA ekspresyonunu, ROS iiretimini ve lipid peroksidasyon
artisint  Onledigi, karsinogenezisde rol oynayan PGE2’nin sentezini diistirdiigi
gosterilmistir (140).

2.3.2. Rosmarinik asit ve Alzheimer Hastahig:

Yapilan kapsamli calismalar (22, 23, 24) bitkilerden elde edilen bazi
kimyasallarin ve geleneksel dogu bitkilerinin kognisyon arttiric1 6zelliklere sahip
oldugunu gostermektedir. Bazi toksik olmayan bitki tiirlerinin yaglanmaya ve bilissel
bozukluklara faydasi oldugu ge¢misden bu yana sdylenmekle birlikte, su ana kadar
bu bitkilerle iligkili ayrintili bilimsel bir inceleme yapilmamistir. Arastirilmasi
diistiniilen bitkiler arasinda Salvia officinalis, Melissa officinalis ve Rosmarinus
officinalis bulunmaktadir (22, 23). Salvia officinalis ekstrakti uygulanan AH
hastalarinda biligsel fonksiyonlarn diizeldigi ADAS-cog ve CDR-SB testlerinin
kullanildig1 bir klinik ¢aligsma ile ortaya konurken, hafiza ve biligsel fonksiyonlar
iizerine cesitli bitkilerin etkilerinin incelendigi bir ¢caligmada da 6zellikle bu bitkinin
AH hastaliginda terapotik bir potansiyeli olabilecegi ileri siiriilmiistiir (141). Buna ek
olarak, hastalardan elde edilen klinik bulgularda Salvia officinalis ekstraktinin
herhangi bir yan etkisinin olmadig1 vurgulanmaktadir. Salvia officinalis ekstraktinin
antioksidan, antiinflamatuar ve dstrojen benzeri etkilerinin AH hastalig1 tedavisinde
etkili oldugunu gosteren klinik gozlemlere ragmen, bu bitkinin etki mekanizmasi
halen tam olarak bilinmemektedir. Ancak, bu bitkinin tedavi edici etkilerinde
bilegsiminde bulunan RA’nin sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir. Nitekim, Salvia
officinalis ekstraktinin etken maddesi olan RA’nin AP 42 indiiklii ROS olusumunu
ve lipid peroksidasyonu doz bagimli olarak azaltmasi bu fikri desteklemenin yani
sira, bu dogal bilesigin AP kaynakli oksidatif hasara kars1 temel néroprotektif ajan
olarak tedavi amaciyla kullanilabilecegini ortaya koymustur (142).

Diger yandan, RA p38 MAP kinaz yolagin1 inhibe ederek tau
hiperfosforilasyonunu, kaspaz 3 aktivasyonunu ve DNA fragmantasyonunu inhibe
etmistir (143). Rosmarinik asitin anti-amiloidojenik aktivitesi ile ilgili ¢aligmalar bu
molekiiliin kisa bir karbonhidrat zinciriyle bagl iki fenol halkasinin serbest AP’ ya
baglanarak, AR nin fibriller A (fAp)’ya polimerizasyonunu inhibe ettigini, ya da bu
yapmin fAB’ya baglanarak fAB’daki AP molekiillerinin B-sheet konformasyonunu
destabilize ettigini one siirmektedirler (25). Boylece RA AH hastaligi gelisimini
sadece ROS’u temizleyerek degil, beyinde fAP birikimini Onleyerek de
durdurmaktadir.

2.4. Alzheimer Hayvan Modelleri

Alzheimer hastaliginin etiyolojisinin arastirilmast ve olasi ilag tedavilerinin
gelistirilmesi i¢in c¢ok cesitli deneysel caligmalar diizenlenmistir (43, 127, 144).
Deneysel Alzheimer modelleri AH hastalarinin  beyninde bulunan bir dizi
noropatolojik, biyokimyasal ve davramigsal degisimleri olusturmak amaciyla
gelistirilmistir. Alzheimer hastaligr ile iligkili tiim patolojik ve biyokimyasal
degisimlerin hepsi birden olusmadigi i¢in bu modellerin higbiri tam olarak kabul
edilmemistir. Ancak her bir model hastaligin spesifik bir durumunu arastirmak i¢in
yararlidir. Alzheimer hastaligi tiim merkezi sinir sisteminde yaygin bir etkiye sahip
olmasina ragmen, sadece bazi noronal sistemler oOzellikle etkilenir ve Onemli
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patolojik degisimler olusur. En son deliller (145, 146) AH hastaligi ile iligkili
ilerleyici norodejeneratif bozukluklara belirli noronal sistemlerin daha duyarh
oldugunu gosterdiginden, uygun bir AH hastalig1 modelinde 6zellikle hipokampus ve
neokorteks bolgelerindeki morfolojik ve biyokimyasal degisimler olugmalidir.
Alzheimer’da neokorteks ve hipokampusu innerve eden bazal onbeyin kolinerjik
hiicrelerinin dejenerasyonu ile iliskili biligsel bozukluklarin ortaya ¢ikmasi nedeniyle
(146), deneysel AH modellerinde bu beyin boélgelerindeki lezyonlarla iligkili
davranigsal degisikliklere odaklanilmistir.

2.4.1. Aliiminyum Indiiklii Model

Alzheimer hastalarinin beyninde aliiminyum seviyesinin ayni yastaki kontrollere
gore daha yliksek bulunmasi AH hastaliginin etiyolojisinde aliiminyumun 6nemli
rolii olabilecegini ortaya koymustur. Bu nedenle yapilan {i¢ ¢alismada aliiminyum
uygulanmasii takiben ndrofibriller degisimlerin izlendigi, hafiza ve biligsel
fonksiyonlari olumsuz etkilendigi saptanmustir (147, 148, 149).

2.4.2. Beynin Belli Bolgelerinde Lezyon Olusturulmasi

Genel olarak lezyon olusturmak i¢in norotoksik etkileri olan ve norotransmitter
olarak bilinen glutamatin belirli analoglar1 kullanilmaktadir. Bu bilesikler hiicre
govdesine hasar verirler, fakat fiber gecitleri ve enjeksiyon bolgesindeki efferent
terminallerde hasara neden olmazlar. Kullanilan toksinler ibotenik (IBO), kainik
(KA), kuinolinik (QN) ve kuiskualik (QA) asitler ve n-metil d-aspartat (NMDA) tir
(150). Bu bes eksitator aminoasit AH hastalig1 ile iliskili patolojinin belirli
bilesenlerini yaratmak i¢in kullanilir. Her toksinin etkisi enjekte edildigi bolgedeki
ndronlarda bulunan reseptor tipleriyle iliskilidir.

2.4.3. Amiloid Peta Enjeksiyonu ile Olusturulan Modeller

Amiloid B 40, AP 42 yada AP 25-35 peptidlerinin beynin c¢esitli kisimlarinda
olusturdugu etkiyi incelemek amaciyla bu peptidler mikroenjeksiyon yoluyla beyne
enjekte edilerek model olusturulmaktadir. Yapilmasi planlanan arastirmanin
niteligine gore beynin cesitli bolgeleri se¢ilmektedir (151). Bunlar arasinda sol
niikleus bazalis, entorhinal korteks, bilateral intraserebroventrikiiler bolge,
hipokampusiin CA1 bolgesi ve lateral ventrikiiller yeralir. Bu yolla AP peptidlerinin
toksik etkileri ve bu peptidlerin etkiledigi sinyal yolaklar1 incelenebilmektedir (151,
152).

2.4.4. Transjenik Hayvan Modelleri

Cesitli transjenik hayvan modellerinde A peptidinin hiicre disinda birikmesi ve
hiicre iginde tau proteininin kiimelenmesi gibi lezyonlarin kismen olusturulabildigi
saptanmigtir. Mutant insan APP transgeninin farelere transfeksiyonu insandaki senil
plaklara benzer bir AP birikimine sebep olur (153). Amiloid B birikiminin yaninda
akson distrofisi ve dendritlerde farklilagsma goézlenmistir. APP x mutant PS1 gibi
double transjenik farelerde lezyonlar daha erken yaslarda gézlenmeye baslamaktadir.
B-sekretaz proteininin knock-out oldugu veya asir1 eksprese edildigi transjenik fareler
yaninda AB’y1 yikan nepsilisin enziminin ekspresyonunun degistirildigi fareler
tretilmistir (154). Amiloid prekiirsér protein transjenik farelerde néronal kayip,
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noron govdesinde AP birikimi, inflamasyon, gliozis ve dendritik degisimler gibi
konularda yeni sorular ortaya ¢ikmigtir. Bu hayvanlar olusan degisimlerin kinetiginin
daha iyi anlasilmasini saglamistir. Norofibril kiimeleri yalnizca mutant tau ya da
miirin tau -/- arka planinda insan tau proteinini asir1 eksprese eden farelerde
gozlenmektedir (153).

Amiloid Beta Birikimi ile Tlgili Transjenik Modeller:

Alzheimer hastaliginda c¢esitli mutasyonlarin hastalida sebep olabilecegi
goriilmiistiir. Bu mutasyonlar sadece APP geninde degil ayn1 zamanda APP’den A
olusmasindan sorumlu presenilin 1 ve 2 genlerinde de mevcuttur. Amiloid
dizisinindeki Arctic mutasyonu disinda test edilen tiim mutasyonlar hiicresel
modellere transfekte edildigi zaman AP 42/AP 40 oraninda bir artisa sebep
olmaktadir. Amiloid prekiirsoér protein geninin transfeksiyonu bu proteinin asiri
iiretimini indiikler ve bdylece salinan AP peptidinin miktar1 artar. Ancak farkedilir
degisimler yaratacak miktarda A tiretilmesi i¢in APP mutasyona ugramig olmalidir.
Tau genindeki mutasyonlar AH hastalig1 ile iliskili degildir fakat fronto-temporal
bunama ile baglantilidir (155).

APP Tek Gen Transjenik Fareler:

1. PDAPP transjenik DNA dizisi

PDAPP transjenik DNA dizisi belirgin patolojik AP birikimi gézlenen ilk fare
DNA dizisidir. Bu DNA dizisinde Indiana mutasyonu (V717F) tasiyan hAPP
eksprese edilir. Amiloid prekiirsér protein ekspresyonu PDGF promotiri tarafindan
saglanirken (156), alt1 ayliktan itibaren heterozigot farelerde hipokampusta belirgin
ekstraselliiler AP birikimleri gelisir ve birikimler 8 aylikken izokorteksde de
gozlenir (156, 157).

2. Tg2576 fare DNA dizisi

Tg2576 fare DNA dizisi hamstir prion promotirt kontroliinde ‘swedish double’
mutasyonu tastyan (K670N/M671L) hAPP’nin 695 izoformunu asir1 eksprese eder
(158). 9-11 aylik heterezigot hayvanlarda fokal veya diffiiz A birikimleri bulunur.

3. APP23 fare DNA dizisi

[lag firmalari tarafindan gelistirilen APP23 fare DNA dizisinde ‘swedish double’
mutasyonu tastyan hAPP 751 izoformu fare Thy-1.2 promotir1 kontroliinde eksprese
edilir (159). Alt1 aylikdan baslayarak parankim ve damarlarda, diffiiz ve kongofilik
AP peptidi birikimi baglar.

4. Presenilin transjenik fare

Mutasyona ugratilmis insan PS1 yada PS2 geni tek basina eksprese oldugunda
fark edilebilir bir lezyon indiiklemese de AP peptidinin seviyesi artmistir (160, 161,
162). Mutant PSI transgeni endoplazmik retikulumdaki kalsiyum homeostazisini
bozmustur. Buna ilaveten son zamanlarda, mutant PS1 transgeninin hizl1 aksonal
tasimayi farklilastirdig1 ve tau hiperfosforilasyonunu indiikledigi gosterilmistir (163).
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2.5. Ovaryektomi ve D-galaktoz ile Kurulan AH Modeli

Amiloid B, NFT ve presenilin gibi AH patolojisinin bazi1 spesifik 6zelliklerini
taklit etmek igin ¢ok c¢esitli hayvan modelleri gelistirilmis olsa da bu hayvan
modellerinin higbiri tam olarak biligsel ve hafiza bozuklugunu ya da AH hastalarinda
gozlenen biyokimyasal ve histopatolojik anormallikleri temsil etmemektedir (164).
Bu nedenle ideal bir AH modeli gelistirilmesi hastalifin patolojisini tam olarak
anlamak i¢in hayati dneme sahiptir. Yapilan ¢alismalarda menapozda Ostrojen ve
progesteronun azalmasi kadinlarda AH hastaligi gelismesi i¢in belirgin bir risk
faktorii olarak saptanmistir (165, 166). Down sendromu olan kadinlarda, erken
menapoza girenlerde ve menapoz sonrasi Ostrojen seviyesi diisiik olanlarda AH
hastaligi gozlenme yasimin daha erken oldugu gosterilmistir (167). Bu durum
menapoz sonrasi Ostrojen miktarinin azalmasinin AH hastaligina yol acan patolojik
islemlerin  basamaklarima katkis1 olabilecegini diislindiirmiistiir. ~ Alzheimer
hastaliginin 6nemli iki biyokimyasal isareti olan fosforile tau proteini ve A peptidi
ile Ostrojen seviyesinin ters orantili oldugu, beynin belli bolgelerinde AP
birikimlerinin yogunlugu ile bu metabolitlerin olusumu arasinda negatif bir iligki
bulundugu saptanmistir (168). Schonknecht ve ark.(168) AH hastalarinin serebral
spinal sivisinda &strojen seviyesinin ayni yasdaki kontrollere gore daha diisiik
oldugunu gostermislerdir (169). Klinik uygulamalarda bazi celigkili sonuglar
gbzlenmesine ragmen menapoz sonrast kadinlarda dstrojen yerine koyma terapisinin
AH hastaligima kars1 koruma sagladigi ve biligsel fonksiyonlar1 gelistirdigi yaygin
olarak kabul edilmistir (170). Bu gozlemlerden yola ¢ikilarak &strojen azalmasinin
fizyolojik etkilerinden yaralanilan yeni bir AH modeli gelistirilmistir. Bu AH
modelinde Ostrojeni azaltmak igin disi siganlara ovaryektomi uygulamaktadir.
Ovaryektomi overlerin cerrahi olarak ¢ikarilmasi iglemi olarak tanimlanmaktadir. Bu
yontem ile endojen Ostrojenin azaltilmasi fare ve kobay beyinlerindeki A seviyesini
belirgin bir sekilde artirirken, bu hormonun AH fare modelinde AP birikimini
azalttign izlenmistir (171). Bu bulgu ile uyumlu olarak cesitli hiicre kiiltiiri
caligmalar1 Ostrojenin AP iiretimini APP’nin o sekretaz ile non-amiloidojenik
kesilmesini arttirarak azalttigini ortaya koymustur (169, 172). Bunlara ilaveten,
ovaryektomi ile uzun siireli Ostrojen azalmasi disi siganlarda bazal Onbeyindeki
kolinerjik noron sayisinin azalmasiyla iliskili olarak hafiza ve 6grenme sorunlarina
yol agmustir (173).

2.5.1. Dendritik Sinaps Olusumuna Ostrojenin Etkisi

Ovaryan steroid hormonu 0Ostrojen, iiremenin kontrolii, goglis ve uterus
biiylimesi ve kemik yogunlugunun korunmasi gibi fonksiyonlara sahiptir. Otuz yildir
yapilan ¢aligmalar dstrojenin dzellikle hipokampustaki ndronal yap: ve fonksiyonlar
istiinde ¢ok cesitli etkilere sahip oldugunu gostermistir (174). Hipokampus ve
korteks dahil hipotalamusla iligkili birgok merkez Ostrojenin hedefidir (175, 176).

Hipokampal piramidal noronlarda dendritik sinaps olusumuna Ostrojenin etkisi
literatiirde genis bir sekilde anlatilmistir. Epidermal biiyiime faktorii (EGF), insiilin
benzeri biiytime faktori (IGF) ve transforming biiytime faktorii (TGF)’ ne benzer
sekilde beyindeki beyin kokenli norotrofik faktor (BDNF) de Ostrojen seviyesi ile
pozitif, yasla negatif bir iliski gdsterir (177, 178, 179). Ostrojen disi siganlarda
beyinde BDNF, noérotropin 3 ve NGF gibi biiylime faktorlerini indiiklemektedir.
Buna bagli olarak 6strojenin, hipokampus CA1 bdlgesinde spin yogunlugunu sinaps
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sayisinda bir degisiklik olusturmadan arttirdig1 (180), ovaryektomi sonucu Ostrojen
azalmasinin dendritik spin yogunlugunu azalttig1 tespit edilmistir (181).

2.5.2. Sinaptik iletim

Elektrofizyolojik caligmalarda E’nin hipokampusun CA1 bolgesinde sinaptik
iletimi ve plastisiteyi, NMDA ve AMPA reseptor aktivitesini artirarak ytikselttigi
gosterilmistir (182, 183). Bu artis noronal eksitasyonla sonuglanmaktadir.
Hipokampusun CA1 bolgesinde 6strojenin etkisinin fonksiyonel énemini anlamak
icin yapilan elektrofizyolojik ¢aligmalarda ovaryektomi yapilmis siganlara Ostrojen
uygulanmasinin CAl ndéronlarinda NMDA aracili sinaptik iletimin gecikmis
fasilitasyonuna sebep oldugunu ve voltaj kapili kalsiyum akimlarinin artisina yol
actig1 tespit edilmistir (184). Ostrojen uygulanmasi sonucu NMDA akimlarmin
artmasinin yani sira uyarilma esiginin diismesi, hipokampusta LTP’nin artmasi
hipokampus bagimli 6grenme ve hafizada Ostrojenin rolii oldugunu gostermektedir
(185).

2.5.3. Noroprotektif Etki

Ostrojenin  fizyolojik konsantrasyonu birgok hiicre tipini igeren doku
kiiltiirlerinde noroprotektif etki gostermistir (180). Ozellikle elde edilen kanitlar
Ostrojenin AH, Parkinson, iskemik inme gibi ¢esitli ndrodejeneratif hastaliklara karsi
néroprotektif bir rolii oldugunu, oksidatif stres, Ap ve glutamat eksitotoksitesi gibi
zararli etkilerden ndéronlari korudugunu géstermistir (186, 187).

Ostrojen etkilerinden birgogunu cesitli dokulardaki niikleer reseptdrlerin
aktivasyonuyla gergeklestirir. Ostrojenin hipokampus, bazal énbeyin ve amigdala
gibi AH hastaligindan etkilenen beyin bdlgelerinde ER-o (Ostrojen reseptdrii alfa) ve
ER-B (6strojen reseptorii beta) olmak {izere iki Ostrojen reseptorii belirlenmistir.
Bunlardan hem ER-a hem de ER-B reseptorlerinin kolinerjik aktivitenin
korunmasinda énemli role sahip olduklari, diger yandan, dstrojenin ER-a aracilig ile
AP indiikli toksisiteye kars1 koruma saglarken, AP indiikli apoptosizi de bloke ettigi
gosterilmistir (188).

Niikleer reseptorler araciligi ile gosterdigi uzun siireli gecikmis etkilerinin
yaninda dstrojen hipokampus ve diger noronlar iistiinde hizli bir etkiye de sahiptir.
Artan kanitlar beyindeki hiicre sinyal yolaklarinin hizli indiiksiyonunun Ostrojenin
noroprotektif etkisinde dnemli rolii oldugunu vurgulamaktadir.

Ostrojenin dahil oldugu néroprotektif etkide iki sinyal yolu etkilidir:
1. Ekstraselliiler-regiilator protein kinaz yolu (ERK)

Ekstraseliiler regiilator protein kinaz yolu ile cAMP response element binding
protein (CREB)’in fosforilasyonu anti-apoptotik bir protein olan bcl-2
ekspresyonunu arttirmistir.  Ekstraseliiler regiilator protein kinaz yolaginin

inhibisyonu E’nin nérokoruyucu etkisini bloke etmistir (189).

2. Fosfotidilinositol 3-kinaz PI3-K/protein kinaz B yolu (AKT)
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Hiicre kiiltiirti ¢aligmalar1 E’nin hizla PI3 kinaz/ Akt yolagini aktive ederek
CREB fosforilasyonuna yol actigin1 rapor etmektedir (190). Bu bulgu Ostrojenin
hipokampal piramidal ndronlarin  hiicre  ¢ekirdeginde fosforile = CREB
immunoreaktivitesini 15 dakikada arttigin1 gosteren ¢aligmalarla desteklenmistir (191
, 192, 193). Ostrojen Akt yolagm aktive ederek noronlarin hayatta kalimim
arttirmistir (189).

2.5.4. D-Galaktozun Beyne Etkisi

D-Galaktoz viicudumuzda normal olarak bulunan indirgeyici sekerlerden biridir.
Normal kosullarda galaktokinaz (Galk) ile galaktoz-1-fosfata sonrada galaktoz-1-
fosfat {iridil transferaz (Galt) ile glukoz-1-fosfata doniistiiriiliir (Sekil 2.6).

Galaktoz Metabolizmasi
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Sekil 2.6. D-galaktoz metabolizmasi

Yaglanmanin mekanizmasini anlamak ve antiaging ilaglar segmek igin ¢esitli
hayvan modelleri kurulmustur. Bunlarin arasinda D-galaktoz indiiklii yaslanma
modeli yaslanma mekanizmasi ¢aligmalarinda ve ndrokoruyucu ilaglarin
denenmesinde yaygin sekilde kullanilmaktadir (194, 195, 196, 197). D-galaktozun
kronik kullanim1 sonucu olusan hizlanmig yaslanma modeli ilk kez 1985°de rapor
edilmigtir. Baz1 arastirmalar D-galaktozun dozuna odaklanmis ve efektif dozlar 50
mg/kg’dan 1250 mg/kg’a kadar genig bir aralikta segilmistir (198, 199, 200).
Uygulamaya baslanma yas1 bir aylik ile 12 aylik arasinda degigmektedir ancak
optimal bir yas tam olarak belirlenmis degildir (201).

Kronik sistemik D-galaktoz uygulamasi sicanlarda biligsel fonksiyonlarda
azalmaya, metabolik anormalliklere neden olmakta, ayrica ndérodejenerasyonu ve
oksidatif hasarn indiiklemektedir (202, 194, 203, 204). D-galaktozun 100 mg/kg
dozunda 7 hafta kullanim1 uzaysal hafizayr bozmus, hipokampustaki noronlarda
apopitozisi, karyopiknozu ve kaspas-3 enzim seviyesini arttirmis, dentat gyrus’daki
subgraniiler bolgedeki yeni dogan noéronlarin sayisini diisiirmiis, néronal progenitor
hiicrelerin gociinii azaltmis ve graniiler hiicre katmaninda yeni dogan noronlarda
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olim oranini arttirmistir (205). Altr ila on hafta boyunca 60 mg/kg dozunda D-
galaktoz uygulanan si¢anlarin 6grenme ve hafiza kapasitelerinde ilerleyen bir
bozulmanin oldugu izlenirken, beyinde serbest radikallerin arttigi, ayn1 zamanda
bazal forebrain ve hipokampusdeki kolinerjik noronlarin azaldig1 tespit edilmistir
(30). Bunlara ek olarak, D-galaktozun kalsiyum homeostazisinin bozulmasina ve
mitokondri disfonksiyonuna sebep oldugu gozlenmistir (206, 207).

Baz1 caligmalar D-galaktozun gen transkripsiyonunu farklilastirdigina isaret
etmektedir. D-galaktoz uygulanan farelerdeki hafiza ve O6grenme bozuklugunun
hipokampustaki bazi genlerin ekspresyonunun baskilanmasiyla iligkili olabilecegi
one siiriilmiistir (208, 209). Ornegin sinaptik plastisiteyi, 6grenme ve hafiza
yeteneklerini diizenleyen Na+-K+ ATPaz hipokampusta yaygin olarak bulunur ve bu
enzimin disfonksiyonu membran dinlenim potansiyelinde azalmaya ve ¢oklu aksiyon
potansiyeli olusmasina neden olur (210). Dolayisiyla, D-galaktoz uygulanan
farelerde Na+-K+ ATPaz ile iliskili gen ekspresyonunun baskilanmasi sonucu
hipokampusde Na+-K+ ATPaz aktivitesinin azalmast (211), membran
fonksiyonlarinda degisikliklere yol acarak hafiza ve 6grenmeyi etkiler (212). Buna
ek olarak, spektrin alfa 1 geninin baskilanmasi sinapslarda patolojik degisimlere
katkida bulunur ve hipokampus 6grenme modeli olarak kabul edilen LTP’yi diisiiriir.
D-Galaktoz merkezi sinir sistemindeki ndron sinapslarinda bulunan ve sinaptik
plastisitede rol oynayan protein fosfataz 2 (PP2) genini baskilayarak ve
fosfolipitlerin fonksiyonlarini degistirirerek de (213) sinaptik iletimin ve LTP’nin
azalmasina yol acar.

D-galaktozun asir1 oksidatif strese neden olarak zararli etkilerini olusturdugu
diisiiniilmektedir. Zira beyin dokusunun oksidatif strese karsi ¢ok hassas olmasi
nedeniyle serbest radikallerin birikimi yapisina ve fonksiyonlarmna zarar verir.
Galaktoz-1-fosfat, galaktitol ve galaktonat gibi zararli bilesiklerin seviyelerinin
yiikselmesi hasara sebep olurken, bu molekiillerin anormal birikimi siiperoksit
anyonu ve serbest oksijen radikallerinin olusumuna yol agar (214). Ayrica, D-
galaktozun indiikledigi oksidan stresin astrositlerde sadece noronal dejenerasyona
degil, ayn1 zamanda astrositlerin normal fonksiyonlarmin bozulmasma da sebep
oldugu bulunmustur (215). En yaygin glial hiicre tipi olan ve kandaki ROS’a karsi
ilk savunma hattini1 olusturan astrositlerin sinaptik ag olusumunun diizenlenmesinde,
noronal elektriksel aktivitede ve kan beyin bariyerinin korunmasinda énemli rolleri
$0z konusudur (216). Herhangi bir patolojik faktor nedeniyle aktive olan astrositlerin
GSH iiretimini artirdiklart izlenirken, ekstraseliiler ortamdaki fazla glutamati alarak
noronlart1  norotoksisiteden  koruduklar1  goriilmiistir  (216).  D-Galaktoz
uygulandiginda astrositlerde perivaskiiler astrositik son ayakta sisme ve GSH
seviyesinde azalma gibi zararli etkiler tespit edilmistir. Ayrica, D-Galaktozun
hayvanlarda siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
glutatyon (GSH) gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerini azaltmasi sonucu (194)
antioksidan savunma sisteminin zayiflamasi serbest radikal artisina yol agan diger
onemli bir faktordiir.

Bu bilgilerin 15181 altinda, ovaryektomi yapilan sicanlara uzun siireli uygulanan

D-galaktozun etkilerinden yararlanarak yeni bir AH modelinin gelistirilmesi
miimkiindiir. Nitekim, oksidatif stres ve E azalmasmnin AH hastalifinin patolojik
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gelisimiyle yakindan iliskili iki temel risk faktorii oldugunu dikkate alan Hua ve ark.
(30), olusturduklart HA modelinde 6grenme ve hafiza fonksiyonlarinin belirgin bir
sekilde azaldigimi, hastalik  ile iliskili tipik norokimyasal ve histopatolojik
degisimlerin olustugunu goézlemislerdir. Ovaryektomi D-galaktoz grubu si¢anlardaki
temel ndrokimyasal ve yapisal degisimler hiicrei¢i AP birikimi, intraselliiler NFT ler,
mitokondriyal ve niikleer hasar, kolinerjik eksiklik ve hipokampusta ve serebral
kortekste yaygin sinaptik degisimlerdir. Bu grupta goriilen fonksiyonel ve yapisal
bozukluklarin ovaryektomi sonrasi azalan E’in antioksidan néroprotektif etkisinin
yoklugundan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

2.6. Ogrenme ve Hafiza

Memelilerde davranisin belirlenmesinde en Onemli etken c¢evresel sartlar
hakkinda yeni bilgiler 8grenilmesi ve bu bilgilerin saklanmasidir. Ogrenme, gevre
hakkinda bilgi edinilmesi islemi, hafiza ise Ogrenilen bilgilerin tekrar
hatirlanabilecek bir sekilde sifrelenerek depolanmasidir. Hafiza degisik yollarla
siniflandirilabilir (217).

1-) Kaheihk siiresine gore: Ogrenilen bilgilerin ne kadar siire ile hafizada
tutulduguna gore hafiza tiirleri uzun siireli hafiza ve kisa siireli hafiza olarak ikiye
ayrilabilir.

A- Uzun siireli hafiza (LTM): Ogrenildikten ya da diger bir deyisle kazamldiktan 24
saat ve daha uzun siireler sonrasinda hatirlanabilen hafiza tlriidiir. Bu tiir
hafizanin kazanilmasi uzun siirer.

B- Kisa siireli hafiza (STM): Birkag¢ dakika i¢inde kazanmilan ve 2-3 saate kadar
hatirlanabilen hafizadir (217, 218).

2-) Dogasina gore:

A- Arsivsel Hafiza: Gerektiginde kullanilmak {izere bilginin depolanmasi arsivsel
hafiza olarak tanimlanir.

B- Gegici Hafiza: Sadece bilgi kullanildig: siirece varlig1 devam eden hafizadir (218,
219).

3-) icerigine gore: Icerigine gore hafiza ikiye ayrilarak incelenir. Tablo 2.1 de
icerigine gore hafizanin siniflandirilmasi ve beyindeki ilgili bolgeler verilmistir.
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(Gercekler

Karmasik haflza Medial temporal lob
(Expht - Olaylar
declerative)
HAFTZA Onceleme ————— Neakotteks
\ (Priming)
Basit haflza Dol VA
(implicit - (Beceriler-allSkanliklar)

nondeclerative) ] Duygusal cevaplar
Kargllagtirmall 60renme

Iskelet kasl cevaplar)
Karsllastirmaslz 6lrenme
(AllSma ve hassasla§ma) —— Refleks yolaklarl

Tablo 2.1. Igerigine gore hafizanin siniflandiriimasi (217)
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Sekil 2.7. Hipokampusun anatomik organizasyonu (217).
A. Hafiza i¢in 6nemli olan medial temporal lobun bilesenleri
B. Karmasik hafizanin kazanilmasi sirasindaki bilginin beyinde islenmesi.
Bilginin hipokampusa giris ve ¢ikis yollar

Karmagik hafizanin ilk olarak kortekste gorsel, isitsel veya duyusal bilgilerin
birlestirildigi bolgelerin bir ya da daha fazlasinda islenerek kazanildigi insan ve
hayvanlar iizerinde yapilan ¢alismalarla gosterilmistir. Bilgi buradan parahipokampal
ve perihipokampal bolgelere,daha sonra da entorhinal kortekse, dentat girusa,
hipokampusa, subikuluma ve tekrar entorhinal kortekse tagimir (Sekil 2.7). Bilgi
entorhinal korteksten parahipokampal ve perihipokampal boélgeler {izerinden
korteksteki polimodal bilgi islem bolgelerine geri doner. Bilginin izledigi bu yol
Sekil 2.7. B’de sematik olarak gosterilmistir. Dolayisiyla karmagsik hafiza olusumu
sirasindaki bilgi islemede entorhinal korteksin iki yonlii fonksiyonu vardir. Birincisi,
hipokampusa bilgi girisi islevidir. Entorhinal korteksten kalkan aksonlar perforant
yol iizerinden dentat girusa gider. Ikincisi, hipokampustan bilgi ¢ikisi entorhinal
korteks ile olur. Korteksteki polimodal birlestirici bolgelerden hipokampusa gelen ve
hipokampustan geri ayn1 bdlgelere giden bilgi entorhinal kortekste birlesir. Ozellikle
entorhinal korteksinde hasar olan hastalarda hafiza kaybi ileri seviyededir ve bir tek
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degil biitiin duyu modaliteleri bu hasardan etkilenir. Karmagik hafizay1 bozan en
onemli dejeneratif hastalik AH’dir. Alzheimer’da erken patolojik degisimler
entorhinal kortekste olur (217).

Beynin bir ¢cok bolgesi kognitif islemlerde rol almakla birlikte, hipokampus bazi
ogrenme ve hafiza tiirlerinde kilit rol oynar (220, 221, 222). Ozellikle kisa siireli
hafizanin uzun siireli hafizaya doniigiimiinde, yani pekistirmede gerekli oldugu ileri
siirlilmiistiir. Diger yandan hipokampusun 6nemli rol oynadigi hafiza gesitlerinden
biri de uzaysal hafizadir. Uzaysal hafiza yer, yon ve uzaysal ipuclarinin 6grenilmesi
ve daha sonra hatirlanmasini gerektiren bir tiir karmagik hafizadir (220).

Maymun ve insanlarda hipokampus veya baglantilarindaki (forniks gibi)
lezyonlar, nesne-yer hafiza testlerinde performansi bozmustur. Kopek ve siganlarda
olusturulan hipokampal lezyonlar uzaysal hafizayr bozmustur (223). Dolayisiyla
hipokampus veya baglantilarindaki lezyonlarin uzaysal hafizayr bozmasi,
hipokampusun uzaysal hafizanin kodlanmasinda ve kullanilmasinda anahtar rol
oynadigini ortaya koymustur. AH’da hipokampustaki amiloid plaklarin néronlarda
dejenerasyona sebep olarak &grenme ve hafiza fonksiyonlarini bozdugu
bilinmektedir (220).

2.6.1. Uzun Siireli Giiclenme (Long Term Potentiation — LTP)

Hipokampustaki yollarin yiiksek frekanshi (100 Hz) uyarilmasi (tetanize
edilmesi) sinaptik etkinlikte uzun siireli artisa neden olur. Bu elektrofizyolojik olaya
LTP denir ve hafiza olusumunda rol oynadig: ileri siiriilmektedir. LTP sican ve
kedinin gorsel sisteminde, kedi motor korteksinde, siganda piriform korteksinin
servikal gangliyonlarinda, amigdalada, dorsal ve ventral omurilikte goézlenmistir.
Beynin bircok bolgesindeki ve periferal sinir sistemindeki sinapslarda da varligi
gosterilmis olsa da, 6grenme ve hafizada 6nemli rol oynayan hipokampusta en
belirgindir. Sinaptik giliglenmenin yiiksek frekansli uyaridan hemen sonra degil,
birka¢ dakika sonra maksimuma ulagmasi, giiglenmenin bir takim karmagik iglemler
sonrasinda ortaya ¢iktigin1 gostermektedir.(217)

Kesfedilmesinden bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda, LTP bir ¢ok canli tiiriinde
gosterilmistir. Ayrica beynin bir ¢ok bdlgesinde LTP’nin varligi bilinmektedir. Bu
bolgeler arasinda belli hafiza tiirlerinin (yetenek ve beceriler gibi) depolandigi
serebral korteks de bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda LTP’nin iki tiirii
gdzlenmistir:

Homosinaptik LTP: Sinaptik giiclenme uyariy1 alan sinapslarla sinirlidir.

Heterosinaptik LTP: Sinaptik giiclenme ayni néronda uyar1 almayan sinapslarda
da goriilir.
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2.6.2. LTP’nin Hiicresel Mekanizmasi

LTP, memeli beyninde hafiza olusumu i¢in gereklidir. Hafiza olusumu kalic1
sinaptik degisimler sayesinde gerceklesir. LTP, sinaptik gecisin giiclendigi bir erken
faz ve bu giiclenmenin devam ettirildigi bir ge¢ faz olarak iki etapta incelenebilir.
Geg faz protein sentezi ve yeni RNA transkripsiyonu ile karakterize edilir. LTP nin
hiicresel mekanizmalari bu iki faz dikkate alinarak incelenmistir.

LTP ’nin erken fazi (kisa siireli giiclenme): Sinapsin normal aktivitesi sirasinda
presinaptik terminalden salinan glutamat hem NMDA hem de AMPA (non-NMDA)
reseptorlerine etki eder. Bu durumda AMPA reseptorlerinden hiicre i¢ine Na ve K
akimi devam eder. Fakat NMDA reseptorii Mg™* iyonunun blokaji nedeniyle kapali
durumdadir. Yiiksek frekansli uyarida oldugu gibi postsinaptik membran AMPA
reseptor-kanallari araciligiyla depolarize oldugu zaman NMDA reseptor-kanalindaki
magnezyum (Mg ) blokaji kalkar ve NMDA reseptoriinden hiicre igine kalsiyum
(Ca™ ) akimu gerceklesir. Dentritik ugtaki Ca™ artist Ca™a bagli kinazlari (Ca-
Kalmodulin kinaz II ve PKC) ve tirozin kinaz1 aktive eder. Aktive olan Ca-
kalmodulin kinaz, AMPA reseptor-kanallarini1 fosforile ederek glutamata olan
hassasligini arttirir. Ayrica normal durumda pasif olan AMPA reseptorlerini de
aktive eder (Sekil 2.8). Bu degisimler postsinaptikte LTP’nin devamina katkida
bulunur. LTP olustuktan sonra postsinaptik hiicre bazi haberci molekiiller salar.
Presinaptik hiicreye geri donen bu haberci (retrograd messenger) presinaptik
terminalde protein kinazlar1 aktive ederek norotransmitter salimimimi arttirir. Bu
haberci molekiillerden nitrik oksitin presinaptik terminalde cGMP araciligr ile
PKG’yi (protein kinaz G) aktive ettigi ve bu yolla norotransmitter salinimim
arttirdig1 gosterilmistir. Bu durumdan sonra biitiin bu zincirleme olaylar1 baslatan
uyar1 ortadan kalksa bile sinaptik gecis giiclenmis olarak devam eder. Yani LTP bir
kez olusunca kendi kendini devam ettirir (217).

LTP’nin geg fazi (uzun siireli giiclenme): LTP’nin erken fazini olusturan uyan
devam ederse (100 Hz’lik uyaran 1 saniye boyunca 5-10 dakika arayla 3-4 defa
uygulanirsa) postsinaptikte artan Ca'? adenilat siklaz1 da aktive eder. Adenilat siklaz
cAMP miktarini arttirarak cAMP’ye bagli protein kinazi1 (cAMP kinaz) aktive eder.
Aktive olan cAMP kinaz hiicre ¢ekirdegine girer ve CREB (cAMP cevap elementi
baglayan protein — cAMP response element binding protein) proteinini fosforile eder.
CREB de yapisal degisiklikleri baglatan hedefleri aktive eder. LTP’nin ge¢ fazinda
protein ve RNA sentezi ile karakterize edilen yapisal degisiklikler olur ve erken
fazindan en belirgin olarak bu 6zelligi ile ayrilir (217).
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Sekil 2.8. A) Bazal aktivite sirasinda (diisiik frekansh uyar1) presinaptik membrandan salinan

Glutamat NMDA ve non-NMDA reseptorlerine etki eder. Bu durumda NMDA reseptorleri
Mg+2 blokaj1 nedeniyle aktif degildir.

B) Postsinaptik membrani depolarize edici bir uyaran (yiiksek frekansh uyarr) Mg"
iyonunu NMDA reseptoriinden uzaklagtirir ve aktif duruma gegen reseptor-kanal agilir ve
hiicre igine Ca" girisi olur. Artan Ca™ miktar1 Ca/kalmodulin kinaz’1 , protein kinaz C’yi
ve tirozin kinaz fyn’i aktive eder. Postsinaptikte LTP olustuktan sonra, postsinaptikte
sentezlenen ve presinaptik hiicreye geri donen ve protein kinazlar aktive ederek daha fazla
glutamat salimimimi baglatan bir mesajc1 (retrograd messenger) salinir. Bu haberci
molekiiliin NO oldugu diisiiniilmektedir. Ancak CO, arasidonik asit ve baz1 ndrotrofinlerin
de retrograd haberci olarak rol oynuyor olabilecegi ileri siiriilmiistiir (217).

Son yillarda yapilan calismalarda Ogrenme ve hafizayr etkileyen Onemli

faktorlerin basinda serbest radikaller ve olusturdugu oksidatif stresin oldugu ileri
stirilmektedir (224, 225, 226). Nitekim, kognisyon bozukluklar1 goriilen bir ¢ok
hastaligin etyopatogenezinde artan serbest radikallerin rollerinin olmasi nedeniyle
antioksidan iceren tedavi yontemlerinin uygulanmasi bu goriisii desteklemektedir.
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Bilindigi gibi, AH hastaliginin en 6nemli etkilerinden biri de 6grenme ve hafizanin
azalmasidir (227). Daha Onceki bazi yaymlarda RA’nin belli bir dozun iistiinde
lokomotor aktiviteyi ve motivasyonu arttirdigi belirtildiginden, c¢alismamizda bu
asitin ~ 0grenme ve hafiza {izerindeki olasi iyilestirici etkisi aydinlatilmaya
calisilmistir. Bu amagla da, Y labirent, lokomotor aktivite testi uygulanarak
sicanlarin 6grenme, hafiza yetenekleri ve lokomotor aktiviteleri degerlendirilmistir.

2.6.3. Ogrenme Deneyleri

Yirminci yiizyilin baslarindan bu yana uzaysal 6grenme ve hafiza ile ilgili
calismalarda ¢ok ¢esitli labirent diizenekleri kullanilmistir. Bu diizeneklerde bircok
farkli protokol uygulanarak kisa ve uzun siireli uzaysal hafiza, yer ve yon 6grenme
becerisi Olgiilmiistir. Ogrenme ve hafiza deneylerinde tercih edilen ve en ¢ok
kullanilanlar asagida sirasiyla 6zetlenmistir.

Radyal Kollu Labirent:

Radyal kollu labirent daha ¢ok uzaysal 6grenme ve hafizanin belirlenmesi
amaciyla kullamlir (227). Dairesel bir alan1 ¢evreleyen sekiz veya daha fazla es
koldan olusur. Segilen protokole gore istenen sayidaki kollara 6diil olarak yem
konur. Hayvan labirenteki ve odadaki uzaysal ipuglarina gére yemin kondugu kol
veya kollar1 bulmaya calisir. Hayvanlarin bir kolda 6diil olup olmadigimi kontrol
ettikten sonra yeni bir kolu incelemek icin her seferinde merkez platforma dénmek
zorunda olmalar1 6grenmeyi zorlagtiran bir faktordiir.

Sekil 2.9. Radyal kollu labirent
Morris Su Tanka:
Morris su tanki uzaysal 6grenmeyi test etmek i¢in dizayn edilmistir (228).

Uzaysal 6grenme ile iligkili diger diizeneklerle karsilagtirildiginda koku izlerinin
olmamasi ve farkli kagis yollarinin olmasi gibi avantajlar vardir.

Sekil 2.10. Morris su tanki
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Bu diizenekte koyu renkli plastik bir malzemeden yapilmis ortalama 40 cm
derinliginde bir havuz kullanilir. Havuz igerisindeki suya kiiciik bir miktar allerjik
olmayan ve suda ¢oziinebilen siyah boya eklenerek beyaz siganlarla su arasinda bir
kontrast fark: elde edilmesi saglanir. Bu kontrast farki yardimiyla siganin hareketleri
video sistemi ile kaydedilebilir. Havuz duvarlarina yada diizenegin i¢inde bulundugu
odanin duvarlarina uzaysal ipuglar1 yerlestirilir. 10x10 cm boyutlarindaki siyah
renkli, metalden yapilmis platform suyun altinda sabitlenir.

Barnes Labirenti:

Barnes labirenti radyal kollu labirent ve morris su tankina ¢ok benzemekle
birlikte, radyal kol testindeki yem kisitlamasi ve suyla iliskili stresin etkileri b u
yontemde elimine edilmistir. Barnes labirenti de uzaysal 6grenme ve hafizanin test
edilmesi i¢in gelistirilmistir. Bir platformdan ibaret olan labirentte bir ¢ok delik
bulunmakta olup, sadece bir tanesi kafese giden yola baghdir. Hayvanlar parlak
1s1kla aydinlatilmis platformdan daha giivenli olan kiiclik karanlik deliklere kagmak
ve kafese ulasmak egilimi igindedirler. Dolayisiyla dogru deligi bulmak i¢in platform
iizerindeki ve odadaki gorsel isaretleri kullanmalar1 gerekir. Bu da uzaysal
ogrenmenin Ol¢iilmesine olanak saglamaktadir (229).

Sekil 2.11. Barnes labirenti

T Labirent Testi:

T labirenti uzun siireli uzaysal hafizanin ve dgrenmenin 6l¢tildiigii deneylerde
kullanilir. Hayvanlar hafizalarini kullanarak 6diil olan kolu yada bir 6nce girdigi kolu
hatirlayarak diger kolu tercih etmeyi 6grenmek zorundadir.

Sekil 2.12. T labirenti
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Yapilan bir deneyde calisan hafizay1 6lgmek igin t-labirent testi kullanilmistir.
Bu deneyde c¢alisma hafizasi T-labirentinde gecikmis alternasyon testi ile
saptanmustir (230, 231). Siganlarin yemege kars1 motivasyonlarini arttirmak amaciyla
deney sonuna kadar optimum agirliklarinin altinda tutulmuslardir. Baslangicta
sicanlar 5 giin boyunca 5-10 dakika siireyle labirente birakilmis, kollarin sonundaki
yemleri yemelerine izin verilmistir (230). Siganlara giinliikk olarak 11 devaml
deneme uygulanmis, 6diil olan yeme ulagmak i¢in sol ve sag kol arasinda doniisiim
yapmalar1 gerekmistir. Ug giin boyunca yapilan dogru denemelerin ortalamasi > 90
ise sicanlar basarili kabul edilmis, bu kritere ulasinca uzaysal gecikmis alternasyonu
6lcmek icin denemeler arasinda 30 yada 60 saniyelik zaman birakilarak iki giin
boyunca yemi bulmak icin gecen siire ve yapilan hatalarin sayis1 kaydedilmistir.
Uzaysal hafizaymin gostergesi olarak yapilan hata sayis1 ve basar kriterine ulagsma
siiresi Olciiliirken, motor bozukluklar1 belirlemek icin sicanin yeme ulagmak icin
harcadig: siire kaydedilmistir (230, 231).

Y Labirent Testi:

Y labirenti T labirenti gibi ii¢ es kolda olusur ancak keskin doniisler yoktur. Bu
yumusak doniisler 6grenme siiresinin azalmasini saglamaktadir. Y labirent testi 1976
yilinda deney hayvanlarinin uzaysal hafiza performanslarini 6lgmek i¢in gelistirilmis
ve daha sonra siganlarda ve diger kemirgenlerde uzaysal 6grenme calismalarinda
popliler hale gelmis bir davranis testidir (232). Simetrik Y labirenti Dellu (232)
tarafindan hipokampusla iligkili uzaysal hafizanin tayini amaciyla kullanilmistir.

Yapilan bir incelemede kronik antioksidan terapinin transjenik farelerde
gbzlenen biligsel degisimlere etkisi Y labirent (227) kullanilarak analiz edilmistir.
Tiim testler ayn1 odada aynmi saatlerde gergeklestirilerek kosullarin sabit kalmasi
saglanmigtir. Y labirentin kollar1 a, b, ¢ seklinde adlandirnlmistir. Her hayvan Y
labirentin merkezine yerlestirilerek herbir kola giris sayilar1 kaydedilmistir. Pespese
(abc) ya da (bca) gibi ii¢ farklh kola giris bir alternasyon olarak tanimlanmis, bu
alternasyon skorlar yiizde olarak hesaplanmistir. Dahasi kola girislerin toplam sayis1
hayvanin genel aktivitesinin bir 6l¢iisli olarak kullanilmistir.

Sekil 2.13. Y-labirenti

Bir diger caligmada Y labirentin kollar1 ‘start’, ‘other’ ve ‘novel’ kol olarak
adlandirilmis, deneyin ilk kisminda ‘novel’ kol tamamen kapali iken sican ‘start’
kolunun bir ucuna birakilarak labirenti 10 dakika boyunca incelemesine izin
verilmistir. iki saat aradan sonra kapali olan ‘novel’ kol acilarak sican 5 dakika
boyunca labirente birakilmistir (233). Bu siire zarfinda davraniglar1 kaydedilmis ve
her bir kola giris sayilari, her kolda gegirdikleri toplam siire video takip sistemi
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kullanilarak analiz edilmistir. Bu testin amact siganin kollar1 yeterince inceleyip
incelemedigini gérmek, yeni kolumu yoksa dnceden gezdigi kolumu tercih ettiklerini
saptamaktir. Hafiza fonksiyonlarini bozan ya da diizelten ilaclarin etkisi bu yolla
oOlgiilebilir. Biligsel fonksiyonlar1 normal bir denegin yeni kolu inceleme isteginin
daha fazla oldugu yapilan caligmalarda gozlenmistir. Y labirent testi kullanilarak
yapilan bir ¢alismada kronik stresin uzaysal hafiza ve 6grenmeyi bozdugu, labirent
igerisine ipucu olarak yerlestirilen ¢esitli sekillerin ise bu bozulmay1 diizelttigi
gOriilmiistiir.

Deney hayvanlariin a¢ veya susuz kalmamasi ya da act verici bir uygulamanin
olmamasi nedeniyle, Y labirent testinin deneysel ¢alismalar i¢in avantajli oldugu ileri
siiriilmiistiir (42).

Lokomotor Aktivite Testi:

Lokomotor aktivite testi ise 1923 yilindan bu yana hayvanlarin arastirmaci
yetenekleri ve hareket performansini 6lgmek igin kullanilmaktadir (234). Deney
parlak 1sikla aydinlatilmis kare yada dairel bir alanda yapilmaktadir. Bu alan
hayvanin ¢esitli hareketlerini 6l¢ebilen sensorlerle gevrelenmektedir.

Sekil 2.14. Lokomotor aktivite kafesi

Yapilan ¢aligmalarda farkli deney protokolleri olusturulmustur (235). Biligsel
fonksiyonlara dopamin reseptoriiniin etkisinin incelendigi bir ¢alismada lokomotor
aktivitenin Olciilmesi i¢in kare seklindeki alan esit parcalara ayrilmis, belli bir siire
boyunca bu parcalar arasi1 gegis sayisi, katedilen toplam mesafe, hareketsiz durma
yiizdesi kaydedilmistir.

Acik alan testi hayvanlarin aktivitesi yanisira endise ile iliskili davranislarini test
etmek i¢inde kullanilir (236). Bu amagla yapilan bir ¢aligmada lokomotor aktivite
alam1 10x10 cm’lik karelere boliiniir. Bes dakika boyunca siganlarin gegtigi kare
sayisit ve alanin merkezindeki karelerde gegirdikleri siire kaydedilmistir. Endise
icindeki sicanlar daha ¢ok kenardaki karelerde gezmeyi tercih etmektedir. Boylece
merkez karelerde gegirilen siire hayvanlarin endise seviyesi ile iliskili bilgi
saglamistr.
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GERECLER VE YONTEMLER

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali, Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali, Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarlari ve Deney
Hayvanlar1 Unitesinde gergeklestirilen bu ¢alismada 100 adet 5 aylik, ortalama 250 g
agirliginda digi Wistar sicanlar kullanilmigtir.

3.1. Gruplandirma ve Deney Protokolii
Calismamizda 100 adet 5 aylik Wistar disi sigan her grupta 20 hayvan
bulunmak iizere rastgele boliinerek 5 grup olusturulmustur.

Gruplandirma:
Deney Hayvanlar1 Unitesinden birer hafta ara ile rastgele alinan toplam 100 adet
si¢an her grupta 20 hayvan olacak sekilde bes gruba boliinerek,
Grup 1: Kontrol grubu (K)
Grup 2: Sham grubu (SH)
Grup 3: Rosmarinik asit grubu (R)
Grup 4: Ovaryektomi+ D-galaktoz grubu ( OD )
Grup 5: Ovaryektomi+ D-galaktoz + rosmarinik asit grubu ( ODR )
gruplar1 olusturulmustur.

Deney protokolii:

Altmis gilinliik deney siiresi boyunca, hayvanlar her kafeste 4 hayvan olacak
sekilde, 12 saatlik karanlik/aydinlik siklusunda tutulmuslardir. Bu siire iginde
hayvanlar, ticari sigan yemi ve musluk suyu ile beslenmistir. Yem tiiketimleri giinliik
olarak, agirlik degisimleri ise haftada bir kez dlciilerek takip edilmistir.

Deney siiresince;
i) K grubuna herhangi bir islem uygulanmamuistir.

ii) R grubuna 2 ay boyunca gavaj yoluyla hergiin 50 mg/kg RA verilmistir.
Rosmarinik asitin 0,05 g’1 1 ml serum fizyolojik i¢inde ¢oziilmustiir.

iii) OD grubuna ovaryektomi yapilmistir. Ameliyat sonrasi bir haftalik iyilesme
doneminden sonra 2 ay boyunca intraperitonel olarak 80 mg/kg dozda D-Galaktoz
uygulanmistir. D-Galaktozun 0,08 g’1 1 ml serum fizyolojik iginde ¢oziilmiistiir.

iv) ODR grubuna ovaryektomi yapilmistir. Ameliyat sonrast bir haftalik iyilesme

doneminden sonra 2 ay boyunca intraperitonel olarak 80 mg/kg dozda D-Galaktoz ve
gavaj yoluyla 50 mg/kg dozda RA uygulanmistir.
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v) S grubuna sham ameliyat yapilmigtir. Ameliyat sonrasi bir haftalik iyilesme
doneminden sonra 2 ay boyunca olarak 1 ml/kg dozda salin intraperitonel ve gavajla
uygulanmaistir.

Deneylerde;

e D-Galaktoz (Sigma): Noronlarda hasar olusturmak icin ndérotoksik ajan
olarak kullanilmisgtir.

e Rosmarinik asit (Carbosynth): Noronlar1 koruyucu etki gdsteren antioksidan
ve anti-inflamatuar ajan olarak kullanilmigtir.

Ogrenme deneylerini takiben, iiretan aneztezisi altinda siganlarin aortlarindan
perfiizyon yapildiktan sonra beyin dokulari ¢ikarilmigtir. Beyin dokularinin bir kismi
paraformaldehit i¢inde, kalan beyin dokular1 sivi nitrojen i¢inde saklanmustir.
3.2.08renme Parametrelerin Tayini

Projemizde, 6grenme parametreleri i¢cin Y labirenti testi ve lokomotor aktivite
testi kullanilmigtir.
3.2.1. Y-Labirent Testi

Calismamizda Y Ilabirentin kollar1 ‘start’, ‘other’ ve ‘novel’ kol olarak
adlandirilmistir.

‘other’ kolu ‘nevel’ kolu

S

‘start’ kolu

|14 cm
—
acm

Sekil 3.1 Y labirenti

Deneyin ilk kisminda sicanlar ‘start’ kolunun bir ucuna birakilmiglardir. Her bir
sigana ‘novel’ kol tamamen kapali iken, diger kollar serbest¢e inceleyebilmeleri i¢in
10 dakika zaman verilmistir. Iki saat aradan sonra kapali olan ‘novel’ kol agilarak
siganlar Y labirente 5 dakika birakilarak davraniglar video ile kaydedilmis ve her bir
kola giris sayilari, her kolda gegirdikleri toplam siire video takip sistemi kullanilarak
analiz edilmistir.
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3.2.2.Lokomotor aktivite Testi

Deney parlak 1sikla aydinlatilmis kenar uzunlugu 0.5 m olan 0.45 m
yiikseklikteki bir duvarla cevrili kare bir alanda yapilmistir. Bu alan hayvanin
ylriiylis ve iki ayak Tlstline kalkis gibi hareketlerini 6lgebilen sensorlerle
cevrelenmistir. Deneyin baslangicinda deney hayvani bu alanin merkezine birakilmis
ve 5 dakika boyunca hareketleri lokomotor aktivitenin degerlendirilmesi i¢in dijital
olarak kaydedilmistir. Sicanin katettigi toplam mesafe, ambulatuvar hareket miktari
ve hareketsiz kaldigi siire dl¢lilmiistiir.

Sekil 3.2. Lokomotor aktivite kafesi

3.3. Biyokimyasal Parametrelerin Tayini

3.3.1. Doku Tiobarbiitirik Asit Reaktif Uriinlerinin (TBARS) Ol¢iimleri
Beyin ve retina dokularinda TBARS o6lctimleri, Wasowicz ve arkadaglarinin
(237) yontemine gore yapilmistir.

Prensip:

Bu metodun temel prensibi, lipid peroksidasyonun son {iriinii olan MDA’ nin, 2-
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girmesi ve olusan bilesigin biitanol fazina
ekstrakte edilerek 525 nm eksitasyon ve 547 nm emisyon dalga boyunda
spektroflorometrik olarak okunmasi esasina dayanir.

Reaktifler:

29 mM tiobarbitiirik asit (Sigma-T5500): 0.418 g TBA, 50 ml distile su ve 50 ml
glasial asetik asit( Acetic acid glasial extra pure, Merck-56 ) i¢cinde ¢oziilmiistiir.

5 M HCI ( Hydrocholoric acid, Merck-314 )

n-biitanol ( n-Butanol, Merck-329 )

Standart soliisyonu: Tetraetoksipropan (1,1,3,3-tetraethoxy-propane, Sigma-T9889
stok soliisyonundan distile su ile sulandirilarak hazirlanmistir.

Islemler: 1 ml distile su iceren tiipe 50 ul doku siipernatant1 konulduktan sonra, 1 ml
thiobarbitiirik asit (TBA, 29 mmol/L) eklenmistir. Tiip iyice karistirildiktan sonra, 1
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saat siireyle 95-100 derece arasinda kaynatilmigtir. Numuneler sogutulduktan sonra
25 pl HCI (5 mol/L) ve 3.5 ml n-biitanol eklenerek vortekslenmis ve bu islemi
takiben 3000xg’de 10 dakika santrifiij edilerek, biitanol fazi ayrilmistir. Biitanol
ekstraktinin floresansi, eksitasyon dalga boyu 525 nm, emisyon dalga boyu 547 nm
olarak spektroflourometrede (Perkin Elmer Luminescence spectrometer, LS50B)
okunmustur.

TBARS Miktarimin Hesaplanmasi: 1,1,3,3,-tetra-metoksi-propan standardi numune
gibi calisilarak standard grafigi olusturulmustur. Dokularin TBARS miktar1 bu grafik
yardimiyla hesaplandiktan sonra nmol/g protein olarak saptanmustir.

3.3.2. Protein Tayini
Beyin ve retina dokularinda protein tayini modifiye Bredfrod yontemine dayanan
bir kit ile yapilmistir (238).

Reaktifler:

1 ) Standart soliisyon: 2 pg/ pl bovin serum albiimin (Albiimin Bovina, Sigma, A-
8022)

2 ) CPPA reaktifi (Coomassie Plus Protein Assay Reagent, Pierce-1856210)

Islemler: 1 pl doku siipernatantt 999 ul distile su ile sulandirildiktan (1:1000) sonra
tizerine 1 ml CPPA reaktifi eklenmis ve 595 nm’de absorbans spektrofotometrik
olarak okunmustur. Standart ¢aligmasi ise, numune yerine artan konsantrasyonlarda
1:1000 sulandirmaya sahip BSA kullanilarak yapilmistir.

Protein Miktarimin Hesaplanmasi: Dokulardaki protein miktar1 standart grafigi
kullanilarak hesaplanmuistir.

3.3.3. PGE; Tayini
Prostaglandin E, (PGE;) miktarinin analizi dokuya uyumlu EIA kiti kullanilarak
yapilmistir.

Reaktifler ve Kimyasallar:

1) PGE; Enzymeimmunuassay kiti ( PGE; Enzymeimmunoassay System, Cayman)
2) Homojenizasyon Tamponu (pH: 7.5)

50 mM Tris HCI (Tris[hydroxymethyl]Jaminomethane hydrochloride, Sigma, T-6666)
0.02 M EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid, Sigma, ED2P) 5 mg/ml
Indometazin (Indomethacin, Sigma, 1-7378) kullanilarak hazirlanmistr.

3) 1:4 oraninda hazirlanmis Etanol:su) Soliisyonu (C,HsOH, % 99.5’1ik Absolii alkol
4) Glasiyel asetik asit (Glacial Acetic acid, % 99-100)

5) Hekzan (Hexane, Merck, 4368)

6) Etil asetat (Ethyl Acetate)

Islemler: PGE, miktar1 tayini icin buz iizerindehipokampus dokusundan alman
parcalar 5 mg/ml indometazin ilave edilmis homojenizasyon tamponu iginde
homojenize edilmiglerdir. 0.5 ml homojenat {izerine sirastyla, 0.5 ml 1:4 su:Etanol

38



sollisyonu, 10 ul Glasiyal asetik asit eklenip, yavasca ¢alkalanarak, 5 dk oda 1sisinda
bekletilmis ve bekleme siiresinin sonunda, 2500 g’de 2 dk siiresince santrifiij
edilmigtir. Olusan siipernatan, 2 hacim % 10’luk Etanol ile yikanmig olan 100 mg
Amprep C2 mikrokolonuna uygulanmistir. Uygulama sonrasinda ayn1 kolon dnce 1
hacim distile su ile ardindan 1 hacim hekzan ile yikanmistir. Son olarak, 0.75 ml etil
asetat 2 defa kolona uygulanmig ve kolondaki PGE, temiz ependorf tiiplere
toplanmigtir. 1.5 ml hacmindeki Etil asetat yaklasik 2 saat liyofilize edilmis ve
numunedeki PGE; EIA kiti ile analiz edilmek {izere hazir hale getirilerek -20 °C’de
saklanmigtir. EIA kiti ile yapilan 6l¢iim sonrasinda ornekteki PGE, miktar1 pg/ml
doku olarak hesaplanmustir.

3.4. immunohistokimyasal Parametrelerin Tayini

Beyin dokusundan alinan 5 mikron kalinligindaki parafin kesitler, Poly-L-Lizin
kapli lamlar iizerine almarak bir gece 56 derecelik etiivde bekletilmistir.
Deparafinasyon i¢in iki kere onar dakika ksilollerden gecirilen kesitler her birinde
beser dakika olmak kaydiyla %100, %90, %80 ve %70’lik al¢alan alkol serilerinden
gegirilerek rehidrate edilmiglerdir. Daha sonra, distile suda ¢alkalanmig ve fosfat tuzu
tamponunda (PBS, Ph: 7.2 -7.4) ii¢c kere beser dakika yikanmislardir. Kesitler,
antijenik maskenin giderilmesi i¢cin 200 ml sitrat tamponuna (pH:6.0) konularak
mikrodalga firinda iki kere beser dakika muamele edilmis daha sonra firin disinda
yirmi dakika sogumaya birakilmiglardir.

Bunu takiben cevresi hidrofobik kalemle ¢izilen kesitler, distile sudan ve PBS
‘ten gecirildikten sonra endojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi i¢in % 3’lik
hidrojen peroksit ile yarim saat oda 1sisinda inkiibe edilmislerdir. Distile suda
calkalanip PBS ‘te yikanan kesitler oda sicakliginda ve nemli ortamda 0zgiil
olmayan immiinoglobulin baglanmalarimi 6nlemek amaciyla bloklama serumu ile
yedi dakika muamele edilmis ve serumun fazlasi alinarak kesitler, fare monoklonal
anti-Amiloid beta antikoruyla bir saat siireyle oda 1sisinda nemli ortamda inkiibe
edilmiglerdir. Kontrol kesitlerine primer antikor yerine normal fare
immiinoglobulinleri uygulanmistir. Inkiibasyon sonunda PBS ile ii¢ defa beser
dakika yikanan kesitler oda sicakliginda bir buguk saat biyotinli sekonder antikoru
ve streptavidin — peroksidaz kompleksi ile inkiibe edilmislerdir. Tekrar PBS’le {i¢
kere beser dakika yikama uygulandiktan sonra sinyali gelistirmek i¢in dokular 3’
Diamino benzidin (DAB) kromojeni ile muamele edilmis ve musluk suyunda
yikanmiglardir. Kesitler, Mayer’in Hematoksilen’inde onbes saniye zit boyama
yapildiktan sonra tekrar artan alkol serilerinde dehidrate edilip ksilole alimmis ve
ardindan kapatma soliisyonu ile kapatilmiglardir. Biitiin gruplar ayni giin igersinde
aynm1  muamelelerden gegirilerek boyanmiglardir. Boyanmis  kesitler 151k
mikroskopunda degerlendirilmis ve fotograflandiriimistir.

3.5. Elektron mikroskobu incelemesi

Herhangi bir sican rasgele segilerek hipokampus dokusundan alinan pargalar
glutaraldehid ile fikse edilmistir. Daha sonra dokular osmium tetra oksit icerisinde
iki saat bekletilmistir. Artan alkol serilerinden gegirilen dokular araldit igerisine
gomulmiistiir. Hipokampus CAT1 ve dentat girus bolgesinde ultra yapisal analizler
yapilmistir. Niikleus ve mitokondrideki morfolojik degisimler , lipofiisin birikimi ve
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sinaptik dejenerasyon incelenmistir. Bolgeler 6000 x biiyiiltme giicli ile analiz
edilmistir.

3.6. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Istatistiksel degerlendirme SPSS paket programi kullanilarak yapilmustir.
Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Her degisken i¢in normallik
testi uygulanmistir, Normal dagilima uyan veriler i¢in parametrik olan Wilcoxon Es
Testi ile Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) ve onu takiben Tukey Post Hoc
Testi, uymayanlarda ise nonparametrik olan Kruskal Wallis Varyans Analizi ve onu
takiben Mann-Whitney U Testi kullanmilmistir. P<0.05°1 saglayan degerler istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmistir.
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BULGULAR

4.1. Genel Goriiniim
Deney siiresince hayvanlarin genel goriiniim ve davraniglarinda herhangi bir
degisiklik goriilmemistir.

4.2. Besin Tiiketimi
Gruplarin 8 haftalik deney siireleri boyunca giinliikk yem tiiketimleri takip
edilmis ve bulgular 100 gram viicut agirlig1 bagina g/giin olarak hesaplanmaistir.

Gruplarin besin tiiketimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadigi goriilmiistiir (Tablo 4.1).

4.3. Agirhk Degisimi

Deney gruplarinin haftalara gore agirlik degisimleri Tablo 4.1°de verilmistir.
Deney siiresi boyunca tiim deney gruplarindaki hayvanlarin haftalik viicut agirliklari
takip edilmis, grup i¢inde ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamuistir.
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Tablo 4.1. Kontrol ve deney grubu hayvanlarin giinliik yem tiiketimleri ve agirlik degisimleri

Gruplar 1.hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta 5. hafta 6. hafta 7. hafta 8. hafta tﬁig‘i‘mi
(® (® (® (®) ® (® (® (® (e/giin/100 gr )
268.00+ | 285.00+ | 290.00+ | 292.00+ | 295.00+ | 297.00+ 300.5 + 30200+ | 300 oo
K 10.33 11.33 8.94 10.71 11.87 12.87 10.83 16.14 : :
235.0 + 24250+ | 24550+ | 247.00+ | 250.00+ | 252.00=+ 263.00+ | 264.00% | o0 o
SH 16.79 17.90 18.09 18.74 17.32 18.74 22.26 11.76 : :
R 21200+ | 21650+ | 217.00+ | 219.00+ | 222.00+ | 22800+ 230.00% | 234.00% | .00,
12.18 11.41 13.43 8.04 14.49 12.73 13.24 11.64 : :
oD 295.00 + 30820+ | 31730+ | 272.00 =+ 330.00 + 322.00 + 33410+ | 337.00% | oo 500
17.45 12.50 13.11 18.74 17.23 13.87 17.00 10.70 : :
ODR 25500+ | 263.00+ | 272.00+ | 275.00+ | 27730+ | 282.00+ 290.00+ | 294.00% | 5000 s
23.80 25.30 18.74 16.14 21.72 22.04 21.79 19.15 : :
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4.4. Doku Tiobarbitiirik Asit Reaktif Uriinleri (TBARS) Sonuclar

Beyin TBARS sonuglar1 Tablo 4.2’de gosterilmistir. OD grubunda beyin
TBARS degerlerinin diger gruplara gore anlamli diizeyde arttig1 tespit edilmistir.
Rosmarinik asit verilen ODR grubunda ise beyin TBARS degerlerinin OD grubuna
gore azaldigi, hatta bu degerlerin kontrol grubuna yaklagtigi dikkati ¢ekmistir.

Tablo 4.2. Kontrol ve deney grubu hayvanlarinin beyin TBARS degerleri.
*p<0.05; Kontrol grubundan fark, *p<0.05; Sham grubundan fark, 'p<0.05; R grubundan
fark, p<0.05; OD grubundan fark. Degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.

GRUPLAR BEYIN TBAI.{S
nmol/g protein
K 0.17 £0.07
SH 0.28 - 0.11
R 0.17 f 0.08
0.40+0.13
OD
T
+
ODR 0.20 **0.07

4.5. Y- labirent Testi Sonuclari

Kontrol ve deney gruplar1 Y labirent testi sonuglar1 Sekil 4.1°de gosterilmistir.
Bulgularin istatistiksel analizi sonucunda OD Alzheimer grubunun ‘novel’ kolda
gecirdigi siirenin ODR, SH, K ve R gruplarina kiyasla belirgin sekilde azaldigi, buna
ilaveten OD Alzheimer grubunda °‘other' kolda gecirilen siirenin ‘novel’ kolda
gecirilen siireye gore belirgin sekilde arttigi bulunmustur.

Kola giris frekansi incelendiginde ODR, SH, K ve R gruplarinda ‘novel’ kola
giris frekansinin ‘other’ kola giris frekansina gore belirgin sekilde yiiksek oldugu
gozlenmektedir. Ayrica, OD Alzheimer grubunun ‘novel’ kola giris frekansinin
ODR, SH, K ve R gruplarina kiyasla belirgin sekilde azaldig1 dikkati cekmektedir.
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Sekil 4.1. Y- labirent testi sonuglarinin gruplara gore dagilimi. *p < 0.05; tiim gruplarda novel kol
skoru ve other kol skoru arasindaki fark. “p < 0.05; OD grubunun novel kol skorunun diger
gruplarin novel kol skorundan farki. Degerler ortalama = SEM olarak verilmistir.
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4.6. Lokomotor Aktivite Testi Sonuclar:

Lokomotor aktivite testi sonuglart Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’de
gosterilmistir. Lokomotor aktivite testi igin Kruskal Wallis testi yapilmistir. Buna
gore OD grubunda ambulatuvar hareketin (6ne adim atma) diger gruplara gore
anlamli olarak azaldigi, diger gruplarin ambulatuvar hareketleri arasinda istatistiksel
yonden anlamli bir fark olmadigi bulunmustur. Diger gruplarla karsilagtirildiginda
dinlenme oranimmin OD grubunda anlamli olarak arttigi, R grubunda 6nemli diizeyde
azaldigi, alinan toplam mesafenin ise OD grubunda belirgin bir sekilde azalirken, R
grubunda anlamli bir sekilde yiikseldigi saptanmasgtir.

Tablo 4.3. Lokomotor aktivite testi sonuglari.
Ambulatuvar hareket: *p<0.001; OD grubunun diger gruplardan farki.
% Dinlenme: “p< 0.001; R grubunun diger gruplardan farki. *p< 0.001; OD grubunun
diger gruplardan farki.
Katedilen mesafe: “p< 0.001; R grubunun diger gruplardan farki. *p< 0.001; OD grubunun
diger gruplardan farki.

MESAFE AMBULATUVAR | DINLENME
(cm) (%) (%)
531.9 +61.03 20+ 3.05 51.5+2.67
K
556.8 +97.8 21.2+3.29 53.1+6.0
SH
825.1 + 96,08 25+ 6.01 39.9+7.51"
R
198.4 + 25.9% 10 + 3.88% 72 +10.6%
OD
538.2+96.2 222+5.15 53+5.83
ODR
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AMBULATUVAR HAREKET
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Sekil 4.2. Ambulatuvar hareketlerin analizi. *p < 0.001; OD grubu ile diger gruplar arasindaki fark.
Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

% Ambulatovar hareket
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Sekil 4.3. Dinlenme oranimin analizi. * p < 0.001; R grubu ile diger gruplar arasindaki fark. *p <0.001;
OD grubu ile diger gruplar arasindaki fark. Degerler ortalama + standart sapma olarak
verilmistir.
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ALINAN TOPLAM MESAFE
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Sekil 4.4. Katedilen toplam mesafenin analizi.  p < 0.001; R grubu ile diger gruplar arasindaki fark.
*p < 0.001; OD grubu ile diger gruplar arasindaki fark. Degerler ortalama + standart sapma
olarak verilmistir.

4.7. PGE2 Tayini Sonuclar:

Hipokampus PGE2 tayiniyle ilgili sonuglar Tablo 4.3‘de gosterilmistir. Buna
gore OD grubunda hipokampus PGE2 degerlerinin diger gruplara gore anlamli
diizeyde arttig1 goriilmiistiir. Rosmarinik asit verilen ODR grubunda ise hipokampus
PGE2 degerlerinin OD grubuna gore azaldigi, ancak bu degerlerin kontrol grubuna
gore yiiksek oldugu dikkati cekmistir.
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Tablo 4.4. Kontrol ve deney grubu hayvanlarinin hipokampus PGE2 degerleri.
*p<0.05; Kontrol grubundan fark, “p<0.05; Sham grubundan fark,
##p<(0.05; R grubundan fark, “p< 0.05; OD grubundan fark.

GRUPLAR PGE2
pg/ml
K 132.375+24.6
SH 157.612 + 44.85
R 151.55+6.35
oD 371.65+47.85
* #’ *k
ODR 242.76 £ 59.85
® # ok #H

500
450

ok
E - - ' I
K SH R oD

Sekil 4.5. PGE?2 tayini sonuglar1. **p < 0.05; OD grubu ile diger gruplar arasindaki fark , * p < 0.05;
ODR grubu ile diger gruplar arasindaki fark. Degerler ortalama + SEM olarak verilmistir.

1N
o
o

PGE2 (pg/ml)
8= e oo

w
o

o

ODR
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4.8. Iimmunohistokimya Sonuclar1

Uzun siireli ovaryektomi ve D-galaktoz enjeksiyonunun hipokampustaki AP
birikimine etkisi immiinohistokimyasal olarak belirlenmistir. Kontrol, SH (Sekil
4.6.) ve R (Sekil 4.7) gruplarinda yapilan A immunboyanmalarinda hipokampal
alanda herhangi bir reaksiyona rastlanmazken, OD (Sekil 4.8) ve ODR (Sekil 4.9)
gruplarinda Af immunolokalizasyonu dikkat ¢ekmistir. OD gruplarinda yapilan
immunboyanmalarda A proteininin daha ¢ok ndropil icerisinde ve glial hiicrelerde
biriktigi gdzlemlenmistir. Ozellikle hipokampusun CA1 ve CA4 alanlar ile dentat
girus yakinlarinda A birikimleri saptanmistir. ODR gruplarinda da eser miktarda AB
birikimleri hipokampal alanda isaretlenmistir (Sekil 4.9).

KONTROL
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Sekil 4.6. Kontrol (A,B,C,D) ve Sham (A,B,C,D) grubuna ait immunohistokimyasal sonuglar. A

proteinine ait herhangi bir immunreaksiyona total beyin preparatlarinda da hipokampal

alanda da rastlanilmamustir. C; ok hipokampusu, D; ok dentat gyrusu gostermektedir.
Olgek: 50um

Sekil 4.7. R grubuna ait AP proteininin immunohistokimyasal boyamasi. Bu grupta da A proteinine

ait herhangi bir immunreaksiyona rastlanilmamaktadir. Oklar, hipokampusdaki néronlari
isaret etmekte ve herhangi bir reaksiyon goriilmemektedir. Olgek: 50um
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OD Grubu

Sekil 4.8. OD grubuna ait AP proteininin immunohistokimyasal reaksiyonu gdsterilmektedir. Bu
grupta 6zellikle hipokampus alaninda, A proteininin biriktigi gozlenmektedir. Yer yer CAl
ve CA4 noronlar lizerinde de izlenen bu A birikimleri yogun olarak néropil igerisinde ve
glial hiicrelerde dikkati cekmektedir. Oklar: AP birikimlerini isaret etmektedir. Olgek: 50 pm

ODR

Sekil 4.9. ODR grubuna ait immunohistokimyasal boyanmalar. Bu grupta ODR grubunda oldugu gibi
yogun bir A proteinine ait plak birikimi gézlenmemektedir. Ancak yer yer hipokampusda
bu AP birikimlerine rastlanmistir. Oklar: Eser miktardaki A birikimlerini isaret etmektedir.
Olgek: 50um
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4.9. Elektron mikroskop Analizi Sonug¢lari

Sekil 4.10. Kontrol grubunda piramidal néron niikleus (N) ve perikaryon (P) normal yapisi
izlenmektedir. Olgek: 1 pm

Sekil 4.11. Kontrol grubuna ait hipokampal CA 1 bblgesinde noropil yapisi. Olgek: 2 pm
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Sekil 4.12. Kontrol grubu dentat girus néropil goriiniimii. Olgek: 2 pm

Sekil 4.13. Kontrol grubunda graniil hiicre ve ¢evre néropil izlenmektedir. Olgek: 1 um

53



Sekil 4.14. Rosmarik asit uygulanan normal grupta Alzheimer grubunda izlenen deformasyonlar
gozlenmemekte, normal sitoplazma ve organel yapilari izlenmektedir.
Mitokondriyonlar (oklar) ve golgi (yildiz) membran biitiinliigiinii korumus, bu
organellerin yapist bozulmamistir. Olgek 1 pm

Sekil 4.15. Alzheimer grubuna ait dentat girus néropilinde elektron dens birikimler (beyaz oklar) ve
deformatif mitokondriyonlar (siyah oklar); Noropilde yaygin membran deformasyonu ve
iceriksiz 6deme bagli bosluklar izlenmektedir (y1ldizlar).Olgek: 1pum

54



Sekil 4.16. Alzheimer grubunda hipokampus CA1 bdlgesinde aksoplazma igerisinde elektron dens
birikimler (siyah oklar) ve siddetli mitokondri deformasyonu (beyaz oklar) goriilmektedir.
Mitokondri krista yapisi bozulmus, matriks 6dem nedeniyle elektron densitesini
kaybetmistir. Noropil de genis agikliklar (yildizlar) izlenmektedir. Olgek: 2 pm

Sekil 4.17. Alzheimer grubu hipokampus CA1 piramidal hiicrelerinde niikleer membran
deformasyonu (beyaz oklar) goriilmektedir. Tkili zar yapis1 bozulmus, yer yer
niikleoplazma ile sitoplazma karisimi izlenmektedir. Siddetli mitokondri deformasyonu
(siyah oklar) ve 6demo6z GER ve sitoplazmik erimeler (yildizlar) dikkat ¢ekmektedir.
Olgek: 1 um
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Sekil 4.18. Tedavi grubunda dentat girus graniile hiicreleri sitoplazmasinda, dendritte ve ndropilde
¢ok az miktarda elektron dens birikimler (yildizlar) izlenmektedir. Niikleus membraninin
biitiinligiiniin bozulmadig1 ve periniikleer araligin normal oldugu (beyaz oklar)
goriilmektedir. Aksonlarin normal yap1 gosterdigi ve elektron dens birikimler icermedigi
gdzlenmektedir (siyah oklar). Olgek: 2 pm

Sekil 4.19. Tedavi grubu hipokampus CA 1 piramidal hiicre aksonlar1 normal nérotiibiil yapisi
gostermektedir (beyaz yildizlar). Dendrit (siyah yildiz) 6demsiz ve normal yapi
sergilemektedir. Olgek: 1 pm
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Sekil 4.20. Tedavi grubunda hipokampus CA1 piramidal néronlarinda normal ¢ift zar yapisinda
niiklear membran (oklar) ve normal boyutlarda niikleer porlar (ok baslart) izlenmektedir.
Olgek: 1 um
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TARTISMA

Bunamanin en bilinen tiplerinden biri olan AH hastalig1 6zellikle yaslh kisileri
etkileyen norodejeneratif bir hastalik olup iki temel protein kiimesinin olusumu ile
karakterize edilmektedir. Bunlar ndronal dejenerasyon ve noronal dliime sebep olan
siireglerde etkili olan amiloid plaklar ve norofibriller kiimelerdir. Amiloid plaklar
APP’nin proteolitik olarak kesilmesiyle serbestlenen AP peptidinin fibriller seklinde
insan beyninin ¢esitli lokalizasyonlarinda birikmesiyle olusur (5). Norofibriller
kiimeler ise temel bileseni olan tau proteininin hiperfosforile olarak PHF’ler seklinde
hiicre i¢inde birikimiyle meydana gelir.

Alzheimer hastaliginda gozlenen 6grenme ve hafiza bozuklugunun yani sira, bu
hastaligin patolojisinde yer alan AP ve NFT birikimleri gibi histopatolojik
anormallikleri taklit etmek i¢in g¢esitli hayvan modelleri gelistirilmistir. Ancak bu
hayvan modellerinin higbiri hastalikta gozlenen bilissel bozuklugu ya da
biyokimyasal ve patolojik degisiklikleri tam olarak temsil etmemektedir (164). Bu
sebepten ideal bir AH modeli gelistirilmesi hastaligin patolojisini tam olarak
anlamak icin hayati 6neme sahiptir. Aragtirmamizda kullanilan AH modeli ilk kez
Hua ve ark.(30) tarafindan uygulanmis olup bu model AH hastaligi i¢in iki temel risk
faktorii. olan Ostrojenin  azaltilmast ve oksidatif stresin  olusturulmasin
amaglamaktadir. Bu modelde Ostrojen azaltilmasi ovaryektomi yoluyla, oksidatif
stres uzun siireli D-galaktoz enjeksiyonu ile gergeklestirilmistir.

Projemizde uygulanan modelde, ovaryektomi sonrasi siganlarda go6zlenen
fonksiyonel ve yapisal bozukluklarin birinci nedeni azalan Gstrojenin ndroprotektif
etkisinin ortadan kalkmasidir. Ostrojenin AP peptidi ve glutamat indiiklii toksisite ile
hidrojen peroksit, oksijen-glukoz tiikenmesi gibi oksidatif stres olusturan faktorleri
engelleyerek ve hipokampusta noronlarin hayatta kalmasini saglayan ERK ve AKT
sinyal yolaklarini aktive ederek koruyucu etki olusturdugu gosterilmistir (186, 187,
189, 190). Ayrica, Ostrojenler antioksidan &zellikleri olan maddeler olduklarindan
mitokondriye hasar veren ROS’un iiretimini baskilayarak oksidatif fosforilasyonu
korurken, fenolik halkasi ile membrana ilave olarak fosfolipidlerdeki doymamis
baglarin oksidasyonunu engelleyerek lipid peroksidasyonu onlemektedirler (239).
Diger yandan, dstrojen beyinde NGF ve BDGF gibi biiyiime faktorlerinin seviyesini
yiikselterek  hipokampus CAl noronlarinin  dendritlerindeki  spin  sayisini
arttirmaktadir.  Bunlara ilaveten, NMDA akimlarin1 arttirarak ve uyari esigini
diistirerek, LTP artisina yol agmaktadir (182, 183, 184). Dolayisiyla, tiim verilerin
1s181inda Ostrojenin hipokampus bagimli 6grenme ve hafizada rolii olmasi ve bu
hormonun azaltilmasinin biligsel parametreleri etkilemesi en dogal beklentidir.

Alzheimer modelinin kurulmasimi saglayan ikinci etken ise kronik D-galaktoz
enjeksiyonudur. Bilindigi gibi, D-galaktoz normal kosullarda glukoz-1-fosfata
doniisiirken yiiksek seviyede serbest D-galaktoz birikimi ikincil bir yolak ile
galaktitol (aldoz rediiktaz) yada galaktonat (oksidasyon) olusmasima sebep olur.
Galaktoz-1-fosfat, galaktitol ve galaktonat gibi zararli bilesiklerin seviyesinin
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ylikselmesi siliperoksit anyonu ve ROS olusumuna neden olmaktadir (214). D-
galaktozun ayn1 zamanda periferde oksidatif stresi arttirdigi, total-SOD ve GSH-Px
aktivitelerini diistirerek toplam antioksidan kapasiteyi azalttig1 tespit edilmistir (194).
Bugiine kadar yapilan calismalarda D-galaktozun, hipokampustaki néronlarda
apopitozisi ve karyopiknozu arttirdigi, dentat girus’daki subgraniiler bolgedeki yeni
dogan noronlarn sayisini diislirdiigli ve noéronal progenitoér hiicrelerin gociinii
azalttigi bulunmustur (205). D-Galaktozun hipokampus bolgesinde Ogrenme ile
iligkili protein biyosentezini, transportunu, sinyal iletimini etkileyen genlerin
regiilasyonunu azaltarak sinaptik bozukluga neden oldugu ve LTP’yi azaltarak
uzaysal 6grenme ve hafizada olumsuz etkiler olusturdugu saptanmistir (240).

Projemizdeki AH modeli oksidatif stres ve dstrojen azalmasinin bu hastalikta iki
temel risk faktorii oldugunu gosteren kanitlar 1s18inda, ilk kez Hua ve ark.(30)
tarafindan olusturulan model esas alinarak gelistirilmistir. Arastiricilar elektron
mikroskobu kullanarak yaptiklar1 histolojik incelemede AH modeli kurulan
siganlarin hipokampus bolgelerinde  hiicre icinde biriken NFT’ler, sinaptik
dejenerasyon, lipofiisin birikimi, niikleus ve mitokondride morfolojik degisiklikler
tespit etmiglerdir (30). Ayrica, arastiricilar immiinohistokimyasal yontemle
hipokampus CA1 bolgesinde AP pozitif hiicreler gézlemlemis ancak ekstraselliiler
AP birikimi olusmadigimi saptamislardir (30). Bu sonuclar dikkate alinarak, 6
haftalik D-galaktoz enjeksiyonunun ekstraseliiller AP birikimini olusturmak icin
yetersiz olabilecegi disiiniilerek, ¢aligmamizda D-galaktoz enjeksiyonu igin 8
haftalik bir siire secilmistir. Diger yandan, bugiine kadar yapilan yaslanma ile ilgili
calismalarda hayvanlara enjeksiyon yoluyla 50, 60, 100, 200 ve 500 mg/kg D-
galaktoz dozlar1 uygulanmig (194, 195, 196), kurulan AH modelinde ise D-
galaktozun dozu 80 mg/kg olarak secildigi i¢in projemizde bu doz kullanilmistir
(30).

Kurdugumuz AH modelinin histolojik parametrelerle desteklenmesi i¢in elektron
mikroskobu ile incelemeler yapilmistir. Bu incelemelerde AH grubunda dentat
girusda ve hipokampus CA1 bolgesinde 6zellikle noropilde sinirlart belirsiz elektron
dens birikimler dikkati ¢ekmis, lipofiisin graniillerine rastlanmamasma ragmen
mitokondriyal membranlarda elektron dens kalinlagmalar belirgin olarak izlenmistir.
Bu grupta belirgin bir membran deformasyonu goze carpmis, mitokondri
kristalarinda erimeler ve mitokondriyal matriksde 6dem oldukga belirgin sekilde
gozlenmistir. Niikkleus membraninin biitiinliigii bozulmus, membranda elektron dens
partikiiler birikimler meydana gelmistir. Bu bulgular kurulan modelde AH benzeri
histopatolojik degisimlerin saglandigina isaret etmektedir. Rosmarinik asit ile tedavi
edilen AH grubunda ise benzer elektron dens birikintilerine rastlanmakla birlikte,
bunlarin miktariin AH grubuna gore oldukca azaldigi tespit edilmistir. Membran
yapilarinin normal goriiniimde oldugu, mitokondriyal 6demin ortadan kalkmasi
sonucu mitokondriyal matriksin normal elektron dens yapida oldugu izlenmistir.
Aksonlar, dendritler ve mikrotiibiillerin yapisinin bozulmadigi, niikleer membranin
cift zar yapisinin ve niikleer porlarin net olarak tespit edilebildigi goriilmiistiir.
Sadece RA verilen grupta membran biitiinliigliniin korundugu, herhangi bir elektron
dens birikim olmadigi saptanmistir. Buna ilaveten, bu grupta mitokondri membran
biitiinltigii, krista yapilar1 ve matriks densitesinin normal 6&zellikler gosterdigi
bulunmustur.
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Elektron mikroskobu ile yapilan histolojik incelemelere ek olarak hipokampusta
AP birikimlerinin belirlenmesi amactyla immiinohistokimyasal analiz yapilmistir.
Yapilan immiinohistokimyasal inceleme sonucu K, SH ve R gruplarinda hipokampal
alanda herhangi bir AP pozitif hiicreye rastlanmazken OD ve ODR gruplarinda Af
immunolokalizasyonu dikkat c¢ekmistir. OD grubunda AP proteininin daha ¢ok
noropil igerisinde ve glial hiicrelerde biriktigi gdzlemlenmistir. Ozellikle hipokampus
CA1l ve CA4 alanlan ile dentat girus yakinlarinda biriken plaklar bu alandaki
noronlarin dejenerasyon yoluna gireceginin bir ifadesi olabilir. Elde edilen bu veriler
sekiz haftalik enjeksiyon siirenin ekstraseliiler plak birikimini olusturmak i¢in uygun
oldugunu teyit etmektedir. ODR grubunda da eser miktarda amiloid plaklar
hipokampal alanda isaretlenmisti. OD grubuna kiyasla ODR gruplarinda
immunreaksiyonun oldukca azalmasi ve histolojik yapida gdzlenen bahsedilen
diizelmeler tedavinin olumlu yanit verdigini ve olusan plak sayisinin da giderek
azaldigim gostermektedir.

Son yillarda yapilan g¢alismalarin ¢ogu bir ¢ok hastalikta oldugu gibi, AH
hastalifinda da oksidatif stres mekanizmalarina ve bunlarin hastaligin
patogenezisindeki dnemine odaklanmistir (38). Bu hastaligin etiyolojisinde oksidatif
stres ve serbest radikal hasarinin etken olduguna dair bir¢ok delil elde edilmistir (8,
38). Alzheimer hastalarinda yapilan histopatolojik caligmalar sonucu temporal lob
bolgelerinde ve AP 25-35 peptidinin direkt olarak etkilestigi membranlarda artan
lipid peroksidasyonun izleri tespit edilmistir (37, 38). Bunun yanisira, AB 40 ve AP
42 peptidlerinin g¢esitli membran reseptorleri araciligryla hiicreigi sinyal yolaklarini
tetikleyerek lipid peoksidasyona yol agtigi bulunmustur (67). Ayrica, Alzheimer
hastasi transjenik farelerde yapilan bir ¢caligmada 7 aylik farelerde A birikiminden
once lipid peroksidasyonun gozlenmesi, hastaligin gelisiminde lipidlerin
oksidasyonunun 6nemine isaret etmektedir (73). Nitekim, AH modeli olusturulan
grupta (OD) lipid peroksidasyon seviyelerinin kontrol ve sham grubuna gore anlaml
sekilde artmasi, AH komplikasyonlarinda lipid peroksidasyonun énemli bir faktor
oldugunu vurgulayan caligsmalar1 destekler niteliktedir.

Alzheimer hastaligina ¢ok benzeyen bir nérodejenerasyonun gézlendigi Down
sendromunda lipid peroksidasyonun artmasi sonucu gergeklesen apopitozisin serbest
radikal onleyicilerin kullanilmasiyla durduruldugu gézlenmistir (77). Bunlara paralel
olarak 52 haftalik bir klinik ¢alismada Ginko biloba ekstresi (Eg761) nin hastaligin
baz1 semptomlarinda belirgin bir diizelme sagladigi, Vitamin E ve melatonin gibi
diger antioksidanlarin Af'ya bagli norotoksisiteyi lipid peroksidasyonu azaltarak
onledigi saptanmistir (127). Dolayisiyla, literatiirde yer alan gesitli ¢aligmalarda
antioksidan ajanlarin AH hastaliginin ilerlemesini azalttigi ve AP toksisitesine karsi
koruma sagladig1 genis bir sekilde vurgulanmaktadir. Bu bilgiler dogrultusunda AH
hastaliginda olugan  komplikasyonlarin azaltilmast ve lipid peroksidasyon ile
iligkisini incelemek amaciyla lamiase sinifi bitkilerde olduk¢a fazla miktarda
bulunan RA’nin  ¢alismamizda antioksidan bir bilesik olarak kullanilmasi
diisiiniilmiistiir. Daha 6nce yapilan bir AH ¢alismasinda RA’nin PC12 hiicre
kiiltiirinde AP peptidinin indiikledigi reaktif oksijen tiirlerinin olusmasini, lipid
peroksidasyonu, DNA fragmantasyonunu, kaspaz 3 aktivasyonunu ve tau proteininin
hiperfosforilizasyonunu azalttigi gosterilmistir (25). Ayrica RA’nin  astrosit
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kiiltiiriinde iiretilen ROS ve MDA miktarini diistirerek oksidatif strese karst koruma
sagladigi, H,O’nin indiikledigi hiicre hasarini 6nledigi tespit edilmistir (26). Bu
bulgular RA’nin AP kaynakli oksidatif hasara karsi temel noroprotektif ajan olarak
tedavi amactyla kullanilabilecegini ortaya koymakla birlikte, literatiirde RA’nin AH
hastaligindaki antioksidan ozelliklerini dikkate alan herhangi bir invivo ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu amagla RA’nin koruyucu etkisini incelemek ve AH
hastaliginda artan serbest radikallerin roliinii degerlendirmek i¢in lipid peroksidasyon
indeksi olarak kabul edilen TBARS diizeyleri olciilmiistiir. Elde edilen veriler analiz
edildiginde, RA ile tedavi uygulanan ODR grubunda lipid peroksidasyon seviyesinin
kontrol grubu ile ayni seviyeye diismesi, AH hastalig1 ile iliskili serbest radikal
hipotezini desteklemenin yani sira, RA’nin antioksidan 6zelligini vurgulamis ve bu
hastaligin tedavisi i¢in kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Alzheimer hastaliginda erken olgularla iliskili olarak inflamasyonun merkezi
rolii oldugu kuvvetli kanitlarla gosterilmistir (10). Beyinde olusan ndroinflamasyon,
hasarli dokuyu ya da istenmeyen maddeyi yok ederek beyin fonksiyonlarmin
devamini saglayan faydali bir islem iken, noroinflamatuar olaylarin kontrolden
cikarak siirekli hale gelmesi doku hasarinin artmasina yol agar. Alzheimer
hastaligindan etkilenen beyinde NFT’ler ve AP patolojik inkliizyonlar1 ile iliskili
aktive olmus mikroglialarin, reaktif astrositlerin, kompleman proteinlerinin ve
proinflamatuvar sitokinlerin yaygin goriiniisii beynin noéroinflamasyonun kronik
evresinde oldugunun bir isaretidir. Yapilan incelemelerde AH hastaliginda pro-
inflamatuvar molekiillerin prekiirsorii olan biyoaktif lipidlerin normal beyin
dokusuyla karsilagtirildiginda yiiksek diizeyde oldugu tespit edilmistir (10, 12, 13).
Arasidonik asit metabolizmasi sonucu lretilen biyoaktif lipidlerin 6nemli pek ¢ok
fizyolojik ve patolojik olayda yer almasi, bu yolagin son yillarda gittik¢e artan bir
ilgi kazanmasina yol agmistir. Fosfolipaz A,’nin membran lipidlerini katalizi sonucu
olusan arasidonik asitin major metabolizma yollarindan biri de siklooksijenaz
enziminin yer aldigi metabolik yolaktir. Prostaglandinlerin ve diger inflamatuvar
faktorlerin sentezini saglayan basamaklarda yer alan bu enzimin AH hastaliginin
gelisiminde temel bir role sahip oldugu ¢esitli yaymlarda ifade edilmistir (14, 15).
Yapilan calismalar primer sican astrositlerinde AP 25-35 peptidinin COX-2 protein
sentezini ve PGE2 salimimmi PKC araciligi ile indiikledigini gostermektedir (109).
Prostaglandin  E2  reseptorlerinden EP-2  reseptoriinin =~ AH  hastaliginin
komplikasyonlarindan belirgin bir sekilde etkilenen serebral korteks ve
hipokampusta olduk¢a fazla miktarda eksprese edildigi bulunmustur (111).
Prostaglandin E2’nin EP2 reseptorii araciligi ile ndronlarda apopitozise yol agtigi,
mikroglialarda inflamatuar sitokinlerin tiretimini indiikledigi ve fagositik aktiviteyi
azaltarak AB’nin fagositozunu onledigi gosterilmistir (112). Ayrica, COX tarafindan
AP peptidinin {iretilmesinde PGE2 aracili y-sekretaz aktivitesindeki artisin etkili
oldugu ortaya konmustur (18). Caligmamizda, Alzheimer modeli olusturulan grupta
(OD) PGE2 seviyelerinin kontrol ve sham grubuna goére anlaml sekilde artmasi, AH
komplikasyonlarinda bu inflamatuar molekiiliin 6nemli bir faktdr oldugunu belirten
bu bulgularla paralellik géstermektedir.

Pro-inflamatuar molekiiller diger inflamatuvar mekanizmalan tetikleyerek

hastaligin gelisiminde rol oynadigindan, PGE2 gibi prostaglandinlerin inhibisyonu
AH hastaliginda 6nemli bir terapotik hedeftir (113). Literatirde = RA’nm
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antiinflamatuar etkisine isaret eden cesitli arastirmalar vardir. Bu arastirmalarda
RA’nin kobra zehiri faktdrii (CVF) ile indiiklenen kirmizi hiicrelerin lizisini ve
sicanlarin penge 6demini azalttig1, kompleman sistemin alternatif ve klasik yolaklarla
aktivasyonunu inhibe ettigi gozlenmistir (27). Bu etkilerine ek olarak,
glomeriilonefrit ve romatoid artritte anti inflamatuvar etkisi yaninda, uygulandigi
dokuda COX-2 ekspresyonunu dikkati c¢ekecek derecede azalttigi gortilmistiir.
Karsinogenez ile ilgili bir ¢calismada RA’nin PGE2 sentezindeki artisi onlendigi,
COX-2 mRNA ekspresyonunu elemine ettigi tespit edilmistir (139). Bu bilgiler
1s18inda, RA’nin, inflamasyondaki roliiniin arastirilmasi ve AH hastaligindaki tedavi
edici potansiyelinin ortaya konmasi amaci da diger bir tercih nedeni olmustur.
Rosmarinik asitin AH hastaligindaki antiinflamatuar etkisini inceleyen herhangi bir
invivo arastirma bulunmadigi da dikkate alindiginda, projemiz bu yoniiyle de
orijinal bir calismadir. Rosmarinik asitin immiinglobulin A nefropatisi olan
siganlarda 50 mg/kg dozunda antiinflamatuar etki gosterdigi belirtildiginden
projemizde bu dozun uygulanmasina karar verilmistir.

Calismamizda AH modelindeki noéroinflamasyonun ve RA’nin  bu
noroinflamatuar siirece etkisinin incelenmesi amaciyla hipokampus dokusunda PGE2
miktar1 ELISA yontemi kullanilarak olgiilmiistiir. Alzheimer modeli olusturulan
grupta (OD) PGE2 seviyeleri diger gruplara gore anlamli sekilde artmistir. Bu
sonucumuz AH komplikasyonlarinda arasidonik asit COX-2 yolaginin énemli bir
faktor oldugunu one siiren yaynlari (14, 15) desteklemektedir. Diger yandan RA ile
tedavi uygulanan ‘ODR’ grubunda PGE2 seviyesi OD grubuna gore anlamli gekilde
azalmistir. Bu bulgular 1s18inda RA’nin AH’da gozlenen PGE2 artiginin Oniine
gegebilecegi ortaya konmustur. Boylece RA’nin antioksidan 6zelligine ilaveten
PGE2 sentezini baskilamak yoluyla antiinflamatuar etki gostererek de AH
hastalifinin ~ tedavisinde  fayda  saglayabilecegi  seklindeki  hipotezimiz
desteklenmistir.

Alzheimer hastaligimin en o6nemli etkilerinden biri 6grenme ve hafizanin
bozulmasidir. Hastalikta gézlenen en ciddi semptomatik sorunlar erken olusan hafiza
kaybinda hizli bir ilerleme, konusma bozuklugu, yon bulma eksikligi, insanlar
tanima sorunu gibi ilerleyici biligsel ve duyusal problemlerdir (43). Alzheimer
transjenik fareler kullanilarak yapilan ¢esitli ¢aligmalarda hayvanlarin arastirict
davraniglariin ve hareket yeteneklerinin gostergesi olan lokomotor aktivitelerinin
azaldig1 agik alan testleri ile gosterilmistir (43, 227, 229). Daha onceki yayinlarin
sonuglariyla uygunluk gosteren bulgularimiz AH modeli uygulanan OD grubunda
dinlenme oranmin anlamli olarak arttigimi ve alinan toplam mesafenin Snemli
diizeyde azaldigini teyit etmistir. Diger yandan, AH transjenik farelerde gozlenen
ogrenme ve hafiza fonksiyonlarindaki degisiklikler farkli labirent testleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Ornegin radyal kollu labirent kullanilarak yapilan 6grenme
deneyinde AH transjenik farelerin (Tg2576) hafiza fonksiyonlarinda ciddi bir
bozulma oldugu (241), Morris su tanki ile gergeklestirilen bir bagka incelemede
(242) AP inflizyonu yapilan farelerde gizli platformun bulunma latensinin arttigi,
AH transjenik farelere uygulanan Y labirent testinde ise spontan kol degistirme
skorlarinin azaldig1 tespit edilmistir. Calismamizda, AH hastalifinda olusan bilissel
fonksiyon degisikliklerinin belirlenmesi amaciyla kisa siireli uzaysal hafiza ile ilgili
incelemelerde yaygin olarak tercih edilen Y labirent testi kullanilmistir. Elde edilen
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ogrenme verileri istatistiksel olarak analiz edildiginde K grubu sicanlarin ‘novel
kolda gecirdikleri siirenin ve bu kola giris frekanslarmin ‘other’ kola gore daha
yiiksek oldugu bulunmustur. Bu bulgu hafiza fonksiyonlarinda herhangi bir sorun
olmayan hayvanlarin daha once incelemedikleri ‘novel’ kolu tercih ettiklerini
bildiren daha 6nceki yayinlari destekler niteliktedir (233, 243, 244). Diger yandan,
Alzheimer grubu (OD) ile yapilan Y labirent testinde bu hayvanlarin ‘novel’ kolda
gegcirdikleri siirenin ve bu kola giris frekanslarin ODR, SH, K ve R gruplarina
kiyasla belirgin sekilde azaldigi, buna ilaveten ‘other' kolda gegirdikleri siirenin ve
bu kola giris frekanslarmin ‘novel” kola gore belirgin sekilde arttig1 tespit edilmistir.
Novel kolda gecirilen siirenin ve bu kola giris frekanslarinin azalmasi daha 6nceki
yaymlarda (245, 246) kisa siireli hafiza bozuklugu seklinde yorumlandigindan, bu
sonucumuz AH sicanlarin kisa siireli uzaysal hafizalarinin belirgin sekilde
bozuldugunu ortaya koymustur. Bu bulgular 1s18inda, projemizde gerceklestirilen
AH modeli yardimiyla 6grenme ve hafiza bozukluklarinin azaltilmasina iliskin
calismalarin  yapilabilecegi ve hastalikta gozlenen bilissel degisikliklerin
mekanizmasinin aydinlatilabilecegi diisliniilmektedir.

Alzheimer hastaliginda gozlenen biligssel bozukluk neticesinde hastalar kendi
yasamlarini idare edemeyerek yataga bagimli hale gelmekte ve yakinlarinin bakimina
muhta¢ kalmaktadirlar. Yapilan klinik ¢alismalarin ilk hedefi gilinliik temel islevleri
yerine getirme yeteneginin arttirilmasi (IADLs: instrumental activities of the daily
living) ve kurumsal bakim masraflarinin azaltilmasi amaciyla bunamaya bagh
davranigsal, psikolojik semptomlarin diizeltilmesi yaninda kognisyonun ve
fonksiyonel aktivitenin gelistirilmesidir. Bugiine kadar kullanilan ilaglarin bu
semptomlart tedavi edici etkileri oldukc¢a yetersiz oldugundan alternatif tedavi
yollarinin gelistirilmesi olduk¢a Onem kazanmistir (22). Alzheimer hastaligi gibi
kognisyon bozukluklar1 goriilen bir ¢ok hastalifin etyopatogenezinde artan serbest
radikallerin rolii oldugu belirtildigi i¢in antioksidan 6zelligi bilinen birgok madde
tedavi amaciyla denenmistir. Bilesiminde antioksidan RA igeren Salvia officinalis
kullanilarak yapilan klinik ¢alismalarda ADAS-cog ve CDR-SB testlerinin yapilarak
hastalarin bilissel fonksiyonlarinda iyilesme oldugu saptanmigtir (141). Cesitli
bitkilerin hafiza ve biligsel fonksiyonlar {izerine etkilerinin incelendigi bir ¢alismada
da ozellikle bu bitkinin AH hastaliginda terapotik bir potansiyeli olabilecegi ileri
stirlilmiistiir (141). Rosmarinik asidin belli bir dozun iistiinde lokomotor aktiviteyi ve
motivasyonu arttirdigi daha onceki bazi yayinlarda belirtildiginden (44, 45), AH
hastaliginda olusan Ogrenme ve hafiza degisiklikleri iizerine etkileri Y labirent ve
lokomotor aktivite testleri yardimiyla incelenmistir. Caligmamizda OD grubu ile
karsilastirildiginda, RA’nin ODR grubunda  kisa siireli uzaysal hafizay1 anlamli
sekilde diizelttigi bulunmustur. Buna ek olarak, diger gruplarla karsilastirildiginda
lokomotor aktivitenin OD grubunda belirgin sekilde azaldigi, RA ile tedavi edilen
ODR grubunda ise anlamli sekilde arttigi gozlenmistir. Rosmarinik asitin biligsel
aktivite lizerinde olumlu etkilerinin oldugunu bildiren Pereira ve ark. daha Once
yaptiklar1 calismayla (44) aym1 paralellikte olan bulgularimiz, bu bilesigin
antioksidan etki ile lipid peroksidasyonu ve antiinflamatuar o6zelligi ile PGE 2
miktari azaltarak Ogrenme ve hafiza fonksiyonlan iizerinde olumlu etkileri
oldugunu ortaya koymustur.

Sonug olarak, bu hastalikla ilgili tedavi seceneklerinin olduk¢a simirli oldugu
dikkate alindiginda, yeni gelistirilen ilaclarin terapotik etkinliklerinin ya da toksik
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etkilerinin anlasilmasi i¢in hastaligin tam olarak taklit edilebildigi bir AH modelinin
kurulmasi AH mekanizmasi ile iligkili arastirmalar yoniinden olduk¢a onemlidir.
Ayrica projemizde, = AH modelinin kurulmasi ve hastaligin patojenezisinin
aydinlatilmas1 yaninda, bu yikict nérodejeneratif hastaligin tedavisi ile ilgili bagka
projelere de basamak teskil edecek bilgilere ulasilmistir.
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SONUCLAR

Calismamizin sonuglar sdylece 6zetlenebilir:

. Alzheimer modeli grubunda oksidatif stresin gostergesi olan lipid
peroksidasyonun belirgin sekilde arttig1 izlenmistir.

. Alzheimer modeli grubunda inflamasyonla iliskili PGE2 seviyesinin belirgin
sekilde artt1g1 izlenmistir.

. Alzheimer hastaliginda lipid peroksidasyonun ve proinflamatuar molekiillerin

anlaml diizeyde arttigin1 bildiren ¢aligmalar desteklenmistir.

. Oksidatif stresin ve dstrojen tilkenmesinin AH hastaliginda gézlenen 6grenme ve

hafiza sorununa benzer bir bozuklugu indiikledigi saptanmistir.

. Alzheimer hastaliginin patogenezisinde rol oynayan lipid peroksidasyon,
inflamasyon, histopatlojik degisimler ve hiicredisi AP birikimi gelistirilen yeni
modelde de gdzlenmistir.

. Rosmarinik asitin antioksidan ve antiinflamatuar etki gostererek AH tedavisinde

fayda saglayabilecegi ortaya konmustur.

. Rosmarinik asitin AH’da goérillen O6grenme ve hafiza bozukluklarmi

azaltabilecegi gosterilmistir.
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