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ALZHEIMER MODELI SICANLARDA KAEMPFEROL TEDAVISININ
NOROPROTEKTIF VE IYILESTIRiICI ETKISININ ARASTIRILMASI

OZET

Alzheimer hastaligi diinya genelinde en sik goriilen demans ¢esididir. Her yil
prevalanst artmaya devam eden bu ndrodejeneratif hastaligin bilinen bir tedavisi
bulunmamaktadir. Alzheimer hastaliginin patolojisini olusturan ana etmenler senil
plaklar, nérofibriler yumaklar ve néroinflamasyon olarak siralanabilir. Oksidatif stres
bu patolojilerin olusum ve ilerleme silirecinde yer alan en 6nemli temel etkenlerden
birisidir. Birgok tedavi girisimi hastaligin noropatojenezini hafifletip kognitif
fonksiyonu arttirmay1 hedeflemektedir. Bu amagla bir¢cok bitkisel iiriin ve bunlarin
etken maddeleri arastirmacilar tarafindan kullanilmaktadir. Kaempferol birgok bitkide
sekonder metabolit olarak Uretilen anti-inflammatuvar ve antioksidant 6zelliklere
sahip bir flavonoiddir. Kaempferoliin oksidatif stresi azaltma yetenegi bu molekiilii
Alzheimer  hastaligi  c¢alismalarinda  6nemli  bir  hale  getirmektedir.
Bu tez calismasinda oOncelikle Alzheimer hastali§imi modellemek i¢in Long-Evans
cinsi erkek sigcanlara intraserebroventrikiler olarak streptozotosin (STZ) enjekte
edildi. Olusturulan bu modele tedavi edici madde olarak bir antinéroenflamatuvar ajan
olan kaempferol molekull intraperitoneal olarak verildi. Tedavi bitiminde davranis
deneyleri ve molekiiler deneyler yapilarak kaempferoliin noroprotektif etkisini
incelendi. Kaempferol morris su labirentinde yapilan 6grenme ve bellek testinde
anlamli bir farklilik gostermezken korkuya bagli hafizay1 6lgen pasif sakinma testinde
gruplar arasinda anlamli bir farklilik olusturmustur. Bununla birlikte STZ enjeksiyonu
PSEN seviyesinde anlamli bir degisim gostermezken BACE ve fosforile TAU
seviyesinde artisa sebep olmustur. Ilging bir sekilde Kaempheroliin molekiiler diizeyde
anlamli bir iyilestirici etkisi olmamaistir. Bu sonuglar kaempferol tedavisinin Alzeimer
hastaliginin fenotipik 6zeliklerinden olan hafiza kaybi iizerinde olumlu etkilerinin
oldugunu gostermektedir. Bu nedenle bu ¢alisma kaempheroliin Alzheimer hastaligi
tedavisinde aday molekiil olabilmesi i¢in iyilestirici etkisinin molekiiler temellerinin

detayl1 olarak incelenmesi agisindan ilerleyen ¢aligmalara yol gostericidir.
Anahtar Kelimeler: Alzheimer Hastaligi, kaempferol, STZ, BACEL, p-TAU, PSEN

Xii



INVESTIGATION OF THE NEUROPROTECTIVE AND HEALING EFFECT
OF KAEMPFEROL TREATMENT IN RATS WITH ALZHEIMER DISEASE
MODEL

SUMMARY

Alzheimer's disease is the most common type of dementia worldwide. There is no
known cure for this neurodegenerative disease whose prevalence continues to increase
every year. The main factors that form the pathology of Alzheimer's disease can be
listed as senile plaques, neurofibrillary tangles and neuroinflammation. Oxidative
stress is one of the main factors involved in the formation and progression of these
pathologies. Many treatment initiatives aim to alleviate the neuropathogenesis of the
disease and increase cognitive function. For this purpose, many herbal products and
their active ingredients are used by researchers. Kaempferol is a flavonoid with anti-
inflammatory and antioxidant properties produced as a secondary metabolite in many
plants. Kaempferol's ability to reduce oxidative stress makes this molecule important
in Alzheimer's disease studies.

In this thesis study, firstly, streptozotocin (STZ) was injected intracerebroventricularly
to Long-Evans male rats for modelling Alzheimer's disease. Kaempferol, an anti-
neuroinflammatory agent, was administered intraperitoneally to the rats. At the end of
the treatment, the neuroprotective effect of kaempferol was examined by conducting
behavioral and molecular experiments. While kaempferol did not show a significant
difference in the learning and memory test performed in the morris water maze, it made
a significant difference between the groups in the passive avoidance test measuring
fear-conditioned memory. However, while STZ injection did not show a significant
change in PSEN level, it caused an increase in BACE and phosphorylated TAU levels.
Interestingly, Kaempherol had no significant curative effect at the molecular level.
These results show that kaempferol treatment has positive effects on memory loss
which is one of the phenotypic features of Alzheimer's disease. For this reason, this
study guides the future studies in terms of examining in detail the molecular bases of
the healing effect of kaempherol in order to be a candidate molecule in the treatment
of Alzheimer's disease.

Keywords: Alzheimer's Disease, kaempferol, STZ, BACE1, p-TAU, PSEN
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1. GIRIS VE AMAC

Demans (Latince de- "uzak" + mens "mantik"), kelimelerinin bir araya gelmesi ile
olusan halk arasinda bunama olarak da bilinen; 6grenme, bellek, oryantasyon, dil
fonksiyonlar1 ve kisilik gibi mental fonksiyonlarin bozulmasi ile karakterize, sosyal ve
is hayatini etkileyen, merkezi sinir sisteminde meydana gelen bozukluklara verilen
genel bir addir [1]. Demansin Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO) 2019 raporuna gére
diinya genelinde 50 milyon kadar insan1 etkiledigi ve en yaygin formu olan Alzheimer
Hastaligimm (AH) demans olgularmin %60-70’ini olusturdugu bildirilmistir [2].
Guniimiizde AH, DSO tarafindan tanman kiiresel bir halk sagligi problemi olarak
kabul edilmektedir. Bununla beraber hastaligin patojenitesinde rol oynayan ana
etmenler bilinmekte ancak hastaligin kesin bir tedavisi bulunmamaktadir [3]. AHnin
bircok semptomu olmakla birlikte 6zellikle ilerleyici hafiza kayb1 ve zihin karigiklig1
ile karakterize oldugu bilinmektedir. AH'nda meydana gelen unutkanlik durumu daha
¢cok son zamanlarda olan yeni 6grenilmis olay ve olgularm unutulmasi seklinde
seyreder. AH nin bireyde ortaya ¢cikmasina genetik faktorler, cevresel faktorler, ve
hatta bireyin yasam seklide dahil olmak izere bir¢ok etken sebep olur.

AH gibi baz1 nérodejeneratif hastaliklarda siirekli olarak devam eden ndroinflamasyon
slireci normal sartlarda beyinde olusan hasarlara cevap olarak ortaya ¢ikan yararl bir
sire¢ olmasina ragmen hastalik durumunda hastaligin patojenitesine katkida
bulunmaktadir [4]. Glnumizde bu ndroinflamasyon surecinin senil plaklar ve
norofibriler yumaklar kadar 6nemli oldugu ortaya konulmustur [5].

Gegtigimiz otuz yilda, bilim insanlarmin sahip oldugu AH hakkindaki biyolojik bilgi,
ozellikle hastaligin mekanizmasi ve patolojisi hakkindaki veriler, deney hayvanlarmin
da kullanimiyla artmigtir. AH'nin deneysel hayvan modelleri, hastaligin patojenezini
daha iyi anlamak ve yeni terapétik stratejilerin verimliligini degerlendirmek icin
kullanilmaktadir [6].Kullanilan deney hayvanlar1 modellerinden 6zellikle yaygin
gorilen geg baslangigh AH belirtilerinden olantau fosforilasyonunun ve amiloid beta
formasyon degisiminin temelinde Yyatan oksidatif stres ve kronik inflamasyon

streclerini kapsayan noroinflamasyonun olusturulmasi amaglanmistir oldugunu



gostermistir [7] . Bu sebepleen uygun model olarak mutajenik olmayip ayni zamanda
noroinflamasyona sebep olan intraserebroventrikiler streptozotosin (ICV-STZ)
enjeksiyonu modeli birgok arastirmaci tarafindan yaygin olarak kulanilmaktadir [8].
Son zamanlarda yapilan in vivo c¢aligmalar yaslilikta dahil olmak {izere
norodejenerasyon  sireclerinde antioksidan  Ozellikleri  olan  flavonoidlerin
noroprotektif etkilerini noroinflamasyon Uzerinden surdirduklerini gdstermistir.
Flavonoidlerin ve bunlarmn in vivo metabolitlerinin, beyindeki enflamatuar streclerin
kontroliinde de gdrevli olan tirozin kinaz, fosfoinositid 3-kinaz (PI3 kinaz), protein
kinaz C (PKC) ve mitojenle aktiflestirilmis protein kinaz (MAP kinaz) yolaklarini
modiile ettigi gosterilmistir. Bu baglamda flavonoidler noroprotektif ajan olarak
kullanilabilecek potansiyel terapétikler olarak degerlendirilmektedir [9].
Flavonoidlerin bir tyesi olan kaempferol (KMP), cay, brokoli, elma, ¢ilek ve fasulye
gibi bitki iceriklerinde bulunup cesitli 6zellikleri ile geleneksel tipta ilgi ¢ekici
flavonoidlerden biri haline gelmistir. KMP’nin etkinligi kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve nérodejeneratif hastaliklar gibi birgok patolojide incelenmistir [10]. In
vitro ortamda KMP tedavisi uygulanan PCI12 hiicrelerinde yapilan c¢aligmalar
KMP’nin antioksidan 6zelligini ortaya koymustur [11]. Yeon ve arkadaslari, mide
karsinomasi ile iligkili yaptiklar1 ¢alismada KMP’nin proinflamatuar sitokinlerin
regulasyonuna yol acgarak anti-enflamatuar bir etki gosterdigini bildirmislerdir [12].
Bu oOrnekte oldugu gibi birgok kanser ¢esidinde KMP’nin anti-oksidatif anti-
enflamatuvar etkinligi tespit edilmistir [13]. Bir baska c¢alismada Darbandi ve
arkadaglari, STZ ile indiikleyerek spontan AH modeli olusturduklar1 Wistar cinsi
ratlara intraperitoneal olarak KMP enjeksiyonu yapmuslar ve sonug olarak KMP’nin
hipokampal bolgedeki CA1 ndronlarindaki yogunlugunu ve hafizay: destekledigini
gOstermislerdir [14]. Biz bu tez ¢alismasinda ise STZ modeli ile sporadik AH
olusturulmus Long Evans tiirii siganlarda KMP’nin hafiza tizerindeki etkisini ve bu
etkinin molekiiler temellerini aragtirmay1 amagladik. Boylelikle KMP molekulinin
AH Uzerindeki noroprotektif bir etkiye sahip olup olmadigmnin literatiire
kazandirilmast ve bu molekiilin AH ag¢isindan tedavi edici aday molekil olup

olamayacagini gostermeyi hedefledik.



2. GENEL BILGILER

2.1 Alzheimer Hastahgi

Alzheimer hastalig1 ilk defa Alois Alzheimer adli bir psikiyatrist ve ndropatolog
tarafindan, 1901 yilmin Kasim aymda Frankfurt Psikiyatri Hastanesinde asistanlik
yapt1g1 siiregte gozlemledigi ve arastirdigi kadin hasta Auguste D.'nin hastaligina dair

uzun sdreli bulgularini Tiibingen toplantisinda anlatmasiyla bildirilmistir [15].

Sekil 2.1: Alois Alzheimer ve hastast Auguste D.

1901 yilinin Mart ayinda, 50 yasindaki kadinin kocasi, esinde sonradan gelisen ve hizl
bir sekilde ilerleyen ve artan bir yogunlukla - uyku bozukluklari, hafiza rahatsizliklari,
saldirganlik, aglama ve ilerleyici karmasa gibi - tedavi edilemeyen bir paranoid
semptomatoloji farketmis ve esini Frankfurt‘daki Toplum Psikiyatri Hastahanesi’ne
gotliirmiistiir. Bu siiregten sonra, kadinin hastaligi zamanla siddetlenerek artmistir.
Alois Alzheimer’m goézetiminde olan Auguste D. 8 Nisan 1906'dahayatini
kaybetmistir (Sekil 2.1). Otopsi sonrast Alzheimer, Auguste D.’nin beynini morfolojik
ve histolojik olarak inceleyebilmistir [15].

Alzheimer, hastasinin beynini mikroskobik olarak incelemek i¢in o zamanlar yeni yeni
denemeye baglanan giimiis boyama teknigini kullanmigtir. Boyamalarin sonucunda,
bugiin halen patolojik bulgularin iki ana kolunu olusturan hastaligin belirtecleri haline
gelecek olan noritik plaklari, norofibriler yumaklar1 ve amiloid anjiyopatmi

g6zlemlemistir [16]. Miinih’te gorev yapan Alzheimer, yaptig1 histolojik incelemenin



sonucunda elde ettigi bulgularin 4 yildan uzun bir siirede kaydedilen klinik bulgular
ile iligkisine dair verdigi Tubigen’de 1906 yilinda bir sunum yapmistir. O siralarda ¢ok
deger gormeyen c¢alismasi ¢ok gecmeden hakettigi yere gelip hastalik Alois
Alzheimer’n adiyla anilmaya baslanmstir [15].

AH, 65 yas ve tizeri bireylerde en sik goriilen primer demans hastaligi olarak literatiire
geemistir [17]. S. Tiwari ve arkadaslarinn 2019 yilinda yayimnladiklar1 derleme
calismasma gore AH diinya genelinde 41 milyon kadar insan1 etkilemektedir. Bilim
insanlar1 tarafindan bu saymin 2050 yilinda 3 kattan daha fazla artacagi
ongorulmektedir [18]. Kadinlarda AH’na yakalanma riski yaklagik Ggte iki iken
erkeklerde ise bu oran iigte bir civarindadir [19]. AH baslangicta yeni 6grenilerin
bilgileri hatirlamadaki zorluk problemleri ile baslar. Bu problemleri takiben c¢esitli
dikkat problemleri, yeni bilgileri islemedeki zorluklar, is hayat: ve sosyal hayatta
meydana gelen problemler hastaligin ciddiyetini arttirr [20]. AH kisaca davranis,
konusma, gorsel-uzamsal yonelim ve motor sistemini etkileyebilen hafiza bozuklugu
ve biligsel gerileme ile karakterize progresif ndrodejeneratif bir hastaliktir [21]. AH’ye
sebep olan ana etmenler yas, diyet, cesitli kronik hastaliklar, genetik ve epigenetik
faktorler olarak kisaca siralanabilir [22].Yas faktori, AH i¢in birincil risk faktorii
olarak degerlendirilir. Erken baslangicli AH (EBAH) kavrami genellikle 65 yasindan
once 45 yasindan sonra baglarken, ge¢ baslangigcli AH (GBAH) ise genellikle 65 yas
ve sonrasinda baglar [5].

Prevalansi daha diisiikk olan ancak kalitsallik ve etiyoloji bakimindan daha iyi bir
tanimlanmaya sahip olan EBAH daha ¢ok genetik faktorlere dayandirilmaktadir.
EBAH’na sahip olan hastalarin ¢ogunda otozomal dominant bir kalitimin hakim
oldugu bilinmektedir.

AH'nin klinik tedavisi icin giinimuzde ilag olarak kolinesteraz inhibitorleri (ChEl'ler)
ve N-Metil-D-Aspartat (NMDA) reseptor antagonistleri kullanilmaktadir. Bu gruptaki
ilaglarm baslicalar1 donapezil, rivastigmin, galantamin ve memantin olarak
siralanabilir. Bu ilaclar hastaligin seyrini hafifletmekle beraber hasta yakinlarini ve
arastirmacilar1 tatmin edici sonuglar veremedikleri i¢cin bilim insanlar1 daha efektif
ilaglarm bulunmasi igin ¢abalamaktadirlar [23].

2.1.1 Alzheimer hastahginin genetigi

AH, yasl popiilasyonda sik goriilen bir demans hastaligidi. EBAH otozomal
dominant kalitim gostermektedir. Amiloid prekirsor protein (APP), presenilin-1

(PSENL1), ve presenilin-2 (PSEN2) AH icin iyi bilinen otozomal dominant genlerdir



ve EBAH bulunan ailelerin yaklasik %70'inde bulunur. Ayrica ABCA7, SORL1,
TREMZ2 genlerinin de otozomal dominant AH'ye neden olabilecegi arastirmacilar
tarafindan gosterilmistir [24].

EBAH icin APP, PSEN1 ve PSEN2 genlerinin birgok varyanti tanimlanmistir. APP,
bir transmembran proteini olup beta ve gamma sekretaz enzimleri ile kesildiginde
beyin hiicresel ortaminda toksik bir etkiye sahip olan Ap formuna donisiir [25]. APP
proteini yine ayni isimle anilan APP geni tarafindan kodlanir. APP geni 21.
kromozomun uzun kolunda bulunur. APP geninde gorulen mutasyonlar AB’nin yanlis
uzunlukta kesimine neden olup damar duvarlarinda birikmelere neden olur. Bu durum
hastaligin seyrine katkida bulunabilir [22]. Gamma sekretaz enzimi kompleks bir
yapiya sahip olup PSEN, PSEN ilerletici, defektif anterior farenks ve nikastrin olmak
Uzere dort alt Gniteye sahiptir. Gamma sekretaz yapisinda bulunan PSEN alt Gnitesi
AH’nin patolojisinde gorev alan PSEN1 ve PSEN2 adli iki 6nemli izoforma sahiptir
[25]. Bu PSEN proteinlerini kodlayan PSEN geninde 6zellikle EBAH nin patolojisine
katkida bulunan 179 adet mutasyon bilinmektedir. Bu mutasyonlar AB’nin toksik olan
40 ve 42 aminoasit uzunlugundaki peptitlerin olusmasma neden olurlar [18].
GBAH’nin kesin sebebi bilinmemektedir. Bununla birlikte hastaligin patojenitesine
katkida bulunan genetik faktorler, kafa travmasi, oksidatif stres ve ¢evresel etmenler
gibi cesitli unsurlar hastaligin etiyolojisini aydinlatmamiza olanak saglamaktadir.
GBAH igin tanimlanan genetik faktorlerin basinda APOE geni varyantlar1 gelir[26].
Bunun yani sira arastirmacilarin yaptigi ¢alismalar bizlere enflamatuar, kolesterol
metabolizmast ve endozomal vezikiil geri doniisim yollar1 ile iliskili AH
patojenezinde anahtar rol oynayan 20'den fazla genetik risk faktoriinii sunmustur. Bu
risk genleri tek baslarma ¢ok biiyiik bir risk olusturmazlarken hep birlikte polijenik bir
etki gosterdiklerinde hastaliga yakalanma riskini yaklasik olarak iki katina
cikartabilirler [3].

APOE, lipitlerin tasinmasi ve metabolizmasinda 6nemli olan apolipoprotein E
proteinini kodlayan , {i¢ ana aleli €2, €3 ve &4 bulunan bir gendir. Bu varyantlar
arasinda aragtirmalarda en blyik 6neme sahip olan AH’nin progresyonunu arttiran
APOE geninin &4 alelidir [27]. Heterozigot durumda (APOE &4 / €4) veya homozigot
durumda (APOE €4 / ¢4) APOE &4 alelinin bulunmasi, EBAH ve GBAH riskini
arttirdig1 belirlenmistir. Yaklasik olarak AH olan bireylerin ¢eyreginin APOE &4

allelini homozigot veya heterozigot olarak tasidigi bulunmustur. APOEe4 alleli



bakimindan homozigot (APOE &4 / €4) olan bireylerin heterozigot olan bireylere gore
5 kat daha fazla riskte oldugu tahmin edilmektedir [28].

2.1.2 Alzheimer hastahgmn patolojisi

DSO’niin 19 Eyliil 2019°da yaynlanan verilerine gére diinya genelinde 50 milyondan
fazla demans olgusu bulunup her yil 10 milyon yeni olgu bu rakama eklenmekte ve
bunlarin yaklasik %60-70’ini AH vakalar1 olusturmaktadir. En karakterize problemi
unutkanlik olan AH’nin patolojisine baktigimizda bu hastalik hiicre diginda goriilen
senil plaklar, hicre ici norofibriler yumaklar ve ndroinflamasyon bulgular: ile
karsimiza ¢ikar[2]. AH olan bireyler ile diger demans ¢esitlerine sahip olan bireyleri
karsilastirdigimizda AH’na sahip bireylerin 6zellikle entorinal korteks, limbik korteks
ve assosiasyon korteks alanlarinin etkilenmektedir [17]. Lateral ventrikullerin simetrik
genislemesi, hipokampal atrofi, sulkuslarda genisleme ve giruslarda daralma ile
birlikte beyin dokusunun kaybi yapilan incelemlerle rahatlikla gozlenebilmektedir
(Sekil 2.2). Orta derecede goriilen serebral kortikal atrofi ile birlikte birincil motor,

duyusal ve gorsel alanlar zarar gormektedir [29].

Saghkh Beymn Alzheimer Hastas:
Bireyin Beym

Sekil 2.2:Alzheimer hastasi bireyde beyin kigilmesini gosteren temsili resim.

2.1.2.1 Amiloid prekirsor proteini ve amiloid beta plaklar
AH’nin patolojisinde yer alan en o6nemli belirteclerden biri amiloid beta (Ap)
patolojisidir. Glenner ve Wong adli arastirmacilar Alzheimer’la iliskili amiloid

plaklardan 4.2 kilodalton agirligindaki bir integral membran protein olan amiloid



prekiirsor proteinini (APP) izole etmisler ve bu proteinin hastalik patolojisinde yer
aldigimi gostermislerdir [30].

Ik olarak insan beyin dokusunun cDNA kiitiiphanesinden klonlanan APP proteini
evrimsel ve yapisal olarak korunmus olan bir protein olma 6zelligi tasir [31]. Birgok
organizmada c¢esitli APP gen aileleri tanimlanmistir. Bunlardan memelilerde
bulunanlar baslica APP, APP benzeri protein 1 (APPLP1) ve APP benzeri protein 2
(APPLP2) olarak smiflandirilabilir. Insanlarda bulunan formu APP geni ailesi olup
240 kilobaz uzunlugunda DNA pargasimin kodladigi 18 ekzon igeren kisimdir [32].
Normal sartlar altinda APP’nin hiicre sagligi, biiyiimesi ve sagkalimi {izerine olumlu
etkileri oldugu in vivo galigmalarda gosterilmistir. APP, A proteininin 6nclsi olup
alternatif kirpilma ile 8 izoform olusturabilir. Bunlardan en yaygin olan {i¢ tanesi 695,
751 ve 770 aminoasitlik formlaridir. Bunlardan 695 aminoasitlik rezidiiye sahip olan
APP izoformu, beyin dokusunda fazlaca eksprese edilen tek ge¢isli bir transmembran
proteinidir [33]. APP biiyiik bir hiicre dis1 alana sahip olup, yapilan kristalografi
calismalar1 N terminal bolgesinde sistein agisindan zengin bir bakir baglama domeni
(CuBD) ve ayrica heparini baglayabilen ve norit bliylimesini uyaran bir biiyiime
faktorii alan1 bulundugunu gostermistir. Bunlar1 takiben yine hiicre dis1 alanda Kunitz
tipi proteaz inhibitoéri ve OX-2 bulunur. Kunitz tipi proteaz inhibitérii ve OX2’nin
yaptiklar1 kesimlerle daha 6nce bahsedilen {ic ana APP izoformunu olusturduklari
bilinmektedir. ikinci bir heparin baglanma alani transmembran bolgeden hemen 6nce
yer alirken APP’nin hiicre i¢inde bulunan bélgesi hiicre i¢i proteinlerle etkilesime
girerek hiicre i¢i fonksiyonlarda rol alir [34]. Yapilan ¢alismalarda APP’nin hiicre
disinda bulunan alanlarindan heparin baglanma bdolgelerinin hiicre disinda biyolojik
fonksiyonu saglayan asil alanlar oldugu belirtilmistir [35]. Birgok terapotik calisma
AP’y1 viicuttan atmak gibi temellere dayandirilmaya kalksa da bir¢cok organda yaygin
olarak bulunan APP proteinin beyinde de sinaptik fonksiyonun modilasyonu dahil
cesitli fizyolojik gorevleri oldugu bulunmustur [36].

Beyinde olusan 695 aminoasitlik APP izoformu alfa, beta ve gama sekretaz enzimleri
tarafindan boliinmelere ugrar [37]. APP bu sekretazlarm aktivitesi ile amiloidojenik
veya amiloidojenik olmayan yolaga girer. a-sekretaz aktivitesini saglayan ADAM
ailesinin iiyesi olan enzimler ADAM9, ADAM10 ve ADAM17 olarak adlandirilan
membrana bagl hiicre yiizeyi glikoproteinleridir [38]. BACE1 1999°da kesfedilen
(beta-kism1 amiloid 6ncu proteini APP yarma enzimi 1) pepsin ailesinin bir aspartil

proteazi olup beyin dokusunda ekspresyonu yuksek bir tip 1 transmembran proteinidir



[39]. y-sekretaz enzimi ise tip 1 transmembran proteinlerini hidrolize eden aspartil
proteaz ailesinin bir Gyesidir [40]. Patojenik olmayan ¢ozinebilir AP tiretimi o- ve y-
sekretaz enzimleri tarafindan yapilan kesim islemleri sonucunda olusur. Yaslilarda A
birikimi a-sekretaz geninin yasla iliskili asir1 asetilasyonu, APP'nin amiloidojenik
olmayan iglenmesini azaltir ve erken AH beyin dokusunda bildirilen BACEI1
aktivitesindeki artis ise amiloidojenik islenmeyi arttirir. Arastirmacilar tarafindan
yapilan caligmalar biiyiime faktoriiniin eksikligi durumunda APP'nin BACEIl
tarafindan boliinmesini tetikledigi ve sonugta serbest hale gecen APP hiicre disi
alanmnin “Oliim Reseptorii 6” i¢in ligand olarak gorev gordiigiinii gdstermistir. Bu
reseptor ligand baglanmasi kaspaz 6 ve kaspaz 3'i aktive etmekte bu da aksonal bolge
ve hiucre govdesinin apoptotik dejenerasyonuna neden olmaktadir [41]. APP’den,
BACE] olarak bilinen -sekretaz ve y-sekretaz enzimlerinin sirasiyla proteoliz iglemi
sonucunda, 40-43 amino asit uzunlugunda toksik olan AP Uretilmektedir (Sekil 2.3).
BACEL geni 11. Kromozomun g kolu tizerinde bulunup 9 ekzon icermektedir ve insan
néranal hiicrelerinde yuksek oranda eksprese edilmektedir. Sporadik AH’na sahip olan
bireylerin beyin korteksinde BACEL aktivitesi artmaktadir. Bu nedenle, AP'yi
azaltmak i¢in kullanilan terapotik hedeflerden biri de BACEL aktivitesinin kontrol

edilmesidir.
Amiloidojemk Olmayan Yolak | Amileidojenik Yolak
| sAPPD
sAPPa
AFP
AB
Hiicre
Fan i ————— ____,.--_'___'_-—._______,_,.-
P3
oo AICD
I C23
AICD |

Sekil 2.3: APP Proteinin Amiloidojenik ve Amiloidojenik Olmayan Yollarda
Kesimi.

AP normal sartlarda her insanda bulunabilen toksik olmayan genellikle 40 aminoasitlik

bir formda ancak bazen 42 veya 28 aminoasit uzunlugunda da bulunabilen



serebrospinal sivi ve vaskiiler sistemin de yardimiyla ¢oziinebilir bir proteindir [42].
Yapilan ¢alismalar normal insanlardaki serebrospinal sivilardaki APs2 formunun
yaklagik olarak mililitre basina 2-3 ng oldugunu ve diger yaygin olan ABso formunun
ise mililitre basma yaklasik digerinin g¢eyregi kadar bir oranla 0.75 oldugunu
gostermistir. Cozlinebilen AP, beyinden daha yavas temizlenen veya ¢oziinmeyen ve
toksik olan A plaklarmi olusturmak iizere diger Ap molekiillerine baglanabilmektedir
[43].

AP’nin toksik formunun AH’nin patojenezindeki onemini vurgulayip hastaligi bu
patolojiye dayandiran Hardy ve Higgins adli arastirmacilar 1992 yilinda A kaskatini
anlatan makalelerini yaymlamiglardir [44]. Bu problemli birikme sekli ailesel olan
EBAH’de GBAH’na kiyasla daha cok genetik etmenlere baglidir. AB’nin Oncii
proteini olan APP veya gama sekretazin katalitik altbirimi olabilen PSEN1 ve
PSENZ2’de meydana gelen mutasyonlar A proteinin yapisal olarak yanlis bir formda
olusmasina sebep olup patolojiye katkida bulunmaktadirlar [45].

AP patojenezine sebep olan otozomal dominant 6zellik gésteren mutasyonlar 21.
kromozomun uzun kolunda bulun APP’ye etki edip mutasyonun bulundugu niikleotit
bdlgesine gore Hollanda, Isveg, izlanda gibi ilk gériildiikleri iilkeye ait isimleri alirlar.
21. kromozomun duplikasyonu ile karakterize olan Down sendromu hastaligi olan
bireylerde EBAH riskinin yiiksek oldugu ve ayrica 40’liyaslarda AH patojenezinde
gorilen belirteclere rastlanildigi bulunmustur [46].

AH’de AP konformasyonel degisime ugrayip birikmektedir. Bu birikim genellikle
beynin 6zellikle hafizay1 etkileyen bolgelerinde ekstraselliiler alanda agregatlasma
seklinde olup noronlarmm birbirleriyle baglantisinin kopmasima ve nérodejenerasyona
neden olur [42]. En yeni ¢aligmalar, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) AH da dabhil
olmak {tizere farkli bircok hastaligin ilerlemesine neden oldugunu dogrulamaktadir.
Oksidatif stres olarak tanimlanan bu patolojiyi arttiran siire¢ direkt olarak oksijen
temizleme yetenegi olan glutatyon adi verilen molekiiliin azalmasina neden olmaktadir
[47]. GunGimize kadar olan stirecte AB halen hastaligin en 6nemli sebeplerinden birini
olusturmaktadir.

2.1.2.2 Norofibriler yumaklar

Alois Alzheimer, AH’n1 agiklayan ilk yazisinda anormal fibr6z inkliizyonlarinin
varligma isaret etmekte ve bu yapilar1 ndrofibriler yumaklar (NFY) olarak
adlandirmaktadir. NFY', AH'da ndronlarda sitoskeletal mikrottibullerin ve tibiline

bagli proteinlerin kaybi ile karakterize hicre icinde gorilen temel ndropatolojik



belirteclerden biridir (Sekil 2.4) [48]. NFY normalde néron aksonlarinda fosforile
halde bulunan TAU proteinin hiperfosforile olarak ¢ift sarmal halinde filamentlere
doniigmesi sonucu olugmaktadirlar [49].

TAU proteini 17. kromozom lzerinde bulunan mapt adi verilen tek bir gen tarafindan
kodlanmaktadir. Mikrotibil asosiye protein (MAP) ailesinin bir Gyesidir. TAU
proteini birincil yapilar1 farklilik gésteren noronlarin intraselliiler alaninda bulunan bir
proteindir. TAU proteininin temelde beyin hiicrelerinde 6 izoformu bulunmaktadir.
441 rezidiiye sahip olan en uzun izoform TAU birincil yapisi i¢in temel alimmaktadir
[50]. Noronlarda madde iletiminin saglanmasinda gorevli olan mikrotubil
filamentlerinin stabilitesini fosforile ve defosforile olarak saglayan TAU proteinidir.
saglikli bireylerde fosforile olan TAU proteini AH olan bireylerde hiperfosforile
olarak mikrotiibiil yapisinin bozulmasina neden olmaktadir [51]. Hucresel dizeyde
gorulen bu hiperfosforilasyon durumu, mikrotiibiil aginin normal organizasyonun
degismesiyle sonuglanmaktadir [52]. TAU proteinleri sadece hiperfosforile olarak
mikrotiibiil yapisinin bozulmasina neden olmakla kalmayip ayni zamnda biraraya
gelerek hiicre iginde NFY adi1 verilen yapilar1 olusturmaktadirlar. Olusan NFY akson
dejenerasyonuna sebep olmaktadir. TAU proteininin hiperfosforile olmasimna sebep
olarak gesitli protein kinaz ve fosfatazlar gosterilmektedir. Bir protein kinaz olan GSK-
3B bu gruptaki en énemli ajanlardan biridir. GSK-33 gelisim paternlemede sinyal
transdiiksiyonunda gorevli olup wingless/wnt yolagi ile inhibe olmaktadir.

Arastirmacilar tarafindan ndronlarda GSK-3 ekspresyonunun TAU fosforilasyonuna
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ve mikrotlbul deformasyonuna sebep olan ana etmenlerden biri oldugu bulunmustur
[19].

Yesil:Hiicre Dis1
Amiloid Plaklar
Sari:Hiicre I¢i
Norofibriler
Yumaklar

Sekil 2. 4:Noron i¢inde olusan norofibriler yumaklar ve hiicre disinda olusanAB’nin
temsili gosterimi.

2.1.2.3 Noroinflamasyon

Oksidatif stresin her gegen giin hastaliklarin patojenitesini anlamadaki Onemi
artmaktadir ve bu 6nemi artan hastaliklarin i¢inde AH da yer almaktadir. GUnimize
kadar AH’nin patojenezinin temelinde AB plaklar1 ve NFY olmak iizere iki ana
patojenik etmenin oldugu bilinmekteydi. Son yillarda yapilan ¢alismalar ise AH
acisindan dgilincli bir patojenik etmenin oldugunu ve noroinflammasyon olarak
belirlenen bu etmenin AB ve NFY konusunda eksik kalan noktalar1 tamamladigini
goOstermektedir [53]. AH’da noroinflamasyon, ortaya ¢ikan senil plaklar ve nérofibriler
diigiimler tarafindan aktive edilen basit bir sistem degildir. Arastirmacilar
noroinflamasyon surecinin en az A ve NFY kadar patojenezin olusumuna katki
sagladigini belirtmiglerdir [5]. Noroinflamasyon sireci ilk zamanlarda kan beyin
bariyeri (KBB) varligi nedeniyle her ne kadar tartigmali olsa da gliniimiizde yapilan
caligmalarda ndrodejeneratif hastaliklarda KBB’nin bozuldugu ve noroinflamasyon
sirecinin hastalarda goriildiigii ortaya cikartilmistir. Oksidatif stres bu surecin
baglamasinda ve devam etmesinde etkin rol oynamaktadir. Kisaca oksidatif stres

Ozellikle hidrojen peroksit (H202) ve nitrik oksit (NO) gibi bilesenlerin hiicre ortamina
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reaktif oksijen ve nitrojen salmasiyla baslayan bir stregtir [54]. AH nin ilerleme
stirecinde mikroglia, mikroglial enflamasyon ve astrositler aktif bir rol oynamaktadir.
Sinapslar, mikroglial hicreler ve astrositik hiicrelerle iletisime gegmektedirler.
Astrositler ve mikroglia hicrelerinin en dikkate deger 6zelliklerinden biri néronal
gelisimde rol oynamalaridir. Ayrica astrositler, dendritik ag1 destekleme, sinapslari
saglamlastrma ve sinaptik iletimde gorev almaktadirlar. Mikroglial hicreler ise
immiinolojik gorevlerinin yani sira proteolitik ve fagositik islemleri yapabilme
kabiliyetleri sayesinde aksonal ve dendritik uglarda kesme islemleri yaparak ndronal
yeniden duzenleme slreclerinde rol oynamaktadirlar [55].  Mikroglial
enflamasyondaki en 6nemli bagliklar sitokin sekresyonunu saglamalar1 ve fagositoz
yapmalaridir. Bu siirecte gorevli genler yeni yeni tanimlanmakta olup en dnemlileri
arasinda CD22 ve TREM2 gelmektedir. Bunlardan CD22 yaslanan beyinlerde
mikroglial fagositozu etkilerken, TREMZ ise AH’nda koruyucu bir role sahip olan Wnt
yolagini harekete gecirmektedir [56].

Norodejeneratif hastaliklarda ve merkezi sinir sistemi  bozukluklarinda
néroinflamasyonun hedeflenmesinin terapotik potansiyele sahip olma derecesini ve
mikroglial metabolizmay1 degistirmenin noropatofizyolojinin olumsuz etkisini
azaltmas1 ihtimalini belirlemek i¢in daha ¢ok in vivo ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir
[57].

2.1.3 Alzheimer hastah@inda kullanilan tedavi yontemleri

Hastaligin kesfinden giiniimiize kadar gecen siirecte AH olan bireylerdeki ana
patolojileri hedef alan umut verici c¢alismalar yapilmistir ancak maalesef faz
deneylerinde birgogu olumsuz olarak sonug¢lanmistir. Gilinlimiizde tedavi igin
hastaligin seyrini yavaslatan ilaglar kullanilmaktadir[58]. Arastirmacilar tarafindan
giivenilirligi dogrulanmis bu ilaglarin bir kismi klinikte etkin olarak kullanilmakta ve

bir diger kismi ise bitkisel kaynakli olup piyasada serbest olarak satilabilmektedir

(Sekil 2.5).
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Sekil 2.5:AH’nda kullanilan tedavi yontemleri

AH tedavisinde Amerikan Gida ve lIlag Dairesi’nin (FDA) onayladigi ilaglar
kolinesteraz inhibitorleri, memantin, kolinesteraz inhibitorleri ile memantinin karigimi
olarak 1ii¢ gruba ayrilmaktadir. Bu ilaglar farkli yollar ile hastaligin seyrinin
hafiflemesine yardimci olmaktadirlar [59]. Kolin asetiltransferaz adli enzimin AH’na
sahip bireylerin beyninde eksik oldugu ve asetilkolinin ise hafizada etkili bir molekiil
oldugunu bilinmektedir. Bu nedenle noérodejeneratif hastaliklarda kolinesteraz
enziminin inhibe edilmesine dayanan kolinesteraz inhibitorleri basligi altinda
donepezil, galantamin ve rivastigmin adli ilaglar kullanilmaya baslanmistir [60].
NMDA sinyal yolagi Ca*? ve Mg*? iyonlarinin islevine bagli olarak ¢calismaktadir. AH
olan bireyler NMDA sinyal yolagi bozukluguna sahiptirler. Memantin adli bilesik
arastrmacilar tarafindan voltaja bagimli bir NMDA reseptdr antagonisti olarak
tanimlanmis ve AH’nin tedavisinde etkin olarak kullanilan bir ila¢ haline gelmistir
[61].

AH’nda arastirilan terapotikler, katlanan proteinlerin Uretimini, agregasyonunu ve
anormal proteinlerin neden oldugu toksisiteyi smirlamak ve yayilmasini inhibe etmek
amaciyla faz deneylerine tabii tutulmaktadir. Gliniimiizde klinikte kullanilan ilaglar
kesin bir tedavi yontemi sunmayip sadece siireci yavaslatma egilimindedirler [18]. Bu
durum arastirmacilar1 yeni ilag denemelerine ve geleneksel tedavide kullanilan
fitoterapotiklerin etkinliklerini aragtirmaya itmektedir. Oksidatif stres sureci ROS
tiretimindeki fazlahk ve bu radikallerin ortadan kaldirilmasma yardim eden

antioksidatif savunma sistemi ile karakterize edilmektedir. Her iki sistemin de yasa
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bagli norodejenerasyon ve demans slreclerinde oOnemli rolleri oldugu
diisiiniilmektedir. ROS, reaktif nitrojen tirleri (RNS), stiperoksit anyon radikali (O2),
H20>, hidroksil radikali (-OH), alkoksil radikalleri (RO-), peroksil radikalleri (ROO-)
ve peroksinitritler (ONOO") baslicalar1 olmak iizere oksidatif stres etkenleri cok sayida
norodejeneratif hastaligin patojenezine katkida bulunmaktadirlar [62]. Geleneksel
tedavi yontemlerinde bu sebeplere dayanilarak oksidatif stresi engelleyen daha gok
nonenzimatik grubundaki gesitli antioksidanlar bitki ekstraktlarindan elde edilerek
kullanilmaktadir (Sekil 2.6). Bu alanda arastrma yapan Isik ve arkadaslari, ICV
streptozotosin uygulayarak olusturduklar1 sporadik AH modelli siganlarda zerdecalden
elde edilen kirkiimin adl bitki igeriginin hafizay1 iyilestirdigini yaptiklar: molekiiler
ve davranis deneylerinde gostermislerdir [63]. Bir baska c¢alismada Dalli ve
arkadaslari, ¢orekotundan elde edilen timokinon adli bitkisel igerigin yine sporadik
olarak olusturulan AH modelinde STZ molekili ile meydana getirilen biligsel
gerilemeyi ve molekiiler degisiklikleri tersine ¢evirdigini gostermislerdir [64]. TUm
bunlarin yani sira polifenollerin bir alt grubu olan flavonoid ailesindeki iiyeler siklikla
norodejeneratif hastaliklarin tedavisi i¢cin kullanilmaktadirlar. Yapilan bir ¢calismada
overleri ¢ikartilarak STZ ile olusturulmus AH modelli si¢anlara flavonoid ailesinin
bir Gyesi olan KMP molekllu intraperitoneal olarak 10 mg/kg olacak sekilde 21 giin
boyunca uygulanmistir. Calismanin sonucunda arastirmacilar KMP molekiiliiniin
noroinflamasyonu azaltarak siganlarda biligsel ilerlemeyi sagladigni gostermislerdir

[11].

Enzimatik Non-Enzimatik
Antioksidanlar Antioksidanlar

Sekil 2.6: Antioksidanlarin Siniflandiriimasi
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2.1.4 Kaempferol

Diyet polifenollerinin g¢esitli hastaliklarin 6nlenmesindeki énemli rolti uzun yillardir
bilinmektedir. Bir diyet polifenoli olan flavonoidler, bir¢ok bitkisel gidada sekonder
bitki metaboliti olarak Uretilen antioksidan olarak gorev yapan molekillerdir.
Antioksidanlar, serbest radikalleri temizleme 6zelligindedirler [65]. Flavonoidlerden
Ozellikle quersetin ve kaempferol, yaygin olarak bir¢ok gidanin igeriginde
bulunmaktadir. Yapilan hiucre deneyleri bu iki flavonoidin antioksidan ve
antienflamatuar etkileri oldugunu géstermistir [66].

KMP, dort hidroksi grubuna sahip oksidatif stresi azaltan bir antioksidan flavonoiddir
[67]. Sekil 2.5’te top-cubuk modeli ile molekiiler yapisi gosterilen KMP (3,5,7-
trihidroksi-2-(4-hidroksifenil)kromen-4-bir) molekiliiniin molekiiler agirhig: 286.23
g/mol, erime noktasi ise 276-278 °C olup hidrofobik 6zelliklere sahiptir. KMP, kronik
ve akut inflamatuar hastaliklarda yararl etkileri sahip olmasi ve antikanser 6zellikleri
sayesinde alternatif tipta yillardir kullanilmaktadir [68]. 2010’da Filomeni ve
arkadaglari, rotenon ile indukleyerek olusturduklar1 Parkinson hastaliginin akut
toksisite modelli insan ndroblastoma SH-SY5Y hicrelerinde toksisiteyi azaltmak
amaciyla ¢esitli polifenol molekiillerini tedavi amaclh kullanmislardir. Sonug olarak
yapilan molekiiler ve mikroskopik ¢alismalarda KMP’iin rotenon kaynakli oksidatif
strese ve apoptoza karst koydugu ortaya konulmustur [69]. H460 hiicre hattiyla
modellenen insan akciger karsinomasinda yapilan bir bagska ¢alismada KMP’iin
apoptotik belirteglerin ekspresyonunu baskilayarak kanserli hiicrelerde apoptozu

indiikledigi gosterilmistir[70].

OH

HO O

OH
OH O

Sekil 2.7: Kaempferoliin molekiiler yapis1
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Oksidatif stres siireci lipit peroksidasyonuna ve hatta hiicre 6liimlerine yol agmaktadir.
AH’nin bilinen bir tedavisi yoktur ve oksidatif strese karsi olusturulan antioksidan
molekiiller hastaligin tedavisi i¢in umut vaad etmektedir. KMP ile yapilan in vivo
caligmalar bizlere bu polifenol bilesiginin A fibrillerinin olusumunu ve AB kaynakl
toksisiteyi onleyebilecegini gostermistir [71]. AR’ nin 42 aminoasitlik toksik izoformu
H20, ve ROS kaynagi olarak islev gormektedir [72].

Bu nedenle, bu galismada Long evans tiirii siganlarda intraserebroventrikiiler yolla
STZ enjekte ederek olusturdugumuz sporadik AH modelinde antioksidan ve
antienflamatuvar etkinlikleri bilinen KMP molekulininun in vivo ortamda AH

patojenitesi lizerindeki tedavi edici 6zelliklerini incelenmesi amaglandi.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Kullanilan cihazlar

Bezmialem Vakif Universitesi hayvan labaratuvarmda bulunan stereotaksi adh cihaz
sicanlarda beyinigi enjeksiyon yapilirken kafay: sabit tumak ve sigan beyin atlasina
gore olusturulan koordinatlar1 belirlemek igin kullanildi. Stereotaksiye yerstirilen
sigcanlara STZ ve ¢6zlcl madde enjeksiyonunu belirlenen koordinatlara uygun hizda
ve istenilen siirede verebilmek i¢in mikroosmotik pompa cihazi kullanildi. Bezmialem
Vakif Universitesi hayvan labaratuvarinda bulunan MAY-PA pasif kacinma sistemi
ve bilgisayara yikli olan ayni systemin programi araciliiyla sigcanlarda davranis
deneylerinde korku hafizasi ile bellek kazanci ve kaybi 0l¢tldil. Ayrica burada bulunan
Morris su labirenti ve buna bagl olan bilgisayar programi sistemi (Ethovision XT) ile
sicanlarda davranig deneylerinde bellek kazanci ve kaybi 6lculdi. Bezmialem Vakif
Universitesi, fizyoloji labaratuvarmda bulunan homojenizatér cihazi ile hayvan beyin
dokularmm mekanik homojenizasyonu saglandi. Bezmialem Vakif Universitesi, tibbi
biyoloji labaratuvarinda bulunan Multiscan Go (Thermo Scientific) cihazi
homojenizasyondan sonar protein konsantrasyonunu o6lgcmek igin kullanildi. Bu
labaratuvarda bulunan etiiv cihazi, galkalayici, su banyosu, mini santriflij, sogutmali
satrifuj, pH metre ve hassas terazi deney boyunca 6rneklerin ve gerekli soliisyonlarin
hazirlanmasi ve ihtiya¢ duyulan inkiibasyonlarin yapilmasi i¢in kullanildi. Bezmialem
Vakif Universitesi, tibbi biyoloji labaratuvarmda bulunan, Bio-Rad elektroforez cihazi
hayvanlardan elde edilen proteinlerin elektroforez ile ayristirilmasi igin kullanildi.
Yine burada bulunan Bio-Rad Trans-Blot Turbo transfer sistemi elektroforez sonucu
elde edilen proteinlerin jelden PVDF membrana aktarimi i¢in kullanildi.

3.1.2 Kullamilan malzemeler

Streptozosin (STZ, SIGMAS0130) adli toksik molekil, sporadik AH modeli
olusturmak icin kullanildi. Kaempferol (Sigma 60010) adli flavonoid molekiil
terap6tik amagli kullanildi. Lizis tamponu (RIPA Lysis Buffer sc-24948 (Santa-Cruz),
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PMSF, sodyum ortovanadat, PIC) kimyasallar1 protein homojenizasyonu igin
kullanildi. Protein konsantrasyon olgim kiti (Thermo Pierce BCA Protein Assay,
(#23227)) protein konsantrasyonunu 6lgmek icin kullanildi. Elektroforez yiritme
tamponu (Bio-Rad Tris-Glycine SDS #1610732 tampon) protein elektroforezinde
jellerde proteinin yrtimesi i¢in kullanildi. Bio-Rad transfer tampon proteinlerin jelden
membrana transferi esnasinda kullanildi. Membranlarin yikanmasi igin triton igeren
tris tambonu kullanildi. Ayrica PSEN, pTau ve BACE (Cell Signaling, Danvers, ABD)
proteinlerinin miktarin1 belirlemek icin bu proteinlere karsi antikorlar ve bunlari
¢ozmek icin tris tampon icerisinde siit tozu ile hazirlanmis bloklama soliisyonu
kullanildi. Protein miktarlarinin optimizasyonu igin i¢ control olarak GAPDH antikoru
kullanilda.
3.2 Metod
3.2.1 Hayvan ¢ahsmalar
Long evans erkek siganlarda sporadik Alzheimer modeli olusturalarak yapilacak olan
deney icin Bezmialem Vakif Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Etik Kurul
Komitesi’nden 30.05.2019 tarihinde 2019/26 sayil etik kurul onay1 alindi. Deneyler
yapilirken deney hayvanlarinin bakim ve kullanimu ile ilgili rehber (NIH publication
No. 85-23, revised 1996) takip edilerek uygulamalar yapilda.
18 adet erkek Long Evans si¢an (350-450) rastgele bir sekilde 3 deney grubuna ayrild:.
Sicanlar Bezmialem Vakif Universitesi Deneysel Hayvanlar1 Unitesi'ndeki sicaklik ve
151k kontrolli bir odada (21 £ 2 °C ve 12 saat aydinlik/ 12 saat karanlik dongusii) sigan
yemi ve musluk suyu ile serbest olarak beslendi. Hayvan gruplar1 asagidaki sekilde
belirlenmistir:
Grup 1 (Sham): Intraserebroventrikiiler olarak STZ ¢Oziiciisii ve intraperitoneal
olarak KMP ¢dzuzucusu verilen grup (5 hayvan)
Grup2 (STZ): Sporadik Alzheimer modeli olusturulmus rat grubu (6 hayvan)
Grup3 (STZ+KMP): Sporadik Alzheimer modeli olusturulmus ve intraperitoneal
enjeksiyon ile KMP verilen grup (7 hayvan),
3.2.1.1 intraserebroventrikiiler STZ enjeksiyonu
Intraserebroventrikiiler STZ enjeksiyonu i¢in STZ’yi ¢dzdiirmede kullanilacak olan
yapay serebrospinal sivis1 (aCSF) onceden hazirlandi. aCSF’nin bozulmamasi i¢in
solusyon A ve solisyon B (Tablo 3.1 ve Tablo 3.2) olmak iizere iki ayr1 falkonda
hazirlanip 4 °C derecede saklandi. STZ hayvanlara 3 mg/kg olacak sekilde 20 pul aCSF

icerisinde bir giin arayla iki doz seklinde i.c.v. olarak verildi.
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Tablo 3.1: Soliisyon A.

Bilesen Miktar

3 mM KCI (mW=74.56 g/mol) 22 mg

140 mM NACI (mW=58.4 g/mol) 820 mg
1.2 mM 0.009 g=9 mg

CaCl2=>mwW=110.98 g/mol)

Tablo 3.2: Soliisyon B

Bilesen Miktar
0,3 mM NaH2POs (mW=119.98 g/mol) 4 mg
0,1 mM Na;HPO4 (mW=141.96 g/mol) 12 mg
3 mM D-Glukoz (mW=180.156 g/mol) 54 mg

ICV-STZ nin enjekte edilecegi giin soliisyon A ve soliisyon B 1:1 oraninda karistirildi.
STZ’ler ise ¢eker ocak altinda hassas tarti ile tartilip hazirlanan aCSF ile ¢ozdurilda.
Hayvanlar operasyon sirasimna gore anestezi altmma alindi. Hayvanlarin anesteziye
girdiginden emin olunduktan sonra kafa derileri tras edildi. Hayvanlar stereotaksiye

yerlestirilip sabitlendi. Yaklasik 1 cm kadar bistiiri yardimiyla kafalarinda kesi agildh.
(Sekil 3.1) .
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Sekil 3.1: Stereotaksiye Siganin Yerlestirilmesi.

Hamilton siringasi yardimiyla bregma hedef alindi ve rat beyin atlasmna gore
lateralventrikiller 0.8 anterioposterior ve 1.5 mediallateral olarak isaretlenip kemik
matkab1 yardimiyla iki delik agildi. STZ ve STZ+KMP gruplarina 5 dakikada 5 pl
salinim olacak sekilde ayarlanan mikroozmotik pompa araciligiyla (Sekil 3.2) STZ,

Sham grubuna ise sadece aCSF sag ve sol ventrikiillere verildi.
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Sekil 3.2: Mikro Pump Cihazi.

Enjeksiyon tamamlandiktan sonra birka¢ dakika beklenerek siringa yavasga cikarildi

ve hayvanlarin kafasi dikilip subkutan olarak 0.5 cc antibiyotik ve 0.03 cc agr1 kesici
verilip kafeslerine birakildi. STZ enjeksiyonu birinci gin kabul edilen ilk
enjeksiyonun ardindan bir giin ara verilerek tigiincii ginde ayn1 prosedir uygulanarak
tekrar edildi.

3.2.1.2 intraperitoneal kaempferol enjeksiyonu

STZ molekuliinin ICV olarak son enjeksiyon ginint takiben 28 gin sonra
intraperitoneal olarak KMP enjeksiyonuna baslandi. 100 mg KMP 10 ml salin igindeki
400ul DMSO ile ¢ozdurtlerek 10 mg/kg/gin olacak sekilde 12 giin boyunca
KMP+STZ grubuna enjekte edildi. STZ ve Sham grubuna ise ayni suregte sadece
¢oziicti madde enjekte edildi. Intraperitoneal enjeksiyon islemleri deney hayvanlarinda

uygulanan standart ameliyat prosedurlerine gore yapildi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3: intraperitoneal enjeksiyon.

3.2.2 Davrams deneyleri

3.2.2.1. Pasif sakinma testi

Deney dizenegl paslanmaz izgara ¢elik tabanh elektrik soku verilmeyen aydinlik
oda (40x30x26 cm ebatlarmda ve 2000 Kimen aydinlatmali) ve hafif dizeyde elektrik
soku verilebilecek diizenekte hazirlanmis karanlik oda (40x30x26 cm) olmak tizere

iki boliimden olusmakta olan bir sistemde yapildi (Sekil 3.4).

A

Sekil 3.4: Pasif sakinma testi aparati.

Iki oda arasmda bir gecis kapisinin (8x4,5 cm) belirli sire araliklartyla acilip
kapanmas1 yardimiyla deney gerceklestirildi .Gruplardaki hayvanlar tek tek deney
diizenegine yerlestirildi. Baslangigta sigan aydinlik odaya yerlestirildi ve ortami

kesfetmeleri saglandi. 20 saniye aydinlik ortamda kalmasma izin verilen sigan bu
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stirenin ardindan aradaki kapinimn agilmasi yardimiyla karanlik ortama gegmesine izin
verildi. Sigan karanlik ortamda 2 saniye boyunca elektrik akimma maruz birakildi.
Sistemle koordine ¢alisan bilgisayar programi (May Passive Avoidance programi,
Sekil 3.5) yardimiyla elektrikten etkilenip tekrar aydinlik odaya gegen sicanlarin
deneyleri otomatik olarak sonlandirildi. Uzun siireli bellek testi yapilan hayvanlar
ertesi gun ayni isleme elektrik soku olmadan tabii tutulup karanlik odaya gecip
gecmedikleri degerlendirildi. Maksimum bekleme suresi olarak 300 saniye belirlendi
[50].

2550 Im

150 @ s

Elapsed Time: 36 s

Sekil 3.5: May Passive Avoidance programu.

3.2.2.2. Morris su labirenti

Morris su labirenti (MWM) testi kaempferol tedavisinin 15. glniinde yapildi. MWM,
210 cm gapinda ve 51 cm yiksekliginde bir tankin 45 cm yiiksekligine kadar oda
sicakliginda hayvanlarla contrast olusturucak zararsiz bir boya katilmig su ile
dolduruldu. Bilgisayarda gorinttnun izlenmesi ve kayit yapilabilmesi i¢in “Ethovision
XT11 Noldus Bilgi Teknolojisi” adli Hollanda menseili program kullanildi. Program
yardimiyla havuz dort esit parcaya ayrildi. bu pargalardan birinin tam ortasina platform
suyun 2 cm altinda olacak ve gorinmeyecek sekilde yerlestirildi. Hayvanlarin
ipuglarindan yararlanabilmeleri icin deney odasinda ¢esitli geometrik sekillerden
olusan ipuglar1 yerlestirildi [64].

Siganlara her giin dort deneme ile havuzun farkli kutuplarindan daha dnceden ayrilan

dort ayr1 kadrandan suya birakilarak suyun icinde gizlenmis olan platformu bulmalar1
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icin 60 sn verildi. Ilk giin 60 sn icinde platforma ulasamayan sicanlara platformun yeri
hayvanlar platforma ytzdurulerek ve etraflarina 5-10 saniye bakmalar1 saglanilarak
ogretildi. Bu islem daha sonra 4 gun boyunca platformun yeri gosterilmeden
kendilerinin platformu bulmalar1 i¢gin maksimum 60 sn beklenilerek tekrar edildi.
Hayvanlarin platformu bulmas1 durumunda hayvan sire bitmeden sudan kafese alindj,
bulamamas1 durumunda ise surenin bitmesi ile kafese alindi. 6. giin prob denemesi
yapildi. MWM su tankindaki platform prob denemesinde sudan ¢ikartildi. Siganlar
platform kadraninin tam karsisindanki kadrandan suya birakildi ve bir dakika boyunca
kagis platformunun onceden bulundugu ¢eyrek bolgede gecirdikleri siire hesaplandi.
3.2.3 Dokularin ahinmasi

Davranig deneylerinin tamamlanmasinin ardindan intraperitoneal olarak verilen
anestezi altindaki hayvanlar dekapitasyon yontemi ile sakrifiye edildi. Sakrifiye olan
hayvanlardan alman beyin dokular1 ve ¢ikartilan hipokampusler petri kabi yardimiyla
kuru buz tizerinde dondurularak -80 °C’de saklanmak tizere dondurucuya kaldirildi
(Sekil 3.6).

Sekil 3.6: Long Evans tiirl sigandan ¢ikartilan tam beyin.

3.2.4 Molekuler cahsmalar

3.2.4.1 Beyin dokusundan protein homojenizasyonu

Hayvanlardan sakrifikasyon sonrasinda -80 °C’de muhafaza edilen hipokampiis
dokular1 dolaptan ¢ikarildi. 3 ml lizis tamponu igin 30 pl PMSF, 30 pl sodyum
ortovabadat, 50 pl PIC ve 3 ml 1x RIPA tamponu kullanild. Igerisinde doku bulunan
ependorf tlplerine 190 pl lizis tamponu ve 3-4 adet metal boncuk eklendi. Bead’li
homojenizator cihazina (Sekil 3.7) tupler yerlestirildi ve bir dakika boyunca
calkalanarak dokular pargalandi1 Pargalanan dokular 20 dakika boyunca buz Ustlinde
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inklibe edildi. 14000 rpm, 4°C’de 15 dakika santrifiijiin ardindan 6rnekler 3 tiipe
ayrilip -80°C’ye kaldirildilar.

Sekil 3. 7: Homojenizator.

3.2.4.2 Protein konsatrasyonunun ol¢cim
Protein konsantrasyon 6l¢iimii daha sonra proteinlerle yapilacak olan elektroforetik ve

kromatografik deneylerin Oncesinde yeteri kadar Ornegin elimizde oldugunu
anlamamiz i¢in gereken bir 6n adimdir. Bu test 20 ile 2000 pg/L protein
konsantrasyonunu 0lcebilen ve tepkimeler ile birlikte gozle goralir bir renk

degisiminin de algilanabildigi pratik ve duyarli bir protein miktar tayini metodudur.
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Deneyimizde bikinkoninik asit (BCA) ile uygun ortami saglayarak protein tarafindan

Cu? 'nm Cu*'ya indirgenmesi ile protein konsantrasyonlarini belirlendi (Sekil 3.8).

Sekil 3.8: BCA protein konsantrasyon Kiti ile 6rneklerdeki proteinlerin belirlenmesi.
Deneyde 96 kuyucuklu tabaka ile ¢alisildi. Her bir kuyucuga 50:1 oraninda hazirlanan
BCA calisma soliisyonundan 200 pl, lizis tamponundan 9 pl ve 6rnekten ise 1 pl
eklendi. Bir kuyucuga blank dedigimiz ornek olmayan sadece 200 pl ¢alisma
solusyonu ve 10 pl lizis tamponu eklendi. Hafifce sallayip daha 6nceden 37 °C’ye
ayarlanmis olan etiivde 30 dakika boyunca inkube edildi.

“Multiscan go” adli cihaza yerlestirilip bilgisayar programmda Ornekler
tanimlandiktan ve uygun standartlarla stnadard konsantrasyonuna uygun olan egri
cizildikten sonra cihazdan elde edilen absornabslarla her érnekte bulunan protein
konsantrasyonlar1 belirlendi.

3.2.4.3 Protein elektroforezi

Proteinlerin fonksiyonel karakteristiklerini anlama, hastaliklari tan1 ve teshisinde
siklikla kullanilan yontemlerden biri protein elektroforezidir. Protein elektroforezi,
uygun miktardaki ornegin elektroforez sistemindeki kuyucuklara yiklenip iyon
dengesini saglayacak tampon igerisinde elektrik akimi yardimiyla yiiriitiilmesi ile
gerceklesir. Bu yiiriitme islemi proteinlerin elektrik yiklerinden faydalanarak

elektriksel alanin olusturulmasi ile saglanir. Elektroforez sonucunda 6rnek icindeki
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proteinler jeldeki farkli biiyiikliikteki por yapilar1 sayesinde molekiiler agirliklarma
gore ayrilirlar[73].

Protein elektroforezi i¢in daha onceden izole edilmis ve protein konsantrasyonlari
hesaplanmis 6rnekler, her 6rnekle ayni oranda olacak sekilde yiikkleme tamponu ve tiim
orneklerin miktarini esitlemek i¢in tamamlayici olarak distile su kullanildi. Daha sonra

ise proteinler sicaklikla denatiire edilip santrifiijle karigtirildi (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9: Proteinlerin elektroforez i¢in hazirlanmasi.
Dikey elektroforez iglemi igin hazir olarak alinan jeller dikkatlice ¢ikartilip dH2O ile
yikanip altindaki bantlarinda ¢ikartilmasi ile kullanima hazir hale getirildi. Bio-Rad
jel tankinin yuvalarna jeller yerlestirildi. Jeller yerlestirildikten sonra tanka dnceden

hazirlanan elektroforez yiritme tamponu dolduruldu. Jeldeki kuyucuklar tampon ile
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yikandi. Ik kuyucuga molekiiler agirliklar1 belirleyebilmek igin bilinen protein
agirliklarinda bantlar olusturan bir belirte¢ ytklendi (Sekil 3.10).

kDa
-~250 -

L. ~130 4
L ~100 4
e - ~70 4

L 56

-~35 4
- - ~25 -+

— —“'15"-

o e

Gel: 4-20% Tris-glycine (SDS-PAGE)

Blot

Sekil 3.10: Proteinlerin elektroforezinde kullanilan bilinen protein agirliklari.
Kalan kuyucuklara ise érnekler yiiklendi. Tankin kapagi kapatildi ve 120 voltta 1 saat
orneklerin yuriitme islemi yapild: (Sekil 3.11).

Sekil 3.11: Dikey elektroforez
Ornekler jelde ayrildiktan sonra jeldeki proteinler membrana transfer islemine tabii

tutuldu. Bunu yapmadaki amag¢ hedefledigimiz proteini 6zgiin olarak belirlemeyi
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saglamaktir. Ik asamada jeldeki proteinler membrana aktarilarak bloklama yapilir
ikinci agsamada ise ¢esitli yontemlerle spesifik belirleme saglanir. Bizim ¢alismamizda
spesifik belirleme icin siklikla kullanilan immiin emdirim yapildi. Transfer isleminde
jeldeki proteinler, protein baglama 06zelligine sahip olan nitroseliiloz veya PVDF
membrana aktarild1.

Transfer iglemi i¢in ¢alismamizda Bio-Rad midi transfer stok ve PVDF membran
kullanildi. Bio-Rad transfer tamponundan 200 ml hazirlandi. Jeller ¢ikartilip distile
suyun igerisine yerlestirildi. Sonrasinda PVDF membranin aktiflesmesi igin membran
3 dk metanolde bekletildi. Stoklar ve metanolden ¢ikartilan PVDF membran 3 dakika
transfer tamponda bekletildi. Bio-Rad transfer cihazinin igerisine sirasiyla filtre kagidi,
membran, jel ve tekrar filtre kagidi yerlestirildi bu esnada elektrik akiminin
onlenmemesi i¢in hava kabarciklarinin giderilmesi saglandi. Transfer cihazimin kapagi
kapatilip 25 wvoltta 2,5 amperlik akimla 7 dakika boyunca transfer islemi
gerceklestirildi.

Transfer isleminin ardindan ikinci basamak olan spesifik antikorlarla membrandaki
proteinleri belirleme islemine gecildi. Ik olarak membran bloklama islemine tabii
tutuldu. Bloklama ile membranda olusan spesifik olmayan baglarin giderilmesi ve kirli
bir goriintiiniin olusmasmin engellenmesi amacglandi. Bu amacgla en ¢ok st tozu,
kazein veya BSA kullanilir. Membranlar 6ncelikle 5 dakika TBST ’de yikand1. %5°1lik
stit tozu TBST i¢inde hazirland1 ve bir saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.
Ardmdan birincil antikor (PSEN, BACE, pTau ve GAPDH) ile gece boyunca
inkiibasyon gerceklestirildi. Ertesi giin 3 kez beser dakikalik periyotlarla TBST ile
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tekrar yikanan membranlar ikincil antikor ile 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe

edildi (Sekil 3.12).

Sekil 3.12: Membranlarn ikincil antikorla inkiibasyonu.

Tiim bu islemlerin ardindan mebrandaki proteinlerin goriintiileme asamasima gegildi.
Membrandaki proteinleri cihazda gorintllenebilir hale getirmek icin Abbkine substrat
kiti, 2 ml su, 0.5 ml A soliisyonu ve 0.5 ml B solusyonu ile PVDF membran 3 dk
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inkiibe edildi. Proteinlerden elde edilen sinyaller Fusion FX7 (Vilber Lourmat)

sisteminde CCD kamera altinda islendi ve bilgisayara goriintiiler alind1 (Sekil 3.13).
|

Sekil 3.13: Goriintiileme cihazi.

3.2.4.4 istatiksel Analizler

Davranis deneylerinden ve molekiiler deneylerden elde edilen verilerden gruplarin
ortalamas1 ve standart sapmasi hesaplandi. Gruplar arasi ve gilinler arasi fakliliklar:
hesaplamak igin tek yonli ANOVA testi yapildi. Morris su labirentinde 6grenme testi
tekrarli varyans analizi ile belirlendi. Basit etkilerin post hoc karsilastirmalar1 Fisher’s
Least Significant Difference (LSD) testi kullanilarak yapildi. Elde edilen verilerde
istatiksel anlamlilik degeri p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Hayvan agirhklan

Hayvanlar STZ enjeksiyonundan 6nce ve sonra genel durumlarinin kontroli i¢in

tartildi. (Sekil 4.1). Hayvan agirliklar1 arasinda anlamli bir farklilik gézlenmedi.

Vicut agirliginin zamana bagl

degisimi
_ 500
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© .
T Gunler
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Sekil 4.1: Hayvanlarin giinlere gore agirlik degisimi.

4.2 Morris Su Labirenti

Hipokampiise bagli 6grenme ve bellek parametrelerini 6lgen Morris su labirenti deneyi,
her bir hayvanin gilinde dorder kez su tankinin farkli kadranlarindan suya
birakilmasiyla ardarda 5 giin boyunca tekrar edildi. 6. giin ise probe ad1 verilen deney
gininde platform su tankindan ¢ikartilip hayvanlarin platformun oldugu bélgede ne
kadar vakit gecirdikleri hesaplanarak hafizalar1 test edildi. Sekil 4.2°de gorildigi
uzere ve tekrarli 6lgiim ANOVA verilerine gore giinler arasinda platforma yiiziilen
mesafe uzunlugunda her grup i¢in anlamli bir fark var iken (p=0,000 F=182,367) igin
gruplar arasinda morris su labirenti 6grenme testinde yiiziilen mesafe agisindan

(F=0.118; p=0.890) anlaml bir fark bulunmamaktadir.
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Morris Su Labirenti Ogrenme Deneyi
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Sekil 4.2: STZ enjeksiyonu ile yapilan Alzheimer modelinde Morris su labirenti
ogrenme deneyinde yiiziilen mesafenin uzunlugunun giinlere gére dagilima.

Sekil 4.3‘de gosterildigi gibi ve tekrarli 6lgim ANOVA testine gore davranis
deneylerinde yuziilen siireye bakildigi zaman gruplar arasinda (F=0.891; p=0.431)
anlamli bir fark bulunmamaktadir. Giinler arasinda karsilastirma yapildiginda ise sham
grubu i¢in giin 1 ve giin 2 arasinda anlamli farklilik (p<0.05) g6zlenirken diger giinler
arasinda anlamli farklilik gézlenmemistir. STZ grubunda yine ayn1 sekilde ilk giin ile
ikinci arasinda anlamli farklilik (p<0.05) gozlenirken diger giinler arasinda anlamlilik
gozlenmemistir. STZ+KMP grubunda ise ikinci giin ve li¢iincii giin arasinda anlamli

farklilik varken (p<0.05) diger giinler arasinda anlamli farkliliga rastlanmamaistir.

Morris Su Labirenti Ogrenme Deneyi
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Sekil 4.3: STZ enjeksiyonu ile yapilan Alzheimer modelinde Morris su labirenti 6grenme deneyi
(platforma ulagma sresi).
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Genel olarak bakildiginda tim gruplarda giun 5 ile giin 1 arasinda Ggrenme

gerceklestikge hayvanlarin platforma ulagma siirelerinde ve mesafelerinde anlamli bir

farklilik (p<0,05) gozlenmistir (Sekil 4.4).

Platform

Platform

Egitimin 1. giinii Egitimin 5. giinii

Sekil 4.4: STZ enjeksiyonu ile yapilan Alzheimer modelinde Morris su labirenti
ogrenme deneyi 1. glin ve 5. gun.
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Morris su tankindan platform c¢ikartilarak yapilan prob deneylerinde hayvanlarin
platform kadraninda ve platform alaninda gecirdikleri siire bilgisayar yardimiyla

hesaplanir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5: Morris su labirenti deneyi prob guninde platformun yerini 6grenmis ve
0grenememis hayvanin izledigi yol.

Gruplar arasindaki anlamliligi degerlendirmek i¢in tek yoni varyans analizi (ANOVA)
testleri yapilmustir. Sonu¢ olarak Morris su labirenti prob giiniinde hayvanlarin
platform kadraninda gecirdikleri siireye bakilarak yapilan tek yonliit ANOVA testinde
gruplar arasinda anlaml bir farklilik gézlenmemistir (F=2.118; p=0.163)(Sekil 4.6).
Post hoc testlerine baktigimiz zaman STZ verilen hayvanlarin platformun bulundugu
kadranda gecirdikleri siirenin sham kontrol grunbuna oranla daha az oldugu fakat

beklenilen anlamlilik diizeyine ulagsmadigi tespit edilmistir (p=0.110). Diger taraftan
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KMP tedavisi bu diisen oran1 STZ grubuna oranla yiikseltip (p=0.082) kontrol
seviyelerine ulastirmistir (p=0.964).
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Sekil 4.6: STZ enjeksiyonu ile yapilan Alzheimer modelinde Mortris su labirenti
deneyinde bellek 6lgimt.
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Morris su labirenti prob giiniinde hayvanlarin platformun bulundugu bélgede (Annulus
40 (A40)) gecirdikleri siireye bakilarak yapilan tek yonli ANOVA testinde gruplar
arasinda anlamli bir farklilik gézlenmemistir (F=1.440; p=0.270) (Sekil 4.7).

25

20

15

10

Annulus 40 alaninda gegirilen siire (s)

Sham STZ STZ+KMP

Sekil 4.7: STZ enjeksiyonu ile yapilan Alzheimer modelinde Morris su labirenti
deneyinde bellek 6lguimii

4.3 Pasif Sakinma Testi

Korkuya bagl bellek olglimiinii ve buna bagl olarak hippokampus ve amigdala
iliskisini gosteren pasif sakinma testinde tek yonli ANOVA testine gore gruplar
arasinda anlamli bir farklilik gozlenmistir (F=4.418; p=0.034) (Sekil 4.6). Pasif

sakinma davranis deneyinde gruplar arasindaki post hoc testleri ile yapilan ikili
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karsilastirmalarda ise STZ grubu ile Sham grubu arasinda (p=0.029) ve STZ grubu ile
STZ+KMP grubu arasinda (p=0.023) anlaml bir farklilik gézlenmistir.

|

STZ+KMP

Pasif Sakinma
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7:: LA
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Sekil 4.8: STZ enjeksiyonu ile yapilan Alzheimer modelinde siganlarin pasif
sakinmada gosterdikleri korku hafizasi performansi sonuglari.

4.4 Protein Konsantrasyonlari Olciimii

Tablo 4.2’de yapilan protein konsantrasyonlari 6l¢timlerinin sonuglar1 verilmistir.

Tablo 4.2: Protein Konssantrasyonlar1 (10 ile ¢arpilmis halleri, pg/ml)

Hayvan Konsantrayon Hayvan Konsantrayon
Sham Grubul.Hayvan 12200 STZ Grubu 5. Hayvan 10700
Sham Grubu2.Hayvan 12200 STZ Grubu 6. Hayvan 8240
Sham Grubu3.Hayvan 8760 STZ+ KMP Grubu 1. 7430
Hayvan

38



Sham Grubu4.Hayvan

Sham Grubu5.Hayvan

STZ Grubu 1. Hayvan

STZ Grubu 2. Hayvan

STZ Grubu 3. Hayvan

STZ Grubu 4. Hayvan

14700

8520

10500

8310

7650

9020

STZ+KMP Grubu 2.

Hayvan

STZ+KMP Grubu 3.

Hayvan

STZ+KMP Grubu 4.

Hayvan

STZ+KMP Grubu 5.

Hayvan

STZ+KMP Grubu 6.

Hayvan

STZ+KMP Grubu 7.

Hayvan

6310

8910

8250

8120

8790

9160

4.5 Protein Elektroforezi

Total protein konsantrasyonlarinin

esitlenmesi ile yapilan

western  blot

goruntulemesinde STZ enjeksiyonu ile BACE, PSEN ve pTAU (TAU) miktarinda

sham grubuna oranla bir artis gdzlenmistir. KMP tedavisi uygulandiginda ise BACE

miktarinda STZ grubuna oranla herhangi bir degisim goézlenmemistir. Diger taraftan,

KMP tedavisi sonrasinda STZ grubuna oranla PSEN ve pT AU miktarlarinda azalmaya

sebep olmustur (Sekil 4.9).
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5" sTZ+KMP
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T
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Sekil 4. 9:Elektroforez yapilan proteinlerin membran goriintiisii.

Yapilan western blot deneyleri sonucunda elde edilen protein bantlar1 Image J programi

ile densitometrik olarak degerlendirilmis ve bu degerlendirme sonucunda yapilan tek

yonli ANOVA testine gore BACE proteininde anlamli bir farklilik kaydedilmistir



(F=6.510 p=0.018) (Sekil 4.10). ANOVA testinin ardindan gruplar arasinda ¢oklu
karsilastirmaya olanak veren Post-Hoc testlerinde ise STZ enjeksiyonu yapilan grubun
Sham grubuna oranla BACE miktarinda anlamli bir artis kaydedilmistir (p=0.008).
Diger taraftan ise KMP tedavisi BACE oranini istatistiksel olarak anlamli olmasa da
STZ grubuna oranla bir miktar diistirmiis (p=0,518) fakat Sham ile STZ+KMP grubu
arasindaki anlamli farkliligi (p=0,023) degistirememistir.
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Sekil 4.10: Hayvan gruplarindaki BACE/GAPDH miktarini gésteren grafik.
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Yapilan western blot deneyleri sonucunda elde edilen protein bantlar1 ile yapilan tek

yonli ANOVA testi sonucunda PSEN proteini miktarlarinda gruplar arasinda anlaml
bir farklilik bulunamamustir (F=1.548; p=0.260) (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11: Hayvan gruplarindaki PSEN/GAPDH miktarin1 gosteren grafik.
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Yapilan western blot deneyleri sonucunda elde edilen protein bantlar1 ile yapilan tek
yonlit ANOVA testi sonucunda pTAU proteini miktarinda da gruplar arasinda anlamli
bir farklilik gézlenmemistir(F=1.228; p=0.343) (Sekil 4.12).
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o
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Sekil 4.12:Hayvan gruplarindaki pTAU/GAPDH miktarmi gosteren grafik.
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5. TARTISMA

AH’nin ndropatolojisini ve hastaligm ilerleyisini kesin olarak degistiren kanitlanmis
bir tedavi bulunmamaktadir[3]. AH i¢in 6ngoriilen yeni tedavi aragtirmalari kognitif
gerilemeyi durdurmayi, kognitif fonksiyonu giiglendirmeyi ve ayrica patolojiye sebep
olan etmenleri ortadan kaldirmay1 hedef almaktadir[74]. . Mevcut ilaglarin yalnizca
semptomatik iyilesme sagladigi bilinmektedir. Bu nedenle giiniimiizde AH’na yol
acan noronal hasar1 6nleyebilecek noroprotektif maddelerin arastirilmasi hiz kazanmis
ve bu amacla. bu hastalig1 taklit eden bir¢ok hayvan modeli gelistirilmistir[75].
Gelistirilen her model hastaligin farkli bir alanina hitap etmekte ve dedenen her ilacin
etkisini farkli alanlarda gostermektedir. AH icin sporadik deneysel modellerden biri
olan ICV olarak STZ enjeksiyonunun kemirgenlerde néroinflamasyon ve bilissel
bozukluklar gelistirdigi ve boylelikle AH patolojisini benzer semptomlar gosterdigi
bulunmustur[7]. Bu ¢alismada kullanilan KMP molekiiliiniin de 6zellikle oksidatif
stres ve buna bagl olarak gelisen noroinflamasyon iizerinde etkili olabilecegi
belirtildiginden bu flavonoidin Alzheimer tedavisinde bir fitoterapdtik aday molekdl
olabilecegine dair 6ngoriler bulunmaktadir. Bu nedenle bu g¢alismada ICV-STZ
enjeksiyonu ile sporadik AH modeli olusturulmus Long-Evans si¢canlarina tedavi edici
bilesen olarak bir flavonoid olan KMP’iin AH tizerindeki tedavi edici potansiyelinin
belirlemesi amaclandi. Bu amagla, ¢alismamizda STZ muamelesiyle indiiklenen
noroinflamasyonu ve bunun neden oldugu davranigsal gerilemeyi incelemek ve KMP
tedavisinin etkinligini 6l¢mek i¢in davranis deneyleri ve molekiiler analizler yapildi.

Yapilan davranis deneylerinden Morris su labirenti deneyi, Morris adli arastirmaci
tarafindan bulunan koku izini minimalize eden 6zellikle mekansal hafizayi test eden
ve boylelikle Ogrenme ve bellek mekanizmasinda gorevli olan hipokampus
bolgesindeki hasar1 6lgmeyi saglayan 6nemli bir davranig deneyidir[76]. Bu ¢calismada
da hem AH’de meydana gelen biligsel bozulmay1 gdstermek igin hem de KMP’iin
semptomatik tedavisinin fizyolojik etkisini degerlendirmek i¢in Morris su labirentinde
ogrenme ve bellek testleri uygulandi. STZ enjeksiyonu ile yapilan bu ¢aligmada
hipokampiise bagli 6grenme mekanizmasinda sham kontole oranla anlamli bir

bozulmanin goézlemlenmedigi goriildii. Bunun aksine platformsuz yapilan bellek
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deneyinde STZ verilen grupta anlamli olmasa da bir azalmanin oldugu ayrica korkuya
bagli 6grenme ve bellek mekanizmasi diger bir degisle amigdala hipokampus
arasindaki iletisimi 6lgen pasif sakinma testinde de STZ verilen grupta anlamli bir
bozulmanin goriildiigii tespit edilmistir. Literatiirde yapilan benzer bir calismada STZ
modeli olusturulan siganlarin Morris su tanki deneylerinin 5. glninin sonunda
mekansal 6grenme kabiliyetlerini kaybettikleri gdsterilmistir [77]. Yine bir baska
calisgmada STZ verilen siganlarin mekansal hafizas1 Morris su labirenti deneyiyle test
edilmis uzun siireli hafizada olusan bozukluk basarili bir sekilde gosterilmistir [78].
Pasif sakinma testinde bozulma genellikle ciddi ndronal hasarlarin oldugunun bir
gostergesidir ¢iinkii ceza olarak verilen elektrik soku giiclii bir uyarandir ve saglikli
hayvanm iki bolmeden olusan diizenegin ilk olarak birakildigi aydinlik bolmede kalip,
elektrik soku aldig1 karanlik bdlmeye ge¢memesi beklenir[79]. Yapilan analizin
sonucunda STZ ile olusturulan AH’na sahip hayvanlarin Sham grubu hayvanlarina
oranla elektrik sokunu hatirlamayip karanlik alana gegtikleri ve hastaligin belirtisi olan
hafiza kaybmi yasadiklar1 diger calismalarda oldugu gibi bizim ¢alismamizda da
kaydedilmistir [80]. Diger taraftan KMP tedavisi STZ ile bozulan bellek
parametrelerinin tedavi grubundaki si¢anlarda iyilesmesini saglamistir. . KMP gibi
flavonoidlerin ndrodejeneratif hastaliklardan kaynaklanan kognitif bozukluklarin
olusumunu engelledigine dair ¢alismalar bulunmaktadir [81]. 921 kisinin katildig1 bir
kohort c¢aligmasinda tiiketilen yiyeceklerden olusan bir anketten sonra yapilan
norolojik degerlendirme sonucunda flavanoid tiiketenlerin AH’na bagli gelisen
unutkanlik riskinin diistiigii gosterilmistir [82]. Bu calismalar bir flavonoid olna
KMP’ni AH tedavisinde kullanilabilmesine dair gii¢lii kanitlar sunmaktadir.

Yapilan bu calismalar KMP’iin davranigsal iyilestirici etkisinin goriilmesinin
molekiiler temellerinin arastirilmasi ve etki mekanizmalarinin ¢6ziilmesi konusunda
aragtrmalarin artmasma sebep olmaktadir. Ozellikle KMP’iin oksidatif strese ve
néroinflamasyona etkisi ve AH patolojisinin molekiiler mekanizmasinda da benzer
parametrelerin bulunmasi bu molekiiliin tedavide gii¢lii bir aday olmasma isaret
etmektedir. Bu nedenle davranigsal iyilesmeye ek olarak ¢alismamizda molekiiler
deneylerle KMP’iin etki mekanizmasini ¢6zmeyi ve detaylandirmay hedefledik [83].
Bu amagla AH patolojisinin en 6nemli belirteclerinden olan BACE, pTAU ve PSEN
miktarlarmda KMP tedavisi ile ne sekilde bir degisim goriildiigii hakkinda sonuglar
elde etmeye calistik. pTAU giris boliimiinde de bahsedildigi lizere AH’in temel

patojenik belirteglerinden olan ndrofibriler yumaklarin olusumuna yol agar. PSEN ise
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erken donem AH’de bozukluga ugrayan genlerin tirettigi AH’ nin otozomal dominant
paterni igin temel sayilabilen patojenik proteinlerden biridir. Calismamizda STZ
enjeksiyonun ozellikle BACE proteininde anlamli artiglara sebep oldugu
gorulmektedir. Bu protein 6zellikle AH patogenezinde yer alan 6nemli proteinlerden
biridir. pTau ve PSEN proteinlerinde bir atisin olmamasi bu modelin 6zellikle beta
sekretaz miktarmi arttirarak AH patolojisini olusturduguna dair kanitlar sunmaktadir.
KMP’iin ise artan bu BACE miktar1 tizerinde anlamli bir azalmaya sebep olmadigi
gozlenmistir. Ancak Kyoto Universitesi'ndeki arastirmacilar yaptiklarr hiicre
deneylerinde KMP’nin BACE-1 inhibitorii olarak davrandigii gostermislerdir [84].
Bununla birlikte KMP ile ayni flavonoid grubunda olan quersetin adli molekiiliin AB
ile induklenen alzheimer modeli sicanlarda BACE, pTAU ve PSEN genlerinin
ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir [85]. Bu sonuglar KMP’iin kognitif bozulmalar1
diizeltirken farkli bir strateji izledigine isaret etmektedir. Yapilan bir ¢alismada
KMP’iin noroprotektif etkisini oksidatif stresi azaltarak ve 6zellikle BDNF/CREB
sinyal yolagmin etkisini arttirarak gosterdigi belirtilmistir [86]. Bu nedenle KMP’iin
tedavi edici 0Ozelliginin belirlenmesi i¢in ilerleyen ¢alismalarda farkli sinyal

yolaklarinin arastirilmasi gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Alzheimer hastalig1 65 yas ve lizeri bireylerde tehdit niteligi tasiyan ve yas ilerledikce
insidans1 da artan bir bunama hastaligidir. AH i¢in heniiz kesin bir tedavi bulunmayip
arastirmacilar giinlimiizde oksidatif stresi azaltmaya yonelik ¢alismalara giin gectikce
daha ¢ok 6nem vermeye baslamiglardir. Bu surecte, AH’ nin néropatolojisinin sadece
AP plaklarina ve NFY’a baglamayip ayn1 zamanda noroinflamasyonunda diger
bulgular kadar 6nemli bir yer tuttugunun g¢esitli arastirmacilar tarafindan kabul
edilmektedir.

Biz ¢alismamizda bir¢ok bitkinin igeriginde bulunan KMP adli néroprotektif etkileri
bilinen ancak AH konusunda ayrintili in-vivo ¢alismalar1 heniiz yapilmamis olan bir
flavonoid molekdlini sporadik alzheimer modeli olusturdugumuz siganlarda
inceledik. Sonug olarak davranis deneylerinde STZ ile bozulmalar ve ayn1 zamanda
KMP’iin bu bozulmalara karsi olumlu etkileri oldugunu goézlemledik. Fakat bu
etkilerin molekiiler temelleri hakkinda detayl bilgiye ulasamadik.r. Bunun nedenleri
arasinda KMP’lUn kisa siire verilmesi gosterilebilir. Gelecekte yapilacak olan
calismalarimizda daha farkli parametrelerle KMP’nin AH nin tedavisindeki etkisinin
molekiiler temelinin aydinlatilmas1 planlanmaktadir. Calismamizdan elde ettigimiz
bulgular bize KMP adli molekiiliin AH i¢in uygun bir aday molekiil olabilecegini

gostermektedir ancak halen ileri multidisipliner ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
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