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ONSOZ

Giiniimiizde canlilarin yagam kalitesi ve refahi diistintildiiglinde, bu alanda belki de en
onemli sorunlardan birini, yasa bagli olarak agiga ¢ikabilen kognitif rahatsizliklar olusturur. Bu
tiir durumlarda uygulanabilecek tam etkili bir tedavi segenegi maalesef yoktur. Kullanilan
ilaglar da oldukca smirl1 ve ancak semptomatik diizeydedir. insanlarda Alzheimer Hastalig1’na
ve kopeklerde goriilen, patolojileri ve hastalik seyri birbirine oldukca benzeyen Konginif
Disfonksiyon Sendromu’na kars1 etkili bir tedavi segeneginin olmamasi, hastaliktan korunmay1
daha da 6nemli bir hale getirmistir. Bu tiir kognitif rahatsizliklara kars1 6zellikle oksidatif strese
yonelik olarak canlinin diyetinin yeniden diizenlenmesi, gerek korunmada gerekse
semptomatik tedavi amaciyla 6nemli segenekler arasindadir. Giinlik yasamda kullanimi
kacinilmaz olan bitkisel yaglarin se¢ciminde; bu yonde olumlu etki gosterenlerin kullanimda 6n
plana ¢ikarilmasi, bu tiir rahatsizliklara kars1 alinabilecek dnlemler arasinda etkili bir segenek
olacag diisiiniilmektedir. Bu noktadan hareketle bu tez galismasinda; bitkisel yaglar i¢erisinde
icerdigi fenolik maddeler ve diger antioksidan maddeler ile 6n plana ¢ikan ve ayr1 bir 6neme
sahip olan Extra-virgin zeytinyaginin ve yine bitkilerde bulunan ve kognisyon tizerine olumlu
etkilerinin oldugu bildirilen rozmarinik asitin, deneysel olarak olusturulacak olan AH
modelindeki etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Olusabilegi 6ngoriilen bu olumlu etkilerin
karsilastirilmast i¢in de hastalia karsi su an i¢in semptomatik tedavide en sik kullanilan
ilaclardan biri olan donezepil referans olarak seg¢ilmistir. Calisma sonucundan elde edilen
veriler 15181nda; ilerleyen zamanlarda gerek insan gerekse hayvanlarda 6zellikle yasa baglh
olarak gelisen bu tiir kognitif bozukluklara karsi diyetle alinabilecek onlemler ve hastaligin
semptomatik tedavisinde ila¢ olarak bu maddelerin kullanimina yonelik yeni ¢alismalarin da

onti acilacaktir.

Bu tez ¢alismasinda, ¢calisma planlamasinin ilk giliniinden itibaren sabir ve anlayisla
destegini hicbir zaman eksik etmeyen basta kiymetli tez danismanim Dog.Dr. Levent
ALTINTAS olmak iizere, Izmir’deki hayatimin her asamasinda yanimda olan, varhigm ve
giivenini en zor zamanlarimda dahi hissettirerek yol gdsteren kiymetli hocam Prof.Dr. Nazan
Uysal HARZADIN’a, tez izleme komitemde yer alan Prof.Dr. Ender YARSAN ve Dog¢.Dr.
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Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali Ogretim Uyelerine, Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyelerine, her ihtiyacim oldugunda kapilarimni
cekinmeden ¢alabildigim ve yardimlarini esirgemeyen sevgili ¢alisma arkadaglarim Dr. Giiven
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1. GIRIS

Gliniimiizde canlilarin yasam kalitesi ve refahi diisiintildiigiinde, bu alanda
belki de en 6nemli sorunlardan birini, yasa bagli olarak aciga cikabilen kognitif
rahatsizliklar olusturur. Bu tiir durumlarda uygulanabilecek tam etkili bir tedavi
secenegi maalesef yoktur. Kullanilan ilaglar da oldukga sinirlt ve ancak semptomatik
diizeydedir. Ayrica; bu maddelerin kortikohippokampal bagimli 6grenme, kognisyon
ve hafiza hasari, oksidatif redoks bozukluguyla olusan motor ve arastirma davranisi
bozuklugu, anksiyete siddetine etkileri ve terapdtik potansiyelleri {izerine yapilmis
bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma ile si¢anlarda AICl3 ile olusturulan
Alzheimer hastaligi modelinde, dejeneratif bozukluklarda EVOO, rozmarinik asit ve
donepezilin davranissal paradigmalar tizerine etkileri ve siganlarmin prefrontal
korteks ve hippokampusunda, uygulanacak maddelerin terapétik etkileri

arastirilmistir.

1.1. Kognisyon ve Kognitif Disfonksiyon Sendromu

Kognisyon (bilis); farkindalik, 6grenme, hafiza ve karar verme gibi zihinsel
siirecleri ifade eden ve canlilarin ¢evre hakkinda bilgi almasina, islemlemesine,
korumasina ve nasil davranacagina iligkin kararlar almasina olanak saglayan bir
yetidir. Bu yetinin kaybedilmesine veya zayiflamasina neden olabilecek durumlarda
canlilarda davranis bozukluklar1 goriiliir ve memelilerin ¢ogunda yasa bagli olarak
noropatolojik degisiklikler gelisir. Bu durum; insanlarda Alzheimer Hastaligi (AH),
hayvanlarda ise Kognitif Disfonksiyon Sendromu (KDS) olarak isimlendirilir (Bain
ve ark., 2001). insanlarda yasam kalitesinin diismesine neden olan ve kademeli
olarak biligsel fonksiyonlarda bozulma goriilen en yaygin noérodejenatif bozukluk
Alzheimer hastaligidir (Landsberg ve ark., 2012). Insanlar, kopekler ve daha az
olarak kedilerde beynin yaglanmasinda goriilen norodejeneratif degisikliklerin

paralellik gosterdigi kabul edilir ve bu nedenle de ozellikle kdpeklerde kognitif



disfonksiyon, Alzheimer hastaliginin spontan modeli olarak kabul edilir (Landsberg
ve ark., 2012).

Kognitif disfonksiyon sendromu; organ yetmezligi, enfeksiyon ya da neoplazi
gibi medikal sorunlarin disinda kalan geriatrik davranislar1 tanimlar. Bu davranig
degisiklikleri de genelde; bilis ve tanima kaybi, ev ve tuvalet egitimini kaybetme,
disoryantasyon ve uyku-uyaniklik dongiisiinde bozukluklar olmak {izere dort ana
baslik altinda toplanir. Bu belirtiler yaslanma ile birlikte dogal olarak da karsilagilan
olgulardir (Dodman ve ark., 1998; Overall, 2000). Sekiz yasindan biiylik kopeklerde
goriilen norodavranigsal sendromlar genellikle kognitif disfonksiyon sendromu
olarak tamimlanir. Ozellikle serebral korteks ve hipokampuste ilerleyici
norodejeneratif degisikliklerle ve kognitif islevlerde diisiisle karakterizedir
(Landsberg ve ark., 2012). Kopeklerdeki kognitif disfonksiyonda insanlarda
Alzehimer hastaliginda oldugu gibi amiolid beta (AB) patolojisi, azalmis beyin
voliimii, noron kayb1 ve bozulmus norogenez goriiliir (Landsberg ve ark., 2012).
Hayvan bakimindaki gelismeler ve yeni besleme metodlartyla birlikte artik pet
hayvanlarinin Omiirleri uzamis, yasam kaliteleri artmistir; fakat odmriin uzamasiyla
beraber, yaslanmaya bagli hastaliklarin da goriilme siklig1 artmistir. Bunun sonucu
olarak yakin zamanda yapilan caligmalar yasa bagli hastaliklarin tani1 ve tedavisi
tizerine yogunlasmistir (Reid ve ark., 2000). Kognitif disfonksiyon sendromunun da
Alzheimer hastaligina benzer sekilde heniiz bilinen bir tedavisi yoktur. Bu nedenle
degistirilebilir risk faktorlerinin belirlenmesi ve Onleyici stratejiler gelistirilmesi
ciddi onem teskil eder. Halen, kognitif disfonksiyon sendromunun risk faktorleri ile
iliskili simirli sayida veri bulunmaktadir. Ispanya’da yapilan bir calismada yash
kopeklerin cinsiyet, biiytikliik, tireme durumu ve kognitif becerileri karsilagtirilmistir
(Azkona ve ark., 2009). Bu calismada disi ve kisirlastirilmis kopeklerin erkek ve
kisir olmayan kopeklerden daha fazla risk tasidigi bildirilmistir. Ayrica, agirlik
istatistiksel olarak tetikleyici faktor olarak anlamli olmasa da; kii¢lik 1rk kdpeklerde
biiyiik 1rk kopeklere gore bilissel bozulma oraninin daha yiiksek oldugu bildirilmistir
(Azkona ve ark., 2009). Benzer sekilde baska bir ¢alismada kisirlastirilmayan erkek
kopeklerin kisirlastirilan kopeklere gore kognitif bozulma oraninin daha az oldugu

bildirilmistir (Hart, 2001). Danimarka’da yapilan bagka bir ¢alismada ise; cinsiyetin



ya da agirhigin kognitif bozulma ile korele olmadigi bildirilmistir (Fast ve ark.,
2013). Epidemiyolojik ¢alismalar; 11-14 yas araligindaki kopeklerin %28-29,5’inde,
15 yas ve tizeri kopeklerin %47,6-68’inde kognitif disfonksiyon sendromu
goriildiigiinii ortaya koymaktadir (Azkona ve ark., 2009; Neilson ve ark., 2001). Bazi
aragtirmalar kopeklerdeki kognitif bozulmanin yayginligini arastirmak igin
diizenlenmis anket ¢alismalarindan da yararlanmistir (Neilson ve ark., 2001; Osella
ve ark.,, 2007). Bu calismalarda goriilen prevalans tahminleri %22,5- %73,5
arasindayken, bu sonuglarin 6nceden veteriner hekim tarafindan teshis konulan
sonuclar olmadigini da belirtmek gerekir. Ornegin bir ¢alismada %75’inde kognitif
disfonksiyon sendromu ile iligkili davranis degisiklerinin en az bir tanesi goriilen
kopeklerde, sahiplerinin sadece %12’ sinin bu davranis degisikliklerini veteriner
hekimlerine bildirdigi belirtilmistir. Hayvan sahiplerinin biiyiikk ¢ogunlugu,
hayvanlarinin yaslanmaya bagli davranis degisikligi gosterdigine inanmay1 reddeder

(Landsberg ve ark., 2005).

Yaslanmaya baglh olarak gelisen davranis degisiklikleri, farkli bir ¢cevre ya da
medikal bir problemden degil; disfonksiyon siirecinin normal seyri olarak kendini
gosterir. Bu siiregteki hayvanlarin, aile tiyeleriyle gecirdigi zaman sikligi ve kalitesi
de diiser. Hatta bazi hayvanlarin aile {iyelerini bile taniyamadigi, bazilarmin evin
icinde kayboldugu, yine bazilarmmin da daha once dogru bir sekilde edinilen ev
aligkanliklarin1 unutabildigi bildirilmistir. Bu siirecte iirinasyona bagli problemler
defekasyon kaynakli problemlerden daha ciddi olarak kendini gosterir. Bosluga
bakip kalma, kdsede hareketsiz bekleme, yanlis kapiya ya da kapinin yanlis tarafina
yonelme, amagsiz dolagsma gibi davraniglar goriiliir. Bazi hayvanlar giindiiz uyurken,
gece uyanikliktirlar. Hayvanlarda sizlanma, dolagma, yerleri ¢cizme gibi davranislar
goriilebilir. Klinik belirti olarak; asir1 havlama ya da uluma, egzersiz intolerans,
merdiven c¢ikma zorlugu, yon bulmada zorlanma, uyarilabilirlikte artis, sahip
yoklugunda olusan yeni korkular ve fobiler goriilebilir. Baz1 hayvanlar sahiplerine
daha bagimli bir hale gelir ve sahiplerini her yerde takip ederler (Frank, 2003). Ayni
zamanda kognitif disfonksiyon sendromu olan kopeklerde mekansal 6grenme ve
hafizay1 Olgen testlerde 6nemli bir kognitif diisiis gorildiigi de rapor edilmistir.

Diizensiz lokomotor aktivite, artan amagsiz davramislarin sikligi, toplumsal



izolasyon, anksiyete de kognitif disfonksiyon sendromunun klinik belirtilerindendir
(Rosado ve ark., 2012).

1.2. AH ve KDS Patolojisi

AH, demansin en sik goriilen néro-patolojik formudur ve beyinde ¢ogunlukla
B-amiloid (AP) birikimiyle olusan senil plak ve hiper-fosforile tau proteininin
olusturdugu norofibriler yumak lezyonlarinin goriilmesi ile karakterizedir (Vinters,
2015). Tau 17. kromozom tarafindan kodlanan mikrotiibiil asosiye proteinler (MAP)
ailesinden bir proteindir. Mikrotiibiillerin stabilizasyonu, hiicre iskeletinin biitiinligi
ve aksonal transportta 6nemli rol alir. AH patogenezinde hiperaktif kinazlar ve/veya
hipoaktif fosfatazlar tau proteininin hiperfosforilizasyonuna yol agarak
mikrotiibiillere  baglanma yetenegini bozar. Baglanmamis fosforilize tau
coziilemeyen ¢ift sarmalli filamanlara polimerize olur. Bunlar zaman ig¢inde

intrandronal norofibriler yumaklar (NFY) haline gelir (Braak ve ark., 1991).

AH’ndaki ikinci temel noropatolojik degisiklik olan amiloid plaklar, farkli
morfolojik yapilarda olabilir; ancak ana bileseni amiloid beta proteindir. Af amiloid,
40-42 aminoasitten olugan bir protein olup, daha biiyiik bir transmembran protein
olan, 19. kromozomda kodlanan ve islevi tam olarak anlasilamamis bir
transmembran protein olan amiloid prekiirsor protein (APP)’den proteolitik yolla
olusur (Glenner ve ark., 1984; Masters ve ark., 1985). AH’nda klinik olarak ilerleyici
bir bilis kayb1 goriiliir. Bu durum, giinliik aktiviteleri gergeklestirmede giigliik ¢ekme
ile baslayarak, nihayetinde 6liime kadar ilerleyebilir (Nelson ve ark., 2009). Serebral
amiloidozis, AH patogenezinin muhtemel baslangici olarak degerlendirilir. Plaklar
cogunlukla AB-42 peptidlerinden olusur. Bu peptidler canlida agregasyon olusturma
egilimine de neden olur (Bitan ve ark., 2003; Cole ve ark., 2008). Beyin omurilik
stvisinda (BOS) AB-42 nin azalmasi ve beyinde amiloid birikimi, belirgin demans
semptomlarinin ortaya ¢ikmasindan yillar ncesine dayanir (Karran ve ark., 2011).
AH ilerleyici karakter gosteren bir hastalik oldugu i¢in; hastalikla miicadelede erken

tedavi olduk¢a onemlidir. AH i¢in risk faktorlerinin erken belirlenmesi, hastaligin



erken teshisine ve dolayisiyla da basarili tedavi stratejilerinin gelistirilmesine olanak
saglar (Sperling ve ark., 2011). AH, tibbi bakim ve buna bagh toplumsal
maaliyetlerde onemli zorluklar ortaya ¢ikarir. AH’nin prevalansi tiim diinyada
yaslanan niifusun artigiyla birlikte dramatik bir sekilde artmaktadir, ¢iinkii AH’nin
primer risk faktorii yashiliktir (Frisoni ve ark., 2017). AH’nin biyobelirte¢lerinin
belirlenmesinde nérogodriintiileme sistemlerinin kullanilmasi merkezi bir rol oynar.
En sik kullanilan nérogoriintiileme sistemlerinden biri, AH i¢in beyin atrofisini
tamimlayan manyetik rezonans goriintiilemedir (MRG) (Davatzikos ve ark., 2009).
Hatta yakin zamanda yapilan arastirmalarda beyin atrofisinin (6rnegin hipokampal
bolgede) AH baglamadan 10 yil Oncesine kadar saglikli bireylerde bile

tanimlanabilecegini gostermistir (den Heijer ve ark., 2010; Dickerson ve ark., 2011).

Son zamanlarda yapilan calismalarda hayvanlardaki KDS ile AH patolojisi
arasinda benzerlikler oldugu bildirilmistir. Yasli hayvanlardaki biligsel bozukluklar
kuvvetli bir sekilde B-amiloid birikimiyle iligkilidir. Ventrikiiler genisleme ve
vaskiiler degisiklikler insanlarda ve kopeklerde benzerdir (Cummings ve ark., 1996).
Cogu acidan, kopeklerdeki bilissel fonksiyonlar primatlarla karsilastirilabilir
diizeydedir. Ozellikle sosyal kognisyon, insanlarda ve kdpeklerde birbiriyle uyum
icerisindedir (Hare ve ark., 2005). Ayrica, insanlarin ve kopeklerin beslenme

ihtiyaglar1 da benzerdir (Araujo ve ark., 2005).

Son zamanlarda insanlar ve kopeklerin ortak cevreyi ve yasam tarzini
paylasmasi, benzer kirleticilere ve hastalik etkenlerine maruz kalmasi, yaslanmaya
bagl olarak gelisen hastaliklarin patolojilerinin de benzer sekilde ilerlemesine sebep
olmustur (Kaeberlein ve ark., 2016). Daha uzun yasam siiresi ve AH, obsesif
kompulsif bozukluk ya da hiperaktivite gibi insanlarda da goriilen bir¢ok psikiyatrik
hastaligin da goriilmesi sebebiyle kopekler, hastaliklarin altinda yatan sebeplerin
aragtirtlmasinda geleneksel rodent modelleri ya da primat modellerinin Oniine
gecmistir (Kaeberlein ve ark., 2016). Laboratuvarda Beagle irki kopeklerle yapilan
kognisyon g¢alismalarinda, kognitif bozuklugun insanlarda oldugu gibi kdpeklerde de
beyinde senil plaklarda B-amiloid protein birikimiyle iliskili oldugu gésterilmistir.

Bu bulgular, yasa bagli kognitif bozukluklarin insanlarda ve kopeklerde benzer



noropatolojiden kaynaklandigimi gosterir (Adams ve ark., 2000). AH’nda daha
ziyade A-amiloid alt tiplerinin birikimi olsa da, pB-amiloid birikimi de goriiliir.
Bununla birlikte noron kaybi, hiperfosforile tau proteinlerinin ¢dkmesi gibi
histopatolojik belirtiler ise her iki vakada da goriiliir (Erik, 2004). Yine hayvanlarda
da; AH benzer sekilde, yaslanmayla birlikte serebral amiloid plaklar gelismekte ve
bu durum yasa bagli bilissel islev bozuklugunun dogal modeli olarak
kullanilmaktadir (Cotman ve ark., 2008). Hayvanlarin beyin paransiminde amiloid
depolar1 ¢ogunlukla diffuz plaklar olarak goriilir ve bu plaklar insan beyninde

goriilenlerden daha biiyiiktiir (Cummings ve ark., 1996).

Insanlarda ve hayvanlarda amiloid protein 6nciisii izoformlari, proteazlari ve
AP bozulmasina yol agan enzimler arasinda yakin bir benzerlik bulunur (Sarasa ve
ark., 2010). Bu nedenlerden 6tiirii, A izoformlarinin profili ve serebrospinal sividaki
AP degisimleri insanlarda ve hayvanlarda karsilastirilabilir durumdadir (Lu ve ark.,
2013). Hayvanlarda beyinde ve BOS’ta goriilen AB degisimleri, insanlardaki AH nda
goriilen degisikliklerle benzerlik gosterir (AB-42 BOS’ta diiserken, beyinde biriken
plak miktar: her iki vakada da artar) (Head ve ark., 2010). Yine hayvanlarda yasa
bagl kognitif bozukluk sablonu ile insanlarda AH’nin erken doneminde goriilen
bozukluklar paralellik gosterir. Her ikisinde de kisa siireli ¢aligma bellegi ve
yiiriitiicii fonksiyonlarda problemler goriiliir (Studzinski ve ark., 2006). Ozellikle
yaglanma ile birlikte kopeklerin beyninde olusacak degisiklikler; insanlarin
yaslanmasiyla birlikte beyinde goriilen olusumlara benzerdir. Buna iliskin 1900’lerin
basinda benzer anormal ndron filizlenmesi gosterilmistir (Lafora, 1914). 1950’li
yillara gelindiginde arastirmacilar Alzheimer plak patolojisi olan AP proteini
birikimini gozlemlemislerdir (Osetowska, 1966). Yeni ¢aligmalarda ise, yasli kopek
beyninde azalmis endojen antioksidan seviyesi, kortikal atrofi, miyelin
dejenerasyonu ve protein birikimleri de incelenmistir (Tapp ve ark., 2004). Yani,
kopek beyninde yasa bagli olarak degisen p-amiloid patolojisi, kognitif
fonksiyonlardaki degisiklikler ve in vivo AH belirtegleri; yaslanan kopegin AH nin
ilerlemesinin takibinde model olarak kullanilabilecegini gosterir (Borghys ve ark.,
2017).



Bu benzerliklerin yaninda hayvan ve insanlarda goriilen kognitif bozukluklarin
patolojisinin Ortiismedigi belirtiler de vardir. Alzheimer hastalarimin beyninde
hiperfosforile tau proteinin birikiminden kaynaklanan olgun nérofibril yumaklar
gelisirken, hayvanlarda hiperfosforile tau bulunmasina ragmen, insanlarda goriildigii
gibi norofibril yumaklar gézlenmez (Wegiel ve ark., 1998). AP plaklar1 yaslanan
kopek beyninde diffuz plaklar olusturacak sekilde ¢oker (Head ve ark., 1998). AB-42,
ApP’lerin baskin tiiridiir, daha uzun ve daha toksiktir, siralanimi insanlara benzer
sekildedir (Cummings ve ark., 1996). Plaklarin birikimi bolge spesifiktir, prefrontal
kortekste, entorinal, parietal ve oksipital bolgeye gore daha yogun ve daha erken
yasta plak birikimi gézlenir ki bu insanlarda goriilen patolojiyle de uyumludur (Head
ve ark., 2000). AP plaklar1 6nce daha derin kortikal alanlarda birikirken, daha sonra
yiizeysel kortikal tabakada birikim gosterir (Satou ve ark., 1997). insanlardan farkli
olarak, kopek korteksinin 1. tabakasinda AP birikimi gozlenmez; fakat her iki tiirde
de hipokampusun dis molekiiler tabakasinda daginik bant seklinde goriliir (Cotman
ve ark., 2002).

KDS, insanlarda AH hastaliginda oldugu gibi beyin hiicrelerinin ve sinapslarin
geri doniistimsiiz kayb1 nedeniyle siddetli beyin atrofisi ile iliskilidir (Borras ve ark.,
1999; UCHIDA ve ark., 1991). Kopeklerde KDS’nun risk faktorleri heniiz tam
olarak calisilmamis olsa da, insanlardaki demansa benzer sekilde olustugu varsayilir

(Pan, 2013).

1.3. AH’nda Deney Hayvan1 Modelleri

AH patolojisini anlamak ve ilaclarin klinik 6ncesi testlerini yapabilmek i¢in
deneysel modeller olduk¢a Onemlidir. Yakin zamana kadar deneysel modellerin
biiyiikk cogunlugunu amiloid plaklarin birikmesine ya da ndrofibriler yumaklarin
olusmasina sebep olan genlerle olusturulan, insan genlerine benzetilmis transjenik
fareler olusturmaktaydi (Boutajangout ve ark., 2014; Dujardin ve ark., 2015).
Drosophila melanogaster ve Caenorhabditis elegans gibi omurgasiz ve zebrafish

gibi omurgali modeller de AH patolojisi ve tedavisinin arastirilmasinda kullanilsa da,



insan fizyolojisine uzakliklar1 dikkate alindiginda siklikla tercih edilmezler (Bouleau
ve ark., 2015; Dujardin ve ark., 2015).

AH’nin genetik ve sporadik olmak iizere iki farkli patogenezi vardir. Kuskusuz
ki hi¢gbir model bu hastaligin kognitif, davranissal, biyokimyasal ya da histopatolojik
bulgularin1 tamamen karsilayamaz; fakat bununla birlikte hastalik modelleri bu
hastaligin 6zellikle patolojik agidan arastirilabilmesine de olanak saglar (Gulyaeva ve
ark., 2017). Sporadik AH modeli olusturmak biraz daha zordur ¢linkii normal
kosullarda deneysel arastirmalarda siklikla kullanilan fare ve siganlarda senil plaklar
nadiren olusur. Yine de yeni deneysel yaklasimlarla deney hayvanlarinda Alzheimer

benzeri patoloji olusturulmaya baslamistir (Gulyaeva ve ark., 2017).

1.3.1. Kolinerjik Hasar Olusturulan Modeller

AH’nda norodejeneratif degisiklikler dncelikle kognitif fonksiyonlarla iliskili
beyin bolgelerinde olusur. On beyin bazal ¢ekirdegindeki dejenerasyon AH’nin
erken evrelerinde kendini gosterir (Coyle ve ark., 1983; Winkler ve ark., 1998).
Skopolamin gibi muskarinik asetilkolin reseptor antagonistlerinin enjeksiyonu ya da
septo hipokampal bolgede magnoseliiler bazal ¢ekirdek tahribasyonu ile olusturulan
modellerde, hayvanlarda kolinerjik eksiklige bagli davranis degisiklikleri goriilmiis;
fakat AH nin patomorfolojik karakteristik bulgusu olan amiloid plak ve norofibriler
yumak yapilar1 goriilememistir (McDonald ve ark., 1997). Kolinerjik eksiklik,
asetilkolinin (ACh) kolinerjik néronlardan sentezini ve salinimini etkileyen spesifik
norotoksinler kullanilarak da modellenebilir. Kolinotoksin AF64A (etilkolin
aziridinyum) uzun siireli kolinerjik hipofonksiyona neden olan ve septumun medial
cekirdeginde kolinerjik ndronlarin o6liimiine sebep olan bir kolin analogudur
(Chrobak ve ark., 1988; Lorens ve ark., 1991). Kolinerjik hipofonksiyon olusturmada
siklikla kullanilan bir diger madde ise Immunglobulin 192 IgGsaporin’dir. Bu toksin

etkisini ribozom inaktivasyonu ile gosterir (Wiley ve ark., 1991). Bu toksinin



serebral ventrikiillere enjeksiyonu, neokorteks ve hipokampustaki fonksiyonel
parametreleri belirgin bir sekilde azaltir ve medial septal ¢ekirdekte asetilkolin
esteraz (AChE) ve kolinasetil transferaz enzim (ChAT) etkinligini etkiler (Rossner
ve ark., 1995; Waite ve ark., 1995). Hayvanlarda beyinde kolinerjik
ndrotransmisyonu bozan bir diger yaklasim kolinerjik ¢ekirdeklerdeki ChAT
kodlayan genlerin inaktivasyonudur. Diger iki yaklasimdan farkli olarak bu modelde
hiicre biitiinliigli bozulmaz. Bu modelde transjenik tekniklerin getirdigi kisitlamalar
olmadan etkilesimli RNA’larin kullanilmasiyla mediyatorlerin iiretilmesi i¢in gerekli

olan protein sentezini azaltarak ChAT iiretimi azaltilir (Santamaria ve ark., 2009).

1.3.2. Beta-Amiloidin Norotoksik Ozelliklerine Dayah Modeller

Beta-amiloid, AH’ nin patogenezinin ana oyuncusu olarak bilinir. Hem in vivo,
hem de in vitro olarak norotoksik 6zellik gosterir (Hardy, 2009). Farkli arastiricilarin
caligmalarinda ve bircok yayinda sentetik AP anologlarinin kognitif bozukluk
olusturdugu bildirilmistir (Gulyaeva ve ark., 2017; Gulyaeva ve ark., 2010).
Hayvanlarda AP enjeksiyonundan sonra goriilen hafiza ve 6grenmedeki bozukluklar,
norodejeneratif degisikliklerin gelismesinden kaynaklanir. Sentetik bir Ap analogu
olan AP (25-35)’in sicanlarda neokortekse ya da hipokampusa enjeksiyonu,
enjeksiyon bolgesinde noéron kaybi ve gliosise sebep olmasinin yaninda, aym
zamanda locus coerulus ve medial septum bolgelerinde de ndorotransmitter
seviyelerini etkiler (Chen ve ark., 1996; Stepanichev ve ark., 2003). Enjeksiyon
sonras1 yapilan histolojik ¢alismalarda farelerde ve siganlarda frontoparietal
kortekste ve hipokampusta ilimli; fakat belirgin hiicre kaybi ve 6n beyin bazal
cekirdeklerde dejeneratif degisiklikler goriildiigii bildirilmistir (Delobette ve ark.,
1997; Maurice ve ark., 1996). Kuskusuz ki AP analoglarinin serebral ventrikiile
enjeksiyonundan sonra goriilen davranis degisiklikleri kolinerjik bozulmayla
iliskilidir. Hayvanlarla yapilan birgok calismada medial septal c¢ekirdekte ChAT
proteininde ve aktivitesinde azalma da gosterilmistir (Stepanichev ve ark., 2014,

Yamaguchi ve ark., 2001). Kiimelesen AP, mikroglialar1 aktive eder ve amiloid



plaklarin etrafinda birikmelerini indiikler. Hastalarin beyninde aktive olan
mikroglialar plaklarin c¢evresinde yalnizca toplanmakla kalmaz, ayn1 zamanda
fagosite eder ve buna proinflamatuar sitokinler ve kemokinler de eslik eder.
Fagositoz aktivitesi si¢anlarla yapilan deneylerle de kamitlanmistir (Frautschy ve ark.,
1992).

1.3.3. Streptozotosin Norotoksisitesine Dayali Modeller

Siganlara intraserebroventrikiiler olarak diisiik dozda [-toksik ila¢ olan
streptozotosin uygulamasit Alzheimer modeli olarak kullanilmaktadir (Salkovic-
Petrisic ve ark., 2013). Bu hayvanlarda insiilin direnci, glikoz hipometabolizmasi,
ilerleyen kolinerjik eksiklik, oksidatif stres, noroinflamasyon, nérodejenerasyon ve
ogrenme bellekte bozulma goriiliir. Streptozotosinin olusturdugu ndrotoksisite in
vitro olarak hiicre kiiltiirlerinde de gosterilmistir. Bu madde sican serebellumunda
graniil noronlarda kalsiyum homeostazisini ve mitokondri fonksiyonlarini bozar
(Genrikhs ve ark., 2017). Streptozotosinin periventrikiiler bolgede ve dorsal
hipokampusta mikrogliozisi ve astrgliozisi reaktive ettigi ve hipokampal dentat girus
ve subventrikiiler alanda néronal kok hiicrelerin proliferasyonunda azalmaya sebep
oldugu bildirilmistir. Streptozotosin ayni zamanda yeni noronlarin farklilagmasi,
olgunlagmas1 ve hayatta kalmasina da engel olarak, uzun ve kisa siireli hafizada

bozulmalara da neden oldugu bildirilmistir (Bassani ve ark., 2018).

1.3.4. Bakteriyel Endotoksin Toksisitesine Dayali Modeller

Bakteriyel liposakkaritlerin (LPS) norotoksisiteleri ¢esitli merkezi sinir sistemi
patolojileri modellemede kullanilir. Literatiirde sepsis ve ndrodejeneratif hastaliklarla
ilgili bir¢ok ¢aligma mevcuttur. Son zamanlarda beyne LPS enjeksiyonundan sonra

goriilen kognitif bozukluklarin sporadik AH’na 6zgii siiregleri yansittigina dair bir

10



hipotez ortaya konmustur (Zakaria ve ark., 2017). Kuskusuz ki bu hipotez, LPS’nin
deney hayvanlarinin beyninde indiikledigi néroinflamasyonla iligkilidir. Bununla
birlikte, ne lezyonlarin lokasyonu ne de sonuglari sporadik AH’nin spesifik
patogenezi olmamasmna ragmen, bazi vakalarda medial septik bolgedeki
immunreaktif hiicrelerde ChAT azalmasi eslik edebilir (Houdek ve ark., 2014).
Beyinde farkli bolgelere LPS uygulamasi, bu bolgelerde farkli hiicrelerin 6liimiiyle
sonuglanir. Ornegin; Parkinson hastaligin1 modellemek igin LPS, substansia nigraya
(Arai ve ark., 2004); multiple skleroz (MS) modeli olusturmak i¢in ise LPS, beyaz
cevhere enjekte edilir. Clinkii LPS beyaz cevherde demiyelinizasyona yol agar (Desali
ve ark., 2016). Sonug¢ olarak LPS’nin hayvanlarin beynine enjekte edilmesi bir
dereceye kadar sporadik AH modeli olarak kullanilabilir, ¢ilinkii gelisen

noroinflamatuar hastalik spesifik degildir (Gulyaeva ve ark., 2017).

1.3.,5. Hizh Yaslanan Kemirgen Modelleri

Yakin zamana kadar yalnizca P8 (SAMPS) fareleri sporadik AH modeli olarak
kabul edilmistir (Ito, 2013; Morley ve ark., 2012). Bu fareler beyinde amiloid oncii
proteinin (APP) asir1 tiretimi ve oksidatif hasarla iligkili olarak olusan spongiform
norodejenerasyonun spontan modelidir. SAMPS8 fareleri hafiza kaybinin erken
belirtilerini gosterir, kan-beyin bariyerinde degisiklikler goriiliir ve bu durum AfB’nin
beyinden ¢ikisinin azalmasi ile sonuglanir. Bu hayvanlarda oksidatif stresin erken
gelisimi; mitokondriyal disfonksiyon ve AB’nin asir1 birikimine sebep olur. Af’nin
asir1 birikimi mitokondriye daha fazla zarar verir. Arastirmacilar bunu “Inflamatuar
Amiloid Dongiisii” olarak adlandirir ve bu mekanizma AH’ndaki patofizyolojik
degisikliklerden sorumlu mekanizmayla da benzesir (Morley ve ark., 2012). Son
yillarda OXYS sicanlarinin da, AH’nin patogenetik ve klinik belirtilerini gosterdigi
icin, model olarak kullanilabilecegi tartisilmaktadir (Kolosova ve ark., 2014).
AH’nin erken formuna spesifik olan App, Psenl ve Psen2 gen mutasyonlarinin
OXYS siganlarinin genomunda bulunmamasi, bu modelin de sporadik AH modeli

olarak degerlendirilebilecegini diisiindiiriir (Stefanova ve ark., 2014).

11



1.3.6. Transjenik Modeller

Transjenik AH modelleri, AH patolojisinde yer alan proteinleri kodlayan gen
varyantlarinin rastgele entegrasyonu ile elde edilen genetik modellerdir (Gotz ve
ark., 2018). Senil plaklar1 ve AP noropatisi iligkili hayvan modelini olusturmak igin
insan APP’sini eksprese eden (Quon ve ark., 1991), Ap (LaFerla ve ark., 1995),
APP’nin C-terminal pargas: (Nalbantoglu ve ark., 1997), ailevi AH mutasyonlarini
tasiyan APP genleri (Games ve ark., 1995) olan hayvan modelleri gibi bir¢ok model
iiretilmistir (Yamada ve ark., 2000). insan APP751’in asir1 eksprese edildigi
transjenik fare modelinde, AH’nin erken histopatolojisinde goriilen yaygin A-
bantlarinin birikimi ve anormal tau protein immunoreaktivitesi goriliir (Higgins ve
ark., 1994). Ayn1 zamanda davranissal olarak water maze testinde spasyal 6grenmede
bozukluklar ve Y-labirent testinde ani davramis degisiklikleri gortldigi de
belirtilmistir (Moran ve ark., 1995).

AH’nmm ilk transjenik hayvan modeli, APP V717F mutasyonunu kodlayan
insan APP minigeninin fareye entegrasyonu ile elde edilmis (PDAPP faresi) ve
kapsamli AH noropatolojisi goriilmiistiir (Games ve ark., 1995). PDAPP farelerinde
AP birikimi, noritik plaklar, sinaptik kayiplar, astrositoz ve mikrogliozis olusmustur
(Irizarry ve ark., 1997). Bu hayvanlarda ApoE (apolipoprotein E) geninin AP
birikimindeki rollinli arastirmak icin PDAPP fareleri, ApoE knockout farelerle
caprazlanmistir. ApoE geninin yoklugunda APP ekspresyonu ya da AP formasonu
degismeden AP birikimi belirgin bir sekilde azalmistir ve bu sonu¢ ApoE varliginin
amiloid birikiminde roli oldugunu gosterir (Bales ve ark., 1997). Baska bir
transjenik fare tiirii olan Tg2576 fareleri, genlerindeki ¢ift mutasyondan dolayi
aileden gelen kalitsal AH modelini teskil ederler. Amiloid plak birikimi ve spasyal
ogrenme testlerinde yasa bagli bozukluklar goriiliir (Hsiao ve ark., 1995). Bu ve buna
benzer birgok transjenik hayvan modeli, AH nin patogenezi ve tedavisini aragtirmak

amaciyla kullanilir.
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1.3.7.  Aliiminyum Kloriir (AICl;) ile Olusturulan Modeller

Ozellikle B-amiloid ve diger proteinlerin proteolizini ve agregasyonunu tesvik
eden ve AH patogenezinde 6nemli rol oynayan farkli molekiiler oyuncular bulunur.
Beyinde metal iyonu homeostazi, normal bilissel performanslar i¢in gereklidir ve
metal iyonlarinin serbestlesmesi nodrodejenerasyonun olusmasina sebep olan en
onemli faktorlerden birisidir (Nelson, 1999). Aliiminyum, bakir, ¢inko, kursun, civa,
demir gibi metaller norotoksisiteye sebep olsa da; AH’nin nedeni ve gelisimi i¢in en
biiyiik risk faktorleri arasinda aliiminyum metalinin oldugu bildirilmistir (Singla ve
ark., 2014). Aliminyum (Al) beyine beslenme yoluyla, antiasitlerle, kozmetik
iriinleriyle, dis macunlariyla, parcacik yoluyla ve icme suyuyla ulagmakta; hafiza ve
kognisyondan sorumlu olan korteks, serebellum ve hippokampusta birikmektedir. Bu
bolgelerde aliiminyum, PB-amiloid birikimi, oligomerizasyon, hiperfosforile tau
yigilmasi, lipid peroksidasyonu, bozulmus kalsiyum iyon degisimi ve apoptozis gibi
AH patolojisiyle iligkili bozukluklart meydana getirir (Enas, 2010). AH ve
aliminyum arasindaki baglanti hala tartismalara sebep olsa da, deneysel olarak
aliminyum maruziyetinin AH benzeri noropatolojik degisiklikler ve kognitif

bozukluklara neden oldugu gosterilmistir (Shamasundar ve ark., 2006).

Siganlarda kronik A1Cls maruziyetinin, kontrol siganlarina kiyasla beyin AChE
enzim aktivitesinde belirgin bir artis gosterdigi belirtilmistir. Hiicresel ve molekiiler
diizeyde AH; asetilkolin eksikligi, hiicredisi AP birikimleri, norofibril yumaklar ve
noron kaybiyla karakterizedir (Kumar ve ark., 2009). Oksidatif stresi indiikleyen
aliminyumun, noronlar1 tahrip ederek A ve ndrofibriler tubiil proteinlerinin
birikimini tesvik ettigi gosterilmistir (Puzzo ve ark., 2015). Noronal gevrede Al,
sinaptik terminaller ve aksonlardaki endomolekiiller ve organelleri ayristirarak
onemli hiicre i¢i iyonlarin fizyolojik islevlerini bozmakta ve polipeptidlerin
fosforilasyon ya da defosforilasyonunu engellemektedir (Cavallucci ve ark., 2013).
Bu islemler sonucunda Al mitokondrial fonksiyonlari bozabilmekte ve endoplazmik

retikulum stresine neden olmaktadir (Bernales ve ark., 2012; Selfridge ve ark., 2013).
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AICls uygulamasinin, sicanlarda AH modeli olarak kullanilabilecegi, yapilan
bircok calisma ile gosterilmistir. Olusan AH modelinde kognitif bozukluklari
degerlendirmek i¢in ise; Pasif Sakinma Testi (PST), Morris Water Maze Testi
(MWMT), Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi (YALT) ve Agik Alan Testi (AAT) gibi
davranig ve 6grenme testleri kullanilir (Lakshmi ve ark., 2015; Mathiyazahan ve ark.,
2015; Olajide ve ark., 2017). Literatiirde oral gavaj yoluyla 15 giin AlCl
uygulamasindan sonra kognitif bozuklugun olustugu ispatlandigi gibi (Olajide ve
ark., 2017), uygulamanin daha uzun siire ile yapildigi ¢alismalar da mevcuttur (Lin
ve ark., 2015).

1.4. Donepezil

Heniiz giinlimiizde tam anlamiyla AH ya da KDS’yi tedavi edebilecek bir ilag
grubu ya da tedavi yontemi malesef yoktur; ancak, hastaliga yakalanan canlilarin
refahin1 artirmaya yonelik olarak diyette yapilacak diizenlemeler ile veya bazi ilaglar
ile tedavi programlari uygulanir. Ilagla tedavide kullanilan ve siklikla tercih edilen
gruplardan biri de asetilkolinesteraz enzim inhibitér (AChEI)’leridir. AChEI,
enzimatik bozulmay1 6nleyerek etki gostermekte ve AH icin birinci basamak tedavi
secenegi olarak goriilmektedir. AChEIl grubu ilaglar, hastaligin altinda yatan
patolojinin gelisimini degistirmeden, olusan semptomlar1 rahatlatarak ve hastanin
yagsam kalitesini artirarak etki gosterir ve “semptomatik ilaglar” olarak
degerlendirilir. Fakat bu ilaglar hepatotoksiste gibi yan etkileri sebebiyle klinik
kullanim i¢in her zaman uygun degildir (Garlich ve ark., 2014; Howes, 2014,
Winblad ve ark., 2001). Bu nedenle klinik problemleri ve hafiza bozukluklarini
onleyecek, kolinomimetik ve noroprotektif alternatifler aramaya da devam

edilmektedir (Oh ve ark., 2013).

Kolinerjik néronlarin belirgin dlglide kaybi ve azalmig AChE enzim etkinligi

hastaligin bulgulariyla tutarli bulunmustur ve kognitif bozuklugun olugmasina
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onemli katkida bulundugu distiniliir (Mullan, 2000). Donepezil, rivastigmin ve
galantamin gibi ilaglar hafif-orta dereceli AH kullanilan ve AchEI etkinligi gésteren
ilaglardir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda 6zellikle donezepilin orta siddetli AH’ na
kars1 olumlu etkileri ortaya konmustur (Molino ve ark., 2013). Donezepilin klinik
oncesi in vitro ¢aligmalarda B-amiloidle olusturulmus noérotoksisite de dahil olmak
lizere, bazi hastalik modellerinde néroprotektif etkisi gosterilmistir (Akasofu ve ark.,
2003). Dahasi, transjenik fare modeli kullanilan bazi ¢alismalarda donezepilin AP
veya tau-protein iligkili patolojiyi azalttigi da gosterilmistir (Dong ve ark., 2009;
Yoshiyama ve ark., 2010). AH tedavisi i¢in halen ilk se¢enek olarak tercih edilen
donepezil; diisiik toksisitesi ve iyi derecede tolere edilebilmesi sebebiyle giiniimiizde
de halen popiilerligini korur (Wu ve ark., 2016). Donepezil, piyasaya siiriilen ikinci
FDA onayli kolinesteraz inhibitoriidiir (Aricept-Eisai /Pfizer). Ilk formiilasyonlart
hafif ve orta dereceli AH tedavisinde kullanilmak iizere 5 ve 10 mg’lik dozlarda
1996 yilinda, 23 mg doz ise orta ve siddetli derecede AH’nda kullanilmak iizere
2010 yilinda FDA onay1 almistir (English, 2012).

Donepezil, AChE’in oldukg¢a segici, merkezi etkili ve geri doniisiimli
inhibitorii olarak iglev goriir ve sinaptik aralikta asetilkolin miktarii arttirir (Y'Y
Szeto ve ark., 2016). Bu etki mekanizmasi AH’nin kolinerjik hipotezine dayanir ve
asetilkolin konsantrasyonunu arttirarak noronal fonksiyonlarin iyilestirilmesini
amaglar (Sharma, 2019). Ilacin yarilanma 6mrii 60-90 dakikadir ve buda giinde 1 doz
kullanim igin uygun kabul edilir (Atri, 2019). Rutin kullanimda maksimum plazma
konsantrasyonuna 3-5 saatte, kararli durum yogunluguna 14-21 giinde ulasir (Shigeta
ve ark., 2001). Donepezil karacigerde CYP2D6 ve CVP3A4 enzimleri ile metabolize
edilir, degismemis ilacin ¢ogunlugu ve metabolitleri bobrekler yoluyla atilir. Bir
meta-analiz ¢aligmasinda donepezilin, Alzheimer semptomlarini iyilestirmede
galantaminden veya rivastigminden daha etkili oldugu gosterilmistir (Blanco-
Silvente ve ark., 2017). Donepezil uygulamasini takiben goriilen yan etkiler ise; artan

kolinerjik aktivitenin etki mekanizmasini yansitir (Haake ve ark., 2020).
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1.5. Extra Virgin Zeytinyag (EVOO)

Oksidatif stres insanlarda yaglanma ve AH gibi patolojik olgularin en 6nemli
nedenlerinden biri olarak kabul edilir. Hiicre metabolik siirecleri sirasinda olusan
fazla miktarda serbest radikal; antioksidan savunma sistemindeki bozukluklar ya da
yetersizlikler nedeniyle ortaya c¢ikar. Antioksidan savunma sisteminde endojen
enzimler (siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutasyon peroksidaz), metal baglanma
proteinleri (ferritin, seruloplazmin, laktoferrin ve albiimin) ve temel olarak meyve ve
sebzelerden alinan ekzojen bilesikler (selenyum, ¢inko, A,C,E vitaminleri, taurin)
bulunur (Huang ve ark., 2016). Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen
tirleri (RNS) gibi serbest radikaller, dengesiz ve olduk¢a reaktif oksijen ya da
nitrojen bazli molekiiller ve eslenmemis elektronlar tarafindan {iretilir. Genellikle,
hiicresel bilesiklerdeki oksidatif hasar akiskanlik, iyon transportu, enzim aktiviteleri
ve protein baglanmalari gibi membran 6zelliklerinde degisiklere neden olur (Liao ve
ark., 2016). Dahasi hasarlar niikleer bilesenler ve hiicreigi organellere kadar
uzanabilir (Blasiak ve ark., 2013). Ayrica serbest radikallerin yaslanmada 6nemli rol
oynadigimi1 gosteren ¢ok fazla ¢alisma da bulunmaktadir. Beyin, yiiksek oksidatif
metabolizmasi, fazla miktarda yag icermesi ve rejenerasyonunun az olmasi nedeniyle
serbest radikallerin etkilerine ¢ok agiktir. Gerek KDS’nun gerekse AH’in diyet ile
tedavisi; temelde, serbest radikallerin zararli etkilerini azaltabilecek antioksidanlar ve

mitokondriyal kofaktorlerin kullanimina dayanir (Cotman ve ark., 2002).

Antioksidanlarin yasli kemirgenlerde ve antioksidandan zenginlestirilmis
diyetle beslenen yasli kopeklerde kognitif performansin arttifini gosteren birgok
calisma bulunmaktadir (Ikeda-Douglas ve ark., 2004). Yine oksidatif stresin sagliksiz
sonuglar1 ve etkilerinden dolayi, antioksidanlarin terapotik olarak uygulanmasina
yonelik ¢ok sayida calisma da yapilmistir. Meyve ve sebzelerde bulunan
kimyasallarin radikal reaksiyonlar1 Onledigi, yavaslattigi ya da sonlandirdigi bu
caligmalar ile ortaya konmustur (Falowo ve ark., 2014). Bu nedenle 6zellikle son
zamanlarda bu alanda calisan arastirmacilarin ilgisi; yiiksek oranda antioksidan

igeren dogal gidalara dogru yonelmistir. Bunlarin arasinda da sizma zeytinyagi extra-
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virgin olive oil (EVOO) 6nemli bir yer tutar. EVOO, akdeniz diyetinin énemli bir
bileseni olup, uzun saglikli bir yasamla iliskilendirilmistir. Kanser ve
kardiyovaskiiler hastaliklar1 6nledigi ve hastaliklarin insidansini distirdiigii konuya
iliskin yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir. Dahasi, bircok ¢alismada zeytinyaginin
kolesterol seviyesini, kan basincini diistirdiigii ve platelet agregasyonunu onledigi de
bildirilmistir (Dell'Agli ve ark., 2008).

EVOO, mono ve digliserollerle esterlestirilmis %98 oraninda yag asitleri ve
saponife olmayan %?2’lik bilesenlere sahip kompleks bir karisimdir (Genovese ve
ark., 2015). EVOO, sature olmayan yag asitleri ve yiiksek oranda degerli biyofenolik
bilesenleri nedeniyle diger yaglardan ayrilir ve bu 6zellikleri ile de daha kiymetlidir
(Presti ve ark., 2017). Zeytinyaginin sagligi koruyucu etkileri 6zellikle oleik asit
basta olmak {izere sature olmayan yag asitlerinden ve bilesiminde yogun olarak
bulunan polifenollerden kaynaklanir. Polifenollerin yaglanma ve hastaliga bagh
olarak beyinde artan oksidatif hasarin sebep oldugu kognitif bozukluklar1 ve hafiza
problemlerini 6nledigi bildirilmistir. EVOO yagh siganlarda glutasyon rediiktaz (GR)

enzim aktivitesini ve salinimini azaltir (Pitozzi ve ark., 2010).

Zeytinyaginda bulunan baglica fenol aileleri basit fenoller, lignanlar,
flavonoidler ve serkoiridoidlerdir (Carrasco-Pancorbo ve ark., 2005). Ek olarak bu
bilesenlerin ¢ok yiiksek antioksidan Ozellige sahip oldugu, oksidasyon oOncesi
islemleri onleyerek bu etkilerini gosterdikleri bir¢ok in vitro ¢alisma ile gosterilmistir
(Caruso ve ark.,, 1999; Correa ve ark., 2008). EVOO fenollerinin farkli
patolojilerdeki koruyucu rolii hakkinda bilgilerimize ragmen, zeytinyaginin yasam
uzunlugunu nasil etkiledigini gosteren derin molekiiler mekanizmalarin ifade edildigi
caligmalar olduk¢a azdir. Bu etkiler genellikle fenolik bilesenlerin antioksidan
ozelliklerine ve vitamin E gibi diger serbest radikal temizleyicilerin etkilerine
atfedilmigtir (Frankel, 2011). Rodentlerde yapilan calismalarda yiiksek oranda
polifenol iceren diyetle beslenen hayvanlarda kognitif becerinin gelistigi ve
beyindeki oksidatif hasarin geri dondiriildiigii gosterilmistir (Papandreou ve ark.,
2009).
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1.6. Rozmarinik Asit (RA)

Antioksidan etkileri oldugu bilinen diger bir fenol karboksilik asit tiirevi
madde; rosmarinik asit (RA)’tir ve ¢esitli gidalar ile bitkilerde bulunur. Rozmarinik
asit; antioksidan, anti-inflamatuar, anti-apoptotik ve noroprotektif etki gosteren
fenolik bilesikler igerir (Ono ve ark., 2012). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda diyetin
bitkisel antioksidanlarla zenginlestirilmesinin beyin hasar1 ve kognitif fonksiyonlari

iyilestirebilecegi gosterilmistir (Head, 2009).

Rozmarinik asit iceren; Melissa officinalis ve Salvia officinalis’in etanol-
¢oziinlir bileseninin, randomize ¢ift-kér calismalarda hafif-orta dereceli AH
yonetiminde etkili oldugu bildirilmistir (Bandoniene ve ark., 2005; Lamaison ve ark.,
1991). Yine rozmarinik asitin farelerde AP tarafindan indiiklenen noérotoksisite ve
norodejenerasyona karsi anti-amnezik aktivasyon etkisi de gosterilmistir. Rozmarinik
asitin anti-amnezik etkisini ndrotransmitter metabolik enzim olan AChE’nin
diizeylerini diistirerek ve 6grenme ve bellekteki ana diizenleme mekanizmasi olan
merkezi kolinerjik nérotransmisyonunu gelistirerek yaptigi varsayilir (luvone ve ark.,

2006; Mushtaq ve ark., 2014).

1.7. Calismanin Amaci

EVOO, rozmarinik asit ve donepezilin ndrodejeneratif hastaliklara kars1 bilinen
yararli potansiyellerine ragmen c¢alismalarin ¢ogu gozlemseldir ve bu da bulgularin
gecerliligini kisitlar. Ayrica; EVOO, rozmarinik asit ve donepezilin kognisyonu ne
derecede etkiledigi ve birbirlerine kars: Ustilinliiklerini ya da eksikliklerini gosteren
herhangi bir c¢alisma da bulunmamaktadir. Ozellikle, bu  maddelerin
kortikohippokampal bagimli 6grenme, kognisyon ve hafiza hasari, oksidatif redoks

bozukluguyla olusan motor ve arastirma davranisi bozuklugu ile anksiyete siddeti ve
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hiicre oliimlerinin karsilastirilmas1 ve bu maddelerin terapotik potansiyelleri

bilinmemektedir.

Planlanan bu tez ¢alismasiin hipotezi; rozmarinik asit ve bitkisel yag olarak
kullanilan EVOO’nun, Alzheimer tedavisinde kullanilan ilaglara kars1 bir alternatif

tedavi olusturma potansiyelinin bulunmasidir.

Bu ¢alismada; sicanlarda AICls ile olusturulacak olan Alzheimer modelinde,
dejeneratif bozukluklarda EVOO, rozmarinik asit ve donepezilin davranissal
paradigmalar {izerine etkileri ve si¢anlarinin prefrontal korteks ve hippokampusunda

uygulanacak maddelerin terapétik etkilerinin arastirilmas: amaglanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec¢

Bu c¢alismanin gerecini Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali Deneysel Arastirmalar Birimi’nden temin edilen yetiskin erkek
Sprague Dawley 1rki siganlar (250-300 g) olusturur. Calismada her grupta 7 (n=7)
sigan olacak sekilde 35 sigan kullanilmistir. Calisma Agustos-Ekim 2019 tarihleri
arasinda gerceklestirilmis ve yasal izin belgesi (Ek-1) ekte sunulmustur. Bu ¢alisma
Dokuz Eyliil Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (TF-HADYEK)
tarafindan onaylanmistir (Etik kurul onay tarihi: 14.12.2017 karar no:25/2017).

Kullanilan AICl; Aluminum chloride Anhydrous isimli kimyasaldan elde
edilmistir. Aliiminyum kloriir (AICI3), metalik aliiminyum ve hidrojen kloriiriin
(HCI) 650-750 °C sicaklik araliginda ekzotermik reaksiyonu sonucu olusan saf bir
bilesiktir. Kognitif bozukluk olusturmak i¢in hayvanlara giinde 1 kez, agiz yoluyla
100 mg/kg dozda 15 giin boyunca AICl; uygulamasi yapilmigtir (Mathiyazahan ve
ark., 2015)

Donepezil, Alzheimer hastaliginin baslangicinda siklikla tercih edilen etken
madde olarak 9.12 mg donepezile esdeger 10 mg donepezil hidrokloriir igeren ilagtan
temin edilmistir. Hayvanlara giinde 1 kez, agiz yoluyla, 5 mg/kg dozda donepezil

uygulamasi yapilmistir (Biswas ve ark., 2017).

EVOO,; oral preperattan temin edilmistir. Hayvanlara 1 giin boyunca giinde 1
kez, agi1z yoluyla, 1 ml EVOO uygulamasi yapilmistir (Nakbi ve ark., 2010).
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Rozmarinik asit; biberiye suyundan temin edilmistir. Biberiye bitkisinin toprak
{istii kistmlarindan su buhari distilasyonu yontemi ile elde edilir. Icerisinde %15
camphor, %20 1,8-cineole ve flavonoidler bulunur. Hayvanlara kullanilacak 21 giin
boyunca giinde 1 kez, agiz yoluyla, 1 ml dozda rozmarinik asit uygulamasi

yapilmistir (Santos ve ark., 2000).

2.2. Yontem

2.2.1. Hayvan se¢imi

Dokuz Eyliil Universitesi Fizyoloji Anabilim Dali Deneysel Arastirmalar
Birimi’nden temin edilen 35 adet saglikli erkek Sprague Dawley 1rki sigan, rastgele
gruplar halinde kafeslere yerlestirilmis ve 14 giin boyunca higbir uygulama
yapilmadan birbirlerine alismalar1 saglanmistir. 14 giiniin sonunda si¢anlar caligsma
gruplart olusturmak i¢in 6nce kontrol ve AICIs uygulanacak gruplar olarak ikiye
ayrilmigtir. Kontrol grubuna deney siiresince sadece fizyolojik tuzlu su (FTS)
verilmistir. AICl; uygulanacak olan diger 4 gruba ise 15 giin boyunca gavaj
yardimiyla giinde 1 kez 100 mg/kg dozda AICls uygulamasi yapilmistir. Daha sonra
bu 4 gruptaki hayvanlara 21 giin boyunca giinde 1 kez asagida belirtilen prosediire

uygun olarak, incelenecek olan maddelerin uygulamalari gergeklestirilmistir.

Gruplar:

1. Grup: Kontrol grubu (Calisma siiresince her giin, giinde 1 kez, agiz yoluyla,

1 ml dozda FTS uygulanmustir).

2. Grup: AICl; grubu (Giinde 1 kez, agiz yoluyla 100 mg/kg dozda 15 giin
boyunca AICIs uygulamas: ile histopatolojik olarak kognitif bozukluk olustugu
goriildiikten sonra; takip eden 21 giin boyunca giinde 1 kez, agiz yoluyla, 1 ml dozda
FTS uygulanmstir).
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3. Grup: Donepezil grubu (Giinde 1 kez, agiz yoluyla 100 mg/kg dozda 15 giin
boyunca AICI; uygulamasi ile kognitif bozukluk olustukturulduktan sonra; takip
eden 21 giin boyunca ginde 1 kez, agiz yoluyla, 5 mg/kg dozda donepezil

uygulamasi yapilmuistir).

4. Grup: EVOO grubu (Giinde 1 kez, agiz yoluyla 100 mg/kg dozda 15 giin
boyunca AICI; uygulamasi ile kognitif bozukluk olustukturulduktan sonra; takip
eden 21 giin boyunca giinde 1 kez, agiz yoluyla, 1 ml EVOO uygulamasi
yapilmistir).

5. Grup: Rozmarinik asit grubu (Giinde 1 kez, agiz yoluyla 100 mg/kg dozda
15 glin boyunca AlClzuygulamasi ile kognitif bozukluk olustukturulduktan sonra;
takip eden 21 giin boyunca giinde 1 kez, agiz yoluyla, 1 ml dozda rozmarinik asit

uygulamasi yapilmistir).

2.2.2.  Davrams Deneyleri

Calisma siiresi sonunda tiim hayvanlara Davranis ve Ogrenme Testleri

uygulanmugtir.

Morris Water Maze Testi (MVMT): Morris su tanki kullanilarak 6grenme
deneyleri yapilmistir. Havuzun bulundugu odanin duvarlarina saat, tablo gibi
isaretler yerlestirilerek, sicanlarin bu isaretleri kullanarak yonlerini belirlemesi
saglanmistir. Tankin merkezinden ortalama 2 m yiikseklikte siganlarin davranislarini
izlemek ve kaydetmek iizere bir video kamera sistemi kurulmustur. Her test giliniinde
siganlar gizli platformun bulunmadigi 3 kadrandan rastgele secilmis birinden yiizleri
havuz kenarina doniik olarak suya birakilmig ve gizli platformu bulana dek
yiizmelerine izin verilmistir. Maksimum ytlizme siiresi 60 saniyedir. Eger 60 saniye
igerisinde hayvan platformu bulamazsa, 15 saniye iistiinde kalmasina izin verilmistir
(Morris, 1984). Her sigan giinde 5 ardisik deneye tabi tutulmustur ve deney araliklar

60 saniyedir. Her deneyin tamamlanmasindan sonra siganlar platform tizerinden
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alinarak kurulanmis ve kafeslerine geri yerlestirilmistir. Bu islemler ard arda 4 giin
tekrarlanmistir. Boylece her sigana 4 giinde toplamda 20 deney uygulanmustir. 5. giin
her sigana bir aragtirma deneyi (probe trial) uygulanmistir. Platform havuzdan
kaldirilarak si¢canin 60 saniye ylizmesine izin verilmistir (Morris, 1984). Davranigsal
veriler, ylizme mesafesi, platformu bulma siiresi ve her kadranda harcadig siire

olarak HVS image video tracking sistemi kullanilarak degerlendirilmistir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Morris Water Maze diizenegi.

Acik Alan Testi (AAT): Lokomotor aktivite ve anksiyete seviyesinin
belirlendigi bir testtir. Agik alan testi i¢in 1x1 metrelik bir alan kullanilir ve bu alan
35 liiksliik bir 151k kaynagi ile aydinlatilir. Deney hayvani alanin tam ortasina konup,
5 dakikalik test siiresince alan igindeki hareketleri kamera ile kaydedilerek analiz
edilir. Ag¢ik alan testinde zemin 16 kareye bolinmiistiir (12°si kenarlarda, %75; 4’
merkezde, %25). Sistem otomatik olarak alanin kenarlarinda ve ortasinda gecirdigi
siireleri kaydederek, verir. Test sonunda her denegin test alaninin kenarlarinda ve
ortasinda gecirdigi siireler, yliriime siiresi, toplam kat edilen mesafe ile kullanilan
hiicre sayis1 ve yiizdesi degerlendirilir (Matt ve Shieh, 2010). Bu testin kayit ve
analizinde Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dal1 Deneysel
Arastirmalar Birimi’nde bulunan HVS image video tracking sistemi kullanilmistir
(Sekil 2.2).
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edge
(in Zone Group 1)

center
(in Zone Group 1)

Sekil 2.2. Acik alan testi diizenegi.

Yiikseltilmis Arti Labirent Testi (YALT): Deney hayvanmin anksiyete
seviyesinin test edilmesine yarayan bir diizenektir. Ayrica bu test ile deney
hayvaninin lokomotor aktivitesi de degerlendirilebilir. Yiikseltilmis art1 labirent testi
icin zeminden 75 cm yikseklikte, merkezde 5x5 cm’lik bir merkez platform ile
yanlarda 50 cm uzunlugunda, 10 cm genisliginde, 0,5 cm yiiksekliginde duvarlari
bulunan iki a¢ik ve 50 cm uzunlugunda, 10 cm genisliginde, 40 cm yiiksekliginde
duvarlar1 bulunan iki kapali koldan olusan bir diizenek kullanilir. Deney hayvani agik
kollardan birine bakacak sekilde merkez platforma birakilarak, 5 dakika boyunca
kamera ile izlenir, acik ve kapali kollara giris sayist ile merkez platformda ve
kollarda gegirilen siire Olgiiliir. Anksiyete indeksi asagida verilen formiile gore

hesaplanir ve indeksteki artis, anksiyetedeki artisa isaret eder (Carter ve ark., 2015).

Anksiyete indeksi: 1- (agik kollarda gegirilen siire/toplam siiretagik kollara

giris sayisi/diizenekteki toplam gezme mesafesi) x 1/2.

Bu testin kayit ve analizinde Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali Deneysel Arastirmalar Birimi’nde bulunan Noldus Ethovision XT

video tracking sistemi kullanilmistir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Yiikseltilmis art1 labirent testi diizenegi.

Motor Performansi testi (Rotarod testi): Rotarod test diizenegi; denge,
koordinasyon ve motor kontroliin 6l¢iilerek motor performansin degerlendirilmesini
saglar. Diizenek, deney hayvaninin belirli bir hizda ya da hizi giderek artirilarak
donen bir mil iizerinde durabilme yetenegini Olger. Hiz artirilan protokolde her
denemede 4-40 rpm arasinda dereceli hizlar denenir. Toplam 300 sn uygulanan testte
16 rpm hiz ile baslanmig, 20-26 ve 30 rpm hizda giderek Ol¢limler yapilmistir. Bes
kulvari olan diizenekte, ayn1 anda 2 sigan test edilebilir. Testte; Ssicanin, zemininde
zamanlayic1 bulunan diizenek yardimiyla diigmeden mil iizerinde her hizda
diismeden ne kadar durabildigi olgiilmiis ve 3 kere distiigli hiz yiriiyebildigi
maksimum hiz olarak kaydedilmistir (Sekil 2.4) (Bazrgar ve ark., 2015).

Sekil 2.4. Motor performansi testi diizenegi
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2.2.3. Sakrifikasyon ve Doku Ayrim

Davranig ve 6grenme deneylerinin bitiminde; karbondioksit anestezisi altinda
kalbin sol ventrikiilinden denegin tim kani alinarak yasamlar1 sonlandirilmis ve

hizla beyin dokular1 ¢ikartilmistir.

Beynin sag hemisferi histolojik inceleme amaciyla %10’luk formol icerisine
konmus, diger hemisferin ise hipokampus ve prefrontal korteksi ayrilmistir. Ayrilan
bu pargalardan biyokimyasal inceleme i¢in homojenat ve siipernatan hazirlanmistir.
Sicanlarin ayrica timus ve adrenal bez dokulari ¢ikarilmig ve agirliklari
kaydedilmigtir. Relatif adrenal ve timus agirliklart adrenal agirlik/viicut agirlig
orani; timus agirhig/viicut agirligi orani ile hesaplanmistir. Beyin dokular

biyokimyasal analizler yapilana kadar -80°C’de saklanmuistir.

2.2.4. Biyokimyasal Analizler

Hipokampus, prefrontal korteks bdélge homojenatlari ve serumda
spektrofotometrik yontem ile AChE, laktat dehidrojenaz (LDH) enzim o6lgiimleri,
ELISA yontemi ile malondialdehit seviyesi (MDA) &lgtiimii, AB-42 precursor protein

birikimi, protein ve serum kortikosteron seviyeleri dl¢lilmiistiir.

2.2.4.1. Serum ve Doku Homejenatlarimin Hazirlanmasi

Sakrifikasyon sirasinda kalbin sol ventrikiiliinden alinan kan o6rnekleri
1000xg’de 15 dakika +4°C’de santrifiije edilerek, serumlart ayrilmistir. Ayrilan

serumlar kortikosteron 6l¢timleri yapilana kadar -80°C’de saklanmustir.

Sakrifikasyon sonrasi -80°C’de saklanan hipokampus ve prefrontal korteks

dokular1 6ncelikle hassas doku tartisi ile tartilmig ve phosphate buffered saline (PBS)
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(0,01 M; pH: 7,4) soliisyonu buz iizerinde sogutulmustur. Doku agirhigt (g): PBS
hacmi (ml) oram1 1:9 olacak sekilde PBS eklenmistir. Sonrasinda buz iizerinde
ultrasonik homojenizatér ile dokular homojenize edilmistir. Homojenatlara
5000xg’de 10 dk siiresince sogutmali santrifiij islemi uygulanarak, siipernatanlar elde
edilmis ve homojenizasyon islemi tamamlanan dokular ELISA &lgiimleri yapilana

kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.

2.2.4.2. AchE Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

Serumlar ve doku homojenatlarinda Asetilkolin esteraz enzim aktivitesi tam

otomatize Roche/Hiatchi cobas ¢ 501 cihaziyla dl¢iilmiistiir.

Testin  prensibi: Kolinesteraz biitiriltiyokolinin tiyokolin ve biitirata
hidrolizini katalize eder. Tiyokolin sar1 renkli heksasiyanoferrati (III) hemen hemen
renksiz heksasiyanoferrata (II) indirger. Renkteki bu azalma fotometrik olarak

Olgiiliir.

2.2.4.3. LDH Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

Serumlar ve doku homojenatlarinda Laktat dehidrojenaz enzim aktivitesi tam

otomatize Roche/Hiatchi cobas ¢ 501 cihaziyla dl¢iilmiistiir.

Testin prensibi: UV testi; LDH, L-laktatin piruvata doniisimiinii katalize
eder; islem sirasinda NAD NADH’ye indirgenir. NADH olusumunun baslangi¢ hizi
katalitik LDH aktivitesiyle dogru orantilidir. Absorbanstaki artis fotometrik olarak

oOl¢iilerek tayin edilir.
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2.2.4.4. Malondialdehit (MDA) Ol¢iimii

Total MDA seviyesi analizleri Bioassay Technology Laboratory Rat MDA
ELISA Kiti (katalog no: EO156Ra, Shangai, China) kullanilarak gerceklestirilmistir.
Kitin duyarliligi 0,01 nmol/ml, tespit edilebilir aralig1 ise 0,05-10 nmol/ml’dir.

Kit iceriginin hazirlanmasi:

1- Kullanim 6ncesi tiim reaktifler oda 1sisia (18-25°C) getirildi.

2- Standart c¢aligma sollisyonu: Referans standardin iizerine 120ul
referans standart&ornek diluenti eklenip 6.4 nmol/ml standart stok soliisyonu elde
edildi. Diliisyon yapilmadan 6nce standart hafifce ¢alkalanarak 15 dk beklenildi.
Sonrasinda seri diltisyonlar yapildu.

3- Yikama soliisyonu: Konsantre yikama soliisyonundan 20 ml alinarak

500 ml distile su igerisinde seyreltilerek hazirlandi.

Analizin yapihisi:

Tiim reaktifler, standart c¢ozeltiler ve numuneler tailmatlara uygun sekilde
hazirlandi, kullanim 6ncesi tiim reaktifler oda sicakligina getirildi. Test i¢in gerekli
olan serit sayis1 belirlendi, seritler kullanilmak tizere kuyucuklara yerlestirildi ve
standart kuyucuguna 50 pl standart eklendi. Numune kuyucuklarma 40ul numune,
tizerine 10ul anti-MDA antikoru ve daha sonra numune ve standart kuyucuklarina
50ul streptavidin-HRP eklendi. Plak iyice karistirildi, iizeri sizdirmaz madde ile
ortiildii ve 37°C de 60 dakika inkubasyona birakildi. S1zdirmaz madde ¢ikarildi, plak
5 kere yikama soliisyonuyla yikandi. Her yikama i¢in kuyucuklar 30 saniye ile 1
dakika arasinda en az 0.35 ml yikama soliisyonu ile yikandi. Otomatik yikama i¢in
tim kuyucuklar aspire edildi ve 5 kere yikama soliisyonu ile yikandi. Her kuyucuga
50ul sustrat soliisyon A ve daha sonra 50pul substrat soliisyon B eklendi. Plak yeni bir
kapatici ile 10 dakika boyunca 37°C de karanlikta inkiibe edildi. Her kuyucuga 50ul
stop soliisyonu eklendi. Mavi rengin hemen sartya dondiigli gozlendi. Stop soliisyonu
eklendikten 10 dakika sonra kuyucuklarin optik dansitesinin belirlenmesi i¢in 450

nm’ye ayarlanmis mikroplak okuyucu kullandi.
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2.2.4.5. AB-42 Precursor Protein Olciimii

Total amiloid precursor protein birikimi seviyesi analizleri Bioassay
Technology Laboratory Rat Soluble Amyloid Precursor Protein Beta ELISA Kiti
(katalog no: E01010Ra, Shangai, China) kullanilarak gerceklestirilmistir. Kitin
duyarlilig1 0,053 ng/ml, tespit edilebilir araligi ise 1-40 ng/ml’dir.

Kit i¢ceriginin hazirlanmasi:
1- Kullanim 6ncesi tiim reaktifler oda 1sisina (18-25°C) getirildi.

2- Standart ¢alisma soliisyonu: Referans standardin iizerine 120ul referans
standart&ornek diluenti eklenip 24 ng/ml standart stok soliisyonu elde edildi.
Diliisyon yapilmadan 6nce standart hafifce ¢alkalanarak 15 dk beklenildi. Sonrasinda

seri diliisyonlar yapildu.

3- Yikama soliisyonu: Konsantre yikama soliisyonundan 20 ml alinarak 500 ml

distile su icerisinde seyreltilerek hazirlandi.

Analizin yapihsi:

Tim reaktifler, standart c¢ozeltiler ve numuneler tailmatlara uygun sekilde
hazirlandi. Kullanim oncesi tiim reaktifler oda sicakligina getirildi. Test i¢in gerekli
olan serit sayis1 belirlendi, seritler kullanilmak tizere kuyucuklara yerlestirildi ve
standart kuyucuguna 50 pl standart eklendi. Numune kuyucuklarina 40ul numune,
tizerine 10ul anti-SAPPB antikoru ve daha sonra numune ve standart kuyucuklarina
50ul streptavidin-HRP eklendi. Plak iyice karistirildi, iizeri sizdirmaz madde ile
ortiildii ve 37°C de 60 dakika inkubasyona birakildi. Sizdirmaz madde ¢ikarildi, plak
5 kere yikama soliisyonuyla yikandi. Her yikama i¢in kuyucuklar 30 saniye ile 1
dakika arasinda en az 0.35 ml yikama soliisyonu ile yikandi. Otomatik yikama i¢in
tiim kuyucuklar aspire edildi ve 5 kere yikama soliisyonu ile yikandi. Her kuyucuga
50yl sustrat soliisyon A ve daha sonra 50ul substrat soliisyon B eklendi. Plak yeni bir
kapatici ile 10 dakika boyunca 37°C de karanlikta inkiibe edildi. Her kuyucuga 50ul

stop soliisyonu eklendi. Mavi rengin hemen sartya dondiigii gozlendi. Stop soliisyonu
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eklendikten 10 dakika sonra kuyucuklarin optik dansitesinin belirlenmesi igin 450

nm’ye ayarlanmig mikroplak okuyucu kullandi.

2.2.4.6. Kortikosteron Ol¢iimii

Serum  Kortikosteron  analizleri  Bioassay  Technology Laboratory
(Corticosterone) Rat ELISA Kkiti (katalog no: E0496Ra, Shangai, China) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kitin duyarliligi 0,24 ng/ml, tespit edilebilir araligi ise 0,5 ng/ml-
100 ng/ml’dir.

Kit iceriginin hazirlanmasi:
1- Kullanim 6ncesi tiim reaktifler oda 1sisina (18-25°C) getirildi.

2- Yikama soliisyonu: Konsantre yikama soliisyonundan 20 ml alinarak 500 ml

distile su icerisinde seyreltilerek hazirlandi.

3- Standart ¢alisma soliisyonu: 56 ng/ml standart stok ¢ozeltisi olusturmak icin
120 pl referans standartin tstiine 120 pl standart seyreltici eklendi. Diliisyonlara
baslamadan Once standart soliisyon hafifce calkalanarak 15 dakika beklendi.

Sonrasinda seri dillisyonlar yapildu.

Diliisyon metodu: 28 ng/ml, 14 ng/ml, 7 ng/ml ve 3,5 ng/ml ¢ozeltileri tiretmek
icin standart stok c¢ozeltisini (56 ng/ml) 1:2 standart seyreltici ile seri olarak
seyrelterek cift standart noktalar1 hazirlandi. Standart seyreltici, sifir standart (0
ng/ml) olarak degerlendirildi.

Analizin yapilis::

ELISA plagindaki ilk siituna standartlar ve kor yerlestirildi. Diger kuyucuklara
ornekler konuldu. Standart kuyucuklara 50 pl standart, 6rnek kuyucuklarina 40 pl
ornek konuldu. Ornek kuyucuklarina énce 10 pl anti-CORT antikoru, daha sonra

tiim kuyucuklara 50 pl streptavidin-HRP koyuldu. Daha sonra plagin iizeri ortiilerek
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37°C de 60 dakika inkubasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi kuyucuklardaki
soliisyon dikkatlice dokiildii. Yikama islemi i¢in tiim kuyucuklara 0.35 ml yikama
soliisyonu eklenerek bu sekilde 1-2 dk bekletildi ve sonrasinda dikkatlice dokiildii.
Plak temiz bir kurutma kagidina wvurularak kuyucuklarda kalan soliisyon
uzaklastirildi. Bu yikama islemi bes kez tekrarlandi. Her kuyucuga 50 pl sustrat
sollisyon A ve 50 pl sustrat soliisyon B eklendi. Plagin iizeri kaplanarak 37 °C’de 10
dakika inkiibasyona birakildi. Her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklendi. Mavi
rengin hizli bir sekilde sariya donmesi gozlendi. Stop soliisyon eklendikten 10
dakika sonra plak 450 nm’de Biotek marka ELX800 ELISA cihazinda (USA)
okutuldu. Degerler pg/ml olarak hesaplandi.

2.2.5. Histolojik Analizler

2.5.1. Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii

Tim gruplardaki beyin doku Orneklerinden Hematoksilen-Eozin (HE)
boyamasi i¢in Rotary mikrotom (Leica RM2125RT, Nussloch; Germany) araciligi ile
alman Spm’luk parafin kesitler deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60°C’lik etiive
birakildiktan sonra, 30’ar dakika iki degisim ksilene tabi tutuldu. Ardindan
rehidratasyon islemi i¢in 2’ser dakika %95°den %60’a azalan alkol serilerinden
gecirilen kesitler 5 dakika akarsu altinda yikandi. 2 dakika hematoksilen
(HX86017674, Merck Hematoksilen, Darmstadt, Germany) ile boyamanin ardindan,
fazla boyanin dokudan uzaklastirilmasi i¢in 5 dakika akarsuda yikanan kesitler asit
alkola batirilip ¢ikarildiktan sonra tekrar 5 dakika akarsuda yikandi ve 30 saniye
eozin (HX87833544, Merck Eosin, Darmstadt, Germany) boyasi ile boyandi. Ayni
sekilde 5 dakika akarsu altinda yikama yapildiktan sonra sirasiyla %80 ve %95°lik
alkol serilerinden gegirilip havada kurutulan kesitler seffaflastirma amaciyla 30’ar
dakika iki degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt,
Germany) ile kapatildi.
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2.5.2. Congo Red Boyama Protokolii

Tim gruplardaki beyin doku Orneklerinden Hematoksilen-Eozin (HE)
boyamasi i¢in Rotary mikrotom (Leica RM2125RT, Nussloch; Germany) araciligi ile
alman Sum’luk parafin kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiive
birakildiktan sonra, deparafinizasyon islemi igin 10 dakika ksilende bekletildi.
Ardindan %70’lik alkolde 5 dakika tutudu ve 5 dakika distile su ile yikandi. Daha
sonra her bir kesitin tizerine dokuyu ortecek kadar congo red (ChemBio laboratory
research) damlatild1 ve 30-60 dakika arasi bekletildi. Distile su ile 5 dakika boyunca
yikandiktan sonra kesitlerin {izerine hematoksilen eklenerek 2 dakika bekletildi.
Sonrasinda distile su ile 5 dakika boyunca yikandi, kesitler havada kurutuldu ve 5
dakika ksilende bekletildi. Entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile

kesitlerin tizerine lamel kapatildi.

2.2.6. Verilerin Degerlendirilmesi

[statistiksel analiz SPSS 23.0 programu ile yapilmistir. Davranis testleri, ELISA
ve spektrofotometrik yontemle elde edilen verilerde gruplar arasindaki farkliliklar tek
yonlii varyans analizi ANOVA ve Post-hoc Bonferroni testi ile degerlendirilmistir.
Sonuglar “Ortalama + Standart sapma” seklinde sunulmustur. p<0,05 degeri

istatistiksel olarak anlamli sinir deger olarak degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

Bu tez calismasinda Sprague Dawley irki erigskin erkek sicanlara 15 giin
boyunca 100 ml/kg dozda AlCs uygulamasi yaptiktan sonra, 3 farkli gruba 21 giin
boyunca tedavi protokolleri uygulanarak donepezil, EVOO ve rozmarinik asit
uygulamasi yapilmistir. AICl; uygulamalar1 ve tedavilerin bitiminde hayvan
agirliklan, rolatif adrenal ve timus agirliklari, davranis testleri, motor performans
testi, 0grenme bellek testi, histolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler yapilarak

istatistiksel anlamliliklar degerlendirilmistir.

Stres parametresi olarak degerlendirilen rolatif timus agirhiginda AlCls
grubunda kontrol grubuna gére anlamli azalma, tedavi gruplarinda kontrol grubuna
gore anlamli artis goriilmistiir. Acik alan ve yiikseltilmis art1 labirent testinde gruplar
aras1 anlamli fark goriilmemistir. Motor performans testinde 26 ve 30 rpm hizlarda
donepezil grubunda AICI; grubuna gére anlamli artis goriilmiistiir. Ogrenme ve
bellegin arastirildigi Morris Water Maze testinde, 3. ve 4.68renme giinlerinde AICls
grubunda kontrol grubuna gore stres parametresi olarak degerlendirilen ylizme artis
goriilmiis, deneyin 5.giinlinde ise donepezil grubunda platformun bulundugu alanda

gecirilen siirede AICl; grubuna goére anlamli bir artig goriilmistiir.

Prefrontal korteks MDA, LDH, kolinesteraz ve beta-amiloid prekursor protein
analizlerinde gruplar arasi anlaml fark goriilmemistir. Hipokampus LDH seviyesi
AICl; grubunda kontrol grubuna gore anlamhi diisik bulunmugstur. Serum
kortikosteron seviyesinde gruplar arasi anlamli fark goriilmemis, serum MDA
seviyesi AlCls grubunda kontrol grubuna gore, serum LDH seviyesi AlCls grubunda

tiim gruplara gore anlamli yiiksek bulunmustur.

Histopatolojik olarak hematoksilen&eozin boyamada prefrontal kortekste
Alzheimer grubunda kontrol grubuna gore atrofi, ndronal hiicre yogunlugunun
azalmasi1 ve gliozis goriilmiistiir. Benzer sekilde hipokampusta hematoksilen&eozin

boyamada Alzheimer grubunda kontrol grubuna gére noronal hiicre yogunlugunun
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azalmas1 ve gliozis goriilmiistiir. Aynm1 zamanda Alzheimer grubunda bazofilik

boyamada hiicre sitoplazmasinda noérofibriler yumaklara rastlanmistir. Congo red

boyamada Alzheimer grubunun hipokampus ve prefrontal korteksinde pozitif

boyanmis hiicre sitoplazmasi, bozulmus hiicre biitiinliigi goriilmistiir. Kontrol ve

tedavi gruplarinda hiicrelerde hasara rastlanmamastir.

Izlem Sonuclan

Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3 ve Cizelge 3.1°de sicanlarin deney dncesi-sonrasi

agirlik degisimleri, rolatif adrenal ve timiis agirliklar: gosterilmistir.

600

500

400

300

200

100

600
500
400
300
200
100

Deney oncesi agirlik

-

Kontrol AlCls Donepezil EVOO Rozmarinik Asit

Ortalama M standart sapma

Deney sonu agirlik

Kontrol AlCl: Donepezil EVOO Rozmarinik Asit

Ortalama M standart sapma

Sekil 3.1. Gruplarin deney oncesi ve sonrasi agirlik degisimleri (g).
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Rolatif adrenal agirliklar

M

0,035
0,03
0,025
0,02
0,015
0,01
0,005

-

—

|

-

Kontrol AlCls Donepezil EVOO Rozmarinik Asit

Ortalama M Standart sapma

Sekil 3.2. Gruplarin rolatif adrenal agirliklar (g).

Rolatif timus agirliklar

0,14
0,12

0,08

-

e

0,06 +
0,02
0
Kontrol AlCls Donepezil EVOO Rozmarinik Asit
Ortalama M Standart sapma

Sekil 3.3. Gruplarin rolatif timus agirliklari (g).

Cizelge 3.1. Sigcanlarin deney Oncesi-sonras1 agirlik degisimleri, rolatif timus ve
adrenal agirliklar (g).

Gruplar Deney oncesi Deney sonu Rolatif adrenal Rolatif timiis
agirhk agirhk agirhk agirhk
Kontrol 401,86+83,93 396,91+81,86 ,023+,006 ,053+,0092
AlCL 415,71+£59,58 390,71+63,68 ,0260+,002 ,039+,019°
Donepezil 315,86+68,54 340,43+61,67 ,020+,007 ,084+£,0210.¢
EVOO 293,17+36,62 320,50+72,71 ,0194,002 ,086+£,027b,¢
Rozmarinik asit | 354,88+83,93 355,14+81,86 ,0214,002 ,081+£,027b.¢

a,be: Aymi satirdaki farkli harfler istatistiksel agidan anlamli farklilig: ifade eder (p< 0,05). Degerler

ortalamatstandart sapma.
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3.2. Davrams Testi Sonuclari

Sicanlarin acgik alan testi, yiikseltilmis art1 labirent testi, rotarod motor
performans testi ve Morris water maze testi sonuglari, Sekil 3.4 — Sekil 3.25 ve

Cizelge 3.2 — Cizelge 3.9’da gosterilmistir.

Acik alan testi
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Kontrol AlCL Donepezil EVOO Rozmarinik Asit

Ortalama  mStandart sapma

Sekil 3.4. A¢ik alan testinde katedilen toplam mesafe.

Acik alan festi
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Sekil 3.5. Acik alan testinde orta alanda gegirilen siire.
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Sekil 3.6. Acik alan testinde kenar alanlarda gecirilen siire.

=
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Ortalama hiz (cm/sn)

Kontrol

AlCls

Agik alan testi

Ortalama

Sekil 3.7. Acik alan testinde ortalama hizlar.

Cizelge 3.2. Acik alan testi sonuglart.

Donepezil

EVOO

M standart sapma

e

Rozmarinik Asit

Rozmarinik Asit

Gruplar Katedilen toplam Orta alanda Kenar alanlarda | Hiz (cm/s)
mesafe (cm) gecirilen siire (s) gecirilen siire (s)

Kontrol 1824,51+621,81 4,86+6,67 244.72+58,91 6,078+2,05

AlICls 1556,66+468,85 57,01£108,19 197,96+197,96 5,18+1,57

Donepezil 1541,01+401,96 7,28+7,28 254,53+£254,53 5,18+1,38

EVOO 1706,82+608,49 3,52+7,16 276,94+276,94 5,80+2,09

Rozmarinik asit 1885,32+561,62 3,23+3,75 268,64+268,64 6,28+1,85

Agik alan testinde katedilen toplam mesafe, orta-kenar alanlarda gegirilen siire ve ortalama hizlarda gruplar arasi
anlamli fark goriilmemigtir.
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Yiikseltilmig art1 labirent testi
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Katedilen toplam mesafe (cm)
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Kontrol AlCL Donepezil EVOO Rozmarinik Asit

Ortalama mstandart sapma

Sekil 3.8. Yiikseltilmis art1 labirent testinde katedilen toplam mesafe.

Yiikseltilmis art1 labirent testi

«agu=t

(€]

S

N

Ortalama hiz (cm/sn)
w

[EnN

Kontrol AlCl3 Donepezil EVOO Rozmarinik Asit

Ortalama M standart sapma

Sekil 3.9. Yiikseltilmis art1 labirent testinde ortalama hiz.
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Yiikseltilmig art1 labirent testi
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Donepezil EVOO Rozmarinik Asit
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Acik kollarda gecirilen siire

Kontrol
-10

Ortalama  m standart sapma

Sekil 3.10. Yiikseltilmis art1 labirent testinde acik kollarda gecirilen toplam siire.

Yiikseltilmis art1 labirent testi

350
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Kapali kollarda gegirilen siire (sn)

Kontrol AICl; Donepezil EVOO Rozmarinik Asit

Ortalama M standart sapma

Sekil 3.11. Yiikseltilmis art1 labirent testinde kapali kollarda gegirilen toplam stire.
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Sekil 3.12. Yiikseltilmis art1 labirent testinde ortak alanda gegirilen toplam siire.

Cizelge 3.3. Yiikseltilmig art1 labirent testi sonuglari.

Gruplar Katedilen Acik kollarda Kapal kollarda Orta alanda Hiz
toplam mesafe gecirilen siire (s) gecirilen siire(s) gecirilen siire (cmf/s)
(cm) (s)
Kontrol 813,412262,71 | 4,12%5,06 284.74+14,58 11,62%12,19 2.71+,88
AlIClL: 804,67+492,86 6,20+£8,97 286,58+21,83 8,25+12,88 2,67+1,63
Donepezil 942,47+333,59 8,54+14,74 284,32+26,80 8,13+13,70 3,13+1,10
EVOO 1062,43+£250,96 | 2,80+3,94 293,72+5,09 4,50+5,37 3,53+,84
Rozmarinik | 1141,78+420,57 | 21,22428,23 253,29+63,39 26,52+35,53 3,79+1,39
asit

Yiikseltilmis art1 labirent testinde katedilen toplam mesafe, agik-kapali kollar, orta alanda gecirilen siire ve

ortalama hizlarda gruplar arasi anlamli fark goriilmemistir.
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Motor performans testi (rotarod)

yiriime mesafesi (mf)

Kontrol AlCL Donepezil EVOO Rozmarinik Asit

Ortalama m standart sapma

Sekil 3.13. Motor performans testinde 16 rpm hizda toplam yiirime mesafesi.

Motor performans testi (rotarod)
14

12

0,8
0,6
0,4

0,2

Yiiriime mesafesi 20 rpm (mtf)

Kontrol AlCL Donepezil EVOO Rozmarinik Asit
0,2

Ortalama mstandart sapma

Sekil 3.14. Motor performans testinde 20 rpm hizda toplam yiiriime mesafesi.
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M otor performans testi (rotarod)
1,4
1,2

1 {
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0,6
0,4
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I
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Yiiriime mesafesi 26 rpm (mt)

0.2 Kontrol Donepezil Rozmarinik Asit

-0,4

Ortalama M standart sapma

Sekil 3.15. Motor performans testinde 26 rpm hizda toplam yiirime mesafesi.

Motor performans testi (rotarod)
1,6
1,4
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0,8
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C
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-0,4

$ f
EV%)O Rozmarfnik Asit

Ylriime mesafesi 30 rpm (mt)

AlCls Donepezil

Ortalama M standart sapma

Sekil 3.16. Motor performans testinde 30 rpm hizda toplam yiirlime mesafesi.

Cizelge 3.4. Rotarod Motor Performans Testi sonuglari.

Gruplar 16 rpm 20 rpm 26 rpm 30 rpm
Kontrol ,42+,53 ,28+,48 ,14£,372,0 ,00+,002
AlICL 28+,48 14+37 14+37 141+ 370
Donepezil 1,00+,00 1,00+£,00 1,00+,00° ,71£,481°
EVOO ,83+,40 ,50+,54 ,001,002.° ,00£,009
Rozmarinik asit ,85+,37 ,42+,53 ,424+,5333,b ,004,002

a,b: Aymi satirdaki farkli harfler istatistiksel agidan anlamli farkliligi ifade eder (p< 0,05). Degerler
ortalamatstandart sapma.
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Water maze testi
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Water maze testi
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Water maze testi
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Sekil 3.17. Morris water maze testinde deneyin ilk 4.glinlinde yiizme hizlar1.
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Cizelge 3.5. Morris water maze testinde ilk 4.giin yiizme hizlari.

Gruplar 1.giin 2.giin 3.giin 4.giin
Kontrol 21,07+1,47 18,67+2,95 16,44+3,079¢ 19,56+1,892
AICl; 21,92+42,23 20,47+4,20 34,93+10,64° 27,55+5,62b
Donepezil 21,69+2,46 20,79+£5,19 20,12+3,293,b 21,58+6,71a,b
EVOO 21,19+3,05 21,49+3,66 27,45+9,122,b 16,62+4,0922,b
Rozmarinik asit | 20,18+4,24 23,01+7,09 30,16+5,642.0 18,37+2,883,b

a,b: Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel agidan anlamli farkliligi ifade eder (p< 0.05). Degerler ortalama+standart sapma.
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Water maze testi
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4.giin platformu bulma stireleri
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Sekil 3.18. Morris Water Maze testinin ilk 4 giiniinde platform bulma siireleri.
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Sekil 3.19. Morris water maze testinin ilk 4 giiniinde yiizme mesafeleri.
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Water maze testi
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Sekil 3.20. Morris water maze testinde ilk 4 giiniinde kenar alanlarda gecirilen
Zaman.
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Cizelge 3.6. Water maze testinin ilk 4 gliniinde platform bulma siireleri (sn).

Gruplar 1.giin 2.giin 3.giin 4.giin
Kontrol 39,53+6,11 16,69+5,43 17,58+8,71 10,51+3,86
AlICL 34,91+6,39 25,16£13,15 18,40+£10,58 12,74+8,54
Donepezil 41,51£9,22 22,42+13,62 15,44+7,64 10,67+4,45
EVOO 39,18£12,57 20,49+9,84 11,60+5,42 7254339

Rozmarinik asit 35,11£13,91 30,01+14,25 19,25+18,63 14,4549,71

Morris Water Maze testinin ilk 4 giiniinde platformu bulma siirelerinde gruplar arasi anlamli fark goriilmemistir.

Cizelge 3.7. Water maze testinin ilk 4 giiniinde yiizme mesafeleri (cm).

Gruplar 1.giin 2.giin 3.giin 4.giin
Kontrol 871,20+153,10 312,36+129,21 304,54+195,95 234,59+100,19
AlCls 795,61+191,53 549,92+280,17 519,36+177,64 330,07+220,67
Donepezil 979,46+256,36 456,64+269,72 308,78+146,41 224,36+79,97
EVOO 931,31+243,71 439,35+226,09 306,17+157,32 129,73+71,56
Rozmarinik asit | 960,58+318,98 736,78+502,59 481,51£309,09 269,21+£159,28

Morris Water Maze testinin ilk 4 giiniinde ylizme mesafelerinde gruplar arasi anlamli fark gériilmemistir.

Cizelge 3.8. Morris Water maze testinin ilk 4 giiniinde kenar alanlarda gegirilen zaman.

Gruplar 1.giin 2.giin 3.giin 4.giin
Kontrol 45,80+14,69 9,90+12,14 8,10+6,51 1,78+1,28
AlCls 53,54+5,13 21,04+14,53 14,53+13,81 9,86+16,72
Donepezil 55,87+6,21 17,12+13,17 16,70£16,279 10,21+£8,54
EVOO 52,2846,20 27,86+24,03 7,66£7,010 6,60£6,07
Rozmarinik asit | 54,18+5,89 29,124+24,22 14,06+20,28 12,58+12,71

Morris water maze testinde ilk 4 giiniinde kenar alanlarda gegirilen zamanda gruplar arast anlamli
fark goriilmemistir.
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Morris water maze testi
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Sekil 3.21. Morris water maze testinin 5.giiniinde platformun bulundugu alanda
gecirilen stire.
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Sekil 3.22. Morris water maze testinin 5.giliniinde diger alanlarda gegirilen siire.
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Morris water maze testi
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Sekil 3.23. Morris water maze testinin 5.giiniinde yiizme mesafeleri.
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Sekil 3.24. Morris water maze testinin 5.giiniinde ylizme hizlart.

Rozmarinik Asit

Rozmarinik Asit
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Sekil 3.25. Morris water maze testinin 5.glintinde kenar alanlarda gecirilen siire.

Cizelge 3.9. Morris Water Maze testinin 5.giin sonuglari.

Gruplar Platformun Diger Yiizme Yiizme hiz1 | Kenar
bulundugu platformlarda mesafesi (cm) (cmfs) alanlarda
alanda gecirilen gecirilen siire (s) gecirilen
siire (s) siire (s)

Kontrol 23,89+4,523,b 11,31+1,73 1604,82+128,51 | 27,10£2,10 | 21,15+6,28

AICL 19,80+3,37¢ 13,59+1,09 1227,42+148,53 | 20,27£2,63 | 31,08+10,40

Donepezil 31,89+9,05° 10,19+3,31 1207,30£263,33 | 19,77£4,31 | 24,11+6,73

EVOO 27,5243,322,b 11,17+1,10 1335,89+£246,51 | 20,51+4,03 | 21,98+12,28

Rozmarinik asit | 28,49+6,622,> 10,06+1,84 1376,38+230,69 | 23,57+4,53 | 22,29+2,25

3, Aymi satirdaki

farkli harfler istatistiksel agidan anlamli farkliligi ifade eder (p< 0,05). Degerler

ortalama+standart sapma.

3.3.

Biyokimyasal Analiz Sonuclar

Siganlarin prefrontal korteks, hipokampus ve serum biyokimyasal analiz
sonuglar1 Sekil 3.26 — Sekil 3.38 ve Cizelge 3.10 — Cizelge 3.12’de verilmistir.
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Sekil 3.26. Prefrontal korteks MDA diizeyleri.
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Sekil 3.27. Prefrontal korteks sAppbeta protein diizeyleri.
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Rozmarinik Asit

Rozmarinik Asit
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Sekil 3.28. Prefrontal korteks LDH enzim diizeyleri.
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Sekil 3.29. Prefrontal korteks kolinesteraz enzim diizeyleri.

Cizelge 3.10. Prefrontal korteks biyokimya analiz sonuglari.

Gruplar MDA ng/mg protein | sAppbeta ng/mg protein | LDH Kolinesteraz
Kontrol ,006%,001 J1477£,0322 11148,33+5924.61 | 94,00£52,78
AlCLs ,008+,005 J175+,053 11643,33+2221,60 | 106,17+24,95
Donepezil ,0044+,002 ,167+,109 12704,25+3425,95 101,00+38,02
EVOO ,004+,001 ,0933+,0364 15763,20+5902,21 312,404+471,62
Rozmarinik asit | ,007+,002 ,1596+,101 8603,20+£3251,96 55,60+29,21

Prefrontal korteks MDA, sAppbeta, LDH ve Kolinesteraz analiz sonuglarinda gruplar arasi anlamli fark
bulunamamustir.
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Sekil 3.30. Hipokampus MDA diizeyleri.
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Sekil 3.31. Hipokampus sAppbeta protein diizeyleri.
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Sekil 3.32. Hipokampus LDH enzim diizeyleri.
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Sekil 3.33. Hipokampus kolinesteraz enzim diizeyleri.

Cizelge 3.11. Hipokampus biyokimya analiz sonuglari

Gruplar MDA ng/mg protein sAppbeta ng/mg protein LDH Kolinesteraz
Kontrol ,0156+,007 ,2824,122 6433,2+568,85* | 51,20+14,97
AlCls ,0174+,008 ,294+,098 5119,0+£664,03> | 20,80+12,19
Donepezil ,0271+,014 ,352+,190 6635,+887,592 | 3560+21,20
EVOO ,0258+,005 ,330+,094 6030,£646,522.> | 35,00+25,45
Rozmarinik | ,0253+,015 ,491+,346 5200+305,997+.% | 12,80+8,04
asit

abe: Aymi satirdaki farkli harfler istatistiksel acgidan anlamli farkliligi ifade eder (p< 0,05). Degerler
ortalama+standart sapma.
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Sekil 3.34. Serum kortikosteron diizeyleri.
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Sekil 3.36. Serum sAppbeta protein diizeyleri.
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Sekil 3.37. Serum kolinesteraz enzim diizeyleri.
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Sekil 3.38. Serum LDH enzim diizeyleri.
Cizelge 3.12. Serum biyokimyasal analiz sonuglart.
Gruplar Kortikosteron MDA ng/ml sAppbeta LDH Kolinesteraz
protein ng/ml protein

Kontrol 2,61+,88 ,034+,0012 1,184,188 221,75+43,562 150,60+36,35
AlCls 2,314,66 ,070+,021° ,996+,295 484,00+121,29% | 202,40+63,76
Donepezil 3.23+,64 ,104+,0474,b 1,12£212 258,00+£57,98: | 139,80+31,87
EVOO 2,73+,65 ,077+,0192,0 ,976+,292 275,80+90,832 137,20+33,63
Rozmarinik asit 2,70+,72 ,075+,0202,b 1,07+,27 205,00+44,982 130,40+17,77

a,ber Aymt satirdaki farkli harfler istatistiksel agidan anlamli farkliligt

ortalamaz+standart sapma

3.4.

Histopatoloji Analiz Sonuglari

ifade eder (p< 0,05). Degerler

Sicanlarin prefrontal korteks ve hipokampus histopatoloji analiz sonuglart Sekil

3.39 — Sekil 3.44°de verilmistir.
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Kontrol grubu AICI; grubu

Donepezil grubu EVOO grubu Rozmarinik asit grubu

Sekil 3.39. Kontrol, AICls, donepezil, EVOO ve rozmarinik asit gruplarinin prefrontal korteks dokularinin Hematoksilen&Eozin
ile boyanmig goriiniimii. AlICI; grubunda kortexte atrofi, ndronal hiicre yogunlugunun azalmasi ve gliozis goriilmektedir (x100).
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Kontrol grubu AICl3 grubu

Donepezil grubu EVOO grubu Rozmarinik asit grubu

Sekil 3.40. Kontrol, AlCIl;, donepezil, EVOO ve rozmarinik asit gruplarinin hipokampus dokularinin Hematoksilen&Eozin ile
boyanmig goriiniimii. A1Cl; grubunda noronal hiicre yogunlugunun azalmasi ve gliozis goriilmektedir (x100).
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Sekil 3.41. Kontrol ve AICl; gruplarinin  hipokampus  dokularinin
Hematoksilen&Eozin ile boyanmig goriiniimii. Alzheimer grubunda hiicre

sitoplazmasinda bazofilik boyanma seklinde norofibriler yumak goriilmektedir
(x400).

Sekil 3.42. Kontrol ve AICI; gruplarinin hipokampus dokularinin Congo Red ile
boyanmis goriinimii. AICI; grubunda congo red ile pozitif boyanmis hiicre
sitoplazmasi goriilmektedir (x400).

Sekil 3.43. Kontrol ve AICI; gruplariin prefrontal korteks dokularinin Congo Red
ile boyanmis gorinimii. AICl; grubunda congo red ile pozitif boyanmis hiicreler
goriilmektedir (x100).
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4. TARTISMA

4.1. izlem Sonuclar

Bu calismanin sonuglarina gore, deney Oncesi agirliklari homojen olan
hayvanlara 15 giin boyunca giinde oral 100 mg/kg AICl; uygulamasi sonunda
hayvanlarin agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olmadigi
saptanmustir (Sekil 1, Cizelge 1). Ayni sekilde 15 giin AICls maruziyeti ve 21 giinliik
donepezil, EVOO ve rozmarinik asit tedavi uygulamalari sonunda da hayvanlarin
agirhiklarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik goriilmemistir (Sekil 1,
Cizelge 1). Kilo kayb1 ve yetersiz beslenme, 1907’de Alois Alzheimer tarafindan
tanimlanan AH’nin bir pargasi olarak agiklanan 6zelliklerdir. O zamandan beri, bir
dizi calismada Alzheimer hastalarinin diger demans cesitlerine sahip hastalara
(SINGH ve ark., 1988), diger hasta gruplarina (Cronin-Stubbs ve ark., 1997) ya da
aynt yas grubundaki saglkli insanlara kiyasla daha sik kilo verdiklerini
gostermiglerdir (Stewart ve ark., 2005). Ayrica arastirmalar AH’nda kilo kaybinin
sadece agir hastalarla sinirli olmadigini, ayn1 zamanda 1limhi vakalarda da ortaya
cikabilecegini gostermistir (Cronin-Stubbs ve ark., 1997). Fakat bu calismada;
kontrol, Alzheimer ve tedavi gruplarimiz arasinda istatistiksel olarak anlamli agirlik
degisikligi gbzlenmemistir. Bunun sebebi; AICl; uygulamasinin 15 giin tercih
edilmesi  sonucu orta-siddetli diizeyde Alzheimer patolojisi olusturacak
degisikliklerin ger¢eklesmemesine bagli olabilir ve yine bu kadar kisa siirede belirgin
bir agirhk kaybmin olusmamasmin da normal olarak degerlendirilebilecegi

distiniilmektedir.

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda organ agirhiginin viicut agirligina
oraninin stresle indiiklenen organ agirligr degisikliklerini gdstermede en yaygin
olarak kullanilan endeks oldugu kabul edilir. Stresli siganlarda timusun sadece rolatif
degil, ayn1 zamanda mutlak agirliginin da azaldigi bilinmektedir. Buna gore, mutlak

timus agirhgl, strese tepki olarak olusturulan biyolojik gostergeler olarak
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kullanilabilir (Hara ve ark., 1981). I¢ ya da dis stres faktorleriyle karsilasildiginda bu
durumlarla basa ¢ikabilmek i¢in adrenal korteksten insanlarda ve kopeklerde kortizol
(Carballo ve ark., 2020), kemirgenlerde kortikosteron salinir (Axelrod ve ark., 1984).
Kortikosteronun immun sistem fonksiyonu iizerinde sayisiz etkisi oldugu
bilinmektedir ve timus bezi de bu etkilerin olusmasinda merkezi bir rol oynar
(Dougherty ve ark., 1964; Munck ve ark., 1984). Yiiksek plazma glukokortikoid
diizeyleri ¢ogunlukla stresin gostergesi olarak kabul edilir; artan adrenokortikal
aktivite strese karsi gergeklesen fizyolojik bir yanittir (Izadi ve ark., 2018). Timus
bezi agirligr ise glukokortikoidlerin timus hiicreleri {izerine apoptotik etkilerini
gosteren en Onemli belirteglerden biridir (Safaeian ve ark., 2014). Bir baska
calismada, tekrarlayan dozda toksikasyona maruz kalmanin timus agirligini azalttig
bildirilmistir (Feuston ve ark., 1994). Ayn1 zamanda strese maruz kalmak da timus
bezinde atrofiye sebep olur (Akana ve ark., 1985). Kronik stres modellerinde de
timus atrofisi adrenokortikotropik hormon (ACTH) ya da kortikosteron seviyesindeki
artistan bagimsiz atrofiye ugrayabilir, bu da 7. giin baslayip 28. giine kadar siirer
(Paskitti ve ark., 2000).

Bu caligmanin sonuglarina gore kontrol, Alzheimer ve tedavi gruplarinin rolatif
adrenal agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriillmemistir (Sekil 6,
Cizelge 1); fakat rolatif timus agirliklarinda kontrol grubuna gére AICl: grubunda
anlamli bir azalma, donepezil ve EVOO tedavi gruplarinda ise kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir artis gériilmiistiir (Sekil 7, Cizelge 1). insan, hayvan ve
in vitro ¢alismalarda EVOO’da bulunan fenolik bilesiklerin serbest radikal olusumu
gibi oksijen metabolizmasinin toksik etkilerini temizleyebilen ve bdylece hiicreleri
oksidatif hasara karsi koruyabilen antioksidan molekiiller oldugu gdsterilmistir
(Montedoro ve ark., 1992). Ayn1 zamanda diyette EVOO tiiketilmesinin davranis ve
kognisyona olumlu etkileri oldugu da o6ne striilmistir (Tripoli ve ark., 2005).
Donepezil de, hafif ve orta siddette Alzheimer hastalifinda noropsikiyatrik
semptomlarin siddetini azaltmada 6nemli etkinlik gosterir (Doody ve ark., 2001).
Sadece biligsel bozuklugun iyilesmesine katkida bulunmakla kalmayip, ayni
zamanda arzu edilen yasam kalitesini koruma, hatta artirma gibi olumlu etkileri de

bulunur (Feldman ve ark., 2001). Bu calismada, EVOO ve donepezil tedavi
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gruplarinda kontrol grubuna gore rolatif timus agirligiin arttigir ve AlCls grubunda
kontrol grubuna gore rolatif timus agirligmin azaldigr goriilmiistir. Bu sonug,
literatirde EVOO ve donepezil kullaniminin stresin negatif etkilerini azalttig

sonucuyla tutarhidir.

4.2, Davrams Testi

Calismamizda agik alan testinin orta alaninda ve kenarlarda gegirilen siirede ve
katedilen toplam mesafede gruplar arasi anlamli fark goriilmemistir (Sekil 8-11,
Cizelge 2). Benzer sekilde yiikseltilmis art1 labirent testinde de acgik ve kapali
kollarda gecirilen siirelerde gruplar arasi anlamli fark goriilmemistir (Sekil 12-16,
Cizelge 3). Acik alan testi, kosullanma olmayan anksiyeteyi 6l¢gmek amaciyla ilk
olarak 1936 yilinda tanimlanmis ve kullanilmistir (Hall, 1936). Siiresi degiskenlik
gostermekle birlikte cogunlukla 5 ya da 10 dk boyunca yapilmaktadir. Acik alan testi
sonuclarinin degerlendirilmesinde kemirgenlerin agik ve genis alanda gezinmekten

kaginma davraniglari temel alinir (Candland ve ark., 1969).

Acik alan testinde hayvanin orta alandan kagimasi anksiyetenin bir gostergesi
olarak kabul edilir. Thigmotaksis, duvara yakin bdliimlerde zaman gegirme istegi
olarak tanimlanmakta ve anksiyete benzeri davranis gosteren hayvanlarin bu
davranis1 daha sik gosterdigi kabul edilir (Prut ve ark., 2003). Yiikseltilmis arti
labirent testi kosullanma olmayan anksiyeteyi 6l¢mek amaciyla ilk olarak 1985
yilinda tanimlanmis ve kullanilmistir (Pellow ve ark., 1985). Test; karsilikli iki kolu
duvarla gevrili, karsiliklr diger iki kolu ise duvarsiz ve acik olmak {izere art1 seklinde
dort yoldan olusan, yerden yiiksek bir diizenek kullanilarak yapilir (Hogg, 1996).
Sicanlarin normal egilimi acik kollarda gezinmekten kaginip kapali kollardaki
koselerde oturmaktir (Rodgers ve ark., 1997). Cevreyi tanima davranisi gosteren,
acik kollarda daha uzun siire zaman geciren denegin anksiyete seviyesi diisiik olarak
degerlendirilir (Carobrez ve ark., 2005). Agik kollardan g¢ekinme davraniginin
anksiyete benzeri davranis1 gosterdigi kabul edilir (Lister, 1990). Siganlarin

diizenege ilk birakildiklar1 bolge olan orta alanda fazla zaman gegirmesi, siganin
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kapal1 kollar ile agik kollara gitmek arasinda karar veremedigini, bunun da yiiksek
anksiyete benzeri davranis nedeniyle gerceklestigini isaret etmektedir (De Visser ve
ark., 2011; Miu ve ark., 2008). Testin ayn1 zamanda lokomotor aktiviteyi 6l¢gmek igin
de kullanilabilecegi tartisilmaktadir (Belzung ve ark., 2001). Bu tez g¢alismasinda
acik alan testi ve ylikseltilmis art1 labirent testinde orta alanda ve agik-kapali kollarda
gegirilen silirede gruplar arasi fark gorilmemistir (Cizelge 2-3). Bu durum, tim
gruplara 6 hafta boyunca uygulanan hastalik olusturma ve tedavi protokollerinin,
gruplar arasinda davranigsal olarak benzer 6l¢lide anksiyete olusturabilecegi seklinde

yorumlanabilir.

Motor performans (rotarod) testi, denge, koordinasyon ve motor kontroliin
Olciilerek motor performansin degerlendirilmesini saglar. Diizenek deney hayvaninin
belirli bir hizda ya da hiz1 giderek artirilarak donen bir mil iizerinde durabilme
yetenegini Olger (Bazrgar ve ark., 2015). Alzheimer hastaligi ve kognitif
disfonksiyon sendromu norodejeneratif hastaliklardir ve demansin en yaygin
tiirleridir. Alzheimer hastalifinin ana kinik semptomu kognitif bozukluklardir. Fakat
Ozellikle motor disfonkisyonlar gibi kognitif olmayan problemler de hastalikla
iliskilidir. Gozlenen motor bozukluklar, denge ve yiirlime problemlerinden,
bozulmus aktivite seviyelerine kadar degisiklik gosterir (Camicioli ve ark., 2006;
Pettersson ve ark., 2002). Alzheimer hastaliginda motor bozukluklar hastaligin klinik
semptomlarin Oniine gegebilir, bu durum Alzheimer hastaliginin gelisimi ve motor
fonksiyonlar arasinda baglanti oldugunu gosterir (Henneman ve ark., 1965). Motor
belirtiler, yasla ve hastaligin siddetinin artmasiyla azalir. En c¢ok etkilenen motor
belirtiler konusma, yiiz ifadeleri, durus, yiiriiylis ve daha az siklikla titremedir
(Scarmeas ve ark., 2004). Hafif ile orta derece Alzheimer hastalarinda motor
becerilerdeki diisiis, orta ve siddetli donemdeki hastalardan daha gii¢lidiir (Zidan ve
ark., 2012) ve motor Kkabiliyetlerinde azalma olan hastalarin ciddi bilissel
bozukluklara sahip olma ve hatta daha erken 6lme olasiligi da yiiksektir (Waite ve
ark., 2005). Klinik bulgularla tutarli olarak, g¢esitli Alzheimer hayvan modellerinde
de motor bozukluklar gelistigi gosterilmistir (Kobayashi ve ark., 2005).
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Kolinesteraz enzim inhibitorlerinin tedavide kullanimi, bilis ve hafizanin
kuvvetlendirilmesini amaglanir; ancak, Alzheimer hastaligi bilindigi gibi bilis ve
bozukluklarindan ¢ok daha fazlasidir. Hastalar normal giinliikk aktivitelerini
siirdiirmelerinde zorluk yasatan duygu durum ve davranigsal degisiklikler de
yasarlar. Yakin zamanda yapilan ¢alismalar kolinesteraz enzim inhibitorlerinin bu
degisikliklerin bazilarini iyilestirebilecegini 6ne siirmektedir (Birks, 2006). Baska bir
calismada Alzheimer hastalarinda donepezil kullaniminin motor fonksiyonlara
herhangi bir olumlu etkisi bulunmadig: bildirilmistir (Hegerl ve ark., 2003). Fakat bu
tez ¢alismasinda; rotarod motor performans testinde donepezil tedavi grubunun daha
iyi performans gosterdigi, 26 ve 30 rpm hizlarda diger gruplarla arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark oldugu ve daha iyi yiirime performasi sergiledigi gorilmistiir
(Sekil 19-20, Cizelge 4). Literatiirde donepezilin motor performansa etkisi ile ilgili

aragtirmalar sinirlidir ve bu konuda daha fazla aragtirmaya ihtiyag¢ vardir.

Morris water maze (MWM) deneyi; hipokampal-bagimli 6grenme ve hafizayi
test etmekte kullanilan bir davranis deneyidir. Morris water maze testi, mekansal
O0grenmeyi ve hafizayr degerlendirmek i¢in kullanilan en yaygin ve standart
testlerden biridir. Deneyde hayvanlarin suda gizlenmis bir platformu bulmay:
ogrenmesi amacglanir. Minimal egitim gerektirmesi, viicut agirhigindan bagimsiz
olmasi, farkl tlirlerde uygulanabiliyor olmas1 ve tekrarlanabilmesi gibi avantajlari,
kognitif fonksiyonlarin degerlendirilmesi agisindan en iyi ve en ¢ok tercih edilen
yontem olmasmi saglar. Alzheimer hastaligt kognitif islevlerde bozuklukla
karakterize bir hastaliktir ve Morris water maze testi Alzheimer modeli olusturulan
deney hayvanlarinda 6grenme ve bellegi degerlendirmek i¢in kullanilabilecek en
onemli yontemlerden biridir (Tian ve ark., 2019). Alzheimer hastaligi medikal bir
problem olmasinin yanisira sosyal problemler de teskil eder ve donepezil hidroklorid
Alzheimer hastaliginda en yaygin kullanilan ilagtir (Nakano ve ark., 2001). Bir¢ok
calismada donepezil hidroklroidin Alzheimer hastaligmin klinik semptomlarim
tyilestirdigi bildirilmistir (Mehta ve ark., 2012). Jianbo ve arkadaslarinin yaptig1 bir
calismada (Jiangbo ve ark., 2018) arastirmacilar aerobik egzersizle birlikte donepezil
kullaniminin Alzheimer modeli olusturulan sicanlarda platformu bulma siiresini

kisattigin1 ve platformu bulmak i¢in yiizdiigli mesafenin azaldigin1 gostermiglerdir.
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Bu calismada aerobik egzersizle birlikte donepezil kullaniminin hafiza ve 6grenmeye
olumlu etkilerinden bahsedilmistir. Benzer sekilde scopolamin uygulamasi yapilarak
Alzheimer modeli olusturulan farelerde, donepezille tedavi edilen farelerin
Alzheimer ve kontrol gruplarina goére platform bulma siiresi ve ylizme mesafesinin
azaldig1 gosterilmistir (Zhang ve ark., 2019). Yine baska bir ¢alismada siganlarda d-
galaktoz ve AICL: kullanilarak olusturulan Alzheimer modelinde, donepezil
grubunun saklanmig platformu bulma siiresinin ve yiizme mesafesinin AlCl
grubundan anlamli derecede kisa oldugu belirtilmistir (Chiroma ve ark., 2019).
Benzer sekilde insanlardaki tau ve B-amiloid patolojisi olusturulan triple transjenik
fare Alzheimer modeli (3XxTg-AD) kullanilan bir ¢alismada, Alzheimer grubunun
kontrol grubuna goére platform bulma siiresinde gecikme oldugu gosterilmistir (Sah
ve ark., 2017). Bu tez ¢alismasinda, literatiirdeki sonuglarla tutarli sekilde deneyin 5.
giiniinde platformda gecirilen silirede donepezil grubunun AICls grubundan anlamli
sekilde yiiksek oldugunu ve platform bulma siiresinin donepezil grubunda AICls
grubundan anlamh sekilde diisiik oldugu goriilmiustiir (Sekil 25, Cizelge 9).

Morris Water Maze testinde artmis yilizme hizi, artmis anksiyetenin
gostergelerinden biri olarak kabul edilir. Transjenik 3xTg-AD farelerinin kullanildig1
bir ¢alismada, Alzheimer patolojisi gosteren farelerin platform bulma siiresinin
kontrol grubuna gore daha uzun siirdiigii ve ayn1 zamanda yine kontrol grubuna gore
ylizme hizinin arttigi gosterilmistir (Kapadia ve ark., 2016). Benzer sekilde yine
3XTg-AD farelerinin kullanildigi bir g¢aligmada, kontrol farelerinin daha rahat
yiizdiigii; Alzheimer’l farelerin daha stresli ve daha hizli oldugu goriilmiistiir. Fakat
arastirmacilar yiizme hizi degerlendirmesini yapmadiklarint ve dolayisiyla
istatistiksel olarak anlamli olup olmadigini bilmediklerini belirtmislerdir (Davis ve
ark., 2017). Deprem stresine maruz kalan farelerin stres diizeylerinin arastirtldig1 bir
baska calismada ise strese maruz kalan farelerin anksiyetelerinin daha yiiksek oldugu
ve buna paralel olarak Morris Water Maze testinin 6grenme giinlerinde, strese maruz
kalmayan kontrol farelerine gore hizli yiizdiigii gosterilmistir (Yanai ve ark., 2012).
Literatiirde de gosterildigi gibi Morris Water Maze, sadece mekansal 6grenmeyi
degil, ayn1 zamanda anksiyete ve sensoriomotor becerileri de 6lgmektedir (Abbas ve

ark., 2009). Bu calismada, 6grenme deneyinin 3 ve 4.giinlerinde AICIs grubunun
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kontrol grubuna gore yiizme hizinin anlamli sekilde artmis oldugu (Sekil 21, Cizelge
5) ve deneyin 5.glinlinde, Ogrenme giinlerine paralel olarak platformu bulma
siiresinin AICls grubunda kontrol grubuna gore daha uzun oldugu goriilmiistiir. Bu
durum, literatiirde de belirtildigi gibi, 1limli Alzheimer patolojisi gosteren

hayvanlarda anksiyete artis1 ve uzamis platform bulma siiresi sonuglariyla tutarlidir.

4.3. Biyokimyasal Bulgular

Glokortikoid hormonlar, merkezi sinir sistemi de dahil olmak iizere, tiim
memeli fizyolojik sistemlerinin giiglii diizenleyicileridir (Joéls ve ark., 2009).
Glukokortikoid hormon iiretimi ve salinimi hipotalamo-hipofiz-adrenal néroendokrin
sistem (HPA aksi1) tarafindan kontrol edilir. Bir¢ok patolojik biyomedikal durum,
HPA aksindaki degisikliklerle iliskilidir. HPA aks aktivitesindeki diizensizlikler
gliclii bir sekilde depresyon, anksiyete, sizofreni gibi mental bozukluklarla ve tip 2
diyabet, hipertansiyon gibi diger biyomedikal bozukluklarla iliskilendirilir (Bruehl ve
ark., 2007; Heim ve ark., 2009). Degisen glukokortikoid hormon diizeyleri kalici
psikolojik ya da fizyolojik stres olusumuna katkida bulunabilir (Hammen, 2005).
HPA aksisi ve glukokortikoid fizyolojisi onemli bilimsel biyomedikal belirteg olarak
degerlendirilir (Spencer ve ark., 2017). Glukokortikoid hormonlar HPA aksinin
sistemik efektdr hormonlaridir. Insanlarda, kdpeklerde, hamsterlarda ve birgok
balikta bulunan steroid molekiil kortizoldiir. Sican ve farelerde ve siiriingenlerin
cogunda ise aktif molekiil kortikosterondur (CORT) (Norris ve ark., 2013). HPA
aksis aktivitesi ve CORT sekresyonu c¢evresel ve deneysel olaylara yanit olarak
olusturulur ve kontroliimiizde degildir. Ozellikle stresli deneyimler kortikosteron
salinimi i¢in uyaricidir, bu nedenle kortikosteron stres hormonu olarak nitelendirilir.
Bunun yaninda stresle iligkili olmayan egzersiz, anksiyolotik ilaglar ya da ddiil gibi
deneyimler de kortikosteron salinimini tetikleyebilmekte ya da stres sebebi oldugu
diisiiniilen kronik noéropatik agri ya da uzun siiren anksiyete gibi durumlarda akut
kortikosteron salimimi goériilmeyebilir (Allen ve ark., 1985; Bomholt ve ark., 2005).

Kortikosteron sekresyonunun cok belirgin diurnal ritmi vardir ve kortikosteron
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fizyolojik fonksiyonlarin sirkadiyan diizenlenmesinde anahtar mediyatordiir
(Dickmeis ve ark., 2013). Kortikosteron molekiilii yagda ¢oziinebilmekte ve kan
beyin bariyerini gecer. Bu nedenle diger stres iliskili hormonlardan (adrenalin) farkl
olarak beyin, kortikosteronun dogrudan hedef bolgesidir (Weil-Malherbe ve ark.,
1959).

Stres mazuriyeti, vuciit homestazindaki degisikliklere uyum saglamak icin
bircok davranigsal, fizyolojik ve hiicresel tepkilerin ortaya ¢ikmasina sebep olur
(Herman ve ark., 2016). HPA aksisi, strese karsi olusturulan otonomik, davranissal
ve kognitif reaksiyonlar1 diizenler (Blank ve ark., 2002). Adrenal korteksten CORT
salinmasi, HPA aksis aktivasyonunu azaltmak ve stres tepkisini sonlandirmak igin
negatif feedback mekanizmasini glukokortikoid reseptorleri araciligiyla diizenler
(Burke ve ark., 2014). Glukortikoid reseptorlerinin feedback mekanizmasini
diizenledigi ve HPA aksis fonksiyonlarin korunmasindasinda kilit rol oynadigi
diistinilmektedir (De Kloet ve ark., 2005). Bir g¢alismada 14 giin boyunca
intraserebroventrikiiler olarak B-amiloid uygulanan grupta, kontrol grubuna gore
yiikselmis kortikosteron seviyesi goriilmiistir (Chellammal ve ark., 2019). Benzer
sekilde Alzheimer patolojisi olusturulan transjenik fare modellerinde kortikosteron
seviyesi saglikli hayvanlara gore yiiksek bulunmustur (Stuart ve ark., 2017). Yine 5-
6 aylik yasta transjenik 3xTg-AD fareler ve kontrolleriyle yapilan baska bir
caligmada ise her iki gruba da 8 haftalik stres uygulanmis ve bu 8 haftanin sonunda
gruplar aras1 serum kortikosteron seviyelerinde anlamli fark goriilmemistir
(Baglietto-Vargas ve ark., 2015). Normal kosullarda Alzheimer hastaligi goriilen
bireylerin serum Kkortizol seviyeleri, ya da kemirgenlerde serum Kkortikosteron
seviyeleri saglikli kontrollere gore genellikle daha yiiksek seyretmektedir, fakat bu
calismada 6 hafta boyunca tiim gruplara benzer stres uygulamasi serum kortikosteron
seviyelerinde anlamli fark goriilmemesine sebep olmus olabilir (Sekil 38, Cizelge

12).

Normal fizyolojik kosullar altinda tiim hiicreler ¢esitli endojen ve ekzojen

oksidanlara maruz kalmaktadir (Circu ve ark., 2012). Oksidatif stres; reaktif oksijen/
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azot tiirleri (ROS/RNS) ve hiicrelerin anti-oksidatif koruma sistemlerinin bu
reaktifleri ndtralize etme kapasitesi arasindaki dengesizlik olarak tanimlanir (Persson
ve ark., 2014). Mitokondrinin i¢ zarindaki elektron tasima zinciri (ETZ) enerjinin
tiretildigi ROS’un ana kaynagidir. Elektronlar nikotinamid adenin diniikleotit fosfat
(NADPH) ve Flavin Adenin Diniikleotitten (FADH2) dort membran kompleksi
yardimiyla oksijene verilir (Koopman ve ark., 2010). Bazi elektronlar i¢ zardan sizar
ve bu elektronlar oksijenle reaksiyona girerek ROS ve NOS’un farkli formlar1 olan
stiperoksit anyonlar1 olustururlar (Persson ve ark., 2014). Artan ROS/NOS iiretimi ya
da anti-oksidan tiretiminin bozulmasi, oksidatif saldiriya karsi savasmak i¢in endojen
sistem kapasitesinin azaldigini gosteren oksidatif stresin ortaya ¢ikma nedenidir
(Lopez-Alarcon ve ark., 2013). ROS/NOS; RNA, DNA, proteinler ve lipitler gibi
hiicredeki farklt makromolekiil tiplerine zarar verebilir ve bunlar1 degistirebilir; bu
durum daha giiglii reaktiflerin iiretilmesine de sebebiyet verebilir (Doorn ve ark.,
2003). Oksidatif stresin g¢esitli bozukluklar ve hastaliklarla iliskisi oldugu
dogrulanmistir. Yani reaktif tiirlerin aktivitesi hiicre oliimlerine kadar ilerleyen

patolojik sonuglar meydana getirebilir (Athar, 2002; Rice-Evans ve Diplock., 1993).

Endojen antioksidan savunma sistemi siiperoksit dismutaz, glutatyon
peroksidaz ve katalaz gibi baz1 enzimleri, enzimatik olmayan seruloplazmin, ferritin,
transferrin ve albiimin gibi proteinleri ve koenzim Q, lipolik asit ve tirik asit gibi bazi
radikal temizleyicileri igerir (Poljsak ve ark., 2013). Ek olarak ekzojen antioksidanlar
da dikkate deger role sahiptir. Ornegin polifenollerin antioksidan ve antienflamatuar
etkileri oldugu dogrulanmistir (Yoon ve ark., 2005). Calismalar, bitki polifenollerinin
kimyasal yapisinin reaktif tiirlerin uzaklastirilmas: i¢in uygun oldugu ve in vitro
calismalarda polifenollerin antioksidan etkilerinin askorbat ve tokoferollerden fazla
oldugu gosterilmistir (Vertuani ve ark., 2004). Son kanitlar, bazi oksidasyon
triinlerinin bazi norodejeneratif hastaliklarda biyobelirte¢ olarak hareket ettigini
belirtmektedir ve lipit peorksidasyon {iriinii olan malondialdehit (MDA da bunlardan
biridir. Alzheimer hastalarinda kortex ve hippokampusta artmis MDA seviyeleri
gortliir (Bhat ve ark., 2015), fakat bu calismada doku diizeyinde gruplararasi anlaml
bir fark gorilmemistir (Sekil 30, Sekil 34, Cizelge 10-11) . Bunun sebebi AICls

uygulamasimin 15 giin siireyle yapilmasi ve bu siire uygulamanin doku diizeyinde
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oksidatif stres olusumuna sebep olmamasi olabilir. Fakat serum MDA seviyesi, AlCIs
grubunda kontrol grubuna goére anlamli yiiksektir (Sekil 39, Cizelge 12) ve bu da
AICl; grubunda oksidatif stres degisikliklerinin goriillmeye basladigi seklinde

yorumlanabilir.

Laktat dehidrojenaz (LDH), viicudun hemen her hiicre ve dokusunda bulunan
enzimdir. Bu enzimin temel amaci viicutta bulunan sekerden enerji elde etmektir.
Kalp, karaciger, akciger ve kaslarda yiiksek miktarda bulunan laktat dehidrogenaz
enzimi, pek cok hastaligin arastirilmasinda kullanilir. LDH enziminde olusan total
aktivite yiiksekligi, viicutta olusan doku hasarlanmasi ya da hiicre yikiminin varligini
isaret eder. Bunun sebebi, olusan hasarlanma ya da yikim sirasinda hiicrelerden
salinan bol miktardaki LDH enziminin kana karismasidir. Viicuttaki biitiin hiicreler
LDH iretir ancak sirastyla yag doku, beyin ve miyokardda en yiiksek oranda
bulunur. Artmig LDH seviyesi, 6zellikle hemoliz basta olmak tizere, bir¢ok hastaligin
sonucu olarak goriilebilir. Doku yikimina sebep olan hastaliklarin seyrinde takip
edilecek enzimlerden biridir; fakat ayiric1 tanida degerlendirilmez (Livesey ve ark.,
2019). Calismalarda, agir metallere maruziyetle nérolojik hastaliklarin olusumunda
kuvvetli iligki oldugu gosterilmistir. Agir metaller serbest radikallerin ve pro-
inflamatuar sitokinlerin birikimine yol acarak norotoksik etki olusturmakta ve AP ve
tau-hiperfosforilasyonuna neden olarak hiicre 6liimiine sebep olmaktadir (Hussien ve
ark., 2018). Siganlarda hipokampal bélgeye intraserebroventrikiiler olarak 1 uL AB1-
40 enjekte edilen ve 21 giin Tetrahedral DNA nanopartikiillerin (TDNs) Alzheimer
patolojisine etkilerinin arastirildigi bir ¢aligmada, Alzheimer gurubu si¢anlarin
hipokampus hiicre sayisi, kontrol siganlarima gore anlamli derecede diisiik
bulunmustur (Shao ve ark., 2020). Agiz yoluyla 90 giin boyunca aliiminyum,
kadmiyum ve floriir karisimi uygulanan ve Berberinin etkilerinin arastirildigi baska
bir ¢calismada, karisim uygulanan siganlarin hipokampusunde noéronal dejenerasyon,
hiicreler etrafinda 6dem, vakuol hiicre yapilar1 goriilmiistiir (Hussien ve ark., 2018).
Crataegus pinnatifida meyvesinin Alzheimer patolojisine etkilerinin arastirildigi bir
baska ¢alismada intraserebroventrikiiler olarak AP enjekte edilen farelerde serum
LDH seviyesi kontrol grubuna gore anlamli yiikksek bulunmustur (Lee ve ark., 2019).

Benzer sekilde Cin’de bitkisel takviye Goutengsanin Alzheimer hastaligina
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etkilerinin arastirildigi ve AlCIs’le indiiklenen modelin kullanildigi bir ¢alismada
AICl; grubunun serum LDH seviyesi kontrol grubundan anlamli sekilde yiiksek
oldugu goriilmiistiir (Huang ve ark., 2008). ilging bir sekilde, baz1 Alzheimer fare
modeli kullanilan ¢aligmalarda beyinde aerobik glikoliz kaybinin Alzheimer hastalig
ile iliskili oldugundan bahsedilir. Bir transjenik fare modeli olan APP/PS1 fareleriyle
yapilan calismada 12 aylik yasta ayni1 yas grubu kontrol farelerine gore, aerobik
glikoliz baglaticis1 olan piruvat dehidrojenaz kinaz izoenzim 1 (PDKI1) de ve frontal
kortekste LDH enzim ekspresyonunda azalma oldugu gosterilmistir (Newington ve
ark., 2012). Ek olarak sigan merkezi sinir sistemi hiicre kiiltiirii kullanilarak yapilan
bagka bir calismada LDHA ya da PDK eksikliginin, hiicrelerin AP ve diger
norotoksinlere duyarliliginin artmasina sebep olmustur (Newington ve ark., 2012).
AP birikimi, mitokondri disfonksiyonuna, ROS olusumunun artmasia ve sonug
olarak hiicre 6liimlerine sebep olur. PDK1 ve LDHA ekspresyonuyla beraber glikoliz
baglatilmakta ve boylelikle de beyin korunmaktadir (Newington ve ark., 2012).
Ayrica insanlarda yapilan beyin goriintiileme calismalarinda beynin amiloid
toksisitesine en duyarli bolgelerinin aerobik glikolizin en yiliksek diizeyde oldugu
bolgelerde oldugu gosterilmistir (Vl1assenko ve ark., 2010). Bu durum AP birikimine
kars1 koruyucu bir mekanizma olarak tanimlanir ve bu mekanizmanin
kaybedilmesinin, Alzheimer hastaligini tetikledigi kabul edilir (Valvona ve ark.,
2016). Bu tez galismasinda da literatiirdeki sonuglarla tutarli olarak, AICls grubunun
serum LDH seviyesinin kontrol ve tedavi gruplarma gore anlamli derecede ytiksek
(Sekil 42, Cizelge 12) ve hipokampusta LDH aktivitesinin AlICls grubunda diger
gruplardan anlamli derecede diisiikk oldugu (Sekil 36, Cizelge 11) goriilmiistiir. Bu
sonug, 1liml diizeyde Alzheimer patolojisi olusmaya bagladiginin gostergesi olarak

degerlendirilebilir.

4.4. Histopatolojik Bulgular

Alzheimer Hastalig1, yasa bagli en yaygin ndrodejeneratif bozukluktur ve bu

durum bilissel fonksiyonlarda hafiza kaybi, 6grenme bozukluklar, kisilik ve davranis
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degisiklikleri ve nihayetinde dliimle sonuglanan ilerleyici kognitif bozukluklara yol
acar. Alzheimer Hastaligi genetik mutasyonlarla iliskilendirilmis olsa da, sebebi
kesin olarak bilinmeyen sporadik etkilerin sebep oldugu goriilmiistiir. Noropatolojik
olarak hiicre dis1 B-amiloid plak birikimi, hiicre i¢i norofibriler yumak birikimi,
noron ve sinaps kaybi, bazal 6n beyin, hipokampus ve 6grenme iligkili bolgelerde
gliosis Alzheimer hastaligi ve kognitif disfonksiyon sendromunda tanimlanmig
histopatolojik bulgulardir (Cotman ve ark., 2008). Sporadik Alzheimer modeli olan
intraserebroventrikiiler olarak streptozotosin uygulamasi yapilan ve farelerle
yiiriitiilen bir ¢aligmada, hipokampal bolgede belirgin noron kaybi gosterilmistir
(Cevik ve ark., 2017). Transjenik farelerle yapilan bir baska ¢alismada benzer sekilde
hipokampuste baslayan ve kortikal bolgelere yayilan diffuz plaklar ve bozulmus
hiicre biitiinligi tespit edilmistir (Games ve ark., 1995). Si¢anlara agiz yoluyla 100
mg/kg AICIl; uygulanan ve selenyumla tedavinin arastirildigi bir baska calismada,
kontrol grubunda patolojik degisiklikler goriilmezken, AICl; grubunda vakuole
sitoplazma, norodejenerasyon ve inflamasyon gosterilmistir (Lakshmi ve ark., 2015).
Literatiirdeki ¢alismalarla tutarli olarak bu tez ¢alismasinda, AICl; grubunda kontrol
grubuna gore hematoksilen&eozin boyamada siganlarin prefrontal kortekste ve
hipokampusta atrofi, ndronal hiicre yogunlugunun azalmasi ve gliozis goriilmiistiir.
Hipokampusta ayrica AICl; grubunda kontrol grubundan farkli olarak bazofilik
boyanma seklinde norofibriler yumaklar tespit edilmistir. Congo red boyamada
AICI; grubunda kontrol grubundan farkli olarak prefrontal korteks ve hipokampusta

pozitif boyanan hiicre sitoplazmalar1 ve dejenerasyonlara rastlanmaigtir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada Sprague Dawley ki erigkin erkek sicanlara 15 giin AlCL
uygulamasmin ardindan, 21 giin boyunca donepezil, EVOO ve rozmarinik asit
uygulamalar1 yapilarak Alzheimer hastaligi patolojisine etkileri ve olasi tedavi
etkinlikleri arastirilmigtir. Literatiirde 15 giin 100 ml/kg dozda AICls uygulamasinin
Alzheimer patolojisi olusturmak igin yeterli oldugu gosterilmis olsa da, bu
calismanin sonuglarina gore orta ve siddetli hastalik patolojisi olusturmak i¢in yeterli
olmadig1 goriilmiistiir. Insanlarda Alzheimer Hastaligi ve kopeklerde Kognitif
Disfonkisyon Sendromu, yasa bagli norodejeneratif degisikliklerle karakterize olan
ve patolojileri olduk¢a benzeyen iki hastaliktir. Heniliz her iki hastaligin da tedavi
edecek ila¢ ya da yontem bulunmamakla beraber, her arastirma insan-hayvan sagligi
ve refahi i¢in olduk¢a 6nem tasir. Bu calismanin sonuglarina gore, aliiminyum
maruziyetinin 1iliml1 patoloji olusmasina etkili oldugu, fakat orta ve siddetli patoloji
olusturmak i¢in kronik c¢aligmalarin ve daha uzun siireli aliminyum maruziyetinin
uygulanmasi gerektigi goriilmiistir. EVOO ve rozmarinik asit uygulamasinin ise;
donepezil ile karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak anlamli 6lgekte etkili bir tedavi
saglayamadig goriilse de; 6zellikle EVOO uygulamasinin timus agirhig: tizerindeki
protektif ve anti-oksidan 6zellikleri agisindan olumlu etkilerinin olabilecegi ve bu
alanda ozellikle kronik ¢alismalarin daha fazla arastirilmasi gerektigi sonucuna

varilmistir.
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OZET

Sicanlarda AICl; Ile Olusturulan Alzheimer Modelinde EVOO, Rozmarinik
Asit ve Donepezil’in Etkilerinin Arastirilmasi

Son yillarda saglik ve teknoloji alanindaki gelismeler 1s1ginda, gerek insan
gerekse hayvanlarin yasam kalitesinde ve siiresinde olumlu ydnde iyilesmeler
olmustur. Fakat yasam sliresinin uzamasi da beraberinde, yasa bagl kognitif
bozukluklarin yaygmliginda artis meydana getirmistir. Insanlarda Alzheimer
hastalig1 (AH), hayvanlarda ise Kognitif Disfonksiyon Sendromu (KDS), en yaygin
goriilen hastaliklardir. Bu rahatsizligin artmasi; 6zellikle de yash kdpeklerin bakimi
yOniiyle, giiniimiiz modern veteriner hekimliginde giderek 6nem kazanan bir sorun
haline gelmistir. Metallerin norotoksik etkilerinin oldugu bilinse de; aliiminyumun,
AH’nin 6nemli nedenlerinden biri ve hastaligin gelisiminde en biiyiik risk
faktorlerinden biri konumunda oldugu bildirilmistir. Aliminyum beyinde hafiza ve
kognisyondan sorumlu olan korteks, serebellum ve hippokampusta birikir ve bu
bolgelerde B-amiloid birikimi, oligomerizasyon, hiperfosforile tau yigilmasi, lipid
peroksidasyonu, bozulmus kalsiyum iyon degisimi ve apoptozis gibi Alzheimer
patolojisiyle iliskili patolojik olgulari meydana getirir. Bu sebeple de deneysel olarak
Alzheimer modeli olusturmak i¢in de siklikla tercih edilir. Giiniimiizde heniiz AH ya
da KDS’yi tam anlamiyla tedavi edecek bir ila¢ ya da yontem yoktur; ancak,
hastaliga yakalanan insan ve hayvanlarin refahin1 artirmaya yonelik diyet ve ilag
tedavi programlari uygulanir. ilagla tedavide kullanilan gruplardan biri de AchEI
(asetilkolinesteraz enzim inhibitdr) grubu ilaglardir. Asetilkolinesteraz inhibitorleri
enzimatik bozulmay: onleyerek etki gdstermekte ve AH i¢in birinci basamak tedavi
secenegi olarak goriilmektedir. AH tedavisi i¢in hala ilk segenek olarak kullanilan
donepezil, diisiik toksisitesi ve i1yi tolere edilebilen AchE inhibe edici etkinligi ile
poplilerligini korumaktadir. AH’nin diyetle tedavisinde ise, serbest radikallerin
zararli etkilerini azaltabilecek antioksidanlar ve mitokondriyal kofaktorlerin
kullanim1 esas alinir ve bu yonde yapilan ¢aligmalarda da ilgi daha ziyade yliksek
oranda antioksidan igeren gidalara dogru yonelmistir. Bunlarin arasinda sizma
zeytinyagl, extra-virgin olive oil (EVOO) o6nemli bir yer tutar. EVOO, sature
olmayan yag asitleri ve yiiksek oranda degerli biyofenolik bilesenleri igermesi
nedeniyle diger yaglardan ayrilir. Yine antioksidan, anti-inflamatuar, anti-apoptotik
ve noroprotektif etkileri oldugu bilinen diger bir madde ise Rosmarinik asit (RA)’tir
ve RA, ¢esitli gidalarda ve sifali otlarda bulunan dogal bir fenol karboksilik asittir.

Calismamizda Sprague Dawley 1rki1 eriskin erkek sicanlara 15 giin boyunca 100
ml/kg dozda AICs uygulamasi yaptiktan sonra, 3 farkli gruba 21 giin boyunca tedavi
protokolleri uygulanarak donepezil, EVOO ve rozmarinik asit uygulamasi
yapilmigtir. AICls uygulamalar1 ve tedavilerin bitiminde hayvan agirliklari, rolatif
adrenal ve timus agirliklari, davranig testleri, motor performans testi, 6grenme bellek
testi, histolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler yapilarak istatistiksel anlamliliklar
degerlendirilmistir. Stres parametresi olarak degerlendirilen rolatif timus agirliginda
AICl; grubunda kontrol grubuna goére anlamli azalma, tedavi gruplarinda kontrol
grubuna gore anlamh artis gorlilmiistiir. Ac¢ik alan ve yiikseltilmis art1 labirent
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testinde gruplar arasi anlaml fark goriilmemistir. Motor performans testinde 26 ve
30 rpm hizlarda donepezil grubunda AICls grubuna gore anlamli artis goriilmiistiir.
Ogrenme ve bellegin arastirildign Morris Water Maze testinde, 3.ve 4.6grenme
giinlerinde AICl; grubunda kontrol grubuna gore stres parametresi olarak
degerlendirilen yiizme artis1 goriilmiis, deneyin 5.gliniinde ise donepezil grubunda
platformun bulundugu alanda gegirilen siirede AICl; grubuna goére anlamli artis
goriilmistiir. Prefrontal korteks MDA, LDH, pseudokolin esteraz ve beta-amiloid
prekursor protein analizlerinde gruplar arasi anlamli fark goriilmemistir. Hipokampus
LDH seviyesi AICl: grubunda kontrol grubuna goére anlamli digiik bulunmustur.
Serum kortikosteron seviyesinde gruplar arasi anlamli fark goriilmemis, serum MDA
ve LDH seviyesi AlICls grubunda kontrol grubuna gore anlamli yiiksek bulunmustur.
Histopatolojik olarak hematoksilen&eozin boyamada prefrontal kortekste Alzheimer
grubunda kontrol grubuna gore atrofi, ndronal hiicre yogunlugunun azalmasi ve
gliozis goriilmiistiir. Benzer sekilde hipokampusta hematoksilen&eozin boyamada
Alzheimer grubunda kontrol grubuna gore ndronal hiicre yogunlugunun azalmasi ve
gliozis goriilmiistliir. Ayn1 zamanda Alzheimer grubunda bazofilik boyamada hiicre
sitoplazmasinda norofibriler yumaklara rastlanmistir. Congo red boyamada
Alzheimer grubunun hipokampus ve prefrontal korteksinde pozitif boyanmis hiicre
sitoplazmasi, bozulmus hiicre biitliinliigii goriilmiistiir. Kontrol ve tedavi gruplarinda
hiicrelerde hasara rastlanmamustir.

Literattirde 15 giin AICl; uygulamasinin Alzheimer patolojisi olusturmak i¢in
yeterli oldugu gosterilmis olsa da, orta ve siddetli hastalik patolojisi olusturmak i¢in
yeterli olmadigi goriilmistir. Bu sonuclar, aliiminyum maruziyetinin 1limh
Alzheimer patolojisi olusmasinda etkili oldugunu gostermektedir fakat rozmarinik
asit ve EVOO’nun tedavide kullanilabilmesi i¢cin daha fazla arastirmaya ihtiyag
oldugu diistliniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: AICl3, Alzheimer, Donepezil, EVOO, Rozmarinik Asit, Sigan.
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SUMMARY

Investigation of the effects of EVOO, Rosmarinic acid and Donepezil in AlCl3
Rat Model of Alzheimer’s Disease

In the last century, the advances in health and technology have resulted in the
expansion of human and animal life span. However, with the lifespan expansion, an
increase is observed in the prevalance of age related cognitive disorders with
cognitive disfunction disorder in dogs and especially Alzheimer’s disease in humans
being in the first place. Because of this, the maintenance of old dogs has gained
importance in modern veterinary sciences. When the effect of cognitive disorders on
quality of life and on the society are taken into consideration, the need for
intervention and treatment methods that can stop, reverse or prevent the progressive
cognitive disorder seems urgent. Even though metals cause neurotoxicity, the highest
risk factor for cause and development of AD was reported to be aluminum metal.
Aluminum reaches the brain and accumulate in cortex responsible for memory and
cognition, cerebellum of hippocampus. Aluminum causes pathologies related to
Alzheimer’s pathology such as B-amyloid accumulation, oligomerisation, build-up of
hyperphosphoryl tau, lipid peroxidation, change of degenerate calcium ions and
apoptosis in these regions. Yet no medicine can provide permanent treatment of AD,
but drugs that improve symptoms in patients or temporarily slow the progression of
the disease have been developed. One of these medicine groups is AchEI
(acetylcholine esterase enzyme inhibitor). Acetylcholine esterase inhibitors act by
preventing enzymatic degredation anda re seen as a first-line treatment for AD and
CCDS. The AchEl group of medicines is called "symptomatic medicines” and act on
relieving symptoms and increasing quality of life of the patient without altering the
development of the pathology underlying the disease. Donepezil, which is still used
as the first choice for AD therapy, maintains its popularity with its low toxicity and
good tolerable AchE inhibitory activity. The diet treatment of CCDS and AD depend
on the use of mitochondrial cofactors and antioxidants which may decrease the
detrimental effects of free radicals. For this reason, the interest of researchers has
turned to investigation of foods including antioxidants. Among these, extra-virgin
olive oil (EVOO) has an important place. EVOO is separated from other oils due to
its non-sature fatty acids and its highly biodegradable biophenolic components, and
has a more valuable place. Another material researched for Alzheimer’s treatment is
Rosmiarinic acid (RA) is a natural phenol carboxylic acid found in different foods
and medicinal herbs. It is known to have antioxidant, anti-enflamatory, anti-apoptotic
and neuroprotective effects. In studies condutcted on mice, positive effects
incognition increase have been shown.

In our study, after administering 100 ml / kg dose of AIC; to Sprague Dawley
adult male rats for 15 days, donepezil, EVOO and rozmarinic acid were applied to 3
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different groups by applying treatment protocols for 21 days. At the end of AICI;
treatments; animal weights, relative adrenal and thymus weights, behavioral tests,
motor performance test, learning memory test, histological and biochemical
evaluations were made and statistical significance was evaluated. There was a
significant decrease in the relative thymus weight, which was evaluated as a stress
parameter, in the AICI; group compared to the control group and a significant
increase in the treatment groups compared to the control group. There was no
significant difference between groups in open area and elevated plus maze test. In the
motor performance test, a significant increase was observed in the donepezil group at
26 and 30 rpm compared to the AICI; group. In the Morris Water Maze test, in which
learning and memory were investigated, the increase in swimming, which was
evaluated as a stress parameter in the AICI; group compared to the control group,
was observed on the 3rd and 4th learning days, and a significant increase was
observed in the period in the donepezil group compared to the AICI; group. There
was no significant difference between the groups in the prefrontal cortex MDA,
LDH, pseudocoline esterase and beta-amyloid precursor protein analysis. The
hippocampus LDH level was significantly lower in the AICI; group than in the
control group. There was no significant difference between serum corticosterone
levels, serum MDA and LDH levels were significantly higher in the AICI; group
compared to the control group. Histopathologically, hematoxylin and eosin staining
showed that atrophy, decreased neuronal cell density and gliosis in the prefrontal
cortex compared to the control group in the Alzheimer's group. Similarly, in the
hippocampus, hematoxylin and eosin staining showed that decreased the neuronal
cell density and gliosis in the Alzheimer's group compared to the control group.
Also, in the Alzheimer's group, neurofibrillary tangles were found in the cell
cytoplasm in basophilic staining. Congo red staining showed positively stained cell
cytoplasm and impaired cell integrity in the hippocampus and prefrontal cortex of the
Alzheimer's group. No damage to the cells was observed in the control and treatment
groups.

Although it has been shown in the literature that 15 days of AICI;
administration is sufficient to create Alzheimer's pathology, it has not been found to
be sufficient to create moderate and severe disease pathology. These results show
that aluminum exposure is effective in creating a moderate Alzheimer's pathology,
but more research is needed to use rosmarinic acid and EVOO in treatment.

Keywords: AlCl3, Alzheimer, Donepezil, EVOO, Rosmarinic acid, Rat.
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