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OZET

Yasl toplumu etkileyen 6nemli bir nérodejeneratif hastalik olan Alzhe-
imer hastaligmm etiyolojisi heniiz tam olarak aydintalilamamustir.
Ancak, pek ¢ok aragtirmada Alzheimer hastaliginin serbest radikal
olusumunu neden oldugu ileri siiriilmiistiir. Ote yandan, sinaptik
organizasyonun korundugu ozel bir kiiltiir yontemi olan organotipik
kesit kiiltiirleri canli beyin kesitlerinin  6zel filtreler {izerine
yerlestirilmesi ile elde edilmektedir. Bir bitki alkaloidi olan kolsisin,
mikrotiibiil depolimerizasyonuna neden olarak aksonal transportu inhibe
eder. Kolsisinin izomeri olan lumikolsisin ise bu etkiyi
gerceklestirmediginden, deneysel modellerde kontrol —amaciyla
kullanilmakladir. Caligmamizda, organotipik hipokampal kesit kiil-
tirlerinin  kolgisin ile muamele edilmesiyle olusturulan ex vivo
Alzheimer hastaligi modelinde, reaktif oksijen tiirleri (ROT) ile nitrik
oksit (NO) diizeyleri olgiildi. Sican beyninden elde edilen canli
hipokampal kesitler 20 giin siireyle kiiltir ortaminda takip edildi.
Ardindan kiiltiir ortamima kol-sisin (10mM) ve lumikolsisin (10mM)
eklenerek ROT ve NO diizeyleri kemiliiminesans yontemiyle olgiildii.
Kemiliiminesans yontemi igin farkli serbest radikallere duyarli olan
luminol (0. 2 mM) ve lusigenin (0. 2 mM) problarindan faydalanildi.
NO 6l¢iimii igin luminol-H,O, sistemi kullanildi. Hiicre hasarinin tesbiti
kiiltir ortamlarinda laktat dehidrogenaz (LDH) ol¢iimi ile yapildi
Ayrica, kesitler trifeniltetrazolyum kloriir (TTC) ile boyanarak hiicre
hasar orani saptandi. Bulgularimiz, olusturulan ex vivo Alzheimer
hastalig1 modelinde ROT ve NO'nun kolsisin grubunda lumi-kolsisin
grubuyla karsilastirnildiginda anlamli olarak arttgim1 gosterdi. Kiiltiir
ortamlarindaki LDH diizeyleri kolsisin grubunda 89. 3 + 23. 3 U/mL,
lumikolsisin grubunda 56. 2 + 13. 4 U/mL olarak saplandi. Bunun
yanisira, TTC yéntemiyle belirlenen hiicre kaybinin % 82, 5 + 4. 9 oldu-
gu hesaplandi. Kolsisinle olusturulan deneysel Alzheimer hastaligi
modelinde gozlenen serbest radikal diizeylerindeki artis, aksonal
dejenerasyonla  birlikte  mitokondriyal enerji metabolizmasinin
bozulabilecegini, membran fosfoli pitlerinin peroksidasyona agik hale
gelebilecegini  ve noronal nitrik oksit sentaz ekspresyonunun
artabilecegini diisiindiirmektedir. LDH ve TTC 6l¢iimleriyle elde edilen
sonuclarimiz serbest radikal artigt bulgularimizi desteklemektedir.
Sonug olarak, organotipik hipokampal kesit kiiltiirlerinin deneysel
Alzheimer hastaligi modelleme c¢alismalarinda kullanilabilecegini
gosteren bu g¢alismamiz, kolsisinle olusturulan modelde hem serbest
radikallerin hem de NO'nun arttigini ve bu artiglarin Alzheimer
hastaligindaki O6nemini ortaya koymaktadir.
Anahtar kelimeler: Alzheimer hastaligi, Hipokampus, Kolsisin, Nitrik
oksit, Organotipik kesit kiiltiirii, Serbest radikaller.

ARASTIRMA

DENEYSEL ALZHEIMER
HASTALIGI MODELINDE
REAKTIF OKSIJEN TURLERI VE
NIiTRIK OKSIT DUZEYLERI*

REACTIVE OXYGEN SPECIES AND
NITRIC OXIDE IN EXPERIMENTAL
ALZHEIMER'S DISEASE MODEL

SUMMARY
Alzheimer's disease is an important neurodegenerative disease which af-
fects the aging population. The etiology of Alzheimer's desease is still
un-certain. However, a number of studies show that Alzheimer's disease
is associated with free radical generation. On the other hand, organotypic
slice cultiire technique is a specific method with the characteristics of
synaptic organization. In this method, freshly isolated brain slices are ca-
refully transferred to sterile membrane units and kept in a tissue culture
incubator. Colchicine is a plant alkaloid which blocks axonal transport by
microtubule depolymerization. Lumicolchicine, an isomer of colchicines,
fails to mimic this effect and is used for control groups. In this study, we
have determined the levels of reactive oxygen species (ROS) and nitric
oxide (NO) in an experimental model of Alzheimer's disease whith was
induced by adding colchicine to organotypic hippocampal slice cultures.
Freshly isolated hippocampal slices were incubated in a culture flask for
20 days. At the end of this time, colchicine (I0mM) or lumicolchicine
(10mM) was added to the culture medium and chemiluminescence
measurements were made using different probes for ROS and NO,
Luminol (0.2 mM) and Ilucigenin (0.2 mM) were used as
chemiluminescence probes for the detection of different free radical
species. NO measurements were performed by luminol-H,O, system.
Lactate dehydrogenase (LDH) activity in culture medium and
triphenyltetrazolium chloride (TTC) staining of hippocampal slices were
used for determining neuronal cell loss. In our experimental Alzheimer's
disease model, increased ROS and NO levels were determined in the
colchicine group as compared with the lumicolchicine group. LDH
activity in the culture medium was 89. 3 + 23. 3 U/mL in the colchicine
group and 56. 2 + 13. 4 U/mL in lumicolchicine group. The neuronal cell
loss was found to be 82. 5 + 4. 9 % with the TTC method, in our
experimental Alzheimer's disease model, we have shown inc-reased free
radical generation following axonal degeneration. Therefore, we
conclude that colchicine can inhibit the mitochondrial energy
metabolisim, induce membrane phospholipid peroxidation and expression
of neuronal nitric oxide synthase. Our results with LDH activity and TTC
me-asurements supporled the free radical generation in this system. In
conc-lusion, treatment of organotypic hippocampal slice cultures with
colchicine, which results in increased levels of ROS and NO, can be used
to model Alzheimer's disease.
Key words: Alzheimer's disease, Colchicine, Free radicals,

Hippocampus Nitric oxide, Organotypic slice culture.
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GIRIiS

Alzheimer hastaligi, dikkat ve oryantasyon kaybi ile seyre-
den, kavranin, hafiza, motor ve sensor yeteneklerin yavas yavas
kaybedildigi, progresif bir dejeneratif hastaliktir.”*** Geligmis
iilkelerde, yashi niifusun fazlaligt nedeniyle, Alzheimer
hastalarinin tan1 ve tedavisi bilylik ekonomik kayiplara yol
agmaktadir. Alzheimer hastaligi 65 yas istii kisilerde % 5
siklikla goriiliir ve 4-10 yil iginde Sliimle sonuglanir.® Tamsi igin
etkin bir biyokimyasal yontem yoktur. Ancak, postmortem beyin
dokusunun patolojik incelemeleri ile Alzheimer hastaligina 6zgi
plak ve olusumlar saptanmaktadir.'?* Alzheimer hastaliginin
ileri yaslarda 0zel patolojik degisikliklerle goriilmesi ve
etiolojisinin aydimnlatilamamasi nedeniyle, hastaliga karsi etkin
tedavi yontemlerinin gelistirilmesi de zor olmaktadir.

Pek ¢ok aragtirmada, Alzheimer hastaliginin serbest radikal
olusumuna neden oldugu ileri siiriilmiistiir."*'”** Aralarinda,
canlilarda yasamsal 6nemi olan, oksijenin bazi ara bilesiklerinin
de bulundugu serbest radikaller hiicresel diizeyde toksik etki
gosterirler. Reaktif oksijen tiirleri (ROT) olarak adlandirilan bu
bilesikler farkli yontemlerle tesbit edilebilirler. Kemiliiminesans
yontemi ROT'un 6l¢iimii i¢in kullanilan direkt ve noninvazif bir
yontemdir. Kemiliiminesans ekzotermik oksidatif reaksiyon
gosteren organik bilesiklerin genel bir oOzelligidir ve 151k
yayilmasini ifade eder Luminol (5-amino-2, 3-dihydro-l, 4-
phthalazinedione) ve lusigenin (bis-N-methylacridinium nitrate)
ROT gibi oksidanlarla tepkimeye girerek, sirasiyla 3-
aminophthalate’ ve 'N-methylac-ridone' olusturarak 151k
yayarlar.’

Giinlimiize kadar yapilan c¢aligmalarda  Alzheimer
hastaligi'na uygun histopatoloji ve davranig 6zellikleri gdsteren
bir hayvan modeli gelistirilememistir. Vickers® kortikal
aksonlara uygulanan fiziksel hasarlarin erken Alzheimer
hastalig1 benzeri néronal patolojiler olusturdugunu belirtmistir.
Fiziksel olarak hasarlandirilan bu aksonlarin stereotipik
goriiniimde lezyon olusturduklari saptanmistir. Hasar bolgesinin
distal ucunda, akson terminallerinde norofilamentlerin anormal
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polimerizasyonu ile halka seklinde olusumlar
dejenerasyonu’ olarak tammlanmistir.'? Ginn ve Peterson,
akson mikrotiibiillerinin islevini bloke eden ve kolinerjik hiicre
6liimiine neden olan kolsisin uygulamalarini, kimyasal bir hasar
etkeni olarak, Alzheimer hastaligi benzeri model olusturmak
lizere 6nermistir.

Aksonal transport, mikrotiibiil depolimerize edici bir ajan
olan kolsisin ile bloke edilebilmektedir.>”3!® Bu bitki alkaloidi,
sinir hiicrelerinin fonksiyonel etkilerini azaltarak, 6zellikle sem-
patik sinirlerde, aminlerin depolandig1 vezikiillerin transportunu
engellemektedir. Norondaki baglanma, sinir terminalleri ile ken-
di aksonlar1 arasindaki cevapsizliga neden olarak, sinaptik trans-
misyonu presinaptik alanda engellemektedir. Lumikolsisin ise
mikrotiibiillerle  etkilesime

tu-buline baglanmamakta ve

girmemektedir.'® Boylece kolsisinin, aksonal tranportu

engellemeyen, bir

izomeri olarak kontrol gruplarmm olusturulmasma katkida
bulunmaktadir.

Organotipik hipokampal kesit kiiltiirleri, noéronlar arasi
sinap-tik yapimin korundugu 6zel bir kiiltiir teknigidir. Kesitlerin
yapisal organizasyonunda bir degisiklik yapilmadigindan,
sirekli kesit gereken elektrofizyolojik, farmakolojik v.b.
calismalarin  yapilabilmesi i¢in gelistirilmis bir ex vivo
yontemdir.*'* Bu model néronal rejenerasyonu incelemek igin
¢ok uygundur.

Calismamizda deneysel Alzheimer hastaligt modeli olarak,
organotipik hipokampal kesit kiiltiirlerine kolsisin uyguland:1 ve
bu modelde ROT ile nitrik oksit (NO) diizeylerindeki degisiklik-
ler arastirildi. Ayrica, sonuglar nérodejeneratif hasarin gosteril-
mesi i¢in Onerilen trifeniltetrazolyum klorii r boyamasi ve kiiltiir
ortamina laktat dehidrogenaz enziminin salinimu ile karsilastiril-
di.

GEREC VE YONTEM

Kimyasal Maddeler: Caligmamizda kullanilan c¢ozeltiler
icin gerekli kimyasallar MERCK (Almanya) firmasindan temin
edildi. Luminol, lusigenin, horse serum, Hank's solution,
trifeniltet-razolyum kloriir (TTC), kolsisin ve lumikolsisin
Sigma (A.B.D )'dan; laktat dehidrogenaz kiti Medi Sis
(Fransa)'den: MEM-Hepes Gibco BRL (A.B.D.)'den: Millicell
kdiltiir filtreleri ('pore' aralig1 0. 4 mm ve 12 mm ¢apli) ile Millex
GP (‘pore' aralig1 0, 22 mm) fitreleri Millipore (A. B. D.)'dan
temin edildi.

Hipokampal Kesitlerin Elde Edilmesi: Calismamizda 7-15
glinliik disi Sprague-Dawley sicanlar kullanildi. Sicanlar
dekapite edildikten sonra ¢ikarilan beyin dokusu 6n ve arka
beyin bolgelerinden 1-2 mm kalinliginda kesildi. Elde edilen
bloklar 6zel yapistiricilarla doku kesitleyicisine (Campden
Instruments, Ingiltere) yerlestirildi. Daha sonra iizerlerine yapay
beyin omurilik sivisi (yBOS: 12.5 mM NaCl.3. 75 mM KCI. 1.2
mM NaH,PO,,1. 3 mM MgClL,2.0mM CaCl, 10.0 mM D-
glukoz. 26. 0 mM NaHCOs) eklendi, doku kesitleyicisi ile 400
mm kalinliginda hipokampal kesitler alind1 ve yBOS'da karbojen
(% 95 O, ve % 5 CO,) ile aere edildi. Kesitleme isleminin
ardindan hipokampal bolgeler korteksinden ayrildi ve transversal
hipokampal kesitler dinlenme durumuna gegmeleri amaciyla 45
dakika aere edildi.

Kesit Kiiltiirleri: Elde edilen kesitler 24 kuyulu kiiltiir
kaplarina yerlestirilmek iizere steril ortama aktarildi. Kiiltiir
kaplarina 6nce transparan ve diisiik agirlikli proteinleri baglama
ozelligine sahip membranlar ve ardindan 6zel firgalarla alinan
kesitler yerlestirildi®!"® (Sekil 1). Her filtreye bir kesit olacak
sekilde dagitim tamamlandiktan sonra 300 mL kiiltiir ortami
(MEM-HEPES: Horse Serum: Hank's solution; 2:1:1. v/v) filtre
ile kiiltiir kuyucugu arasinda kalacak sekilde eklendi ve kesitler
karbondioksitti etiivde saklandi. Kesit kiiltiirleri 3 hafta siireyle
yakin takibe alinarak her giin mikroskop altinda incelendi ve
medyumlari 3 giinde bir olmak lizere degistirildi.
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Kolsisin ve Lumikolsisin Uygulamasi: Bu amagla kesit kiil-
tiirlerinin medyumlar1 tazelendi ve kiiltir ortami igerisine final
konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde kolsisin veya lumikolsisin
eklendi,*'*" inkiibasyon siiresi 24 saat olarak belirlendi. inkii-
basyon sonunda kesit kiiltiirlerinin medyumlar1 sakland: ve kesitler
filtreleriyle birlikte kemiliiminesans 6lgtimleri yapilmak tizere steril
ortamdan ¢ikarildi.

Kemiliiminesans Olgiimleri: inkiibasyon siiresini tamamlayan
kesitler 3 mL Hank's ve HEPES tamponu (200 mM NaCl, 5 mM
KCL0.5 mM KH,PO4, | mM CaCl,, 10 mM D-glukoz, 15 mM
NaHCOs, 20 mM HEPES, pH 7. 2) igeren sayim sigelerine akta-
rildi. Kemiliiminesans Olgiimleri luminol ve lusigenin problari
kullanilarak yapildi (9.26). Bu yontemde lusigenin aracili dlgiim

ile siiperoksit radikali (O, ) saptanirken, luminol aracilt 6lgliim ile
hidroksil (OH,) hidrojen peroksit (H,O; ), hipoklorik asit (HOCI)

ve hidroperoksil (HO,) radikalleri saptanabilmektedir (5). Luminol
(0. 2 mM) ve lusigenin (0. 2 mM) probu eklenen sayim siseleri sivi
sintilasyon sayacinda 15 dakikalik araliklarla iki saat siireyle
okutuldu.? Nitrik oksit (NO) 6l¢iimii i¢in saflagtirilmis lu-minol-H,
O, sistemi kullanildi.'! Bu amacla, 6 mL Hank's + HEPES tamponu

icine alinan kesitler tizerine sirasiyla K,COj3 (400

mM), desferal (60 mM), H,O, (2 mM) ve saflagtirilmig luminol (3. 6
mM) eklendi. Sayimlar siv1 sintilasyon sayacinda (TRI-CARB 1500,
Packard, A. B. D.) 'out of coincidence' programinda gergeklestirildi.
Sayimlardan sonra kesitler sayim siselerinden alindi, filtre kagidina
emdirildikten sonra kuru agirliklart belirlendi. Sonuglar AUC
cpm/mg doku cinsinden ifade edildi.

Laktat Dehidrogenaz Aktivitesinin (LDH) Ol¢iimii: Kesitler-
de kolsisin veya lumikolsisin uygulamasi sonucu olusan hasarin
biyokimyasal belirteci olarak kiiltiir ortaminda LDH aktiviteleri
spektrofotometrik olarak tayin edildi. Bu yontem ile piriivattan laktat
olusurken azalan NADH''!n absorbansi 340 nm dalga boyunda 3
dakika siireyle takip edildi, ortalama absorbans farki faktor ile
carpilarak sonuglar (U/mL) hesaplandi.

Trifeniltetrazolyiim kloriir (TTC) ile Hasar Tesbiti: Tetrazol-
yum tuzlari in vitro kosullarda néronal doku kiiltiirlerinde canlilik ve
bilyiimenin gdriintiilenmesinde kullanilmaktadir.”? Calismamizda,
organotipik kesit kiiltiirlerindeki hasarin tesbit amaciyla, TTC
yontemi uygulandi.

Organotipik hipokampal kesit kiiltiirleri kolsisin veya lumi-
kolsisin ile indiiklendikten sonra filtreleriyle birlikte sayim siselerine
yerlestirildi. Her 6rnek tizerine 5 mL TTC ¢ozeltisi (140 mM NaCl,
5 mMKC], | mM CaCl,, 10 mM HEPES, 3 mM D-glukoz: % 2 TTC.
w/v) eklenerek, calkalayicili su banyosunda 90 dakika siireyle
37°C'de inkiibe edildi. inkiibasyon sonras filtreler alindi, {izerlerine
DMSO/etanol (1:1) eklenerek, 24 saat siireyle karanlikta saklandi.
Olusan formazan bilesigi 485 nm dalga boyunda &lciildii.

Istatistiksel Degerlendirmeler: Istatistiksel degerlendirme IBM
uyumlu bilgisayarda, Instat programinda ve tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ile yapildi. Tiim sonuglar Tukey-Kramer ¢oklu
testi ile karsilastirildi, p<0. 05 degeri anlamli olarak kabul edildi.
Sonuglar ortalama + SD olarak gosterildi.

BULGULAR

Kemiliiminesans Ol¢iimleri

Organotipik hipokampal kesit kiiltiirleri lumikolsisin ve kolgisin
ile indiiklendiklen sonra yapilan kemiliiminesans Ol¢iimlerinde
anlamli farkliliklar saptand: (Tablo 1 ).

Laktat dehidrogenaz aktivitesinin 6l¢iimii

Organotipik hipokampal kesit kiiltiirleri lumikolsisin ve kolgisin
ile uyarildiktan sonra elde edilen kiiltliir medyumlarinda LDH
aktivitesi Olgiildii. Kolsisin grubunun LDH diizeyi (89. 3 + 23. 3
U/mL) ile lumikolsisin grubunun LDH diizeyi (56. 2 + 13. 4 U/mL)
arasinda istatistiksel olarak anlamlilik saptandi (p <0. 01).

Trifeniltetrazolyiim kloriir (TTC) ile Hasar Tesbiti

TTC ile boyanan kesit kiiltiirlerinin DMSO/etanol ile muamelesi
sonunda elde edilen sivilarin absorbansi spektrofotometrik olarak
olciildiigiinde, kolsisin ile indiiklenen kesitlerin saldigi for-
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FABLO |

Organotipik hipokampal kesit Kiiltiirlerinde lumikolgisin ve kolgisin uygulamasindan sonra luminol ve lusigenin kemiltiminesansi ile

nitrik oksit dizevleri

Lumikolsisin Kolsisin
Luminol 429. 498 = 92, 457 605,858 + 79, 852%
(cpni/mg doku) (h=7) (n=12)
Lusigenin 475.972 + 79. 261 762.790 + 306, 22
(cpn/img daku) (n=0) (n=13)
Nitrik Oksit 990. 550 £ 29,475 1. 794,709 + 590, 713*
(epm/mg doku) (n=06) (n=8}
Lumikaolsisin ile karsitlagurildiginda #p<0. 001, ##p<0. 05, ***p<0. 0]

mazan bilesiginin lumikolsisin ile indiiklenenlerden daha
yiiksek absorbans verdigi belirlendi.

Sonuglar, % Kayip = 100 x [1-(Axoisisin/ Atumikolsisin)] formiili
uygulanarak degerlendirildi ve yapilan hesaplamada, kolsisin ile
olusan hiicre kaybinin % 82. 5 +4. 9 oldugu saptandi.

TARTISMA VE SONUC

Alzheimer hastaliginin serbest radikal olusumuna neden
oldugu postmortem beyin dokularinda yapilan incelemelerde
gosterilmis ve pek gok patolojik degisiklik tammlanmigtir.'*!7**
arasinda  lipit karbonillenmis
norofilament proteinleri, serbest karboniller, nitrasyon, ileri
glikasyon ve son iiriinleri yer almaktadir."'"*

Postnatal retinal ganglion hiicre kiiltiirlerine, ROT

Bunlar peroksidasyonu,

olusturabilen sydnonimine ve demir kombinasyonlari
(Fe™/Fe™) eklenerek, aksonal rejenerasyon iizerindeki etkileri

incelenmistir.'* Sydnoni-

Mine, NO ve O, araciligiyla, aksonal dejenerasyon olusturur.
Benzer sonuglar demir kombinasyonlarmin kiiltiir ortamina ek-
lenmesiyle de elde edilmistir. Fare beyin kesitlerinde yapilan bir
caligmada amiloid-b'nin oksidatif stres belirteglerinden hem-ok-
sijenaz-1 ve 8-hidroguanozin diizeylerini arttirdig1 ve morfolojik
degisikliklere neden oldugu bildirilmistir.* Calismamizda, lumi-
nol ve lusigenin aracili KL 6l¢timleri, kolsisin ile indiiklenen or-

ganotipik kesit kiiltiirlerinde OH, H, O, ve HOCl ile O, arttigin1
gostermistir. Boyle bir durumda, aksonal dejenerasyonla birlikte
mitokondriyal enerji metabolizmasinin bozulabilecegi, fosfoli-
pitlerin peroksidasyona agik hale gelebilecegi ve inflamasyona
yol agabilecek bir hasar olusacag diisiiniilebilir. Kolisin grubun-
da aksonal dejenerasyonla birlikte kiiltlir ortamina saliman LDH
diizeyinin de lumikolsisinle kiyasla arttig1, ayrica hasar belirteci
olarak kullanilan TTC ile belirlenen noéronal hiicre kaybinin %
82. 5 gibi 6nemli bir orana ¢iktig1 saptanmistir. Nitekim, retinal
ganglion hiicrelerine, E vitamini ve C vitamini gibi antioksidan
etkili molekiillerle birlikte astrositler eklendiginde, serbest
radikal olus-

turucu ajanlarin ndrotoksik/nérodejeneratif hasar olusturmadig:
gdzlenmistir.'* Bu aragtirmacilar ROT'un aksonal rejenerasyonu
engelledigini bildirmiglerdir. Ayni ¢alisma grubu postnatal
retinal ganglion hiicrelerinde riboflavin aracili aksonal
dejenerasyonun serbest radikalleri arttirdigim  bildirmistir."®
Riboflavin igeren bilesik, in vitro kosullarda aralarinda ROT'un
da yer aldig1 ve aksonal rejenerasyona da neden olan fototoksik
iirlinlerin olusumuna neden olmaktadir. E vitamini ve C vitamini
gibi serbest radikal tutucu maddelerin ortama eklenmesinin
ndrodejeneratif etkiyi azalttig1 belirlenmistir. Riboflavin aracili
ROT olusumunun sito-toksik hiicre hasarina ve buna bagh
olarak norit dejenerasyonuna neden oldugu gosterilmistir.

Calismamizda kolsisin uygulanan organotipik kesit kiiltiirle-
rinden NO saliiminin, lumikolsisin grubuna gore anlaml
derecede yiiksek oldugu tesbit edildi. Kolsisinin aksonal
transportu engellemesiyle birlikte néronlarda nitrik oksit sentaz
(NOS) akti-vasyonuna bagli olarak NO saliniminin arttigi
soylenebilir. Nitekim Lumme ve arkadaslar,'® hipotalamik
nukleusta, NOS eksp-resyonunu aksotomi ve Kkolsisin
uygulamast  sonrasinda  incelemistir.  Aksonal  hasar
olusturulduktan sonra, hipotalamik major ndrosekretuvar
nukleusta noronal NOS (nNOS) ekspresyonunun arttigi tesbit
edilmistir. Kolsisin uygulamasmim da benzer bir etkiye neden
oldugu ve nNOS ekspresyonunu arttirdigi  goriilmiistiir.
Aksotomi ve kolsisin uygulamasiyla ayni sonucun elde edilmis
olmast, hiicresel sitoskletal yapinin ve aksonal transportun bloke
edilmesiyle NOS ekspresyonunun arttigini diisiindiirmektedir.
Bagka bir ¢alisma grubunda ise, tavuk embriyosu istmo-optik
nukleusunda elektriksel uyar verilerek aksonlarda retrograd bir
sinyal olusmasi saglandiginda, sinaptik terminalde olusan
aksiyon potansiyeli degisikligi nedeniyle, Ca*un hiicre igine
girisinin arttigi bildirilmistir.® Aymi deney sisteminde NO
antagonistlerinin uygulanmasiyla, istmo-optik néronlarin dldiigi
ve dendritik reor-ganizasyonun yavasladigi gosterilmis; NO
agonistlerinin de benzer sekilde noronal hiicre dliimiine neden
oldugu saptanmugtir.?*
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Sonu¢ olarak, caligmamizda organotipik hipokampal kesit
kiltiirlerinin kolsisinle inkiibe edilmesiyle ROT'un ve NO'nun
arttig1 saptandi ve Alzheimer hastaligi etyolojisinde rol oynadigi
diistiniilen serbest radikallerin bu sistemde de etkin oldugu goriildii.
Benzer c¢alismalarla serbest radikallere 6zgii farkli inhibitér ve
tutuculardan faydalanarak, hastaligin mekanizmasi konusunda daha
fazla bilgi edinilebilecegini ve gelistirilen organotipik kesit kiiltiiri
yonteminin. Alzheimer hastaliginin olusum mekanizmasinin
aciklanmasina katkida bulunacagini diistinmekteyiz.
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