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OZET

ALZHEIMER HASTALIGINDA TACROLIMUSUN SICAN HIPOKAMPUSU
UZERINE ETKILERININ DAVRANIS MODELI VE
HiISTOMORFOMETRIK YONTEMLER ILE ARASTIRILMASI

Amag: Giiniimiizde Alzheimer Hastalig1i insan popiilasyonunda en sik goriilen
demans hastaligidir ve insan hayat kalitesini olduk¢a diisiirmektedir. Calismamizda
bir calcineurin inhibitoérii olan tacrolimusun (FK506) Alzheimer Hastaligi’nda
goriilen ndronal azalmaya olan etkisini arastirmay1 amacladik.
Materyal ve Metot: Arastirmamizda 15 adet Wistar albino tiirii erkek sican ile
calisildi. 15 erkek sican beserli ii¢ gruba ayrildi. Birinci gruba sadece davranissal
mekansal bellek testi olan Morris su tanki testi yapildi. Ikinci gruba
intraserebraventrikiiler yoldan streptozotocin injekte edildi ve injeksiyondan 14 giin
sonra denekler Morris su tanki testine tabi tutuldu. Ugiincii gruba
intraserebraventrikiiler yoldan streptozotocin injekte edilmeden once tacrolimus
etken maddeli ilag olan Prograf oral yoldan 10 giin boyunca verildi. Aynm1 gruba
streptozotocin injeksiyonundan 14 giin sonra Morris su tanki testi yapildi.
Bulgular: Arastirmamizin sonucunda intraserebraventrikiiler yoldan streptozotocin
injekte edilen gruptaki deneklerin hipokampusuna ait CAl, CA3 ve DG
bolgelerindeki ortalama noron sayilart kontrol grubu ile kiyaslandiginda 6nemli
derecede azalma (p<0,01) oldugu tespit edildi. Benzer bulgular tacrolimus etken
maddeli ilag verilen grupta da vardi. Fakat bu iki grup birbirleri ile
karsilastirildiginda anlamli derecede bir fark tespit edilemedi (p>0,05). Morris su
tank1 testi sonuglarina gore kontrol grubu ile diger iki grup karsilastirildiginda
aralarinda anlamli derecede bir fark oldugu tespit edildi (p<<0,01).
Sonug: Tacrolimus etken maddeli ilacin streptozotocin ile olusturulan bilissel ve kisa
stireli hatizadaki hasar ile ndronal kayb1 6nlemede etkisiz oldugu bulundu. Farkli doz
ve giin sayilari ile ileri diizeyde bir arastirma onerilmektedir.
Anahtar Kelimeler: Alzheimer Hastalifi; Hipokampus; Ogrenme; Stereoloji;
Tacrolimus.
Ayse KOYLU, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi-Samsun, Aralik-2016



ABSTRACT

RESEARCHING THE EFFECTS OF TACROLIMUS ON THE RAT
HIPPOCAMPUS IN ALZHEIMER’S DISEASE BY BEHAVIOR MODEL
AND HISTOMORPHOMETRIC METHODS

Aim: Alzheimer’s disease is the most common dementia disease in the human
population and it decreases the quality of human life. We aimed to investigate the
effect of a calcineurin inhibitor tacrolimus (FK506) on neuronal loss at Alzheimer’s
disease in this study.

Material and Method: Fifteen male Wistar albino species rats were studied in our
research. Fifteen male rats were divided into three groups. To the first group only the
Morris water maze test was applied to assess the spatial memory. The second group
was injected with intracerebroventricular streptozotocin and then applied to Morris
water maze test after 14 days. To the third group before the intracerebroventricular
injection of streptozotocin, tacrolimus was given orally for 10 days. Morris water
maze test was performed 14 days after the injection of streptozotocin for the same
group.

Results: The intracerebraventricular streptozotocin injected group had a significant
decrease (p <0.01) when comparing with control group in the mean number of
neurons in the hippocampus CA1, CA3 and DG regions. Similar results were also
found in the group receiving tacrolimus. However, when these two groups were
compared with each other no significant difference was found (p> 0.05). According
to the Morris water maze test results, there was a significant difference between the
control group when comparing with the other groups (p <0.01).

Conclusion: Tacrolimus was found to be ineffective in preventing neuronal loss by
cognitive and short-term memory damage induced by streptozotocin. An improved
study is recommended by different doses and days.

Keywords: Alzheimer's Disease; Hippocampus; Learning; Stereology; Tacrolimus

Ayse KOYLU, Master Thesis
Ondokuz Mayis University-Samsun, December-2016
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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1. GIRIS

Alzheimer hastaligt (AH) norodejeneratif kronik bir demans hastaligidir.
Hastaligin goriilme siklig1 60-65 yas araligindaki insan populasyonunda %0,1 iken bu
oran logaritmik bir sekilde artip 85 yasindan sonra %47’lere kadar cikmaktadir.
Hastaligin olusmasinda bir¢cok sebep vardir. AH nin yaygin bilinen nedenlerinden biri
olan genetik bir hastalik oldugu yoniindeki bilgiler dogru olmakla birlikte aslinda
genetik faktor riski ¢cok diisiik olan bir hastaliktir. Hastaligin yaklasik %1°1 kalitsal olma
ozelligi tasir. Bu nedenle AH’nin temelinde yatan sebeplerin arastirilmasi ve hastaligin
seyrini degistirecek tedavilerin gelistirilmesi daha da 6nem kazanmaktadir. 2050 yilinda
diinya niifusunun %25’inden fazlasmin 65 yasin iizerinde olacagi diisiiniilirse AH
bugiinde oldugu gibi gelecekte de dnemli bir saglik sorunu olacaktir (Oztiirk ve Karan,
2009).

AH’nin bugiine kadar bilinen kesinlesmis bir tedavisi heniiz bulunmamaktadir.
AH’nin temel nedenlerinden biri beyindeki néron denilen sinir hiicrelerinin icerisinde
bulunan tau proteinleinin hiperfosforilasyonlar1 sonucunda norofibril yumaklarin
olugmasidir. Buna ek olarak hiicre disinda yani noéronlar arasinda amiloid plak
birikimlerinin meydana gelmesidir (Esen, 2010). Her iki olusum da noronlarin
birbirleriyle iletisimlerini onceleri kisitlayip daha sonra tamamen kesmektedir. Noronlar
arasi iletisimin kesilmesi sonucunda hastada onceleri hafizada zayiflik, giinliik islerinde
unutkanlik gibi etkiler birakmaktadir. Pes pese gelen ndéron 6liimlerinin sonucunda ise
beynin hacminde makroskopik bir azalma ve geri doniislimii olmayan demans ortaya
cikmaktadir (Alzheimer's Association, 2016).

Hipokampusun fonksiyonlarina dair yapilan ilk ciddi ¢alisma 1957 yilinda
Scoville ve Milner tarafindan hipokampusun hafiza ile ilgili bir baglantisinin olabilecegi
kesfi ile baglamistir. Giiniimiizde iyi bilinmektedir ki hipokampusun 6zellikle kisa siireli
hafiza basta olmak {izere uzaysal 6grenme, navigasyon, duygulanim ve Papez devresi
mekanizmalarinda énemli gorevleri vardir (Izci ve Erbas, 2015).

Tacrolimus, FK506 olarak bilinir, immiinosupresif o6zelliklere sahip bir
makrolid antibiyotiktir. Etkilerini hedef hiicrelerdeki gen ekspresyonunun bozulmasi
esasima gore uygular. Takrolimus, bir immiinofilin olan FK506 baglayic1 proteine

(FKBP) baglanir. Baglanma sonucunda olusan kompleks yapi calcineurin fosfatazi



inhibe eder. Nihayetinde kalsiyuma bagimli meydana gelen olaylardan bazilar1 olan
interlokin-2 gen transkripsiyonunu, nitrik oksit sentaz aktivasyonunu, hiicre
degraniilasyonunu ve apoptoz olaylarini inhibe eder (Thomson ve ark., 1995).
Tacrolimusun bir¢cok calismada koruyucu ve Onleyici etkileri oldugu rapor edilmistir.
Noto ve ark. (2007) gore orta serebral arter (MCA) okliizyonu ile indiiklenen gecici
fokal beyin iskemisinin neden oldugu iskemi-reperfiizyon hasarina takrolimusun
noroprotektif etkisi vardir. Yousuf ve ark. (2007) FK506 tedavisinin spinal kord
hipoksisine bagli olarak ortaya ¢ikan hasarin FK506’nin antioksidan 6zelligi sayesinde
noroprotektif bir etkiye yol actigini yaptiklar1 calismada gostermislerdir. Texas Medical
Branch Universitesi’ndeki arastiricilar (Galveston, Texas, Amerika Birlesik Devletleri)
organ nakli olan hastalarda AH olgusunun genel popiilasyon ile kiyaslandiginda
ortalmanin olduk¢a altinda kaldigin1 rapor etmislerdir. Ciinkii organ nakli olan
hastalarin  calcineurin  inhibitorii  kullanmalarindan  dolayr AH  patolojisine
yakalanmalarini biiyiik oranda 6nlenmektedir (Taglialatela ve ark., 2015).

Tez c¢aligmamizin amaci, bir calcineurin inhibitérii olan tacrolimus etken
maddesinin streptozotocin (STZ) kullanilarak olusturulan deneysel AH hayvan modeli
tizerindeki koruyucu etkisinin histomorfometrik, stereolojik ve davranis testi analizlerini

kullanarak arastirmaktir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thomson%20AW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8588225

2. GENEL BILGILER
2.1. Alois Alzheimer ve Alzheimer Hastaligin Tarihgesi

Alois Alzheimer 14 Haziran 1864 yilinda Marktbreit, Almanya’da dogmus,
1887 yilinda Berlin Universitesi Tip Fakiiltesi’nde doktora tezini yapmustir. “Uber die
Ohrenschmalzdriisen” (ceruminal bezler) baslikli calismay1 yaparak ilk histolojik
gorlntiilerini elde etmistir. Meslektast Franz Nissl’in tesvikiyle sinir sistemi
histopatolojik ¢aligmalarina yonelmistir. 25 Kasim 1901 yilinda Auguste Deter adl1 bir
hasta Alzheimer’in hekim olarak calistigi Frankfurt hastanesine gelerek ona muayene
olmustur. Hastada anlamada zorluk, hafizada zayiflik, afazi, uyum sorunu,
ongoriilmeyen davraniglar, paranoya, isitsel haliisinasyonlar ve belirgin psikososyal
bozukluklar oldugu tespit edilmistir. 1906 yilinda hastasi Oliince Alzheimer beyin
otopsisi lizerinde ilk defa kullanilacak olan giimiis boyama ile beyin kesitlerini
boyamistir. Ayn1 yil bir kongrede “Serebral Kortekste Tuhaf Bir Hastalik” adl
aragtirmasini sunmustur. Alzheimer 1907 yilinda bir dergide “Serebral Korteksin Ozgiin
Bir Hastalig1” adli bir makale yaymlamistir. Bu makalesinde hastasi olan Auguste
D.’nin ismini vermeden buldugu histopatolojik bulgular1 paylasmistir. Norofibrillerde
tuhaf degisikliklerin oldugunu su ciimleler ile ifade etmistir; “Neredeyse normal
hiicrenin merkezinde bir veya birkag fibril karakteristik kalnlik ve tuhafliktaydi. Ust
katlarda ¢ok sayida kii¢iik miliyer odaklar (plaklar) bulunmaktaydi. Bunlar kortekste
birikmis tuhaf materyaller idi. Son zamanlarda bu tuhaf hastalik vaka olarak fazla
sayida dogrulanmistir” (Muarer ve ark., 1997). 1911 yilinda kendi el ¢izimi olan
sekilleri tekrar makaleyi diizenleyerek yaymlamistir (Sekil 1). O doénemde yash
insanlarin beyninde var olan senil plaklar zaten biliniyordu fakat Alzheimer ilk defa
giimilis boyama yontemini kullanarak norofibril yumak olgusunu bilim diinyasina

kazandirmistir.



Sekil 1. Alois Alzheimer’in kaleminden nérofibril yumak ¢izimleri (Muarer ve ark., 1997)

Arastirmalarin tarihsel seyir 6zeti (Ozgor ve ark., 2013);

» 1901 yilinda 51 yasindaki Auguste Deter’in klinige gelisi

» 1906 yilinda Auguste Deter’in septisemi sonucunda 6limii

» 1906 yilinda Alzheimer “Giliney-Batt Alman Akil Hastaliklari Uzmanlari
Kongresi’nde bu olguyu “Serebral Korteksin Tuhaf Bir Hastalig1” adiyla sunmasi

» 1907 yilinda sunmus oldugu bu olguyu “Genel Psikiyatri ve Adli Tip Dergisi’nde
“Serebral Korteksin Ozgiin Bir Hastalig1” bashig1 ile yaymlamasi

» 1937 yilinda James W. Papez ’Papez Devresi’’ ile AH nin ilk evre bozulmasina 151k
tutmasi

» 1970 yilinda Apolipoprotein E’nin kesfedilmesi

» 1984 yilinda AP nin Glenner ve Wrong tarafindan kesfedilmesi

» 1986 yilinda Marc Kirschner tarafindan Tau proteinin kesfedilmesi

» 1987 yilinda AH ile ilgili ilk belirleyici genin bulunmasi (21. kromozomda kodlanan
amiloid prekiirsor proteini)

» 1992 wyilinda Peter St. George-Hyslop tarafindan Presenilin 1 ve Presenilin 2
mutasyonlarinin erken baglangicl ailesel AH’na sebep oldugunun belirlenmesi

» 1993 yilinda AH ile ilgili ilk risk faktoriiniin ApoE’nin bir formu olan E4 adli genin
oldugunun belirlenmesi

» 2003 yilinda AH’nin ulusal genetik ¢alismalarina baglanmasi

» 2012 yilinda AH ile ilgili yeni bir gen olan TREM-2 veryant risklerinin tanimlanmasi



Giliniimiizde ise Dr. Katarina ve ekibi Drosophila melanogaster tiirii sinek ile
yaptiklar1 ¢alismada lizozim enzimi ile A4, arasinda bir korelasyon oldugunu

kesfetmistir (Sandin ve ark., 2016).

2.2. Alzheimer Hastahg:

Onbeyin néronlarinda dzellikle medyal béliimde kolinerjik bazallar ile Meynert
alanindaki ¢ekirdek basallarin kolinerjik hipokampal/kortikal fonksiyon kaybina bagl
bilissel zayiflamanin meydana geldigi (cognitive decline) ve neticesinde demansin
ortaya ¢iktig1 norodejeneratif bir hastaliktir. Tiim korteksin kolinerjik inervasyonu temel
limbik yapilardan biri olan basal 6n beyindeki Meynert cekirdeginden saglanir.
Hastalarin beyinleri histopatolojik olarak incelendiginde néron i¢inde tau proteininin
asir1 hiperfosforilasyonuna bagl olarak biriken norofibril yumaklar ve néronlar arasinda
meydana gelen amiloid plaklarin varligi bu hastaligin tipik belirleyicilerindendir (Sastre
ve ark., 2006). Oliim genellikle hastaligin teshisinden ortalama 9 yil sonra
aspirasyonpnémoni sebebiyle olmaktadir (Heneka ve O’Banion, 2007).

Hastalarin beyin otopsi sonuglari incelendiginde ciddi serebral atrofilerin
varlig1 tespit edilmis ve 6zellikle 6grenme ve hafiza bolgeleri ile iligkili olan temporal,
pariyetal loblar ile frontal korteks, hipokampus ve amigdaladaki anormal degisiklikler
goze ¢arpmistir. Kolesterol transportunda gorevli bir protein olan Apoliprotein E’nin e4
aleli; normal beyaz populasyonda %16 iken Alzheimer hastalarinda %35-50 siklikta
bulunmaktadir. e4 aleli diger alellerden daha fazla miktarda AP agregasyonuna neden
olmakta, buna karsin daha az etkin AP temizlenmesini saglamaktadir. ApoE’nin tau
proteinin artmis fosforilasyonuna ve birikimine neden oldugu diisiiniilmektedir (Heneka
ve O’Banion, 2007).

AH ile iligkili birka¢ hipotez sunulabilir ama en eski ve bilinen hipotez olan
amiloid hipotezi ile heniliz alana yeni giren Inverse Warburg Effekt hipotesine goz

atmakta yarar var.

2.2.1. Eski Bir Hipotez: Amiloid Hipotezi

Amiloid hipotezi, ailesel kaynakli AH icin bir modeldir ve bu model ilk defa
1984 yilinda Glenner ve Wong tarafindan gelistirilmistir (Glenner ve Wong, 1984).
AH’nin amiloid plaklarin iiretilmesi ile temizlenmesi arasindaki anormal isleyisten

kaynaklandigin1 ileri siirerek bir amiloid kaskad hipotezi one siirmiiglerdir. Fakat



giinimziide bu hipotez ile ilgili goriis ayriliklar1 belirmeye baglamistir. Deneysel

gozlemler ile modeller arasindaki tutarsizliklar fikir ayriliklarina sebep olmustur. Bu

fikir ayriliklar1 birkag maddeyle 6zetlenebilir (Demetrius ve ark., 2015);

» Bilissel acidan bozukluk gostermeyen bireylerde de noritik plaklar siirekli olarak
meydana gelmektedir.

» Plak yogunlugu ile demans arasinda ¢ok zayif bir iliski vardir.

» Bilissel agidan hastalikli olmayan bireylere otopsi yapildiginda onlarda da biiyiik

oranda amiloid plaklarin varligina rastlanmstir.

Sonug¢ olarak ailesel olmayan yani sporadik AH’nin molekiiler temelini
aciklamak i¢in amiloid hipotezi yetersiz kalmaktadir. Ayrica normal ve patolojik

yaslanmanin her ikisinde de belirgin amiloid plak birikimi gézlenmektedir (Tablo 1).

Tablo 1. Normal ile patolojik yaslanma arasinda goriilen farklar (Demetrius ve ark., 2015’den

uyarlanmustir)
Karsilastirma Yontemi Normal yaslanma Patolojk yaslanma
Kisa siireli hafizada hafif Kisa ve uzun siireli hafizada
Klinik
defektler siddetli defektler
Siddetli ve yaygin amiloid plak
Molekiiler Hafif amiloid plak birikimi
birikimi
Sinaptik fonksiyonlarda Noron kaybi ve sinaptik kayip,
Hiicresel .
bozulma dendritik dallanmalarda kayip

Amiloid hipotezi néron merkezli bir mekanizmay1 Inverse Warburg Effekt ise
noron-astrosit iliskili bir mekanizmayr savunmaktadir. Inverse Warburg Effekt
Hipotezi, AH’nin su ii¢c kaskad mekanizmasi sonucunda ortaya c¢iktigini ileri
siirmektedir; 1. Mitokondrial bozukluk, 2. Inverse Warburg Effekt, 3. Dogal seleksiyon
(Demetrius ve ark., 2015).

Beynin enerji ihtiyac1 diger organlara nazaran daha fazladir. Hem oksijen
thtiyacinin hem de besin ihtiyacinin eksiksiz yerine getirilmesi gerekmektedir. Enerji
thtiyacinin biiyiik bir kism1 mitokondrideki oksidatif fosforilasyon mekanizmasinda yer
alan trikarboksilik asit lizerinden glikozun oksidasyonu ve metabolize olmasi ile

tiretilmektedir. Noron ve glia hiicrelerin beynin serebral enerji tiiketimine olan katkilar



hesaplanmistir. Dinlenme halinde enerji tliketiminin biiyiik bir kismi1 (~%88) noronlara
ait iken enerji tikketiminin az bir kism1 (~%12) glia hiicrelerine aittir. Uzun siire direkt
glikoz kullaniminin ve mitokondri tarafindan gerceklestirilen oksidasyonun hem
dinlenme halinde hem de aktivite boyunca ATP ihtiyacinin giderilmesinde temel
kaynak oldugu diisiiniilmekteydi (Demetrius ve ark., 2015).

Giincel arastirmalar ndronlarin glikoliz olayr i¢in kritik bir enzim olan
PFKFB3’ii diisiik oranda eksprese ettigini gostermistir. Sonu¢ su ki noéronlar artmis
enerji ihtiyacim1 gidermek icin glikolisizi sinirli bir sekilde up-regiile (hiicresel
bilesiklerin miktarinda artis) edebilmektedir. Buna karsilik astrositler yiiksek oranda
PFKFB3 eksprese edebilmekte ve ayrica malat-aspartat sant1 icin 6nemli bir bilesim
olan aspartat-glutamat tagiyict ara’lar1 da diisiik oranda eksprese etmektedir. Aspartat-
glutamat tasiyici ara’lar, sitolik olan NADH’lar1 mitokondri i¢ine tasimakta, laktat
formasyonu yerine glikoz-tiirevi piruvat oksidasyonunu desteklemektedir. Bu model
noronlarin neden esasen oksidatif hiicreler oldugunu ve astrositlerin de neden yiiksek
glikolitik kapasitelerin oldugunu aciklar (Yalcin ve ark., 2009).

Amiloid prokiirsor (6nciil) proteini (APP) viicudumuzda hemen her hiicrede
varligin1 gosterir. APP hiicrede eksprese olan bir transmembran proteinidir. Bu protein
iki yol ile kesilir : a ve B yollar1. a yolunda a-sekretaz aktivitesi hakim olup ¢oziinebilen
(soluble) APP (sAPP) olusmaktadir. B yolunda ise  ve y-sekretaz aktiviteler ile AB
peptidleri olusmaktadir. A uzunlugunun sebep oldugu AP ndrotoksisitesinin y-sekretaz
tarafindan olusturuldugu bilinmektedir. AP norotoksisitesinin olusabilmesi i¢in fibril
olusumunun APl 42 ile APl 40’dan daha fazla olmasi gerekmektedir. Beyinde meydana
gelen senil plaklar, norofibrillar plaklar ve ilerleyen donemlerdeki néron kayiplari, AP
olusumunun bir neticesidir. Noron kayiplar1 entorhinal korteksten baslar ve limbik
sistemi terk ettiginde superior temporal sulkusta tespit edilir (Topguoglu ve Selekler,
1998).

AP’nin fibriller olusturarak lokal mikroglia ve astrositleri aktive ettigi, bu
hiicrelerden salman molekiillerin noéronlarda norotoksik etkiler olusturdugu
bilinmektedir. Bu norotoksik etkilere maruz kalan néronlarda dejeneratif degisiklikler
olmaktadir. Bu dejeneratif degisikliklere en popiiler Ornek ise tau proteinin
hiperfosforilasyonu sonucunda meydana gelen ¢ift helikal filamentler olusturmasidir.

AP kalsiyum ve sodyum iyonlarina karsi gecirgenligi artmis iyon kanallar1 gibi



davranmasi neticesinde sitotoksisiteye sebep olur. Bir bagka etki de yiiksek seviyede A3
glutameterjik sinaptik iletiyi hem glutameterjik dendritik ¢ikintilar1 azaltarak sinaptik
glutamat alimin1 engellemesi hem de reseptér sayisini azaltmasi sonucunda
desensitizasyona sebep olmasi ve neticesinde bozmasina dair bulgular vardir. Sonucta
tim kaskad noronlarinda programlanmis hiicre Olimii yani apoptozis meydana

gelmektedir (Topguoglu ve Selekler, 1998).

2.2.2. Yeni Bir Hipotez: Inverse Warburg Effekt

Inverse Warburg Effect noron ve glial hiicrelerde noron-astrosit arasindaki
enerji talep ve tedarigi ile ilgili bir hipotezdir. Bu model hem ndéron hem de
astrositlerdeki beyin enerji metabolizmasi hakkinda bilgi vermektedir. Her iki hiicre tipi
de enerji kaynagi olarak glikozu kullanmaktadir. Astrositler aeobik yoldan biiyiik
miktardaki glikozu laktata cevirmekte ve laktat hiicre dis1 ortama salinmaktadir.
Noronlarda ise glikoz-tiirevli ve laktat-tiirevli piruvat aerobik yoldan metabolize
olmakta ve oksidatif fosforilasyon baskin enerji {iriinii olarak ortaya c¢ikmaktadir.
Noronlar glikolizis yolundan enerji iretimini artiramazlar ¢iinkii  glikolizis
mekanizmasin diizenleyen bazi enzimlerin aktiviteleri bloke olmaktadir. Bu nedenle
noronlardaki bazi mitokondriler hasara ugradiginda artmakta olan enerji ihtiyaci iki yol
ile kargilayabilmekte. ilki metabolik bir up-regiilasyon olan ve laktat {iretiminin artmasi
sonucunda devreye giren astrositlerdeki glikolizisi diizenleme mekanizmasi; ikincisi
astrositler tarafindan tretilen laktat1 ek bir enerji kaynag: olarak kullanan néronlardaki
oksidatif fosforilasyon aktivitesinin up-regiilasyon mekanizmasidir. Iste oksidatif
fosforilasyonun up-regiilasyonun sonucunda meydana gelen olaylar sporadik AH’ni
tetiklemekte ve bu olay Inverse Warburg Effekt olarak adlandirilir. Normal bir oksidatif
fosforilasyon aktivitesi saglikli iki ndron arasinda gergeklesir (Demetrius ve ark., 2015).

Yaslanmada protein ¢okelmesine cevap olarak saperon ve proteasomlarda bir
gerileme ve bu nedenle de amiloid formasyona zemin hazirlanmaktadir. Metabolik
diizeyde yaslanma siireci, ndronlarin uygun kaloride enerji alimini ve bu enerjiyi
ATP'ye doniistiirmedeki verimliliginde bir azalmaya yol agacaktir. Noroenerjetik model
bu azalmig verimliligin néronlardaki oksidatif fosforilasyonun up-regiilasyonunu iceren
bir kaskad:i tetikledigini ve ndronal kayip ile demansa neden olabilecegini
varsaymaktadir. Ozetle, yaslanmanin sonucu olarak mitokondride meydana gelen

diizensizlikler sonucunda oksidatif strese sebep olan oksidatif fosforilasyonun up-



regiilasyonu meydana gelir. Up-reglile olmus mitokondride ayni seviyedeki enerji
ihtiyacini karsilamak i¢in gereken standart substrattan daha fazlasina ihtiya¢ vardir. Bu
olay bir enerji kithigina sebep olur. Enerji substratlari icin savasamaz hale gelen

noronlar sonunda 6liir ve demans ortaya ¢ikar (Sekil 2) (Demetrius ve ark., 2015).

Metabolik
) . degisiklikler .
Yaslanma ¢ Mitokondriyal [> Oksidatit ¢ Oksidatif

diizende hata ; stres
fosforilasyonun up-
regililasyonu —
y,
A4
N/

Demans <:’ Noronal kayip <:| Enerji stok azlig1

Sekil 2. AH’na gecis asamalar1 (Demetrius, 2015’den uyarlanmustir)

Tau proteinleri, hiicre iskeleti proteinlerinden biri olan mikrotiibiillerin
organizasyonu ve stabilizasyonunda rol alan ana proteinlerdir. Santral sinir sisteminde
alt1 farkli izoformu olan tau proteinin geni 17. Kromozom iizerindedir. Tau proteinin
hiperfosforilasyonu sonucunda olusan agregatlarin, ki apoptozis olaymi tetikledigi
bilinmekte, lokalizasyon bdlgeleri entorrhinal korteks, hipokampiis, parahipokampus,
amigdala, kortikal asosyasyon alanlar1 ve buralara projekte olan subkortikal
cekirdeklerdir. AH’nda tau hiperfosforilasyonuna yol agan kilit kinaz aktivitesi tam
bilinmemektedir. Ancak bir serin-treonin kinaz olan CDKS, icinde tau proteinin de
bulundugu pek cok hiicre iskelet proteinlerini, sinaptik proteinlerini ve transkripsiyon
faktorlerini fosforlamaktadir. Bu nedenle AH’nda CDKS5 hiperaktivasyonunun tau
hiperfosforilasyonunda ve ndrodejeneratif siiregte rol aldigi diisiiniilmektedir (Heneka
ve O’Banion, 2007). Fakat unutulmamalidir ki tau proteinin hiperfosforilasyonu sadece
AH’na 06zgii bir patolojik durum degildir, baska norolojik vakalarda da goriilebilir

Ornegin travmatik beyin hasar1 (Yoshiyama ve ark., 2005).



2.3. Alzheimer Hastaligin Molekiiler Mekanizmasi

AH yikici norodejeneratif bir hastaliktir. AB’nin asir1 sentezlenmesi veya
ortamdan temizlenmesinde kaynaklanan bir sorun ile baslar. Cilinkii normal bir
yaslanma siirecinde de AP birikmesi gerceklesmektedir. AP kendi kendisine ¢okelmekte
ve oligomerlere doniismektedir ki bu oligomerler o kadar biiyiik boyutlara gelir ki kan
damarlarinda ve parankimada yogun noritik plaklar olusturur. AP oligomerleri ve
plaklar sinapslar i¢in gii¢lii toksik birikimlerdir. Bu birikimler proteazom fonkiyonlarini
(hasar gormiis veya gereksinim olmayan hiicresel proteinlerin parcalanmasinda islev
goren enzimatik kompleksler birligi) bloke eder, mitokondriyal aktiviteyi inhibe eder,
hiicre i¢i Ca®" seviyelerini degistirir ve inflamasyon siirecini baslatir. AB’nin normal
fizyolojik fonksiyonlarini kaybetmesi ayrica ndronal fonksiyon bozukluguna neden
olur. AP ayrica sinyal yolaklarin1 regiile eden mikrotiibiil iliskili tau proteininin
fosforilasyon mekanizmasini etkiler. Tau’nun hiperfosforilasyonu onun normal aksonal
iletim fonksiyonlarim1 engeller ve bu olay nérofibril yumaklar ile toksik ¢oziilebilen

tau’larin olusmasina neden olur (Murphy ve LeVinn, 2010).

2.3.1. APP ve Tau Olusumlan

Amiloid oncii proteini (APP) iki yol ile iiretilir. Bunlar, non-amiloidgenik ve
amiloidgenik yol. Non-amiloidgenik yolda APP, a-sekretaz (ADAM9, ADAMIO0 ya da
ADAM17) sayesinde sAPPa ve C83 substratlar iiretilir. Amiloidgenik yolda yani hiicre
membrani gegislerinde, BACE1 sAPPP’y1 serbest birakir o da C99 substratini retir. y-
sekretaz (PS1 ya da PS2 tarafindan meydana gelen) sayesinde C99’un boliinmesi AP
salinimina neden olur ve hiicre i¢i alan1 serbestlestirir. AICD, bir gen ekspresyonunu ve
Ca”" sinayalini modiile eder. AB oligomerleri néron i¢inde iiretilir ve tau patolojisine

sebep olur ( Sekil 3) (LaFerla, 2008).
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Sekil 3. APP ve tau proteinin olusumunu &zetleyen bir resim. sAPPa: Coziilebilir amiloid Oncil
protein, BACE1: Beta sekretaz 1, SAPPB: Coziilebilir beta oncii protein, AICD: Amiloid 6ncii
hiicre i¢i etki alan proteini, APP: Amiloid oncii protein, PP2A: Protein fosfotaz 2, GSK3p:
Glikojen sentaz kinaz 3beta, CDKS5: Siklin bagimli kinaz 5, MARK: Mikrotiibiil afinite
diizenleyici kinaz, NFTs: Cozilebilir norofibriler yumak, PHFs: Eslestirilmis sarmal
filamentler, AB: Amiloid beta (LaFerla, 2008’ den uyarlanmistir)

AH’nda tau anormal sekilde hiperfosforilasyona ugramakta ve ndron igi
fibrillere neden olmaktadir. Fazla sayida kinaz tau hiperfosforilasyon mekanizmasinda
rol almaktadir ki bunlarin i¢inde GSK3p, CDK5 ve MARK vardir. Bu kinazlarin
aktivite olmalar1 sonucunda halihazirda ortamda bulunan inflamator sitokinlerin kendisi
de tau hiperfosforilasyonu tetiklemektedir. Tau fosforilasyonu proteasom sistemi
(ubiquitin tarafindan etiketlenen ve proteinleri yikan bir protein kompleksi) tarafindan

bozulmaktadir (LaFerla, 2008).

2.3.2. Sinaptik Fonksiyonda AB’mn Etkisi
Sinaptik fonksiyon bozuklugu birka¢ yapisal degisiklikler ile tetiklenmektedir
ki bunlarin i¢inde dendritik filiz kayiplari, post sinaptik dejenereasyon ve AP ile

uyarilmis norokimyasal degisiklikler bulunmaktadir. AB’nin sinaptik aktivitede modiiler
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rolii oldugu bilinmektedir. AH’nda asetilkolin seviyelerinde bir azalma olur ve
asetilkolinesteraz inhibitorleri terapdtik ajanlar olarak tedavide kullanilmaktadir.
Muskarinik M1 reseptorleri APP’leri degistirir ve non-amiloid yola yonlendirir. Bu
nedenledir ki M1 agonistleri Af seviyesini azaltacak muhtemel terapotik ajanlar olarak

kullanilmaya sunulabilir (LaFerla, 2008).

2.3.4. Aksonal Fonksiyonda Tau Hiperfosforilasyonun Etkisi

Tau yiiksek oranda ¢oziilebilen mikrotiibiil baglayict bir proteindir. Tau
mutasyonlart beyinde frontatemporal hasarlara neden olur. AH’nda oldugu gibi 17.
kromozom bdlgesindeki mutasyonlar Parkinson Hastaligi’na da neden olmaktadir.
MARK, CDKS5 ve GSK3f tarafindan modiile olan tau’nun hiperfosforilasyonu
mikrotiibiillerde stabilizasyon mekanizmasini bozmakta ve onlar1 stabil olmayan bir
sekle getirmektedir. Bu ise aksonal iletiminde hasar ve ndronal fonksiyon bozukluguna,
sonucunda ise hiicre i¢i norofibril yumak olusumuna neden olmaktadir (Sekil 4)

(LaFerla, 2008).
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Sekil 4. Norofibril yumak olusum mekanizmasi. AB: Amiloid beta (LaFerla, 2008 den uyarlanmistir)
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2.4. Deneysel Hayvan Modeli

Secilen hayvan modeli bir hastaligin calisilmasinda 6nemi azimsanmayacak
kadar biiytiktiir. Ciinkii yapilan klinik 6ncesi deney calismalarin biiyiik bir orani yanlig
veya yetersiz model sec¢ilmesinden dolay1 olumsuz sonu¢lanmaktadir (Grieb, 2015).

Erken AH’na sebep olan ii¢ gen bolgesi tespit edilmistir. Bu gen bolgesindeki
mutasyonlar sonucunda kodlanan B-APP ve presininler (PS-1 ve PS-2) AH’nda erken
donem otozomal dominant formlart meydana getirmektedir. 1995°den yakin tarihe
kadar 300°e¢ yakin deniz canlisiyla yapilan bilimsel arastirmalar neticesinde insan
formatina uygun bir AH modeli ¢ikmamistir. Bunun nedenlerinden en 6nemlisi AH nin
patofizyolojik mekanizmasinin tam olarak anlasilamamis olmasindir. Bu sebepten 6tiirii
giiniimiizde transgenik hayvan modellerinde c¢alisilmaya baglanmistir. Fakat son
zamanlarda AH modelinin olusturulmasinda STZ injeksiyonlu hayvan modelleri
popliler olmaya baslamistir (Grieb, 2015).

In vivo ve in vitro ¢alismalarda beynin glikoz metabolizmasini bloke eden 2-
deoksiglikoz inhibitorii kullanilmistir. In vitro denemelerde hiicreler B-APPgos ekspresor
plazmidi ile transfere ugratildiginda endoplazmik retikulum ve Golgi kompleksinde
amiloidgenik COOH-terminal tiirevleri meydana gelmistir. 2-deoksiglikoz ve sodyum
asit kombinasyonu tarafindan hiicreler uyarildiginda hiicre i¢i enerji metabolizmasi
engellenmektedir. Sicanlara intraperitonal yoldan 500 mg/kg 2-deoksiglikoz
verildiginde beyin korteksinin gri maddesinde bulunan B-APP’nin azaldig1 ve eszamanlh
olarak fosforilasyon seviyesinde bir azalma ve tau protein defosforilasyon seviyesinde
bir artma gozlenmistir. Amiloid plak tortular ile frontal ve parietal orta hat yapilar
arasinda yliksek baglanti ve metabolik aktivite bakimindan bir iliski oldugu ortaya
cikmistir. Pozitron emisyon tomografisi (PET) ile taranan beyinde, beynin oksijen
tiiketimi (°0,), glikoz tiiketimi (19F-de0ksiglikoz) ve AP yliklemesinin (C-PIB) geng
yetiskin insan beynindeki oksijenli glikolizisin uzaysal dagiliminin hastalardaki A
depozitlerinin lokalasyonunda bir korelasyon oldugu bilgisine varilmistir (Zhang ve
ark., 2014). Geng yetiskinlerdeki bolgesel oksijenli glikolizis ile ileriki donem AH
patolojisinin olugmasi arasinda olas1 bir baglant1 oldugu bulgusuna varilmistir (Grieb,

2015).
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2.4.1. Streptozotocin

Formiilii CgH;sN307, molekiil agirligr 265, 22 gr/mol olan STZ [Sinonim: N-
(Methylnitrosocarbamoyl)-a-D-glucosamine, Streptozocin] serbest radikaller olan
superoksit (O;), hidrojen peroksit (H,O,) ve nitrojendioksit (NO;) salinimina sebep
olarak sonugta DNA yapisinin bozulmasina yol agar (Li, 2001).

1963 yilinda deneysel olarak diyabet olusturulabilecegi kesfedilen STZ,
Streptomyces achromogenes tiirii bakterisinden elde edilen glikozamin-nitroziire bir
bilesimidir. O tarihten bu yana STZ hayvan modellerinde tip 1 diyabetin
olusturulmasinda sik¢a kullanilmaktadir (Bolzan ve Bianchi, 2002). Beynin
intraserebral ventrikiillerine yapilacak tek ya da ¢ift doz STZ kronik olarak ozellikle
frontal ve parietal kortekste serebral glikoz alimimini ve ayni zamanda ATP ile
fosfokreatin konsantrasyonunu da azaltir. Neticede AH’nin molekiiler, patolojik ve

psikolojik sonuglarina benzer etkilere neden olur (Grieb, 2015).

2.4.2. Streptozotocin ve DNA

STZ tesirli bir alkalat ajani olarak bilinir ve DNA’ya direkt metil gruplar
ekler. Omegin sigan bobregi DNA’sindaki N'-methylguanine (N’-MeG), O°-
methylguanine (O%-MeG) N’-methyladenine ve N°-methyladenine seviyelerini 6nemli
derecede artirmaktadir. DNA ¢ift zincirini kirabilecek en diisiik STZ doz miktari
siganlar i¢in 2,5 mg/kg iken yaygin diyabet modellinin olusturulabilmesi i¢in verilmesi
gereken en diisiik doz ise 60 mg/kg’dir. Son zamanlarda STZ ile DNA hasarinin
olusturulmasi i¢in insan hiicre dizisi ve genomlarindan izole edilen 32P—isaretli DNA
fragmanlar1 da kullanilmaktadir. STZ sik stk DNA’nin guanin bazlarindan baglayarak
bir modifikasyon baslatmaktadir ki bu tipik bir metilat ajan1 olan N-methyl-N-
nitroziire’ye benzerlik gostermektedir. Kisacast bu olay bize STZ’nin metil katyonlar1
tizerinden guanin bazlarin etkileyerek DNA hasarina sebep oldugunu gosterir (Bolzan
ve Bianchi, 2002).

STZ hem apoptozis hem de nekroz ile hiicre o6liimlerine sebep olmaktadir.
Saini ve ark. (1996) deniz canlis1 pankreatik beta hiicre dizi calismalarinda diisiik doz
STZ’nin apoptozise, yiiksek dozun ise nekroza sebep oldugunu kesfetmislerdir. STZ
pankreatik beta hiicrelerindeki ksantin oksidazin sebep oldugu O, radikal iiretiminin
artmasindan sorumludur. Ayrica H,O, {iiretimini stimiile eder ve sican pankreatik

adalarindaki DNA’nin fragmanlarina ayrilmasina neden olur. Bu etkiler 0,1 mM ile
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maksimum 1 mM’deki STZ konsantrasyonlarda ortaya c¢ikar. Giincel caligsmalar
STZ’nin nitrik oksiti (NO) indiikte ederek de DNA hasarina neden oldugunu
gdstermistir. STZ’nin kromozomal hasarlara da yol actigi bilinmektedir. Ozellikle
mitotik evrede cesitli kromozomal anomalilere yol agmaktadir. Insanda STZ’ye olan
hiicresel duyarliliklar hiicrenin g¢esitine baglidir. Ornegin insan kolon kanser hiicre in
vitro ¢alismalarda STZ’nin kromozom yapisim1 degistirebilme 6zelligi var iken ayni
mekanizma insan lenfositleri i¢in gegerli degildir. Son olarak, STZ nin bir hiicreye zarar

vermesi ortamdaki serbest radikal iiretimine de baglidir (Bolzan ve Bianchi, 2002).

2.4.3. Streptozotocin ve Alzheimer Hastaligi Hayvan Modeli

Serebral ventrikiillere injekte edilen STZ beyinde oksidatif strese ve biligsel
kayba neden olup sporadik AH hayvan modellerin olusturulmasinda kullanilir. STZ
beyindeki glikoz ve enerji metabolizmasinin azalmasinda rol oynar. Bu ise beynin
hipokampusundeki kolin asetiltransferaz seviyelerini azaltarak 6grenme ve hafiza
olaylarma ciddi ket vurmaktadir. Giincel yaklasimlar lateral ventrikiillere injekte edilen
STZ’nin sonucunda meydana gelen oksidatif stres parametrelerine odaklanmistir. Lipit
peoksidaz ve glutatyonun (GSH) son iiriinii olan malondialdehit’in (MDA) seviyelerine
yonelik hesaplamalara gidilmistir. STZ injekte edilmis sican beyinlerinde kademeli
olarak MDA ’nin seviysinde bir artis ve GSH seviyelerinde bir azalis gozlenmistir. Bu
sonug¢ bize STZ’nin nasil 6grenme ve hafizaya olumsuz etki yaptiginin bir gostergesidir.
Ciinkii oksidatif stres ile iliskili MDA seviyelerindeki artis ile GSH seviyelerindeki
azalis 0grenme ve hafizadaki olumsuz siirecinin bir kanitidir. Bu da bize sicanlara
uygulanacak olan STZ’nin lateral ventrikiillere injeksiyonun ardindan meydana gelen
siregte  AH modelinin olusturulabilecegini = gostermektedir (Li, 2001). STZ
enjeksiyonunun iizerinden gecen 14 giin model olusumu i¢in yeterli bir siiregtir (Santos

ve ark., 2012).

2.5. Tacrolimus (FK506)

Formiili C44HgNOj,, molekiil agirligt 804,031 gr/mol olan tacrolimus
(Prograf, Astellas), Streptomyces tsukubaensis tarafindan tiretilen immiinbaskilayic1 bir
antibiyotiktir (Drugs.com, 2016).

Noroimmiinofilin ligandlar sinir hasarlarinda ve noérolojik hastaliklarda tedavi

amactyla kullanilan bir bilesik sinifidir. Norotrofinlere (sinir biiylime faktoriine)
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nazaran bu bilesikler hizli bir sekilde kan-beyin bariyerini gecebilir ve oral olarak
verildiginde iskemi, travmatik sinir hasar1 ve insan norodejeneratif bozukluklarin
arastirtlmasinda kullanilan birgok deney hayvan modelinde etkisini gdsteren bir bilesik
olma ozelligi tasir. Iki ligandi (cyclosporin A ve FK506) insan immiinbaskilayici
ilaglarda kullanilmaktadir. Hem cyclosporin A hem de FK506 ndroprotektif aktiviteler
gostermektedir fakat sadece FK506 ve onun tiirevlerinin nororejeneratif aktivileri ¢cok
yiiksektir. FK506 giiclii bir imiinbaskilayicidir ve in vitro ortamda T hiicre proliferasyon
blokorii olarak gorev alir. Calcineurinin T lenfositlerinde aracilik ettigi sinyal
transdiiksiyonunu engellemektedir. Bilesik, FK506 baglayici protein 12 (FKBP12) ile
etkilesime girmektedir. Bu ise CaN substrati ile etkilesime girmektedir. FK506,
FKBP12’nin aktivasyonunu inhibe ederek sarkoplazmik retikulumdan elde edilen Ca*"
salimimini artirmaktadir. FK506 ayrica Na"/Ca®" konsantrasyon degisimini de inhibe
etmektedir (Drugs.com, 2016).

Tacrolimusun calcineurini inhibe etmesi sonucunda IL-2 sekresyonu inhibe
olur. Ozellikle beyinde yiiksek diizeyde bulunan CaN hemen her dokuda bulunur.
Beynin total protein miktariin %1 in1 kapsadigini gosteren bir takim ¢aligmalar vardir
(Shenolikar, 1994). Calcineurinin katalitik alt iinitesi korteks, striatum ve hipokampiiste
eksprese olmaktadir. Calcineurin inhibitorlerinin Huntington hastaliginda oldugu gibi
koruyucu etkileri vardir. Bunlar, Ca*" bagimh eksitotoksisite ve calpain aktivasyonudur
(Pardo ve ark., 2006). Hiicre ici Ca®" konsantrasyonu apoptozisde ¢cok énemli bir rol
oynar. Hiicre i¢i Ca®" konsantrasyonunun gegici olarak yiikselmesi kasilma, sekresyon,
fertilizasyon, proliferasyon, metabolizma, kalp atis1 ve hafiza gibi metabolik olaylarda
sinyal gdrevi goriir. Ancak, Ca®" konsantrasyonunun uzun siireli yiikselmesi (10 pM’1n
lizerine ¢ikmasi) apoptozisi uyarir ve artik hiicre i¢in tehlikeli bir durum arz eder.
Calpain merkezi sinir sistemi ile ilgili hastaliklarla iliskili Ca®" bagimh proteolitik bir
enzimdir. Calpain ve CaN ikisi birlikte hiicre i¢i Ca*" seviyesinde rol alir (Wu ve ark.,
2007). Hiicre i¢i Ca*" diizeyinin artis1 calpainin asir1 aktivasyonuna neden olur. Hiicre
iskeleti ve membran proteinlerinin par¢alanmasi hizlanir ve sinir hiicrelerin biitiinliigii

bozulur. Sonucunda hiicre 6liimii gergeklesir ( Unal ve ark., 2015).

2.5.1. Calcineurin
Protein fosfataz 2B (PP2B) olarak da bilinen calcineurin (CaN), merkezi sinir

sisteminde yiiksek oranda sentezlenen Ca®"a duyarli serin/trenonin fosfatazdir. CaN’in
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sinaptik fonksiyon iizerinde rolii vardir. Ozellikle L- tipi Ca®" kanalarini, K kanallarint
ve voltaja-bagimli Na' kanalarmi defosforilasyona ugratabilmektedir. CaN’in bu iyon
kanalarma etkisinden Otiirli onun néronlarin aktivasyonunda da etkili olabilecegi
sOylenebilir. CaN ayrica bazi ndrotransmiter maddelerin 6rnegin glutamatin pre-sinaptik
alandan salinimini da etkilemektedir (Reese ve Taglialatela, 2011).

Yaglanan beyin CaN’in hiperaktivasyonuna duyarlidir. Calmodulin (CaM)
tarafindan aktive olan CaN, fosfataz etkilesim mekanizmasini bozar. Bunun sonucunda
gerceklesen olaylar dizisi tau’nun hiperfosforilasyonuna kadar gider. CaN ayrica bir¢ok
hiicresel proteinlerin defosforilasyonuna aracilik eder. Tiim bunlar varsayimsal olarak
AH’nin olas1 dort sonucuna neden olur: sinaptik protein kaybi, noral inflamasyon,
noronlar arasi iletisim azalmasi ve hiperfosforile tau. Oksidatif stres, voltaj Ca*’
kapilarin agilmasinda artis ve AP oligomerlerin membran proteinlerine baglanmasi
sonucu internal Ca®’ salimimina neden olur. Hiicre i¢i Ca*" miktarindaki artisa bagh
olarak Ca®" CaM baglanmas: sonucunda CaN’in aktivasyonu gerceklesir (Sekil 5)
(Reese ve Taglialatela, 2011). Bu da demek oluyor ki hiicre ici Ca®" miktar1 artis1 ne

kadar fazlaysa o kadar CaN aktivasyon sayisinda artis meydana gelir.
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Voltaj Ca**

Oksidatif Kanah
stres

Inflamasyon

Ca** ' P
Ot .. o (0] {.94.\3 NFAT

Azalmis norotrasmisyon
Hiicre oliimii
Sinaptik kayip
Tau fosforilasyonu

Sekil 5. CaN ve yaslanan AH beynindeki rolleri. CaM: Calmodulin, CaN: Calcineurin, NFAT: Aktive
edilmis T hiicrelerinin niikleer faktorii, AP: Amiloid beta (Reese ve Taglialatela 2011°den

uyarlanmistir)

2.5.2. Tacrolimus ve Emilim

Tacrolimusun plazma proteinine baglanmasi yaklasik %99’dur. Alblimin ve
alfa-1-asit glikoproteine baglanmakta ve eritrositlerle yiiksek oranda birlesmektedir.
Tacrolimusun yayilmasi tiim kan ile plazma arasindaki bircok faktére baglidir. Bu
faktorlerin icinde hematokrit oran, plazma yaymmi esnasindaki sicaklik, ilag
konsantrasyonlar1 ve plazma protein konsantrasyonlar1 yer almaktadir. Oksidaz sistemi,
primer olarak sitokrom P-450 sistemi (CYP3A) tarafindan metabolize olmaktadir
(Robert ve ark., 2007).
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2.5.3. Tacrolimus ve Toksitite

Erkek ve disi sican; erkek ve disi farelerde yapilan karsinejenik ¢aligmalar
literatlirde bulunmaktadir (Becker ve ark., 2006). Ciinkii bu ila¢ bir immiinbaskilayici
ozelligi olan bir ilactir ve dikkatli kullanilmasi gerekmektedir. Uygun dozaj miktar1 ile
toksitite ve karsinejenik olayilarin oniine gegilebilir. 80 haftalik fare oral ve 104 haftalik
sigan oral c¢alismalarinda tacrolimus dozajina bagli olarak gelisen bir tiimore
rastlanmamistir. En yiiksek doz miktar1 farelerde 3,0 mg/kg/gilin; sicanlarda 5,0
mg/kg/giin’diir (Drugs.com, 2016). Biz ¢alismamizda siganlara 10 giin boyunca giinde
0,5 mg/kg dozajinda tacrolimus ilacini oral yoldan verdik. Yiiksek dozda alindiginda
tacrolimus norotoksik etki yapabilir. En yaygin olan norotoksik etkiler posterior geri
doniistimlii ensefalopati sendromu (PRES), deliryum (biling bozuklugu) ve komadir.
Siddeti diisiik oranda goriilen etkiler ise titreme, parestezi (uyusma, karincalanma veya

yanma hissi) ve bas agrisidir (Drugs.com, 2016).

2.6. Stereoloji

Stereoloji ti¢ boyutlu yapilarin, iki boyutta olan goriintiileri iizerinden yapilan
say1, hacim, uzunluk gibi sayisal veriler hakkinda bilgi almamizi saglayan bir bilim
dalidir. Stereoloji, tarafsiz sayim ve 6l¢iim prensiplerine dayanir (Korkmaz ve ark.,
2002). Tanecik sayimi yapmak i¢in tanecik izdiisiimlerinden yararlanilir. Bu tanecik
izdiisiimlerinin belli bir alanda smirlandirilmas1 gerekmektedir. Iste burada devreye
‘tarafsiz sayim cergevesi’ girer (Sekil 6). Tarafsiz sayim ¢ergevesinin sayim kurallar
maddeler halinde belirtilmistir (Gunderson, 1977).
> lzdiisiimleri sayim cercevesinin i¢inde kalan tanecikler sayilir.
» Cercevenin yasak kenarlarina temas eden tanecikler sayilmaz.
» Yasak kenarlara ait olan uzantilara temas eden tanecikler sayilmaz.

Asagida bir tarafsiz sayim gercevesi Ornegi goriilmektedir (Sekil 6). Tarafsiz
saymm kurallarma gore sayima dahil edilmeyen tanecikler 1, 3, 6 ve 7; sayima dahil
edilen tanecikler ise 2, 4 ve 5°dir. Siyah kenar yasak kenar-sayilmayan kenar, kirmizi

kenar ise serbest kenar-sayilan kenar1 géstermektedir.
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Sekil 6. Tarafsiz sayim gergevesi (Gunderson, 1977°den uyarlanmistir)

2.6.1. Fiziksel Disektor Yontemi

Birbirinin ardisig1 iki kesit arasinda yapilan tanecik sayimidir. Ardisik iki
kesitin ayn1 kalinlikta ve lam iizerindeki pozisyonlarin birbirine paralel olmasi sayim
acisindan saglikli sonuglar verecektir. Burada kural, sayim g¢ercevesinin sayilabilir
alanlarinda olan ve paralel kesitlerden ilkinde olup ikincisinde olmayan taneciklerin

sayima dahil edilmesidir (Akalan ve Demirkan, 2013).

2.7. Limbik Sistem

Limbik kelime olarak “kenar” veya “smir’” anlamina gelir. Ik baslarda limbik
sistemin sadece kortkes serebri ve hipotalamus arasinda kalan bolge ile sinirlandirildigt
saniliyordu fakat ilerleyen yillarda bu bolgenin sinirlarinin daha da genis bir alana
dagildig1 goriildii. Duygu, davranis ve i¢giidiilerin diizenlenmesinde rol alan yapilar1 da
icerdigi anlasildi (Snell, 2016).

Anatomik olarak limbik sistemin i¢inde yer alan yapilar sunlardir: subkalloza
alani, gyrus cinguli, gyrus parahipokampalis, formatio hipokampi, korpus
amigdaloideum, korpus mamillare ve nuklei anterior talami (Snell, 2016). Limbik
sistemde iki 6nemli subkortikal merkez (formatio hipokampi ve korpus amigdaloideum)
bulunmaktadir. Formatio hipokampi bolgesindeki baglantilar mekan hafizasi (spatial
memory) ve yakin hafizanin uzak hafizaya doniismesi ile ilgilidir ve bu nedenle

dgrenmede 6nemli bir yer tutar (Cumhur, 2001). Ozellikle 6grenme ile ilgili bir bolge
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olmasindan otiirii biz de ¢alismamizda hipokampus bolgesini arastirmayi tercih ettik.
Korpus amigdaloideum’un baglantilar1 ise duygusal davraniglar ile ilgilidir (Cumhur,

2001).

2.7.1. Formatio Hipokampi

Formatio  hipokampi;  hipokampus, gyrus  dentatus ve  gyrus
parahipokampalis’ten olusur. Hipokampus, lateral ventrikiiliin alt boynuzu boyunca
uzanan kivrilmis bir gri cevher kabartisidir. On ucu pes hipokampi’yi olusturur. Altinda
alveus denilen ince bir beyaz cevher tabakasi uzanir. Alveus, hipokampus’ten baslayan
sinir liflerinden olusur. Bu lifler medialde birlesir ve fimbria hipokampi denilen demeti
olusturur. Hipokampus arkada korpus kallozumun splenium kisminin altinda son bulur.
Gyrus dentatus, gyrus parahipokampalis ve fimbria hipokampi arasinda uzanan bir gri

cevher pargasidir (Sekil 7) ( Snell, 2016).

Crus fornicus ile devam Alveus
eden fimbria X
hippocampi

Polimorf hiicre tabakasi
Piramidal hiicre tabakasi
Molekiiler hiicre tabaksi

Gyrus dentatus Gyrus dentatus'un graniiler hiicre
Sulcus tabakasi
hippocampalis

/

Gyrus \

parahippokampalis

Sulcus
collateralis

Sekil 7. Hipokampus ve ilgili boliimlerin koronal kesiti (Snell, 2016’dan uyarlanmistir)

21



3. MATERYAL ve METOD

Calismanin basindan sonuna kadar deney hayvanlarina “Ondokuz Mayis
Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu” karar ve ydnergesine uygun kurallar
dogrultusunda muamelede bulunuldu. Calismamizda 8-10 haftalik Wistar albino tiirii
yetigskin 15 erkek sican (250-300 gr) denek olarak kullanildi. Denekler ortak kafesten
rastgele secildi, hepsi bir kafeste iki si¢an olacak sekilde ayr1 ayri kafeslere alindi ve
ayni ortamda yasatildi. Her kafesin etiketi ayr1 ayr1 hazirland1 ve ilgili kafeslere
yapistirildi. Toplamda {i¢ grubumuz yani kontrol, Alzheimer ve Alzheimer+Tacrolimus
gruplart ve her grupta beser denek yer aldi. Arastirma merkezi 22+2 °C derece, 12
saatlik aydinlik-karanlik siklus ortama sahipti ve deneklerin yemi sigan pellet yemi olup
igme sular1 normal musluk suyu olarak verildi.

3.1. Calisma Gruplan

Calismamizda toplamda {ii¢ grup yer almaktadir. Bu gruplar asagida
tanimlanmastir;

Kontrol grubu (K Grubu): Deneklere sadece davranis testi olan Morris su
tanki testi yapildi ve ardindan sakrifiye edilerek beyinleri alindi. Beyinlerinden

histomorfometrik analizler yapildi (Sekil 8).

Kontrol Grubu

A
Giin 1-3 Giin 4 N
A

> L

Moris Su Tanki Perfiizyon i
deneyi Z

Sekil 8. Kontrol (K) grubu ¢aligma basamaklari

Alzheimer grubu (A Grubu): STZ uygun doz miktart (3 mg/kg) icin
tartildiktan sonra pH’1 4,4 olan sitrat tamponda ¢6ziildii. Bir hayvana uygulanacak olan
5 wul hacmindeki sivi Hamilton mikro siringaya c¢ekildi (Arora ve ark., 2013). Her bir

denegin sag lateral ventrikiiliiniin i¢ine acgilan delikten girilerek yavas yavas (1 pl/dk)
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injekte edildi. Islemler bitince kafa derileri cerrahi dikis ipleri ile dikildi ve ardindan
denekler kendilerine ait i¢i sicak su torbasi bulunan kafeslerine alindi ve sessiz ortamda
ayilmaya birakildi. Modelin olusmasi i¢in 14 giin beklendi (Arabpoor ve ark., 2012). 14
giiniin ardindan deneklere davranis testi olan Morris su tanki testi yapildi ve ardindan
sakrifiye edilerek beyinleri alindi. Beyinlerinden histomorfometrik analizler yapildi

(Sekil 9).

Alzheimer Grubu

A

Giin 1 Giin 2-16 Giin 17-19 Giin 20 i

> | L

" i

STZ Model ‘ Moris Su ‘ Perfiizyon 7
injeksiyonu | | olusmasi Tanka testi

Sekil 9. Alzheimer (A) grubu ¢alisma basamaklari

Alzheimer + Tacrolimus grubu (T Grubu): Tacrolimus etken maddeli ilag
olan Prograf (0,5 mg/kg) distile suda ¢oziildiikten sonra gavaj yardimiyla oral yoldan 10
giin boyunca deneklere verildi. Ilag giinlerinin ardindan deneklerin sag lateral
ventrikiillerine intraserebral yoldan STZ (3 mg/kg) aym Alzheimer grubuna yapilan
islemler gibi injekte edildi ve ilerleyen 14 giin boyunca modelin olusmasi i¢in beklendi.
Deneklere davranis testi olan Morris su tanki testi yapildi ve ardindan sakrifiye edilerek

beyinleri alindi. Beyinlerinden histomorfometrik analizler yapildi (Sekil 10).
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Alzheimer+Tacrolimus
Grubu
A
Giin 1-10 Giin 11 Giin 12-25 || Giin26-28 || Giin29 N
> A
L
Tacrolimus STZ Model Moris Perfiizyon I
(Prograf) injeksiyonu || olusmasi su tanki 7
oral yoldan testi
verilmesi

Sekil 10. Alzheimer+Tacrolimus (T) grubu ¢alisma basamaklari

3.2. Streptozotocinin Injeksiyonu
STZ (SIGMA S0130-50MG) pH’1 4,0; 0,05 M sitrat tamponda ¢oziildii ve
kullanilmadigi zamanlarda -20 °C derece 1s1k almayan ortamda saklandi. Denekler
ksilazin (10 mg/kg) ve ketasol (50 mg/kg) karisimi ile anestezi altina alindiktan sonra
sirastyla deneklere asagidaki islemler yapildi:
» Cerrahi operasyondan once ve sonrasinda biitiin ekipmanlar %70 etanol ile sterilize
edildi.
» Denegin bas kisminin iistii, kulaklarmin arkasi ve gozlerinin iistiine kadar olan killar
tiras edildi.
» Denek sterotaksi cihazina konumlandirildr (Sekil 11).
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Sekil 11. Sterotaksi cihazina konumlandirilmis denek

» Denegi sterotaksi cihazina sabitlemek i¢in cihazdaki demir g¢ubuklar denegin
kulaklarinin i¢ine sokuldu ve ‘tik’ sesi duyulasiya kadar ilerletildi.

» Denegin agz1 agilarak sterotaksi cihazinda bulunan demir tablaya 1sittirildi.
Nihayetinde hem kulaktan hem de agizdan denek sterotaksi cihazina sabitlenmis
oldu.

» Denegin kafasina tentirdiyot siiriildii ve steril hale getirildi (Sekil 12A).

» Denegin gozlerine géz pomadi siiriildi. Amag¢ gozlerinin kurumasint onlemekti

(Sekil 12B).
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Sekil 12. A:Sterotaksi cihazina konumlanmis denek, B: Operasyona hazir hale getirilmis denek

» Keskin bir bistiiri ile sagli deride enseden baslayarak gozlerinin iistiine kadar sagittal

bir kesik ag¢ild1 (Sekil 13).

Sekil 13. Sacli deride sagittal bir kesik
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» Bregmanin piiriizsiizce ortaya ¢ikmasi igin fasya bistiiri ile kazildu.

» Kafatasinin fazla kanlanmasi durumunda serum fizyolojik sikilarak gazli bez ile
silindi.

» Streotaksi cihazindaki koordinatlar belirlendi. Bunun i¢in sterotaksi cihazinda
bulunan kola miirekkep uglu bir kalem takildi ve bregma isaretlendi. Bregma “0”
olarak kabul edildi (Sekil 14).

» Delik koordinasyonlar1 bregmanin 0,8 mm posterioru, 1,5 mm lateral sagital siituru

ve beyin yiizeyinin 3,6 mm alti olacak sekilde literatiir bilgisine dayandirilarak

belirlendi (Arora ve ark., 2013).

Sekil 14. Koordinatlar1 belirlenmis olan sag lateral ventrikiilin miirekkep kalem ile isaretlenmesi. Kiigiik

resimde: Siyah nokta; Bregma. Yildiz; Sag lateral ventrikiil i¢in giris yeri

> Isaretlemenin ardindan delici dis¢i turu ile isaretli nokta basing uygulanilarak delindi

(Sekil 15).
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Sekil 15. Isaretlenmis olan sag lateral ventrikiile injeksiyonun yapilabilmesi igin delik agild1

» Sterotaksi cihazindaki miirekkep kalemi yerinden ¢ikartilip yerine Hamilton mikro
injektori yerlestirildi.

» Hamilton mikro injektoriiniin i¢ine 5 pl sitrat tamponda ¢oziilmis STZ (3 mg/kg)
cekildi.

» Laterel ventrikiile girebilmek i¢in sterotaksinin z-koordinati 3,6 mm igeriye girecek
sekilde ayarlandi.

» STZ (3 mg/kg) sag lateral ventrikiile Hamilton mikro siringa ile yavas yavas (1ul/dk)
injekte edildi (Sekil 16).

> Injeksiyonun ardindan Hamilton injektdrii hemen disar1 ¢ekilmeden 2 dakika
boyunca igeride birakildi.

» Hamilton injektorii disart ¢ikartilarak delik 1 dakika boyunca iizerine pamuk
tutularak bastirildi.
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Sekil 16. Hamilton mikro siringa ile STZ injeksiyonu

» Kafa derisi cerrahi dikis ipi ile dikildi ve ardindan bir antibakteriyel sprey ile steril
edildi.

» Denek, i¢inde sicak su torbasi bulunan sessiz bir ortamda dinlenmeye alindu.

» Operasyondan sonra deneklerin igme sularina antibiyotik eklendi ve ii¢ giin boyunca

almalar1 saglandi.

3.3. Morris Su Tanki MWM) Testi

Morris su tanki (Morris Water Maze, MWM) testi uzaysal hafiza ve
O0grenmenin Ol¢iilmesi adina kemirgenler ile denenmeye uygun bir davranis testidir
(Vorhees ve Williams, 2006). Testin modeli bir havuz ve ortasinda bir platformdan
olugmaktadir. Amag, deneklerin havuza birakildiktan sonra havuzun ortasinda bulunan
platforma ¢ikmalaridir. Denekler birka¢ uygulamanin ardindan platforma daha kisa

zamanda ¢ikmaktadirlar. Bu paradigma Richard G. Morris tarafindan 1984 yilinda
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olusturulmus olup davranis sinirbiliminde altin bir standart olarak kabul gérmektedir
(Nunez, 2008).

MWM testinin iki asamas1 vardir. Ik asama, “pre-test” (pre-training) denilen
alistirma giinleridir. Pre-test bir veya iki giin yapilabilmektedir. Biz calismamizda iki
giin yapmay tercih ettik (Giin 1 ve giin 2 ).ilk asamadan sonra ise asil test giiniiniin
oldugu MWM test giinii gelir (Giin 3). Havuzun oncelikle yuvarlak olmasina dikkat
edilir. Yarigap1 180 cm ve derinligi 90 cm olmalidir. Video kamera ile ¢ekim yapilacak
ise videonun kadrajina tim diizenegin girmis olmasma dikkat edilmelidir. Havuz
musluk suyu ile doldurulur ve suyun sicakligiin sabit 26 °C derecede olmasina dzen
gosterilir. Platform havuzun ortasina yerlestirilmeli ve sabitlenmelidir. Platform su
seviyesinden 2,5 cm yukarda kalmalidir. Boylelikle deneklere platform bir kagis yeri
olarak gosterilecek ve Ogretilecektir. Denekler sudan kagmak icin bu platforma
cikacaklardir (pre-training agamasi). Antrenmanlardan sonra denekler testin bir sonraki
asamasima gecer. ikinci asamada havuza platformun su seviyesinin hemen altinda
kalacak sekilde musluk suyu doldurulur. Bu asamada havuzun igine toksik olmayan
beyaz pudra dokiiliir ve havuz suyunun beyaz olmasi saglanir. Boylelikle platform
gozden saklanmis olur. Denekler ikinci asamada da suya birakilir. Deneklerin bu son
testte yiizerek direkt platformun oldugu yere yonelmeleri ve eskiden orada olan fakat o
anda goriilmeyen platformun 6nce ¢evresinde yiiziip sonra platforma ¢ikmalar1 beklenir

(Nunez, 2008).

3.3.1. Pre-Test Asamasi

» Test igin platform havuzun merkezine konumlandirildi. Havuz sicakligi 26 °C derece
olan musluk suyu ile doldurulurdu. Deneklerin paltformun varligindan haberdar
olmalar1 amaciyla platform su seviyesinden 2,5 cm yukarda kaldi.

» Testin dort farkli baslama pozisyonu vardir. Bu pozisyonlar: kuzey, giiney, bati ve
dogu pozisyonlaridir. Denek bir pozisyondan havuza once kuyrugu suyu girecek
sekilde nazikge birakilirdi. Denegin strese girmemesi i¢in ani hareketlerden ve sesten
kaginildi.

» Denegin havuzu en fazla 60 sn boyunca yiizerek kesfetmesine izin verildi. Denekler
onceleri havuzun kenarlarinda ylizdiiler. Fakat daha sonra platformu bulmayi

ogrendiler ve platforma ¢iktilar.
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» Deneklerin suda 60 sn’den fazla kalmalar1 halinde bogulma veya asir1 strese mahal
vermemek adina deneklere platforma ¢ikmalari i¢in bir kereye mahsus yardim edildi.

» Deneklerden platforma c¢ikmalari halinde platformun {izerinde 10-15 sn boyunca
kalmalar1 beklenildi. Eger denek platformdan diiserse veya inmek isterse nazikce
tekrar platformun tlizerine birakildi. Bu antrenman denegin platformun sudan kagmak
icin giivenli bir bolge oldugu bilgisini Ogretmek ve kazandirmak amaciyla
yapilmaktadir (kisa siireli hafiza).

» Denek platforma c¢ikinca kronometre durdurulurdu ve siire kaydedildi. Siirenin
baslangict denegin suya girmesi bitisi ise platforma cikisidir. Bitis ile baslangic
arasindaki siire bize o denegin bu asamadaki performansini gdsterdi.

» Anlatilan islemlerin hepsi tiim deneklere uygulandi ve kayit altina alindu.

3.3.2. Morris Su Tanki (MWM) Testi Asamasi

» Havuzun i¢i su ile doldurulurdu. Suya toksik olmayan beyaz toz atildi ve su
karistirilird1.

» Suyun sicakligl (26° C derece) ve ortamin fiziksel sartlar1 pre-test giinlerinde oldugu
gibi ayn1 kosullara sahipti.

» Bu asamada havuzun su seviyesi platform ile esit diizeydeydi. Suyun igine beyaz
tozun da katilmasiyla denekler platformu disardan géremediler.

» Pre-test glinlerindeki islemlerin hepsi biitiin deneklere uygulandi ve platforma ¢ikma
stireleri kronometre ile kayit altina alindi.

MWM testi siganlardaki ¢aligma bellegini, referans bellek arastirmalarini ve gorev
stratejisini 6lgmek i¢in ideal bir testtir. Hipocampus uzaysal / iliskisel hafiza ile iliskilidir.
MWM testi spesifik olarak uzaysal hatizay1 6lgmek i¢in vardir. Bu testte uzaysal hafizanin
Olciilmesinin disinda birde stresi yonetme gorevi ile gorev kurallarinin 6grenilmesinin

Olciilmesi yer almaktadir (Nunez, 2008).

3.4. Perfiizyon Fiksasyonu

Fiksasyon (tespit), dokunun in vivo ortamindaki haline en yakin halde
kalmasina olanak saglayan ve ciirlimesini engelleyen islemler siirecidir (Tel, 1991). Bu
amagla yaygin olarak kullanilan madde %10'luk formaldehittir. Malzemeler; serum

fizyolojik, %10’luk formaldehit, kanul ve hayvan perfiizyon levhasidir.
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Serum fizyolojik (SF): Binde beslik NaCl (sodyumkloriir, sofra tuzu)
¢Ozeltisinden ibarettir ve viicut sivilar1 ile ayni ozmolariteye sahiptir. Piyasadan hazir
aliabildigi gibi laboratuvar ortaminda da hazirlanabilir.

Formaldehit: Hem perfiizyon fiksasyonu islemi esnasinda hem de sonrasinda
cikarilan organlarin kesit alma islemine kadar gegen silirede saklanmasinda kullanilir.
Formaldehit iyi bir tespit sivisidir ve sikca tercih edilmektedir. Formoliin %37’lik ve
%40’lik ¢ozelti halleri piyasada bulunmaktadir. Biz g¢aligmamizda bu stoklardan
%10’luk sulu ¢ozelti hazirladik ve perfliizyon esnasinda bu sekliyle kullandik.

Kanul: Serum fizyolojik ve %10’luk formaldehit sivilarinin kalbin igerisine
akitabilinmesi amaciyla kullanilir.

Hayvan perfiizyon levhasi: Deneklerin anestezi altina alinmasindan sonra
perflizyon levhasina alinmast amaciyla kullanilir. Denegin perfiizyon fiksasyon
islemleri siiresi boyunca yapilacak olan miidahaleler esnasinda sabit bir pozisyonda

kalmas1 amaciyla tercih edilir.

3.4.1. Perfiizyon Fiksasyon Basamaklar1

Perfiizyon islemleri Ondokuz Mayis Universitesi, Deney Hayvanlari Uygulama
ve Aragtirma Merkezi biinyesinde bulunan personeller tarafindan yapildi. Deneklere
ketamin (50 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) birlikte ayn1 enjektdr i¢inde intramuskular
yoldan tek doz olarak verildi. Ketamin- ksilazin karigiminin derin anestezik etkisini
gostermesi yaklasik 4 dk siirdii. Denekler perfiizyon levhasina alindi ve 6n ile arka
bacaklar1 ayaklarindan masaya flaster yardimiyla sabitlendi. Keskin bir makas
yardimuiyla toraks duvari processus xiphoideus’dan baslanip kostalarin her iki yanindan
parasternal ¢izgiden kesildi ve kranial yonde deri kaldirildi. Ardindan perikardiumu
kesildi. Oncesinde 5000 iinite heparin 1 ml %0,9’luk serum fizyolojik icinde ¢oziildii ve
sol ventrikiile enjektdor yardimiyla girilerek verildi. Kanin viicuttan tamamen
uzaklastirilmas1 amaciyla kaniil yardimiyla sol ventriliile %0,9’luk serum fizyolojik
soliisyonu verildi ve tiim viicuda pompalanmasi i¢in beklendi. Yaklasik 10 dk sonra
yine aynt yoldan %10’luk formaldehit sol ventrikiile verildi ve tiim viicuda
pompalanmasi i¢in beklendi. Bu esnada denegin viicudunun formaldehiti almasiyla
birlikte titremesi gozlendi. Bu olay formaldehitin tiim viicuda pompalandiginin
gostergesidir. Once akcigerlerin ardindan karacigerin beyaz renk almasi, kuyrugun

diklesmesi ve kafanin sertlesmesi islemin kusursuzca yapildiginin gostergesidir. Tim
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bu islemlerden sonra denegin beyni alind1 ve %10 formaldehit dolu kaplarin i¢ine atildu.
Kaplarin {izerine denegin ait oldugu grup ismi, sakrifiye edildigi tarith ve %10
formaldehit yazan bilgilerin yer aldig1 etiketler yapistirildi. Haftada birkag kez taze %10
formaldehit yenilenmesi yapildi. Uygun sertlige erisen beyinler daha sonra histolojik

islemlere baslanmasi i¢in kullanildi.

3.5. Histolojik islemler

Histolojik islemlerin ilki doku takip islemidir. Dokulardan formaldehitin
tamamen uzaklastirilmasi i¢in dokular akan muslugun altinda 24 saat boyunca yikandi.
Yikamanin ardindan 1 saat boyunca %70 etil alkol dolu kapta bekletildi. Ardindan 12
saat boyunca i¢inde %80 etil alkol bulunan kapta bekletildi. Sirastyla %96 ve %100 etil
alkollerde ikiser saat bekletildi. Alkol serilerinin tamamlanmasinin ardindan sira
ksilenlere geldi. Birinci ksilende bir saat, ikinci ksilende bir saat ve ti¢iincii ksilende bir
saat olmak tiizere toplamda ii¢ saat ksilen dolu kaplarda bekletildi. Son asama olan i¢i
sicak parafin dolu kaplar serisine gecildi. Birinci parafinde bir saat, ikinci parafinde bir
saat ve ligiincii parafinde bir saat olmak lizere toplamda ii¢ saat, 56 °C derecedeki etiiv
icerisinde parafin dolu kaplarda bekletildi. Sira gomme islemine gelindi. Metal gomme
levhalarin igine once 56 °C derece sicaklhigindaki sivi parafin dokiildii ve ardindan her
bir levha ikilisinin ic¢ine bir organ gelecek sekilde pens yardimiyla gomme islemi
yapildi. Her bloga ait etiketin {izerine denegin grubu ve kacinci hayvan oldugu bilgisi
yazildi. Gomme isleminden yaklasik bir saat sonra tamamen donan parafin bloklar
levhalarin i¢inden ¢ikartild1 ve mikrotom (Leica RT 2255, Nussloch; Germany) ile kesit
islemine baslanabildi.

Mikrotom, alinan doku oOrneklerinin son derece ince bir sekilde kesilerek
boyama islerinin ardindan mikroskop altinda incelenmesine imkén taniyan bir kesme
aracidir. Parafin bloklar mikrotomun blok tutucu bashgma sikistirildi ve ardindan
yukari-agagi hareketi ile blogun mikrotom bigagina siirtmesiyle ince kesitler alindi.
Alinan Kesitler firga yardimiyla benmari havuzu denilen ve i¢i 43,5 °C derece distile su
ile dolu olan havuza birakildi. Amag kesitin sicak suyun i¢inde piiriizsiizce agilmasini
saglamakti. Uzerinde deney hayvanin grubu, kesit kalinligi, érneklem sayis1 ve kesit
numarast bilgileri yazan temiz lam iizerine kesitler benmari havuzundan alindi.

Ardindan yatay bir sekilde tahta lam sepetlerine dizildi. Lam sepetleri dolduktan sonra
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sepetler i¢i 56 °C derece sicakligindaki etiive yerlestirildi. Dort saat boyunca etiiv

igerisinde kaldiktan sonra boyama islemine baslandi (Tel, 1991).

Tablo 2. Cresyl Violet boyama basamaklari (Bancroft ve Stevens, 1982).

Kullanilan Kimyasal Siire
Ksilen 30 dk.
Ksilen 30 dk.
Ksilen 30 dk.
Ksilen 30 dk.
%100 Etil alkol 10 dk.
%100 Etil alkol 10 dk.
%396 Etil alkol 10 dk.
%380 Etil alkol 10 dk.
%70 Etil alkol 10 dk.
Distile Su 10 dk.
Cresyl Violet Boya 4 dk.
%70 Etil alkol 2 dk.
%380 Etil alkol 2 dk.
%396 Etil alkol 1 dk.
Ayristirict Daldir gikart
%396 Etil alkol 2 dk.
%100 Etil alkol 1 dk.
Ksilen 30 dk.
Ksilen 30 dk.

Paraformaldehit ya da formaldehit ile fikse beyin preparatlarindaki noronlarin
sitoplazmasindaki Nissl igeriginin boyanmasi i¢in Cresyl Violet boya kullanildi (Tablo
2). Norofil mavi-mor boyanmaktadir. Bu boya beyin ve omurilikteki yapilar1 géstermek
amaciyla sik¢a kullanilir. Bazal anilin boyast RNA igerigini maviye boyamaktadir.
Nissl yapilart RNA’ya nazaran koyu mavi boyanir ve sitoplazmada benekli koyu mavi
yapilar seklinde goziikiir (Bancroft ve Stevens, 1982).

Boyama islemine baglamadan 6nce Cresyl Violet boyasi hazirlandi (100ml
distile su i¢ine hazir halde kullanima hazir 0,1 gr Cresyl Violet tozu katilir) ve 56 °C
derecedeki etiive koyuldu. Bdylelikle stereolojik analizlerin yapilmast kesitler

hazirlanmis oldu.
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3.6. Stereoloji Calismalar:

Sayim iglemine baslamadan 6nce beyinde bulunan hipocampusun once alanini
tespit etmemiz gerekti. Hipocampusun CA1l, CA2, CA3 ve DG bolgelerinin tespiti igin
atlastan faydalanildi (Sekil 17) (Paxinos ve Watson, 2006).

Sekil 17. Atlasindan alinan bir goriintii A: lgili bolgelerin koordinatlar1 B: Mikroskoptaki goriintiisii
(Paxinos ve Watson, 2006)

3.6.1. Ornekleme Stratejisinin Belirlenmesi

Sayim islemlerine baslamadan once stereolojide onemli yer tutan ornekleme
stratejisini belirlememiz gerekir. Stereolojide sonuglarin tarafsiz ve dogru olmasi i¢in
ornekleme stratejisi onemli yer tutar. Belirlenen 6rnekleme stratejisi ile sonuca daha
etkin ve kisa yoldan ulagmak miimkiindiir. Calismamizda kullanilan deney hayvan
sayis1, kesit sayisi, kesit alan goriintiilenmesi ve 6rneklemenin nasil olacagi literatiirdeki
bilgiler 1s1g81nda gerceklestirildi (Gunderson ve Osterby, 1981; Gunderson ve Jenson,
1987; Gunderson ve ark., 1999).

Calismamizda her grup icin bes adet deney hayvanin kullanilmas: ile yaklasik
0,05’1ik bir hata katsayis1 elde etmede yeterli olacag: literatiir arastirilarak belirlendi
(Cruz-Orive ve Weibel, 1990). Yine literatiirde her bir hayvan dokusundan 10 kesit
almanin ve kesit kalinliginin ¢alismamizda yer alan hiicre ¢esitlerine uygun olacak
sekilde 7 pm olmasmin yeterli olacagi da belirlendi (Gunderson ve Jenson, 1987;
Pakkenberg ve Gunderson, 1988; Gunderson ve ark., 1999).

Fiziksel disektor yontemi ile hiicre sayimmi gergeklestirildigi i¢in her bir gruba
ait bloklardan hipokampus bélgesinden itibaren olmak iizere kesitler alind1. Ornegin ilk

kesit 1.kesit ardistk gelen kesit ise 7.kesit olarak adlandirildi. Boylelikle kesit
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orneklememiz 1/7 oldu. Fiziksel disektor kesit ciftleri olusturmak icin ise her lamin
lizerine Orne8in n. kesiti ve ardindan (n+1). kesiti aldik (n kesit sayisimi ifade

etmektedir) (Sekil 18).
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Sekil 18. Fiziksel disektor kesit ¢iftleri

Kesit seviyesinde ornekleme stratejisi belirlendikten sonra alan 6rneklenmesi
ve sayim cergevesinin biiylikliiglinlin tespiti literatiire uygun bir sekilde yapildi
(Pakkenberg ve Gunderson, 1988; Gunderson ve ark., 1999). Literatiirdeki bilgilere
gore sayim cergevesinin i¢ine girecek partikiil sayisinin yaklasik {ic-dort adet olmasi
gerekir.

Kesit alanlarin 6rneklenmesi, goriintiilenmesi ve hipokampusun CAl, CA2,
CA3 ve DG bolgelerinde yer alan ndron saymmlart i¢cin Olympus BX43F (Tokyo,
Japonya) marka mikroskop kullanildi (Sekil 19).
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Sekil 19. Mikroskop ve bilgisayar diizenegi

3.6.2. Fiziksel Disektor ve Noron Sayimi
Stereolojik prosediire uygun olarak hazirlanan fiziksel disektor ¢ift goriintiileri
bilgisayar ortamina alindi ve Microsoft PowerPoint 2010 programi kullanilarak sayim

yapildi (Sekil 20).

Sekil 20. Microsoft PowerPoint programi
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PowerPoint’ta her fiziksel disektor ¢ift resimleri (mikroskopta 100’lik
biiylitmede cekilen) yan yana alinarak ekran lizerine tarafsiz sayim cerceveli asetat
kagidi kapatildi ve hiicre sayimi kurallara uygun olarak gerceklestirildi (Gunderson,
1977). Bu kurala gore gozlem kesitinde yer alan fakat referans kesitinde yer almayan
noron izdiisiimleri sayima dahil edildi. Sayim cergevesinin sayimma dahil edilen ve

edilmeyen olmak iizere iki ¢esit kenar1 bulunmaktadir (Sekil 21).

.- v ’
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Sekil 21. Sayim islemi i¢in hazirlanan iki resim. A: Referans kesit goriintiisii, B: G6zlem kesit goriintiisii

Siyah yildiz: Damar, Bar: 10 pm. Boya: Cresyl Violet

Fiziksel disektor yontemiyle hiicre sayiminda aslinda dnce obje yogunlugunu
hesapliyoruz. Bu degeri hiicre sayisina ¢evirmek i¢in bir de ayn1 kesite ait olan referans
hacminin hesaplara dahil edilmesi gerekir. ilgili kesitten elde edilen sayimlar obje
yogunlugudur (Nv). Bilgisayar ile yapilan alan hesaplarinin kesit kalinlig1 ile carpilmasi
sonucunda referans hacmine ulastik. Obje yogunlugu ile referans hacminin (Vref)
carpilmasi sonucunda da toplam hiicre sayist (N) elde edilir. Formiil asagida verildigi
gibidir;

N=Nv x Vref

3.7. immiinohistokimyasal Cahismalar

Astrositler, merkezi sinir sistemde yer alan ndronlarin hayatta kalmalar1 i¢in
pek c¢ok kritik gorev iistlenmistir. Ornegin enerji metabolizmasinda gérev almalari, kan-
beyin bariyerinin korunmasi, hiicre dis1 glutamat seviyesinin diizenlenmesi ve néronlari
reaktif oksijen tlirevlerinden korumasi bunlardan birkagini olusturmaktadir. Astrositler

fiziksel veya kimyasal noronal hasarlarda asir1 glial fibrillar asidik protein (GFAP)
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sentezleyerek bir reaksiyona yol acarlar. GFAP, astrositlere 6zel bir ara iskelet filaman
proteinidir. Ki67, hiicre boliinme evrelerindeki biitiin aktif fazlarda (G1, S ve G2)
kullanilabilecek giivenilir bir markerdir fakat dinlenme evresinde (GO) gorev yapmaz.
Interfaz evresinde Ki67 antijeni dzellikle ¢ekirdekte saptamir ¢iinkii mitoz esnasinda
protein igeriginin ¢ogu kromozomal yiizeyde yer almaktadir (Ghoneim ve ark., 2015).
Smith ve Lippa (1995) yaptiklar1 bir ¢caligmada Ki67 nin AH norofibril dejenerasyon
patojenisinde, diger norodejenerasyon hastaliklarda, normal yaglanmada, noral

neoplazmada ve gangliyogliomada kullanilabilecegini rapor etmistir.

3.7.1. immiinohistokimyasal Boyama Protokolii
Orneklerin analizi HRP/AEC (ABC) Detection IHC Kit, Abcam (2016) ile
asagida belirtilen adimlar izlenerek immiinohistokimyasal olarak boyandi:

> Incelenen doku &rnekleri olan kesitler alkol serilerinden gegirilerek deparafinize
edilir.

» Kesitlerin iizerini kaplayacak kadar %3 H,O, (3 ml H,O,, 97 ml metanol) (Merck
millipore, Darmstadt, Germany) damlatilir ve 10 dakika boyunca inkiibe edilir.

» Bu islemi takiben tampon ¢ozeltide (Sitrat Buffer, Merck millipore, Darmstadt,
Germany) iki kez yikanur.

» Primer antikor eklenir ( anti-Ki67, 1:100 diliie, Abcam, UK).

» Tampon c¢ozeltide dort kez yikanir. Biotinylated Goat Anti-Rabbit (Invitrogen,
California, USA) eklenir ve 10 dakika boyunca inkiibe olmasi i¢in oda sicakliginda
beklenir. Tampon ¢6zeltide dort kez yikanir.

» Streptavidin Peroxidase (Invitrogen, California, USA) ile 10 dakika inkiibe olmas1
icin oda sicakliginda beklenir.

» Dort kez tampon ¢ozeltide yikanir. Tepkimeye giren alanlarin gozlemlenmesi igin
AEC Kromojen (Invitrogen, California, USA) eklenir ve renk degisimi beklenir ve
dort kez tampon ¢ozeltide yikanir.

» Sitoplazmik alanlarin boyanmasi icin Lilly’s Modifiye Mayer Hematoksilen (Merck
millipore, Darmstadt, Germany) ile kesitler boyanir.

» Aquatex (Merck millipore, Darmstadt, Germany) ile yilizey kaplanir.

» Isik mikroskobik incelemelerde kahverengi boyanan hiicreler Ki67 pozitif hiicreler

olarak kabul edildi.
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3.8. istatistiksel Analiz ve Hata Katsayisinin Bulunmasi

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi amaciyla SPSS 21.0 yazilimi kullanildi.
Oncesinde normallik testi yapildi ve verilerin normal dagilimda oldugu tespit edildikten
sonra tek yoOnlii varyans analizi olan ANOVA yapildi. Klinik g¢alismalarda sik¢a
kullanilan ANOVA, ikiden fazla grubun birbiri ile karsilagtirilmasinda kullanilir (Kim,
2014).

Stereolojik yontemlerle hesaplanan CA1, CA2, CA3 ve DG bolgelerinde yer
alan ndron sayilarinin istatistigi icin ANOVA kullanildi ve p<0,05 istatistiksel acidan
anlamli olarak degerlendirildi. Gunderson ve Jensen (1987) tarafindan hazirlanan ve
gbzden gecirilen verilere ait hata katsayis1 (CE) kullanildi. Y Q-’ye ait hata katsayisi,
toplam varyansin karekokiiniin, > Q-’ye boliinmesi sonucunda elde edilir. Formiil

asagidaki sekli gibidir (Gunderson ve ark., 1999);

CE(Q- top)= 4/ Toplam varyans / Y Q-
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4. BULGULAR

4.1. Morris Su Tanki Testi Bulgulari

4.1.1. Pre-testl Bulgulan

K grubuna ait bes erkek sican 6nce kuyruklari girecek sekilde suya birakildi.
Sigcanlar 6nce havuzu kenarlardan baslamak iizere kesfetti. Havuzun ortasinda yer alan
platformu hemen hemen ayni siirelerde kesfettiler. Hepsi platforma basarili bir sekilde
cikti. Platformda 10 sn boyunca kalmalari saglandi. Platformdan alindiktan sonra havlu
ile kurutuldu ve kafeslerine geri koyuldular.

A grubuna ait bes erkek sican 6nce kuyruklari girecek sekilde suya birakildi.
Bu grupta yer alan sicanlar havuzun kenarlarindan baslamak iizere havuzu bastan sona
yiizdiiler. Platformu bulma siireleri kontrol grubuna gore daha geg stirede gerceklesti. K
grubu ile A grubu arasinda pre-testl sonuglart bakimindan ileri derecede anlamli bir
fark (p=0,000; One-way ANOVA) ¢ikt1.

T grubuna ait bes erkek sican once kuyruklar1 girecek sekilde suya birakildi.
Bu grupta yer alan sicanlar A grubunda yer alan siganlara benzer sekilde davraniglar
gosterdi. K grubu ile T grubu arasinda pre-testl sonuglart bakimindan ileri derecede
anlaml bir fark (p=0,000; One-way ANOVA) ¢ikti. A grubu ve T grubu arasinda
anlaml bir fark ¢ikmadi (p=0,913; One-way ANOVA).

Her bir gruba ait test sonuglarin ortalamasi ve standart sapma degerleri (Tablo

3) verildi.

Tablo 3. Gruplara ait pre-testl, pre-test2 ve MWM testi ortalama +SD degerleri

K Grubu A Grubu T Grubu
PreTestl 15,843,114 32,4+1,673 31,841,923
PreTest2 12,842,588 32,6+1,140 32,441,140
MWM 11,6+1,341 29,6+2,07 32,6+1,816

Gruplara ait pre-test]l sonuclarinin ortalamasi grafik halinde (Sekil 22) verildi.
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Sekil 22. Gruplara ait pre-test]l sonuglari. Degerler ortalama + standart hata olarak ifade edildi.

*%: Gruplar arasinda hesaplanan p<0,01 diizeyindeki anlamlilik seviyelerini gosterir

4.1.2. Pre-test2 Bulgulan

K grubuna ait erkek siganlar yine en kisa siirede platforma ¢ikmay1 basardi. A
ve T gruplarina ait siganlar platforma yonelmede kontrol grubuna gore daha basarisiz
oldular. K grubu ile A grubu arasinda pre-test2 sonuclart bakimindan ileri derecede
anlamli bir fark (p=0,000; One-way ANOVA) c¢ikti. K grubu ile T grubu arasinda da
ileri derecede anlamli bir fark (p=0,000; One-way ANOVA) cikti. A grubu ve T grubu
arasinda anlamli bir fark ¢ikmadi (p=0,982; One-way ANOVA).

Her bir gruba ait test sonuglarin ortalamasi ve standart sapma degerleri (Tablo
3) verildi.

Gruplara ait pre-test2 sonuclarin ortalamasi grafik halinde (Sekil 23) verildi.
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Sekil 23. Gruplara ait pre-test2 sonuglari. Degerler ortalama + standart hata olarak ifade edildi.

*%: Gruplar arasinda hesaplanan p<0,01 diizeyindeki anlamlilik seviyelerini gosterir

4.1.3. MWM Test Bulgular:

MWM test giinlinde havuzun i¢ine pudra dokiildii ve su seviyesi platform ile
esit duruma getirildi. Suyun sicakligi her zamanki gibi 26 °C derece olacak sekilde
ayarlandi. K grubuna ait siganlarin bazilar1 pre-testl ve pre-test2’de oldugu gibi once
havuzun kenarlarinda yiizmeye baslad1 ve disariya ¢ikis yolu aradilar. Fakat daha sonra
kenarlardan baslayarak merkeze dogru yoneldiler. A ve T grubuna ait siganlardaki
performans ilk iki testtekine benzerdi.

K grubu ile A grubu arasinda MWM test sonuglar1 bakimindan ileri derecede
anlaml bir fark ¢ikt1 (p=0,000; One-way ANOVA). K grubu ile T grubu arasinda ileri
derecede anlamli bir fark ¢ikti (p=0,000; One-way ANOVA). A grubu ve T grubu
arasinda anlamli bir fark ¢ikmadi (p=0,049; One-way ANOVA).

Her bir gruba ait test sonucglarin ortalamasi ve standart sapma degerleri (Tablo

3) verildi.

Gruplara ait MWM test sonuglarin ortalamasi grafik halinde (Sekil 24) verildi.

43



MWM TESTI
% %

35 - %%
£ 30 I
5
= 25 -
20 -
=
U_ 15 i oEEE N
£ 10 - '
=
B 5

0 Gruplar

K A T

Sekil 24. Gruplara ait MWM test sonuglari. Degerler ortalama + standart hata olarak ifade edildi.

*%: Gruplar arasinda hesaplanan p< 0,01 diizeyindeki anlamlilik seviyelerini gosterir

Morris su tanki testinin sonuclarina gore biitlin test gilinleri i¢in yani pre-testl,
pre-test2 ve MWM testi giinlerinde K grubunun diger gruplar ile kiyaslandiginda
performans diizeyleri daha yiiksekti. K grubundaki denekler daha hizli 6grendi ve
platform gizli iken platformu daha kisa siirede hatirladi. Ayrica yer-yon bulma
kabiliyetleri diger gruplardaki deneklere gore daha basarili bulundu. Tiim gruplarin pre-
testl, pre-test2 ve MWM testi giinlerindeki platforma ¢ikis siirelerinin ortalamasi verildi

(Sekil 25).
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Sekil 25. Morris su tanki testi pre-testl, pre-test2 ve MWM test giinleri i¢in sonuglari. K grubu ile A
g
grubu; K grubu ile T grubu arasinda pre-testl, pre-test2 ve MWM testi giinleri i¢in anlamli bir

fark cikmustir. (AA) ve (1!); p<0,01 anlamli fark: temsil etmektedir

4.2. Sterolojik Bulgular

Calismamizda deneklerden elde edilen beyin kesitleri lizerinde yapilan fiziksel
disektor metodu ile CAl, CA2, CA3 ve DG bdolgelerinden ortalama ndron sayilar
hesaplandi. Elde edilen bulgular alt bagliklar halinde sunuldu.

45



4.2.1. CA1 Bolgesinden Elde Edilen Bulgular
CA1 bolgesindeki ortalama ndéron sayist sonuglart (Tablo 4) ve (Sekil 26)

verilmigtir.

Tablo 4. CA1 bolgesindeki ndron say1 degerleri, ortalamalar1 ve SEM degerleri goriilmektedir

K A T
1 334285 271392 284761
2 340502 259532 290683
3 334908 265461 284499
4 328148 259912 290681
5 328148 266051 259976
Ortalama 333198,2 264469.6 282120
SEM 2082,87383 1965,2474 5097,474604
CAl Bolgesindeki Ortalama Néron Sayisi
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Sekil 26. CA1 bolgesinde hesaplanan ortalama néron say1 degerleri (:SEM) goriilmektedir.

**: Gruplar arasinda hesaplanan p< 0,01 diizeyindeki anlamlilik seviyelerini gosterir
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Stereolojik bulgulardan elde edilen noron sayisi hesaplamalar sonucunda K
grubu ile A ve T gruplar arasinda ileri derecede anlamli bir fark (p=0,000; One-way
ANOVA) bulundu. A grubu ile T grubu arasinda ise yine anlamli bir fark (p=0,016;
One-way ANOVA) bulundu.

4.2.2. CA2 Bolgesinden Elde Edilen Bulgular
CA2 bolgesindeki ortalama ndéron sayist sonuglart (Tablo 5) ve (Sekil 27)

verilmigtir.

Tablo 5. CA2 bolgesindeki ndron say1 degerleri, ortalamalar1 ve SEM degerleri goriillmektedir

K A T
1 73244 67852 67849
2 74371 70515 66688
3 67996 66640 67850
4 74425 67913 70457
5 69169 69387 66576
Ortalama 71841 68461,4 67884
SEM 1216,05878 602,116839 624,9476778
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Sekil 27. CA2 bolgesinde hesaplanan ortalama néron sayt degerleri (:SEM) goriilmektedir.*: Gruplar

arasinda hesaplanan p< 0,05 diizeyindeki anlamlilik seviyesini gésterir

Stereolojik bulgulardan elde edilen ndron sayist hesaplamalar sonucunda K
grubu ile A grubu arasinda anlamli bir fark (p=0,070; One-way ANOVA) bulunmadi. K
grubu ile T grubu arasinda anlamli bir fark (p=0,033; One-way ANOVA) bulundu. A
grubu ile T grubu arasinda ise anlamhi bir fark (p=0,907; One-way ANOVA)

bulunmada.

4.2.3. CA3 Bolgesinden Elde Edilen Bulgular

CA3 bolgesindeki ortalama ndron sayist sonuglar1 (Tablo 6) ve (Sekil 28)

verilmistir.

48




Tablo 6. CA3 bolgesindeki ndron say1 degerleri, ortalamalar1 ve SEM degerleri goriilmektedir

K A T
1 203204 173222 169431
2 192019 169174 173257
3 192100 161906 169462
4 187688 161988 173103
5 199717 158045 161718
Ortalama 194945,6 164867 169394,2
SEM 2532,21337 2465,37721 1871,966013

CA3 Bolgesindeki Noron Sayisi
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Sekil 28. CA3 bolgesinde hesaplanan ortalama noron say1 degerleri (+SEM) goriilmekte. **: Gruplar

arasinda hesaplanan p<0,01 diizeyindeki anlamlilik seviyelerini gosterir

Stereolojik bulgulardan elde edilen ndron sayist hesaplamalar sonucunda K
grubu ile A grubu arasinda ileri derecede anlami bir fark (p=0,000; One-way ANOVA);
K ile T grubu arasinda ileri derecede anlamli bir fark (p=0,000; One-way ANOVA)
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bulundu. A grubu ile T grubu arasinda ise anlamli bir fark ¢ikmadi (p=0,454; One-way
ANOVA).

4.24. DG Bolgesinden Elde Edilen Bulgular
DG bolgesindeki ortalama ndron sayisit sonuglari (Tablo 7) ve (Sekil 29)

verilmistir.

Tablo 7. DG bolgesindeki ndron say1 degerleri, ortalamalar1 ve SEM degerleri goriilmektedir

K A T
1 5828324,57 5335020,95 5577329,14
2 5707635,24 5460000 5699721,33
3 5826934,86 5584706,67 5574700,57
4 5826029,71 5577127,62 5458088,57
5 570754571 5698530,67 5457891,43
Ortalama 5779294,02 5531077,18 5553546,21
SEM 26184,4762 55327,18857 40319,87081
DG Bolgesindeki Ortalama Noron Sayisi
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Sekil 29. DG bdlgesinde hesaplanan ortalama ndron say1 degerleri (=SEM) goriilmekte. **: Gruplar

arasinda hesaplanan p< 0,01 diizeyindeki anlamlilik seviyesini gosterir
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Stereolojik bulgulardan elde edilen ndéron sayist hesaplamalar sonucunda K
grubu ile A grubu arasinda ileri derecede anlamli bir fark (p=0,008; One-way ANOVA);
K grubu ile T grubu arasinda ise anlamli bir fark (p=0,014; One-way ANOVA)
bulundu. A grubu ile T grubu arasinda anlamli bir fark ¢ikmadi (p=0,940; One-way
ANOVA).

4.3. Histolojik Bulgular
Her ii¢ grubun preparat kesitlerinin hipokampus CA1, CA2 ve CA3 bolgelerine
ait Cresyl Violet ile boyanan kesit goriintiileri 151k mikroskobu altinda incelendi ve

stereolojik bulgular1 asagida verildi.

4.3.1. CA1 Bolgesinden Elde Edilen Bulgular

K grubuna ait kesitlerde ndronlarin hacmi ve sekli normal goriinimdeydi.
Benzer goriintii A ve T gruplarina ait CA1 bolgesindeki néronlarda da tespit edildi.
Tlim gruplara ait perikaryon sinirlar1 diizglin ve piramidal sekilliydi. K grubunda bir
alana diisen noron sayist A ve T gruplarina gore daha fazlaydi. Ayrica A ve T

gruplarindaki noronlar arasina dagilmis olan kapillerin ¢aplar1 daha genisti (Sekil 30-

32).
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20pm

Sekil 30. K grubuna ait hipokampus CAl bolgesinden elde edilen 151k mikroskobik goriintiisii
goriilmektedir. x100 biiyiitme, Boya: Cresyl Violet
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- 20pm

Sekil 31. A grubuna ait hipokampus CAl bolgesinden elde edilen 151k mikroskobik goriintiisii
goriilmektedir. Yildiz: Kapiller. x100 biiyiitme, Boya: Cresyl Violet
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20um

Sekil 32. T grubuna ait hipokampus CAl bdlgesinden elde edilen 151tk mikroskobik goriintiisii
goriilmektedir. Siyah halka: Kayip ndron, x100 biiyiitme, Boya: Cresyl Violet

4.3.2. CA2 Bolgesinden Elde Edilen Bulgular

K (Sekil 33), A (Sekil 34) ve T gruplarina (Sekil 35) ait kesitlerde néronlarin
hacmi ve sekli normal goriiniimdeydi. Perikaryon smurlari diizgiin ve piramidal
sekilliydi. K grubunda bir alana diisen ndron sayist A ve T gruplarina gore daha
fazlaydi. Stereolojik bulgulara benzer bir sekilde A ve T gruplar1 arasinda CA2

bolgesindeki noronlar igin kayda deger bir fark gézlenmedi.
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Sekil 33. K grubuna ait hipokampus CA2 bolgesinden elde edilen 151k mikroskobik goriintiisii
goriilmektedir. Siyah halka: Glia hiicresi, x100 Biiyiitme. Boya: Cresyl Violet
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Sekil 34. A grubuna ait hipokampus CA2 bolgesinden elde edilen 151k mikroskobik goriintiisii
goriilmektedir. x100 Biiyiitme. Boya: Cresyl Violet
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20pm

Sekil 35. T grubuna ait hipokampus CA2 bolgesinden elde edilen 151tk mikroskobik goriintiisii
goriilmektedir. x100 Biiyiitme. Boya: Cresyl Violet

4.3.3. CA3 Bolgesinden Elde Edilen Bulgular

K grubuna (Sekil 36) ait piramidal hiicrelerin normal goriiniimlii kiiresel
sekildeki ¢ekirdekleri ve hiicrelerin sinirlart diizgiin goriiniime sahipti. A (Sekil 37) ve T
gruplarina (Sekil 38) ait néronlarin bazilarinda ise hacim olarak kiigiilme ve tipik liggen

goriiniimiinden farklilagsma oldugu tespit edildi.
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Sekil 36. K grubuna ait hipokampus CA3 boélgesinden elde edilen 151k mikroskobik goriintiisii
goriilmektedir. Beyaz ok: Glia hiicresi. x100 biiyiitme, Boya: Cresyl Violet
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Sekil 37. A grubuna ait hipokampus CA3 bolgesinden elde edilen 151k mikroskobik goriintiisii
goriilmektedir. Yildiz: Kapiller. x100 biiyiitme, Boya: Cresyl Violet
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Sekil 38. T grubuna ait hipokampus CA3 bolgesinden elde edilen 151tk mikroskobik goriintiisii
goriilmektedir. Siyah halka: Kayip néron, Beyaz ok: Glia hiicresi. x100 biiyiitme, Boya:
Cresyl Violet.

4.4. Immiinohistokimyasal Bulgular

4.4.1. Entorhinal Korteks Bolgesinden Elde Edilen Bulgular

Entorhinal korteks hipokampus ile neokorteksarasinda yer alan bir bolgedir ve
bu iki bolge arasinda uzanan bir iletisim agina sahiptir (Witter, 2011). Fyhn ve ark.,
(2004) gore entorhinal korteks uzaysal hafiza konusunda hipokampuse gore daha
onemli gorevler Ustlenmektedir. Anilarin depolanmasi, istenildiginde geri ¢agrilmasi ve
kodlanmasinda 6nemli roller {istlenir. AH’nda ilk etkilenen yer entorhinal kortekstir.
Sonra sirastyla DG ve ardindan CA3 bolgesi gelmektedir.

Biz caligmamizda entorhinal korteksteki mitotik aktiviteyi de inceledik.

Immiinohistokimyasal sonuglara gore 6zellikle K grubunda (Sekil 39) Ki67 pozitif
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hiicreler A ve T gruplarina kiyasla daha yogun olarak izlendi. A grubu (Sekil 40) ve T
grubunda da (Sekil 41) pozitif boyal1 hiicreler bulunmaktaydi.

Sekil 39. Entorhinal korteksteki noronal gekirdeklerde Ki67 ekspresyonu. K grubundaki mitotik aktivite
yogunlugu dikkat ¢ekmektedir. Ok: Pozitif boyanan hiicre, Zemin boya: Mayer’s

Hematoksilen
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Sekil 40. A grubuna ait entorhinal korteksteki néronal c¢ekirdeklerde Ki67 ekspresyonu. Ok: Pozitif

boyanan hiicre, Zemin boya: Mayer’s Hematoksilen
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Sekil 41. T grubuna ait entorhinal korteksteki noronal g¢ekirdeklerde Ki67 ekspresyonu. Ok: Pozitif

boyanan hiicre, Zemin boya: Mayer’sHematoksilen
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4.4.2. DG Bolgesinden Elde Edilen Bulgular

Mitotik aktivite hipokampusun dentat gyrusunda gozlenmesine karsin CAl,
CA2 ve CA3 bolgelerinde gozlenmedi. K grubuna ait dentat gyrusun subgraniiler
zonunda Ki67 pozitif hiicre sayisi yogun olarak gozlendi (Sekil 42), A grubu (Sekil 43)
ve T grubunda (Sekil 44) belirgin bir pozitiflige rastlanmadi.

Sekil 42. K grubuna ait dentat gyrusun subgraniiler zonu izlenmektedir. Ok: Ki67 ile pozitif boyanan
hiicre ¢ekirdekleri. x100 Biiyiitme. Zemin boya: Mayer’s Hematoksilen
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Sekil 43. A grubuna ait dentat gyrusun subgraniiler zonu izlenmektedir. Ki67 ile pozitif boyanan hiicre

gozlenmemektedir. x100 Biiyiitme. Zemin boya: Mayer’s Hematoksilen
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Sekil 44. T grubuna ait dentat gyrusun subgraniiler zonu izlenmektedir. Ki67 ile pozitif boyanan hiicre

gozlenmemektedir. x100 Biiyiitme. Zemin boya: Mayer’s Hematoksilen
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5. TARTISMA

AH geri dontisiimii olmayan ve devamli ilerleyen, yavas yavas anilari silen ve
diistinme yetisini zayiflatan, en basit glinlik isleri yapmayi sekteye ugratan bir
hastaliktir. Cogu insanda 60’11 yaslarin ortasinda belirtileri goriilmeye baslar. Yagh
niifus arasinda demasa neden olan en yaygin hastaliktir (National Institute on Aging,
2016). En onemli problemi su durumda teshis asamasidir. Ciinkii hastaligin beyinde
ortaya ¢ikmasindan birkag¢ sene sonra belirtileri 6rnegin unutkanlik, kisilik bozukluklart,
dil sorunlar1 vs. goriilebilmekte ya da hastanin Sliimiinden sonra yapilan otopsinin
ardindan beyin atrofisi tespit edilebilmektedir. Siirecin ne zaman basladig1 veya
hastaligin temelini olusturan etmenlerin neden meydana geldigi halen aydinlatilabilmis
degildir. Bu nedenle zaten var olan hastalifin seyrini degistirebilecek veya onu
yavaglatacak ilaglar kullanilmaktadir. Bu ilaglarin ¢ogunu da kolinesteraz inhibitorleri
olusturmaktadir (Alzheimer's Australia, 2016).

Ila¢ sirketlerinin neden kolinestraz inhibitérii kullandiklarmim cevabi noronlar
arast iletisim aginin icinde gizlidir. Noronlar birbirleriyle iletisim kurarken sinaps
bosluguna presinaptik vezikiillerden norotransmiter denilen cesitli kimyasal icerikler
salarlar. Iste bu kimsayal igeriklerin en dnemlisi asetilkolindir. AH olan insanlarin beyin
asetilkolin  seviyeleri normalden diisiiktiir. Kolinesteras enzimleri beyindeki
asetilkolinleri yikima ugratir. Bu nedenle en azindan hastaligin seyrini yavaslatmak
adina kullanilacak olan kolinesteras inhibitorleri sayesinde ortamdaki asetilkolin
seviyesi korunmaktadir (Wang ve ark., 2016).

The Food and Drug Administration (FDA) tarafindan 1993 yilinda piyasaya
siriilen ilk ila¢g bir kolinesteras inhibitdrii olan “Tacrine” olmustur (Alzheimer's
Association, 2016). Onu sirastyla 1996’da “Donepezil”, 2001°’de “Galantamine”,
2003’de “Rivastagmine” ve son olarak 2014 yilinda Donepezil ve Memantine ikilisi
olan “Namzaric” izlemistir. Biogen ila¢ sirketi “Aducanumab” (amiloid plaklara
baglanarak plak sayisini azaltan bir antikor) adli ilagla 2015 yilinda baslattig1 faz III
klinik ¢alismalaria 2016 yilinda da devam etmektedir (Biogen, 2016).

AH riskini en aza indirmek adina bilim insanlar1 degisik Oneriler yayinlarlar.
Ornegin alternatif tiptaki 6nerilenlerden bazilar1 antioksidan (koenzim Q10) kullanimi,
Ginkgo biloba ve omega 3 yag asiti destekleyici besinler tiiketilmesi yoniindedir.

Diizenli egzersiz yapmak, kitap okumak, gazete okumak, siir ezberlemek veya adres-
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numara gibi giinliik yasamda karsimiza ¢ikan bilgileri akilda tutmak da oOnerilenler
arasinda yer almaktadir (Alzheimer's Association, 2016). Literatiire heniliz yeni
kazandirilan bir olgu da organ nakli ile AH arasinda bir iligkinin kurulmasidir. Organ
nakli olan insanlarin AH’na yakalanma riski oldukg¢a diisilk ¢ikmistir (Tablo 8).
Taglialatela ve ark. (2015) gore organ nakli olan insanlarda CNI kullanmalarindan 6tiirii
demans goriilme riski CNI almayanlara gore oldukca diisiik ¢ikmistir. Bu olgu bilim
diinyasina AH tedavisi i¢in yeni bir bakis agis1 getirebilir. Belki de gelistirilecek yeni

immunsupresif i¢erikli ilaglar AH i¢in terapotik adaylar olmaya hak kazanabilir.

Tablo 8. Genel popiilasyonda demans teshisi konmus degisik yas gruplaina ait insanlar ile organ nakli
icin CNI tedavisi almis demansli hasta grubu arasindaki karsilagtirma CNI: Calcineurin

inhibitori (Taglialatela ve ark., 2015’den uyarlanmistir)

Yas Genel Populasyondaki CNI Tedavisi Almis Populasyondaki
Demans Hasta Yiizdesi Demans Hasta Yiizdesi

<65 %0,07 %0,09 (2/2057)

>65 %11 %1,02 (6/587)

>75 %15,3 %0,6 (1/149)

>85 %32 %0 (0/14)

Beynin yaslanmasi: Ca®" regiilasyonundaki degisimler ile iliskilidir (Foster ve
ark., 2001). American Academy of Neurology (2016) yaslar1 70 ile 92 arasinda degissen
700 kadin goniilliiyii bes y1l boyunca takip etmis ve sonunda ekstra Ca*" takviyesi alan
kadinlarin demansa yakalanma riskinin almayanlara gore iki kat daha fazla oldugunu
tespit etmistir. Yaslanmayla birlikte voltaj bagimli kalsiyum kanallarinda artisa baglh
olarak hiicre i¢i Ca®" seviyesinde artma yasanir. Hiicre igindeki Ca>” CaM ile baglanir
ve sonucunda CaN’in aktivasyonunda artis yasanir (Reese ve Taglialatela, 2011).
Yaslandikc¢a beyinde var olan CaN’in aktivasyonunda, ekspresyonunda degil, bir artma
yasanir ve sonunda noronlarin fonksiyonunda ve bilissel zekada bir takim degisiklikler
bas gostermeye baglar (Foster ve ark., 2001). Biz ¢calismamizda bir CNI olan tacrolimus
etken maddeli ilaci deneklere STZ injeksiyonu ile AH modeli yapmadan 6nce oral
yoldan gavaj yardimiyla 10 giin boyunca her giin aym saatlerde verdik. Bizim
hipotezimiz disardan verilecek olan tacrolimus ile demansli beyinde aktivasyonu

normalden fazla olan CaN’ni inhibisyona ugratmak bdylelikle CaN’nin yol agtig1
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sinaptik protein kayiplarini, noral inflamasyonu, néronlar arasi iletisim bozukluklarini
ve hiperfosforile tau olusumlarin1 (Reese ve Taglialatela, 2011) yavaslatmak veya
imkan vermemekti. Nihayetinde ndron dejenerasyonunun ve sayisal azalmanin Oniine
gecebilmekti.

Histokimyasal ve stereolojik analiz sonuglarimiza goére hipokampusun CA1
bolgesinde K grubu ile A grubu; K grubu ile T grubu arasinda ileri derecede anlamli bir
fark (p=0,000; One-way ANOVA) tespit edildi. Hem A hem de T grubunda K grubuna
gore noron sayisinda bir azalma gozlendi. Yani A ve T gruplarina ait deneklerimizde
CA1 bolgesinde néron azalmasi tespit edildi. West ve ark.(1994) gore hipokampusun
diger bolgeleri ile kiyaslanildiginda 6zellikle néron kaybinin goriildiigii bolge CAl
bolgesidir. K grubu ile A grubu arasindaki bu anlamli fark beklenen bir durumdu fakat
A grubu ile T grubu arasinda anlamli derecede bir farkin ¢ikmamasi bizim hipotezimizi
clirlitmektedir. Cilinkii biz CNI'nin koruyucu etkisi sayesinde CA1l bolgesinde ndron
kaybinin hi¢ olmamasi degil ama en azindan K grubu noron sayisina yakin bir degerde
cikmasini bekliyorduk. Bu sonucun goriilmesinde tacrolimus etken maddeli ilacin doz
miktarinin ya da ilacin uygulama siiresi olan 10 giliniin yetersiz kalmasindan Gtiirii
meydana gelen eksikliklerin yol agabilecegi diisiiniilebilir.

Hipokampusun CA2 bdlgesinin analizleri sonucunda sadece K grubu ile T
grubu arasinda anlamli derecede (p=0,033; One-way ANOVA) bir fark oldugu tespit
edildi. K grubuna goére A grubunda ndron azalmasi tespit edilemedi. Literatiirde
AH’nda hipokampusun CA2 bolgesindeki ndron kaybi ile ilgili kaynak sayist diger
hipokampusun bolgeleri ile kiyaslanildiginda ¢ok daha az karsimiza ¢ikmaktadir. Bunun
muhtemel nedeni CA2 bolgesinde meydana gelen néron kaybinin dnemsenmeyecek
boyutta olmasi1 olabilir. Padurariu ve ark., (2012) goére CA2 bdlgesindeki ndron
sayisinda azalma vardi ama 6nemli derecede degildi (p>0,01). Bizim ¢alismamizda da
noron azalmasi anlamli derecede tespit edildi (p<0,05) fakat CAl ya da CA3
bolgelerinde tespit edilen néron azalmasi kadar anlaml ¢iktig1 sylenemez. Stereolojik
analizleri sonucunda tacrolimusun CA2 bolgesindeki néronlara olumsuz etkisi oldugu
goriilmiistiir. CA2 bolgesindeki ortalama ndron sayis1 diger iki grup ile kiyaslandiginda
neden T grubunda daha az ¢iktig1 bilinmemektedir.

Hipokampusun CA3 bdlgesinin analizleri sonucunda CA1 bdlgesinde gozlenen

duruma yakin tespitler elde edildi. Yine K grubu ile A grubu; K grubu ile T grubu
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arasinda anlamhi derecede bir fark (p=0,000; One-way ANOVA) tespit edildi. Hem A
grubu hem de T grubunda, K grubuna kiyasla noron sayisinda bir azalma gozlendi.
Padurariu ve ark. (2012) gére AH olan insanlarin hipokampus CA3 bolgelerinde néron
kayb1 olmaktadir. Bizim yapmis oldugumuz stereoloji ¢aligmalari sonucunda elde
ettigimiz CA1 ve CA3 bolgelerindeki néron kayiplar1 analiz sonuglarimiz literatiir
bilgisi ile de desteklendi (West ve ark., 1994; Casadesus 2011; Padurariu ve ark., 2012).

Hipokampusun DG boélgesinin analizleri sonucunda K grubu ile A grubu
arasinda ileri derecede anlamli bir fark (p=0,008; One-way ANOVA) oldugu tespit
edildi. K grubu ile T grubu arasinda ise anlamli bir fark (p=0,014; One-way ANOVA)
bulundu. A grubu ile T grubu arasinda da anlaml bir fark ¢ikmadi (p=0,940; One-way
ANOVA).

AH’nda amiloid plak birikimi veya tau norofibrillerin varligr néron kaybi ile
kiyaslandiginda daha 6nemsiz kalmaktadir. Demansa neden olan asil olay ndronal
kayiptir (Andrade-Moraes ve ark., 2013). Biz de ¢alismamizda noéronal kayiplarin
tizerinde durduk. Hipokampusun CA1l ve CA3 bolgelerinde anlamli derecede ndron
kayb1 oldugunu stereolojik bulgulardan elde ettik. Ozetle, hem CAl hem de CA3
bolgeleri icin K grubu ile A grubu arasinda ve K grubu ile T grubu arasinda anlaml
derecede (p<0,01) noron kayb1 gbzlendi. Fakat A ile T gruplar1 arasinda anlaml bir fark
c¢ikmadi. STZ injeksiyonundan once verilen tacrolimus etken maddeli ilag CaN’nin
olumsuz etkisini bertaraf etmede yetersiz kaldi. Muhtemelen ilacin verilme siiresinden
kaynaklanan bir olumsuzluk olabilir. Arora ve ark. (2013) yaptiklar1 bir ¢alismada
FK506’nin intraserebral STZ injeksiyonlu si¢anlarda norotoksisiteyi hafiflettigini rapor
etmislerdir. Kullandiklart FK506 doz miktar1 bir deney grubu icin 0,5 mg/kg iken diger
deney grubu i¢in 1,0 mg/kg’dir ve 21 giin boyunca deneklere verilmistir. Ayrica STZ
injeksiyonundan sonra ilag verilmeye baslanmistir. Biz ¢alismamizda deneklere 10 giin
boyunca 0,5 mg/kg tacrolimusu heniiz STZ injeksiyonu yapilmadan 6nce oral yoldan
verdik. Taglialatela ve ark. (2015) gore organ nakli olan hastalar tacrolimus etken
maddeli ila¢ kullanmakta ve de demansin goriilme oraninin oldukga diisiik ¢iktigini bir
makalede yaymlamiglardir. Eger dyleyse muhtemelen bizim kullandigimiz ilacin doz
miktar1 yetersiz kaldi1 veya kullanilan siire az geldi. Cilinkii sunduklar1 olguya bakarsak o
zaman tacrolimusun ndron sayisindaki azalmayi engellemesi gerekti fakat biz Gyle

bulmadik, etkisiz kaldigin1 gordiik.
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AH’nda etkilenen alanlar ilk olarak entorhinal korteks, CAl ve subiculum
bolgeleridir (Li ve ark., 2008). Biz calismamizda mitotik hiicre aktivasyonunu
entorhinal kortekste gozlemledik. Entorhinal korteks bilissel fonksiyonlar i¢in esastir.
Bu nedenle bu bolgede goriilen hasar gliyal bozukluk gibi ndronal ve sinaptik
degisimlerden kaynaklanan ve hafiza defektleri ile sonuglanan AH gelisimi icin temel
Ogedir (Yeh ve ark., 2011). Biz calismamizda entorhinal kortekste her ii¢ grupta da
mitotik aktiviteli hiicreler oldugunu belirledik.

May-Britt Moser ve Edvard Moser beynin sanki bir GPS gibi koordinasyonlari
belirleyip haritalamay1 saglayan, insanin duragan haldeki pozisyonu hakkinda beyne
bilgi veren, beyindeki yer ve durumu belirleyen hiicreler olan “grid hiicre” kesfinden
sonra 2014 Nobel Fizyoloji (T1p) 6diiliinii almaya hak kazandilar. Entorhinal korteksin
AH’nda etkilenen ilk bdlge oldugunu ve hastalarin neden bir anda nerede olduklarini
veya ne yaptiklarini unuttuklarin1 bu bolgedeki lezyonlardan kaynaklandigini da ifade
ettiler (Abbott, 2014). Entorhinal korteks hem anatomik hem de fizyolojik yapisindan
dolayr yiizeysel (I-III) ve derinsel (IV-VI) olmak iizere iki farkli organizasyondan
olusur. Ylizeysel organizasyon alani hipokampuse giden bilgilerin ana kaynagidir.
AH’nda entorhinal kortekste noronal kayip ve atrofi goriilmektedir. Fakat gen
ekspresyonu hakkindaki bilgiler sinirlt diizeydedir (Ding ve ark., 2014).

Korteksten hipokampuse dogru akan bilgi iletimini kontrol eden DG
hipokampuse agilan ana kapidir (Lee ve ark., 2016). Arabpoor ve ark. (2012) gére DG
bolgesinde norojeneze neden olan veya apoptozu onleyen faktorler 6grenme ve hafizayi
gelistirebilir. Yaptiklar1 bir ¢alismada DG bdlgesi i¢in kontrol grubu ile Alzheimer
grubunu kiyasladiklarinda, kontrol grubunda daha fazla mitotik aktiviteli hiicre
oldugunu tespit etmislerdir. Biz de ¢alismamizda K grubunda DG bdlgesinde mitotik
hiicre yogunlugunu tespit ettik fakat A ve T gruplarinda tespit edemedik.

20. ylizyilin baglarindan itibaren 6grenme ve hafiza siirecinin 6l¢iilmesinde ¢ok
sayida deneysel prosediir gelistirilmistir. Oncelikle mekéansal &grenmeyi ve geri
cagirmayl Olgmek lizere tasarlanan bu deney oOzellikle kemirgenlerde yaslanmanin,
deneysel lezyonlarin ve ilag etkilerini degerlendirmek i¢in olduk¢a yararli olmustur.
MWM testi davranis fizyologlar1 ve farmakologlar tarafindan en ¢ok kullanilan ve kabul
goren deneydir ayrica 1982 yilindan beri 2500’den fazla makalede c¢aligsmalari

yaymlanmistir (Terry, 2009). Biz de ¢alismamizda kisa siireli hafiza ile yer-yon bulma
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becerilerini 6lgmek icin MWM testini uyguladik. K grubu ile A grubu ve T grubu
karsilastirildiginda ileri derecede anlamli bir fark oldugu goriildii (p<0,01; One-way
ANOVA). K grubunun performansi diger iki grup ile kiyaslandiginda daha basarili
oldugu ortaya c¢ikti. Stereolojik analizler ile birlestirildignde, A ve T grubunda goriilen
noronal azalma ile beyinde etkilenen hipokampus ve entorhinal korteks MWM test
sonuglar1 ile ortiismektedir. A grubu ile T grubu arasinda anlamli derecede fark

goriilmemesi (p=0,049; One-way ANOVA) yine stereolojik analizler ile ortiismektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

» STZ injeksiyonu sonucunda elde edilen AH model deneklerde (A grubu) genel
olarak hipokampusunun CA1, CA3 ve DG bolgelerinde anlamli derecede (p<0,01;
One-way ANOVA) noron kaybi oldugu bulgusuna varildu.

» Tacrolimus deneklere STZ injeksiyonundan once verildi (T grubu). Tacrolimusun
noron koruyucu oldugu etkisine rastlanmadi. K grubu ile T grubu arasinda néron
sayist bakimindan genel olarak hipokampusun ilgili bolgeleri i¢in anlamli bir fark
cikt1 (p<0,01; One-way ANOVA); T grubundaki ortalama ndron sayis1 K grubundaki
ortalama ndron sayisindan az bulundu. Yani tacrolimus néron azalmasinin Oniine
gecemedi. A grubu ile T grubu arasinda anlamli bir fark ¢ikmadi (p>0,05; One-way
ANOVA).

» Morris su tanki testinde K grubuna ait deneklerin yer-yon hafizasi ve kisa siireli
bellek kapasitesi A grubu ve T grubu ile kiyaslanildiginda daha basarili bulundu. K
grubu ile diger iki grup arasinda anlamli derecede fark tespit edildi (p<0,01; One-
way ANOVA). A grubu ile T grubu arasinda anlamli bir fark ¢ikmadi (p>0,05; One-
way ANOVA).

» Yapilan immiinohistokimyasal islemler ile entorhinal korteksteki Ki67 ile pozitif
boyanmus hiicrelerin stereolojik olarak sayimlarinin da yapilmasi bilimsel ¢aligmalar
i¢cin destekleyici nitelikte olabilir. Bu nedenle pozitif boyanmis hiicrelerin sayimi ve
analizi bundan sonra yapilacak olan caligmalarda onerilir.

» Farkli dozaj miktarlar1 ve ilacin verilecegi giin sayisinin da arttirilmasi ile farkl
caligmalar yapilmasi ydniinde bir énerimiz vardir. Insan popiilasyonu iginde organ
nakli olan insanlarda AH riskine bagh olarak ortaya ¢ikan demansin goriilme orani
azimsanmayacak kadar az diizeyde ortaya ¢ikmistir. Bundan dolay1 bizim kanaatimiz
tacrolimus gibi immiinsupresif ila¢ calismalarina bu hastalik i¢in simdi ve gelecekte

Onem verilmelidir.
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