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6-PARADOL MOLEKULUNUN AMILOID BETA ENJEKSiYONU iLE
OLUSTURULMUS ALZHEIMER HASTALIGI MODELINDEKI
NOROINFLAMATUVAR VE NOROPROTEKTIF ETKILERININ
ARASTIRILMASI

OZET

Alzheimer hastaligi (AH) insanlarda yasla birlikte goriilen ilerleyici bir demans
tiriidiir. Hastaligin ilerlemesinde mikroglia aktivasyonuna bagli oksidatif stresin
artmasmin etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan c¢alismalar zencefil
metabolitlerinden olan 6-Paradol’un hafiza tizerinde olumlu etkilere sahip oldugu ve
mikroglia aktivasyonuna bagli olarak artan ndroinflamasyonu azalttigi gostermistir.
Bu nedenle, bu calismada, amiloid beta (APi-42) enjekte edilerek olusturulmus AH
modeli sicanlarda 6-Paradol kullaniminin néroprotektif ve anti-ndroinflamatuvar
etkilerinin arastirilmas1 amaglanmistir. Bu ¢aligmada 33 adet eriskin sican (12 aylik) 5
gruba ayrild; saglikli kontrol (n=6, hi¢bir isleme tabi tutulmayan), Sham kontrol (n=6,
beyin i¢i enjeksiyonla (i.c.v) APi42 ¢ozicisi (5 pL) verilen), APi42 (n=9,
hipokampiise i.c.v yolla 5 pL APi-42 verilen), Pozitif kontrol (n=6, hipokampiise i.c.v
yolla 5 uLL AB1-42 verilen ve 21 giin donepezil (2mg/kg) tedavisi uygulanan), 6-Paradol
(n=6, AP1-42 verilen ve 2 hafta boyunca 6-Paradol (5 mg/kg) tedavisi uygulanan,. ki
haftalik tedavi sonrasinda davramis testleri yapildi. Daha sonra siganlar sakrifiye
edilerek histolojik ve molekiiler caligmalar gergeklestirildi. Yapilan analizler
sonucunda Ap1-42 ile AH modeli olusturan grubun Morris su tankinda ve pasif sakinma
ile yapilan deneylerde kontrol grubuna gore ge¢ 6grendigi ve uzun dénem belleginde
bozulmanin oldugu, 6-Paradol’iin 6grenme ve bellek iizerinde etkili olmadigi
gbzlemlendi. Hematoksilen ve eozin ile yapilan ¢alismalarda kontrol gruplari ve
pozitif tedavi grubuna (donepezil) ait beyin dokularinin histolojik yapilarinin birbirine
benzer ve saglikli oldugu izlendi. Ancak Alzheimer olusturulan ABi-42 ile 6-Paradol
grubuna ait kesitlerde baz1 néron hiicrelerinin niikleuslarinin diizensiz ve piknotik
oldugu goriildii. Ayrica 6-Paradol grubuna ait beyin dokusunda vakuolizasyon oldugu
dikkati ¢ekti. Nissl boyama ile yapilan hiicre sayimlarinda hipokampiisiin CAl
bolgesinde APi-42 verilen grupta hiicre sayisinda anlamli bir azalisin oldugu tespit
edildi (p<0.05). Donepezil ve 6-Paradol verilen tedavi gruplarinda hiicre sayisinda
artis goriildii. Amiloid plaklarin varligin1 gésteren Kongo-red boyamasinda ise amiloid
plaklarin sayisinda tedavi ile birlikte bir degisim saptanmadi. Western blot ile yapilan
protein ekspresyon calismalarinda ise apoptozun APi-42 verilen grupta arttig1 ve tedavi
gruplarinda ise anlamli bir sekilde azaldig1 gézlendi. Mikroglia aktivasyonu ile iliskili
olan fraktalkin ve fraktalkin reseptorii ekspresyonlarina bakildiginda APi-42 verilen
grupta fraktalkin miktarinda herhangi bir degisim gozlenmezken fraktalkin
reseptoriinde anlamli bir artisin oldugu (p<0.05) ve bu artisin 6-Paradol ile diizeldigi
gosterildi. Alzheimer gostergesi olan fosforile Tau ve PSENI miktart ABi.42 ile
artarken 6-Paradol kullanimi ile bu proteinlerin konsantrasyonlari kontrol seviyelerine
geriledi. BACE ve reelin proteinlerinde ise gruplar arasinda anlamli bir farklilik

Xi



gozlenmedi. Sonug olarak, 6-Paradol kullanimi mikroglia ile iligkili proteinlerde bir
diizelmeye sebep oldugundan anti-inflamatuvar etki gostermektedir.

Anahtar  Kelimeler:  Alzheimer  Hastaligi,  6-Paradol, = Noroprotektif,
Noroinflamasyon
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INVESTIGATION OF NEUROINFLAMMATORY AND
NEUROPROTECTIVE EFFECTS OF 6-PARADOL IN AMYLOID BETA
INFUSED ALZHEIMER DISEASE RAT MODEL

SUMMARY

Alzheimer's disease (AD) is a progressive type of age related dementia in humans. It
is considered that increase in oxidative stress due to microglia activation may cause
progression of the disease. Studies have shown that 6-Paradol, one of the ginger
metabolites, has positive effects on memory and reduces microglia activated-
neuroinflammation. Therefore, the aim of the present study is to investigate the
neuroprotective and anti-neuroinflammatory effects of 6-Paradol in amyloid beta (Ap:-
42)-injected AD model in rats. In this study, 33 adult rats (12-month-old) were divided
into 5 groups; healthy control (n=6, no treatment), Sham control (n=6, AP1-42 Solvent
(5 nuL) injected by intracerebral injection (i.c.v)), AP1-42 (n=9, 5 uLL AP1-42(i.C.Vv.) to the
hippocampus), Positive control (n=6, 5 pL AP1-42 (.c.v.) and 21 days of donepezil
(2mg/kg) treatment), 6-Paradol (n=6, 5 uL. AP142(.c.v.) and 2 weeks of 6-Paradol (5
mg/kg) treatment). Behavioral tests were performed after two weeks of treatment.
Then, the rats were sacrificed and histological and molecular studies were performed.
As a result, compared to the control group, it was observed that the rats in the AB1-42-
injected AD group had delay in learning and deficiency in memory performance which
measured by Morris Water Maze and passive avoidance test. 6-Paradol had no effect
on learning and memory performance of rats. According to the resuls obtained by
hematoxylin and eosin, the histological structures of brain tissues of the control groups
and pozitive drug group were similar each other which were healthy appearance.
However, in sections belonging to APi-42and 6-Paradol groups, it was observed that
the nuclei of some neuronal cells were irregular and pycnotic. Also, there was
vacuolization in brain tissue of the 6-Paradol group. According to Nissl staining, there
was a significant decrease in the number of CA1 pyrimidal cells in the AB1-42group of
hippocampus (p<0.05). An increase in cell count was observed in the treatment groups
given Donepezil and 6-Paradol. In Congo-red staining, which shows the presence of
amyloid plagues, there was no change in the groups with treatment. Protein expression
studies performed with Western blotting showed that apoptosis increased in the Af:-
42 group and decreased significantly in the treatment groups. Also the expressions of
fractalkine and fractalkine receptors, which are associated with microglia activation,
were examined, and there was no significant change in the amount of fractalkine ligand
among groups, there was a significant increase in its receptor in the AB1-42 group and
this increase was improved by 6-Paradol treatment. While the amount of AD indicator
proteins (pTau and PSEN1) increased with A1-42, the concentrations of these proteins
decreased to control levels by 6-Paradol treatment. No significant difference was
observed among groups in the expression of BACE and Reelin proteins. In summary,
the 6-Paradol teratment in AD model of rats shows an anti-inflammatory effect as it
causes an improvement in microglia-related proteins.
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1.GIRIS VE AMAC

Teknolojinin gelismesiyle hayatimiza giren ilaglar, genetik bilimine ve tibba verilen
Oonem ile insan Oomriiniin uzamasi yeni hastaliklarin ortaya ¢ikmasia sebep oldu.
Eskiden oliimciil olarak goriilen bir ¢ibani ele alirsak yeni ilag¢ sanayisi sayesinde bu
hastalik artik hastalik olmaktan ¢ikmis durumdadir. Bu gibi gelismeler sayesinde
Omrilin uzamasina bagli olarak tarihte daha dnce tarif edilmemis yeni hastaliklarin
tanisinin konulmasina olanak saglandi. Alzheimer hastaligi (AH) bu sekilde ortaya
¢ikmig yasa bagli progresif ve tehlikeli nérodejeneratif bir demans c¢esididir (1).
Demans (Latince de- “uzak” + mens “mantik” anlamindadir), popiiler olarak bunama
olarak kabul goren; O0grenme, bellek, dil, kisilik fonksiyonlarinda ilerleyici bir
bozulmanin goézlemlendigi, kisinin yasam kosullarini, sosyal hayatini etkileyen
merkezi sinir sisteminde olusan bozukluklara verilen addir (2). Diinya saglik
orgiitiiniin (DSO) yaptig1 arastirmalara gore diinya genelinde yaklasik 55 milyondan
fazla insan AH’ndan etkilenmistir ve her yil yaklasik olarak 10 milyon insan yeni vaka
olarak eklenmektedir (3). Bunamalarin en tehlikelisi olduguna inanilan AH, % 60-70
kadar bunama vakasinin kékeninde bulunmaktadir (2). Giiniimiizde neredeyse 65 yas
ve lizeri insanlarin %10’undan fazlasinda goériilmesinden dolayi, AH son 5 yilin en
hizl1 yayilim gosteren ilerleyici hastaligi olmustur (4). Giin gectikge bu sayilarin hizl
bir sekilde artmaya devam edecegi tahmin edilmektedir. AH bir ¢ok semptomu kendi
icerisinde barindiran oOzellikle ilerleyici ve geri doniilemez hafiza kaybi, zihin
karigikligi ile olusan bir hastalik tiiriidiir. Bu hastalik 6zellikle yeni 6grenilmis olay
veya durumlarin 6nce unutulmasi seklinde ilerler. AH son zamanlarda genetik
faktorler, cevresel faktorler, beslenme sekilleri gibi kisinin yasam tarzi g6z Oniine
aliarak bir cok farkli etkene bagh olarak ortaya ¢ikmaktadir. Yeni ¢alismalara gore
AH’nda goriilen norofibriler yumaklar ve amiloid plaklar hastaligin ortaya ¢ikmasinin
temel nedeni olarak kabul edilmemektedir. Bazi otopsi ve goriintiileme teknikleri
kullanilarak elde edilen sonuglar bu nedenlerin néron hasarini tam ag¢iklayamadiginm
gostermektedir. Diger bir deyisle bu sekilde olusan néron hasarina ayni zamanda bir
dongiide devam eden noroinflamasyon siireci de neden olmaktadir. Bu dongiiniin

mikroglia aktivasyonundan sonra salinan proinflamatuar faktorlerin néronal hasara yol



acmasi seklinde olustugu kabul edilmektedir. Amiloid birikimi ve néroinflamatuvar
olusumlar arasinda zamansal ve sistemik bir iligki bulunmaktadir. Baglangi¢ olarak
ortaya c¢ikan ve beyni koruma amaciyla herhangi bir hasarli duruma cevap olarak
ortaya ¢ikan noroinflamasyon siireci bu tarz hastaliklarda, hastaligin ilerlemesinde rol
oynamaktadir. Bu yiizden giiniimiizde sadece norofibriler yumaklar ve amiloid plak
birikimine degil ayn1 zamanda beyinde ortaya ¢ikan ndroinflamatuvar etkilere de
onem verilmektedir (5). Yeni teknolojiler sayesinde AH deneysel modellerle taklit
edilebilmektedir. Boylelikle bu modeller hastaligin patojenezi ve ilaglarin terapotik
potansiyelinin arastirilmasina olanak saglamaktadir. Ozellikle dogustan amiloid plak
birikimi veya fosforile tau olusumu gozlemlenen transgenik olarak olusturulan fare
modelleri kullanilmaktadir (6). Kullanilan diger modeller genellikle bir operasyon
sonucunda olusturulmus sporadik modellerdir. Bu modellerden biri olan AP1-42) ile
olusturulan ge¢ baslangigli AH modelinde disaridan intraserebroventrikiiler (i.c.v)

olarak amiloid beta verilmektedir.

Son zamanlarda yapilan yeni caligmalar eski g¢aglardan beri kullanilan zencefil
(Zingiber officinalis) metabolitlerinin noroprotektif ve anti-inlamatuvar etkilere sahip
olabilecegini gostermistir (7). Bu metabolitlerden biri olan 6-Paradol’un ayn1 zamanda
hafiza tizerinde olumlu etkilere sahip oldugu ve bazi noronal hasarlar1 diizeltebildigi
sinirl sayida in vivo ve in vitro galismalar ile gosterilmistir (8). Bu ¢alismalar genel
olarak in vitro olarak yapilmis olup néroprotektif olarak zencefil metabolitlerinin
azimsanamayacak miktarda gelisme yarattig1 gozlemlenmistir. Sinirli sayidaki hayvan
caligmalarinda ise 6-Paradol’lin multiple skleroz hastaliginda ve iskemide mikroglia
aktivasyonuna bagli olarak artan noroinflamasyonu azaltict etki gosterdigi ve
bdylelikle ndron sayisinda anlamli diizeltici etkilere sebep oldugu gozlemlenmistir
(9,10). Literatiirde noroinflamasyon ve mikroglia aktivasyonu ile kuvvetli iligkisi

bulunan AH iizerinde 6-Paradol’iin etkisine dair heniiz bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu tez ¢alismasinda amiloid beta (AP-42) ile AH olusturulmus Long Evans tiirii
sicanlarda, hafizaya yararinin gosterildigi  zencefil ~ (Zingiber officinalis)
metabolitlerinden biri olan 6-Paradol’iin hastalik {izerindeki etkisini ve bu etkinin
molekiiler temellerinin arastirilmasin1 amaglanmistir. Boylece, geleneksel tipta
kullanilan ilaglara farkli bir bakis agis1 getirilmekle beraber 6-Paradol’iin AH

tizerindeki noroprotektif ve anti-néroinflamatuvar etkisinin olup olmadiginin literatiire



kazandirilmasini ve bu molekiiliin gelecekte AH adina tedavi edici aday molekiil olup

olamayacagini arastirmay1 hedefledik.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Alzheimer Hastahig:

Alzheimer hastaligi (AH) ilk defa bir psikiyatrist ve ndropatalog olan Alois Alzheimer
tarafindan, Frankfurt Psikiyatri Hastanesi’nde asistanlik yaptigi donemde, 1904 yilinin
Kasim ayinda tanimlandi. Bu déneminde Alois Alzheimer, gozlemledigi ve iizerine
arastima yaptig1 51 yasindaki kadin hasta Auguste D.'nin uzun siireli semptomlarini

Tiibingen toplantisinda bildirmesinin ardindan hastalik ilk ismini ald1 (11).

Sekil 2.1: Alois Alzheimer ve hastasi Auguste D.

Alzheimer, Auguste D.’de goriilen semptomlar1 ve mental dejenerasyonun ilerleyisini
ayrintili olarak belgeledi. Bu semptomlar arasinda o6zellikle 6ne ¢ikanlar siddetli
biligsel bozukluklar, oryantasyon bozuklugu, afazi, sanrilar ve Ongoriilemeyen
davraniglar olarak siralandi. Hasta bu tanimlamalardan 4,5 yil sonra Nisan 1906'da
hayatin1 kaybetti. Oliimiiniin ardindan yapilan otopsi ile tiim beyinde yaygin bir atrofi

ve hiicresel olarak onemli degisikliklerin gortildiigiine dair sonuglara ulasildi.

Alois Alzheimer, hastasinin otopsisinden sonra mikroskobik olarak goriintii almak

amaciyla yaptig1 incelemelerde, o zamanlarda popiiler olmayan ve yeni denenmeye



baslanan glimiis boyama teknigini kullandi. Bu boyamalar ile 6zellikle kortikal hiicre
kiimelerinde olmak iizere bazi mikroskobik degisikler saptadi. Bu degisikler halen
giintimiizde gegerli olan AH belirteglerinden nérofibriler yumaklar (NFY') ve amiloid
plaklar olarak tanimlandi (12).

1906'da Miinih’te gorev alan Alzheimer, daha sonra Kraeplin tarafindan Alzheimer
hastalig1 olarak adlandirilan hastaligin seneler boyunca yaptig1 histolojik ve klinik
bulgularin1 ilk vakasi olarak Tubigen’de sundu. Bu sunumundan sonra baslarda
nispeten ¢ok deger gormeyen bu vaka kisa siireli olsada bir ivme kazandirdi. Daha
sonra Alzheimer 1911'de hastalik kavramini ayrintili olarak tartistig1 cok kapsamli bir
makale yayimladi. Bu yayin, Alzheimer hastaligindan muzdarip ikinci bir hastanin
raporuna, Johann F vakasina, odaklanmaktadir. Ayrica 1910 yilinda baska bir
psikiyatrist olan Kraepelin yaymladigi kitabinda bu hastalik i¢in “Alzheimer

Hastalig1” terimini kullanmustir (11).

“Diinya Niifus Beklentileri” raporunda 2019 revizyonu baz alinarak hazirlanmis
olunan verilere gore, 2050 yilina kadar diinyadaki alt1 kisiden biri, 65 ve lizeri yasa
sahip birey olacaktir. Bu durum 2019 yilinda 11°de 1 (%9) olarak kabul gérmektedir.
Yani oransal agidan bakildiginda %9’luk olan dilim %1 1’lere ylikselmektedir (13). Bu
durum ise giiniimiizde neredeyse diinya ¢apinda 47 milyon insanin muzdarip oldugu
bu rahatsizligi 2050 yilina kadar neredeyse ii¢ kattan fazla bir artisa ulasacaginm
gostermektedir. Alzheimer hastaliginin prognozunda 4 faz bulunmaktadir. Bu fazlar
pre-klinik, hafif seviye AH, orta seviye AH ve en sonda c¢ok ciddi AH olarak
ayrilmaktadir (4). Preklinik faz en hafif gegen faz olarak tanimlanmaktadir ve hastalig
gosteren onemli belirtegler yoktur. Cogu kiside bu faz semptomsuz veya ¢cok dnem
verilmeden ge¢cmektedir. Hafif faz ise semptomlarin giin yiiziine ¢iktig1 faz olarak
tanimlanmakla beraber bu fazda hasta ile yakin iliskide olan bireylerin hastada olugan
degisiklikleri fark etmesi miimkiindiir. Bu donemde yeni ogrenilen bilgilerin
unutulmasi ve islenmesinde zorluklar baglamaktadir. Orta fazda ise semptomlar artis
gostermektedir. Hafiza kaybinin sonrasinda davranigsal bozukluklar olusmaya
baslamakta ve bu durum sosyal becerileri ve problemleri giin yiiziine ¢ikarmaktadir.
Cok ciddi faz ise hastaliin en agir fazidir. Hastalarin genelde benligini hatta
bilinclerini dahi kaybettigi gozlemlenmektedir. Bunun disinda bazi yasamsal

davraniglarda da (6rnegin yemek yeme ve su igme) bozulmalar olmaktadir (4).



AH olusumuna neden olabilecek etmenler kisaca yas, cinsiyet beslenme sekli,
tanimlanmis veya tanimlanmamis kronik hastaliklar, genetik veya epigenetik faktorler

sayilabilir. Kadinlarda AH’na yakalanma orani tigte iki iken erkeklerde bu oran iigte
birdir (15).

AH’indaki en temel etmen yas faktoriidiir. Yas faktorii i¢in 2 ayr1 AH tanimlanmistir.
Bu iki faktor erken baslangicli AH (EBAH) ve ge¢ baslangigh AH (GBAH) olarak
adlandirilmaktadir. EBAH genellikle 65 yasindan 6nce 45 yasindan sonra baslangi¢
gosteren AH popiilasyonunda az bir oranda bulunan ¢ok daha ilerleyici Alzheimer
tiiriidiir (16). GBAH ise genellikle 65 yas ve iizerinde baslangici goriilen ve AH’1na
sahip bireylerin biiyiik cogunlugunu olusturan AH tiirtidiir (17). Goriilme yiizdesi daha
diisik olan EBAH genellikle genetik ve etiyolojik faktorlerden dolayr olusum
gostermektedir. Bundan dolay1r daha saldirgan ve tedavisi daha az miimkiin olan
tiirdiir. Bu sekilde olusan AH’1na sahip bireylerin biiyiik cogunlugunda kalitsal olarak

aktarim goriilmektedir.

Alzheimer hastaliginin belirlenmis kesin bir tan1 yontemi bulunmamaktadir. Kesin
tanis1 ancak otopsi veya biyopsi yardimiyla hastaliga 6zgii patolojik lezyonlarin
saptanmastyla konulabilmektedir. Bazi laboratuvar teknikleri ve klinik kriterler ile
birlikte bu tanilar kismen de olsa konulabilmektedir. Patolojik degisikliklerin
semptomlardan yillar 6nce meydana geldigi kabul edilmektedir. B-amiloid ve tau
patolojisinin biyobelirtegler ile belirlenmesi ayrica, beyinde meydana gelen atrofinin
manyetik rezonans goriintiilemesi ile dlctilebilmesi ile, tan1 kriterleri hem daha erken
tan1 konmasina izin verecek hem de molekiiler 6zgiilliigii artiracak sekilde gelismistir.
Tan1 konulabilmesi i¢in molekiiler degisikliklerin yani sira bellek bozuklugu ile
beraber apraksi, afazi, agnozi veya ylriitiicii fonksiyonlarda bozulma gibi klinik

semptomlarinda elde edilmesi gerekmektedir (18,19).

2.1.1. Alzheimer hastahi@mn patolojisi

Patolojik olarak bakildiginda AH’nin temelini iki ayr1 yap1 olusturmaktadir. Bu yapilar
hiicre disinda goriilen amiloid beta plaklar ve hiicre i¢i norofibriler yumaklar olarak
adlandirilmaktadir (2). Ayrica, bu yapilarin artmasi ile olusan ndroinflamasyonun da
diger iki etmen kadar biiyiik 6nem tasidig1 kabul edilmektedir (3). Bu yapilarin her biri
kendi basina bu hastaliga neden olmakla birlikte ¢ok az rastlansa da ikisinin de ayni

anda bulunmas1 mimkindir.



AH, bakildiginda ¢ok temel bir ndrodejenerasyondan baslamakla birlikte, beyindeki
yayilimina ve klinik semptomlarinin ¢ikigina bagli olarak beynin biiyiik bir boliimiine
yayillim gostermektedir. Bu yayilima bagli olarak hipokampiis disinda o6zellikle
entorinal korteks, limbik korteks ve assosiasyon korteks alanlar1 da etkilenmektedir

(20).

Alzheimer Hastahg1'nin ilerlemesi

i » ' '
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Sekil 2.2 : Alzheimer hastaliginin beyinde ilerleyisi

Sekil 2.2°de goriildiigii tizere AH baglaminda genellikle lateral ventrikiillerin 6n
goriilemeyen bir sekilde genislemesine neden olabilecek kadar bir doku kaybi
gbzlemlenmektedir. Bunun disinda hipokampusiin 6nemli derece atrofisi, sulkuslarda
gelisen genislemeler ve giruslarda olusan daralmalarda gozlemlenir. Sonug olarak

kisaca beynin genel yapisinda gézlemlenebilen degisimler olusmaktadir (21).
2.1.1.1. Amiloid beta plaklari ve Amiloid prekiirsor proteini

AH patalojisinde en ¢ok bilinen ve ¢ogu aragtirmacinin ilk aklina gelen nedenlerden
biri amiloid beta plaklarinin (Af) olusmasidir. Bu plaklar genellikle sinir hiicrelerinin
aksonlarmin etrafinda bulunmaktadirlar ve bdylelikle bulunduklar1 bolgede
dejenerasyona neden olusturmaktadirlar. Amiloid 6ncii proteini (APP) ilk kez 1987°de
insanda tanimlanmig olan bir proteindir, bu protein 21. kromozomda oldugu
arastirmacilar tarafindan onaylanmistir. APP, normal sartlarda hiicre i¢in 6nemli olan
transmembran bir proteindir (25,26). APP kendi i¢inde iki ayr1 paralog igermektedir.
Bu paraloglar APP-1 ve APP-2 olarak adlandirilmaktadir. Bu proteinler 6zellikle hiicre
adezyonunda, noronlarin hayatta kalma oranlarinda, néron uzantilarinin olusumu ve
biiyiimesinde ve hareketlerinde énemli rol oynamaktadir (27). APP-1 endoplazmik
retikulumda sentezlenmekte ve daha sonra trans-Golgi ag1 ile tasinarak, yiiksek

konsantrasyonlu olarak depolanmaktadir (24). APP gen ailesi 240 kilobaz



uzunlugunda DNA parcasinin kodladigi 18 ekzon icermektedir. Bu boliinmeler
sonucunda 8 izoform olusturabilmektedir. Bu izoformlar uzunluklarina gore
isimlendirilmektedir. Farkli dokularda olusum gosteren ve yaygin olarak bilinen {i¢
tane formu bulunmaktadir; merkezi sinir sisteminde bulunan APP 695, hem periferik
sinir sisteminde hem de merkezi sinir sisteminde bulunan APP 751 ve APP 770
(22,28). APP protein ailesinde yaklasik olarak 32’den fazla mutasyon tanimlanmustir.
Bu mutasyonlarin bir¢ogu 16. ve 17.i ekzon bdlgelerinde bulunmaktadir. Bu

mutasyonlarin % 10-15’lik dilimi EBAH nedenleri igerisinde sayilmaktadir (28).

AB, genis bir transmembran Onciisli olan amiloid 6ncii proteinin sekretazlar tarafindan
sayisiz proteolitik boliinmesinden elde edilen bir peptit olarak tanimlanmistir. Bu
sekretazlar a-sekretaz, B-sekretaz ve y-sekretaz olarak adlandirilan 3 temel yapidan
olugsmaktadir. a-sekretaz olarak adlandirilan sekretaz norotoksik etkisi olmayan bir
normal boliinme saglayan APP’yi ilk pargalayan sekretazdir. Diger bir sekretaz olan
[-sekretaz ise potansiyel olarak bir norotoksik etkiye sahip anormal bir parcalanmayla
birlikte AH’ma neden olan sekretazdir. y-sekretaz ise B-sekretaz tarafindan kesilen
APP’yi ikincil olarak kesen sekretazdir. Ikincil parcalanma yapan y-sekretaz ile
parcalanma bolgesine bagli olarak 40 veya 42 amino asit kalintisindan (AP4o veya
AP42) olusan 2 ana AP formu iiretilmektedir. Bu iki form AH’na neden olan yapilar
olmakla beraber A4z formu ABso formuna gore daha fazla fibril olusturmaya yatkindir
(29,30).

a-sekretaz, aktivitesine sahip protein ailesi ADAM 9, ADAM 10, ADAM 17 olarak
adlandirilmaktadir. Bu aileden ADAM 10 yapici bir etkiye sahiptir ve aktivite olarak
amiloidojenik olmayan yolagin olusmasint saglamaktadir. Bu aktivitenin
bozulmastyla ¢oziiniir bir formda tiretilen amiloid betanin birikimine bagli olarak AH
olugabilmektedir. APP’nin a-sekretaz yolagi ile AH’ma kars1 koruyucu etki gosterdigi
distintilmektedir (31). B-sekretaz ise a-sekretaz aktivitesinin olmamasi durumunda
ortaya ¢ikan bir sekretaz tiirtidiir ve amiloid 6ncii protein -sekretaz 1 (BACEL) olarak
1999 yilinda tanimlanmis bir sekretazdir. BACE1, C-terminaline yakin olarak
karakterize olan aspartil bir proteazdir (32). Ayrica BACE1 kromozom 11°de yer
almaktadir (33). Bu yapinin fazla eksprese olmasi sitotoksik bir etkiye neden
olmaktadir. Bu fazla ekspresyon yasla artis gostermektedir. Ayrica oksidatif stres bu

sekretazin ekspresyonunu etkileyen nedenlerdendir. B-sekretaz, 6liim reseptorii 6’nin



ligand1 olarak bir igleve sahiptir ve bu sebeple aksonal bozulmalara ve noronal
Olimlere sebep olmaktadir. Bu durum AH’nin olusumunda biiyiik bir etkiye sebep

olmaktadir (34).

y-sekretaz baslica dort ayr1 proteinden olusan biiyiik kompleks bir yapidir. Bu yapinin
en bilinen proteini presilinin 1 ve 2’dir (PSEN1-2). Bu homologlarda yasanan

mutasyonlar ise diger bir AH nedeni olarak goriilmektedir (31).

| AB | APP
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Sekil 2.3: APP Proteinin Amiloidojenik ve Amiloidojenik Olmayan Yollarda Kesimi
2.1.1.2. Norofibriler yumaklar

Bir diger AH olusturabilecek neden ise Alois Alzheimer tarafindan sdylenen
norofibriler yumaklar (NFY) olarak kabul edilmektedir. NFY, noéronlarda
mikrotiibiillerin ve mikrotiibiillere bagli proteinlerin bozulmalar1 ile baslangic
gosteren bir AH nedenidir. Bu degisimler hiicre iskeletinde yer alan degisimlerden
kaynaklandigindan noronlarin disardan bir etki ile degil kendi i¢lerinde yasanan
bozulmalar1 i¢ermektedir. Asil olarak hiicre iskeletine ait mikrotiibiillerin stabil
olmalari i¢in yarattig1 etki mekanizmasi o hiicrenin émrii ve yasama kosullari i¢in ¢ok
onemlidir. Mikrotiibiiller néron hiicrelerinin uzantilar1 olan ve akson adini alan
yapilarda hem yapiya destek saglarken hem de hiicrede iiretilen tiim molekiillerin
iletimine yardim etmelerinden dolay1 ¢ok biiylik 6nem tagimaktadirlar. NFY’larin ana
bileseni Tau proteinidir. Tau mikrotiibiillere belirli sayida fosfat molekdilii ile

baglanarak mikrotiibiillerin stabilizasyonunu saglamaktadir. AH’nda Tau proteini



anormal bir sekilde fosforile (hiperfosforile) olmaktadir (4). Tau protein ailesi 17.
kromozomun mikrotiibiil asosiye protein (MAP) adi verilen gen bolgesi iizerinden
kodlanmaktadir. Yetigskin beyinlerde Tau 6 izoformu bulunmaktadir, bu izoformlar
353’ten 441 amino aside kadar tanimlanmaktadir. Bunlarin iginde en 6nemli formu
441 olan izoformdur (35). Tau hiperfosforilasyonuna neden olan protein kinazlar
icerisinde en Onemli olan1 glikojen sentaz kinaz 3 beta (GSK-3B) olarak
adlandirilmaktadir. GSK-3f gelisimsel olarak gorev alan sinyal iletim kaskadi olan

wingless/wnt yolagi ile inhibe olmaktadir.
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Sekil 2.4: Norofibriler yumaklar ve amiloid plaklarin normal ve AH’na sahip

beyinlerde karsilastirilmast

Noronlarda GSK-3pB ekspresyonu, asir1 Tau fosforilasyonuna ve mikrotiibiil
stabilitesinin bozulmasina neden olmaktadir. Sonug olarak hiperfosforile olan Tau,
mikrotiibiil yapisint bozmakta ve hiicre igerisinde birikmeler sonucu NFY’lar
olusmaktadir (36).

2.1.1.3. Noroinflamasyon
Giintimiize kadar AH’nin temel patolojik nedenleri amiloid beta plaklari ve NFY’a

dayanmaktaydi. Molekiiler ¢alismalarin hiz kazanmasiyla beyinde olusan oksidatif
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stres kaynakli degisikliklere verilen énem artmistir. Ozellikle AH’nda ve diger
norodejeneratif rahatsizlarda da artig gosterdigi kabul edilen oksidatif stres
seviyelerinin neden oldugu noéroinflamasyonun AH nedenleri arasmma kabul
edilmektedir (37). Boylelikle AH’nda NFY ve amiloid beta plaklarinin agiklayamadigi
eksik kalan noktalar noéroinflamasyonla agiklanabilmektedir. Noroinflamasyon
genelde beyinde meydana gelen travma, enfeksiyon, iskemi veya bazi toksinlerin
neden oldugu sinir sisteminin olusturdugu inflamatuar yanit olarak kabul edilmektedir
(38). Noroinflamasyon dogustan bireyde bulunan bagisiklik hiicrelerinin olusturdugu
sisteme dahildir. Bu bagisiklik hiicrelerinden en ¢ok séz edilenler mikroglia ve
astrositlerdir. Ayrica, endotel hiicreleri veya beynin birincil koruyucusu olan kan beyin
bariyeri (KBB) biyokimyasal veya mekanik olarak bir hasara maruz kaldiginda da

noroinflamasyon gergeklesmesine neden olabilmektedir (39).

Astrositler tiim merkezi sinir sisteminde bulunan ve merkezi sinir sisteminin ana
yapisini olusturan hiicrelerdir. Bu hiicreler KBB’nden endotel hiicrelere kadar bir¢ok
yapinin olusumunda rol oynamaktadir. Ayrica beynin gelisimsel diizeyinde ¢ok biiyiik
rolii bulunmaktadir (40). Bunlarin disinda astrositlerin dendritik yapilar1 destekleme,
ndronlarin kurdugu sinapslarin giiclenmesini saglama ve sinaptik iletimde yararli olma
gibi islevleri oldugu da tanimlanmistir. Mikroglialar ise merkezi sinir sisteminde
bulunan miyeloid soyundan gelen beynin bagisiklik hiicreleridir. Immiin sistemdeki
gorevleri disinda mikroglialarin proteolitik ve fagositik gorevleri de bulunmaktadir.
Boylelikle akson ve dendritleri yenileyerek diizenlenme de rol oynamaktadirlar (39).
Ayrica mikroglia kaynakli makrofajlarin artisina bagli olarak da AH sekillenebilir.
Bazi aragtirmacilar AH sirasinda meydana gelen amiloid beta plaklarinin ¢evresinde
asir1 artmis mikroglia ve reaktif astrosit varligina ait kanitlar bulmustur. Bu artiglara
bagli olarak beyinde proinflamatuar molekiillerin salinimi da baglamakta, boylelikle
sinaptik ~ fonksiyonlarda  bozulmaya bagli noronal Oliimlerin  olusumu
gozlemlenmektedir. Pro-inflamatuar olarak sayilabilecek molekiiller arasinda en géze
carpani tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a), interlokin 1 beta (IL-1p) ve niikleer faktor
kappa B (NF-kB) molekiilleridir. Bu molekiiller disinda nitrik oksit (NO) gibi serbest
radikaller de AH’nin olusumunda etkili olmaktadir (37). BACEl ayrica pro-
inflamatuar sitokinlerle daha fazla artmis sinyal yolaklar1 olusturmakta ve tiim bu

sebeplerden oGtiirii amiloid beta tiretimi artmaktadir (37).
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AH i¢in patolojik sebeplerden bahsedilse de genetik sebeplerin de géz ardi edilmemesi
gerekmektedir. Bu ylizden noéroinflamasyonda tanimlanmis gen dizileri
bulunmaktadir. Bu gen dizilerinden en 6nemli olanlar1 TREM2 ve Fraktalkin olarak
adlandirilmaktadir. TREM2, miyeloid hiicrelerde ve mikrogliada eksprese edilen bir
reseptordiir ve bir yandan fagositoz uyaricisi, diger yandan sitokin iiretimi ve
inflamasyonun baskilayicisi olarak gérev yapmaktadir (39). Fraktalkin (FKN), CX3C
kemokin ailesinin tyesidir. FKN, noronlarda ve periferik endotelde eksprese
edilmekte ve reseptorii, miyeloid hiicreler (mikroglia dahil), T hiicreleri ve dogal
oldiirticti hiicreler (natural killer cells) tarafindan iiretilmektedir. Fraktalkinin artisina
bagli olarak ndrodejenerasyonun ortadan kalkmasi kaginilmaz bir sondur. Amiloid
patolojisinin artmasina bagli olarak FKN artis1 gézlemlenebilmektedir. Diger taraftan
FKN miktarindaki artis bazi nérodejeneratif rahatsizliklar igin noroprotektif etki
gostermektedir (41).

Tiim bu yukaridaki sebeplerden otiirii néroinflamasyon arttk AH patolojisinde 6ne
c¢ikan bir 6zellik olarak kabul gérmektedir ve bu hastaliin tedavisi ve 6nlenmesi i¢in
yapilan ¢aligmalar arastirmacilar tarafindan ilgi goren potansiyel bir hedef durumuna

gelmistir.
2.1.2. Genetik faktorler

Diisiiniildiigiinde insan viicudunda olusan ¢ogu hasarin bir genetik yatkinligi
bulunmaktadir. Dokularin temelinde protein bilesikleri yer almaktadir ve bilindigi
lizere protein bilesiklerinin kodlanmasinin temelinde insan genomu bulunmaktadir. Bu
nedenle arastirmacilar tamamen genetik faktorler yiiziinden oldugunu diisiinmeseler
de AH’nin temelinde genetik faktorlerinde rol aldigini kabul etmektedirler. AH
genetik olarak aktarimi miimkiin olan rahatsizliklardandir. AH’nin genetik temelinde
2 ana faktoriin oldugu diisiiniilmektedir. APP, PSEN1 ve PSEN2 AH ig¢in iyi bilinen
otozomal dominant genlerdir (42). Bu genlerde olusan mutasyonlarin AH’n1 biiyiik
oranda etkiledigi ¢esitli calismalarda gosterilmektedir. Kalitimsal olarak ilerleyici bir
yaklagim gosteren AH, EBAH tir (42). Ayrica APP ve PSENI1 genlerinde yasanan
mutasyonlar kalitsal olarak aktarildiginda AH gelisme orani kesinken, PSEN2
genindeki mutasyona sahip bireylerin hastaligi gelistirme oran1 % 95 olarak kabul
edilmistir (4). PSEN1 ve PSEN2 birlikte endoplazmik retikulum ve Golgi aygitinda
bulunur (42). PSENL1 geni y-sekretaz kompleksinin kodlanmasinda gorev alir. Ayrica
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Notch ve Wnt sinyal yolaklarin agagi regiilasyonunun diizenlenmesinde biiylik 6nemi
bulunmaktadir. Bu sebeple embriyonik gelismede beyin yapisi icin biiylik dnem
tasimaktadir. PSEN2 ise hiicre igi sinyal yolaklarinda ve gen ekspresyonunun dogru
bir sekilde olusmasinda gorevlidir (4). Boylelikle norodejenerasyon, y-sekretaz
fonksiyonunun etkilenmesiyle, daha uzun A peptidi olusmasina neden olarak veya

APP’nin kesilmesini etkileyerek ortaya ¢ikmaktadir (42).

Diger bir genetik faktor ise en ¢ok lizerinde durulan Apolipoprotein E (APQe) ailesine
ait APOe4 genidir. APOe geni hem geg baslangigli AH’nda hem de erken baslangich
AH’nda etkisini gosteren bir gendir (25). APOe geni 19. kromozomda yer almaktadir
ve 299 amino asitlik bir protein kodlayan 4 ekzondan olugmaktadir. APOe lipit
baglayici bir protein olmakla birlikte insanlarda {i¢ allele sahiptir, bunlar APOEe2, €3
ve &4 olarak tanimlanmaktadir. €4 izoformu, diger izoformlara gore yapisal olarak
daha kararsizdir, bu nedenle islevlerinde bozulmalar meydana gelmektedir. Tek bir
APOQOEg4 alleline sahip olmak AH agisindan 2 ila 3 kat risk artisina neden olurken iki
kopyaya birden sahip olunmasi bes kattan fazla artisa neden olmaktadir (43). APOEe4
geninin ayrica diisiik bilissel performansla, hafif biligsel bozuklukla ve en énemlisi
bellek problemleriyle alakali oldugu diistiniilmektedir (42). Beyin i¢inde APOEe4 geni
toksisitesinin nasil bir mekanizma ile yonetildigi daha tam olarak anlagilamamuistir.
Bazi Onerilen mekanizmalar i¢inde izoformuna 6zgii bir toksisiteye sahip oldugu,
APOE¢4 geni ile kodlanan amiloid birikiminin yasandigi veya APOEe4 geni ile olusan
tau hiperfosforilasyonu sayilabilmektedir (25). Biitiin bu genler disinda ABCA7,
SORL1, TREM2 genlerinin de AH iizerinde etkilerinin olabilecegi arastirmacilar
tarafindan kabul gérmektedir (43).

2.1.3. Tedavi

Hastaligin tanimlanmasindan giiniimiize kadar gelen tedavi yontemleri i¢in bazi klinik
caligmalar yapilmis olsa da hastalig1 yiizde yiiz tedavi eden bir yontem heniiz
bulunmamaktadir. Giiniimiize kadar gelen calismalar genelde ya gozlemlenebilir
semptomlar1 yok etmek amaci ile yapilan tedaviler olmakla yetinmektedir ya da
hastaligin seyrini yavaglatmaktadir. Tedavi genellikle kolinesteraz inhibitorleri
kullanilmasi, ndroprotektif yontemler, farmakolojik olmayan yontemler (bitkisel),
psikofarmakolojik ajanlar, genel sagligi korumaya yonelik aktiviteler ile yapilmaktadir

(14). AH diinya genelinde insidanst ¢ok yiiksek bir hastalik olmasma ragmen
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tedavisinde Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan ii¢ grup ilag
bulunmaktadir (44). Bunlar kolinesteraz inhibitorleri, memantin, Kkolinesteraz
inhibitorleri ile memantinin karisimi olarak kabul edilmektedir (45). AH i¢in temel
sorunun Kolinerjik sistemde var olan bir azalma olmasi nedeniyle kolinesteraz
inhibitorleri kullanimi1 ve glutamat toksisitesine karsi tedavi edici molekiil olarak
memantin kullanimi1 tedavi segeneklerindendir (45). Kolinesteraz inhibitorleri
kolinesteraz enzimlerinin (asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BchE)
asetilkolini (Ach) pargalamasini bloke ederek etki etmekte ve bu da sinaptik araliktaki
Ach seviyelerinin artmasina neden olmaktadir (44). Kolinesteraz inhibitorlerinden
olan ilk ila¢ Tacrin’dir. Daha sonra bu ilacin yan etkilerinden o6tiirii donepezil

hidrokloriir basta olmak iizere rivasrigmin ve galantaminde kullanilmaktadir (46).

N-metil-D-aspartik asit (NMDA) Ca*? ve Mg*? iyonlarinin varlig: ile calisma gosteren
ve Ogrenme-bellek icin ¢ok oOnemli bir reseptordir. NMDA reseptorii noral
plastisitenin temelini olusturmaktadir. AH’na sahip kisilerde bu yolagin bozulmus
oldugu kabul gormektedir. Bu yolagin asir1 aktivasyonu sinaptik fonksiyonlarin
bozulmasina ve hiicre dliimiine neden olan Ca*? artmasina sebep olmaktadir (28).
Memantin tedavisi NMDA sinyal yolaginin asir1 aktivasyonuna bagli olarak olusan
sorunlar1 ortadan kaldirmayr amaglamaktadir. Bu tedavi sayesinde NMDA
reseptoriiniin asir1 aktivasyonu ve dolayisi ile Ca*? girisini 6nlenmekte boylelikle
sistem normal aktivitesine geri donmektedir. Bu nedenle néron kayiplarini dnleyerek
noroprotektif bir etki saglayabilmektedir (45). Bu tedaviler disinda son yillarda AH’na
duyulan ilgi ve biliminin ilerlemesi hastaliklara olan bakis agilarin1 ¢ok fazla
degistirmis durumdadir. Bu sebepten Otiirli bazi yeni potansiyel tedavilerde
diisiniilmektedir. Bunlar arasinda anti-amiloid terapi, beta-sekretaz enzimi, gamma

sekretaz enzimi ve monoklonol antikorlarin kullanimi sayilabilmektedir (45).
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2.2. Zencefil Bitkisi (Zingiber officinale)

Zencefil bitkisi William Roscoe tarafindan 1807 yilinda tanimlanmistir. Zingiber
officinale adi ile giiniimiizde anilmaktadir. Zingerber officianale, Zimgiberaceae
ailesine ait antik ¢aglardan beri insanlarin kullandig1 bir bitkidir. Bu bitki bir kok
bitkisidir ve hem taze hem de kuru olarak tiiketimi miimkiindiir (Sekil 2.6). Zencefil
koklerine rizom kokler denilmektedir. Ana vatan1 Giiney Asya olmakla beraber tam
olarak orijinalinin nereye dayandig1 bilinmemektedir. Gegmisten giinlimiize bu bitki
hem yiyecek olarak hem de tip alaninda ila¢ olarak kullanima uygun goriilmektedir.
Bazi calismalar, karbonhidratlar, lipitler, terpenler ve fenolik bilesenler de dahil olmak

tizere yaklasik 400 cesit zencefil bileseninin tanimlandigini géstermektedir (46).

Sekil 2.5: William Roscoe

Zencefil kendi i¢inde biyoaktif olarak iki ana bilesene ayrilmaktadir. Bu bilesenler
fenolik ve terpen bilesikler olarak adlandirilmaktadir. Fenolik olarak tanimlanan
biyobilesikler 6zellikle gingeroller, shogaoller ve yeni eklenen paradoller olarak
adlandirilmaktadir. Taze zencefil olarak baz alindiginda, 6-gingerol, 8-gingerol, 10-
gingerol gibi bilesiklerine ayrilan gingerol ailesi baglica kabul goren zencefil

bilesenidir. Gingerollerin 1s1l islem veya uzun siireli depolanmasina bagli olarak
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shogaoller bilesini olugmaktadir. Shogaoller ise hidrojenarasyonuna bagli olarak
paradollere doniistiiriilebilmektedir. Bunlarin disinda zingerone ve gingerenon olarak
adlandirilan birgok baska fenolik bileseni de vardir. Zencefil ugucu yaglarinin ana
bilesenleri olarak kabul edilen B-bisabolen, a-curcumene, zingiberene, a-farnesen ve

B-sesquiphellandrene gibi zencefilde birkag terpen bileseni de bulunmaktadir (47).

Zencefil son yillarda arastirmacilar tarafindan antioksidan, antiinflamatuvar,
antimikrobiyal ve antikanser gibi sahip oldugu aktiviteler agisindan arastirilmaktadir.
Bazi yapilan ¢alismalar, zencefilin oksidatif strese karsi korunmada etkin bir yapiya
sahip oldugunu gostermektedir. Mekanizmasinda daha ¢ok IL-1p araciligi ile oksidatif
stresin azaltmasina bagli bir etki bulunmaktadir. Ayrica birka¢ enziminin ekspresyonu
ile fazla iiretimi sonucu bir¢ok kronik hastaligin baslangicini ve gelisimini etkiledigi
bilinen reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumunda azalmalar meydana getirmektedir
(48). Zencefilin anti-inflamatuvar etkilerinin  bir dizi c¢alisma sonucunda
fosfatidilinositol-3-kinaz (P13K), protein kinaz B (Akt) ve NF-KB ile ilgili oldugu
gosterilmistir (49).

Zencefil, beyin timorleri, inme, nevroz, depresyon, uykusuzluk, psikiyatrik
bozukluklar ve demans gibi sinir sistemini etkileyen hastaliklara karsi terapotik
ozelliklere sahiptir. Zencefil, FDAtarafindan "genel olarak giivenli olarak kabul edilir"
(GRAS) listesinde yer almaktadir (47).

Sekil 2.6: Zencefil bitkisi

2.2.1. 6-Paradol

6-Paradol zencefil metabolitlerinden biri olan ve son zamanlarda arastirmacilarin ¢ok
dikkatini ceken bir molekiildiir. Ozellikle, son yillarda fitaterdpotik molekiiler ile
yapilan arastirmalarda hastaliklarin tedavisinde 6-Paradoliin aday molekiil olabilecegi

kanisina varilmistir. 6-Paradol molekiilii mikrobiyal bir metabolizma kullanarak 6-
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Shogaol’dan {iretilmektedir (Sekil 2.7). Bu ylizden shogaol’tin sahip oldugu tiim
aktiviteleri kendi biinyesinde toplamaktadir. 6-Gingeroliin susuz bir formu olan 6-
Shogaol, kurutulmus =zencefildeki bir baska oOnemli bilesendir. Bu bilesenin
yapisindaki bazi stabil olmayan durumlar 6-Paradol’de daha kararli yapiya gelmistir
(50).

Bu yilizden durumlar 6-Paradol zencefil metabolitlerinden ¢ok giiclii tedavi edici
Ozellige sahip aday bir molekiil olmustur. 6-Paradol’iin 6-Shogaole benzer bir sekilde
antioksidatif ve antiinflamatuvar aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir. Bu nedenle
bu molekiiller merkezi sinir sistemi hastaliklarinin tedavisinde biiyiik bir aday molekiil
olarak goriilmektedir (49). Ayrica, 6-Paradol’iin norolojik olarak olusan bozukluklari,
beyin hasarlanmalarina ve mikroglia aktivasyonuna karsi etkili bir aday molekiil
oldugu vyapilan caligmalarla gosterilmistir. Bu 0Ozelliklerinden dolayr noral
inflamasyonun etkili oldugu AH i¢in de 6nemli bir aday molekiil haline gelmistir. Bu
Ozelliklerinden dolayi, 6-Paradol’in AH’nda olusan mikroglia aktivasyonuna ve
ozellikle beyinde oOnlenemez miktarda yasanan hiicre Oliimlerine kars1 etkili

olabilecegi diisiiniilmektedir (50).

H;C CH;,

HO

6-Paradol

Sekil 2.7: 6-Paradol molekiilii
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2.2.2. 6-Paradol hakkinda yapilan ¢calismalar

6-Paradol molekiilii hakkinda literatiirde sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu
caligmalar 1s1¢1nda 6-Paradol molekiiliiniin noroinflamasyona karsi1 olumlu etkiler
gosterdigi ayn1 zamanda noroprotektif bir etkiye de sahip oldugu kanitlanmistir. Bu
caligmadan biri olan Yamaguchi ve ark. tarafindan yayimlanan aragtirmada otoimmiin
ensefalomiyelit (EAE) ile fareler lizerinde MS modeli olusturulmus ve bu model
tizerinde 6-Paradol’{in etkilerini 6l¢ililmiislerdir. Calisma sonucunda model olusturulan
farelerin omuriliklerinde demiyelinizasyon ve astrogliosis dahil olmak iizere birgok
histopatolojik durumun iyilesme gosterdigi ve klinik semptomlarda da belirli bir
oranda azalma meydana getirdigi gozlemlenmistir. Bunun disinda bu farelerde
mikroglia aktivasyonu ve TNF-a regiilasyonunda bir zayiflama meydana getirdigi ile
ilgili cok giiclii sonuglar elde edilmistir. Sonug¢ olarak 6-Paradol molekiiliiniin
noroinflamatuvar yanitlar1 baskilayarak MS semptomlarint hafifletmede terapdtik

potansiyele sahip oldugu vurgulanmistir (51).

Diger bir ¢alismada ise Gaire ve ark. diizenli olarak zencefil kullanimimin kan
dolagimina olan etkileri nedeni ile inme riskini azalttig1 ve iskemi sonrasi diizelmeyi
hizlandirdigin1 belirtmistir. Bu ¢alismada ilk olarak in-vitro olarak lipopolisakkarit
(LPS) ile uyarilan BV2 mikroglia hiicrelerinde 6-Paradol ile INOS yukari regiilasyon
sistemininin inhibe olmastyla NO {iretiminin azaldig1 ve proinflamatuar sitokinlerin
(IL-6 ve TNF-a) salgilanmasinda anlamli bir distis oldugu, diger bir deyisle
noroinflamatuar ~ yanitlarin ~ azaldigr  gosterilmistir.  Yine ayn1  ¢alismada
noroinflamasyon ile karakterize olan orta serebral arter okliizyonu
(MCAO)/reperfiizyon (M/R) ile gegici fokal serebral iskemi olusturulan farelerde 6-
Paradol molekiiliiniin beyin enfarktiisii, nérolojik bozukluklar ve noronal hiicre sag
kalimi ve oliimii gibi parametrelerle Olciilen beyin hasarmi énemli dl¢lide azalttig
sonucuna varilmistir. Ayrica, 6-Paradol uygulamasinin iskemik farelerde mikroglial
aktivasyonu azaltarak ve iNOS ve TNF-o eksprese eden hiicre sayisini azaltarak

noroinflamasyonu 6nemli 6l¢iide azalttigi gosterilmistir (8).
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3.MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan cihazlar

Bezmialem Vakif Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi tarafindan
saglanan stereotaksi cihazi ile deneyde kullanilan si¢anlarda beyin igi
enjeksiyon yapilirken, sicanin kafasini sabit tutmak ve verilecek maddenin
sigan beyin atlasina gore belirlenen koordinatlarinda dogru bir sekilde
konumlandirilmasini saglamak i¢in kullanildi.

Sicanlar stereotaksiye yerlestirdikten sonra Beta amiloid ve ¢6ziicli maddesini
vermek i¢in Hamilton ignesi kullanildu.

Davranis testleri igin pasif sakinma sistemi (MAY -PA, Tiirkiye), Art1 labirent
ve Morris Su labirenti testi ve bunlardan elde edilen verilerin kaydedilmesi i¢in
bilgisayar destekli otomatik video izleme sistemi olan Ethovision XT (Noldus
Information System, Amerika Birlesik Devletleri) kullanildi.

Bezmialem Vakif Universitesi  Fizyoloji  laboratuvarinda  yeralan
homojenizatér cihazi (Retsch, Almanya) ile alinan beyin dokularinin
(hippokampus) mekanik homojenizasyonu yapildi.

Bezmialem Vakif Universitesi Tibbi Biyoloji laboratuvarinda bulunan
Multiscan Go (Thermo Scientific, Amerika Birlesik Devletleri) cihazi ile
homojene olan dokulardan saglanan protein konsantrasyonlari 6l¢iildii.

Ayni zamanda Tibbi Biyoloji laboratuvarinda bulunan sogutmali inkiibator
cihazi (Nive, Tirkiye), calkalayici (BioRocker 2d, Amerika Birlesik
Devletleri), calkalayict1 (Benchmark, orbi-shaker, Amerika Birlesik
Devletleri), mini santrifiij (1solab, Almanya), sogutmali satrifiij, pH metre
(Hanna, Amerika Birlesik Devletleri) ve hassas terazi (Precisa XB ,) cihazlari
da proje boyunca kullanilan kimyasallarin hazirlanmas1 ve kullanilmasi ayrica
kullanildiktan sonra ihtiya¢ halinde inkiibasyonlarinin yapilmasinda yardimci

oldu.
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Bezmialem Vakif Universitesi Tibbi Biyoloji laboratuvarmda bulunan,
elektroforez cihazi1 (Bio-Rad, Amerika Birlesik Devletleri) homojenize olmus
dokulardan elde edilen proteinlerin, elektroforez yontemi ile ayrigmasina daha
sonra transfer sistemi (Bio-Rad Trans-Blot Turbo, Amerika Birlesik
Devletleri) ile elektroforez sonucu ile elde edilen proteinlerin PVDF
membranina aktarilmasi i¢in kullanildi.

Ayni laboratuvarda bulunan Fusion Fx7 ise membranlara yiiklenen proteinlere
baglanan antikorlarin gériintiilenmesi i¢in kullanildi.

Bezmialem Vakif Universitesi Histoloji laboratuvarinda bulunan doku takip
cihazi (Leica, asp300s, Almanya), otomatik lam boyama cihaz1 (Leica 5010),
mikrotom cihazi (Leica Rm2245, Almanya), cihazin kullanimi i¢in patho cutter
marka bigak kullanilarak takibi yapilan dokularin kesitleri alinip analizi i¢in
boyandi ayrica Kriyostat (Leica cm 1510s, Almanya) kullanilarak dodurulan
yapilan dokulardan kesitler alinip boyama islemine tabii tutuldu. Bu islemler
sonucunda gozlem yapabilmek igin Nikon (Eclipse 920248, Amerika Birlesik
Devletleri.) 151k mikroskobunda degerlendirildi ve goriintiiler (Nikon Marka
DS-Fi2-U3)

GFAP immunoflorans boyamasi sonucunda gozlem yapilmasi ve fotograf

¢ekimi i¢in konfokal (Leica Sp8, Almanya) mikroskop kullanildi.

3.1.2. Kullanilan malzemeler

Beta-Amiloid peptid (1-42) (insan, abcam120301, Ingiltere) sicanlarda AH
modeli olusturmak amaci ile kullanildi.

6-Paradol (Cayman #27554, Amerika Birlesik Devletleri) tedavi amaglh
kullanildi.

Bezmialem Vakif Universitesi hayvan laboratuvari tarafindan saglanan
ketamin (Ketasol %10), ve rompun (Rompun %2) aneljezik madde olarak
islem sirasinda hayvanlarin anestezi altina alinmasinin yani sira sakrifikasyon
icinde kullanildi. Ayrica antiseptik ¢ozelti olarak batikon (Baticonol,%10
povidon iyot) kullanildi

Hiicre boyamalar1 i¢inse Kongo red (Sigma Aldrich ¢6277, Almanya) ve
Cresyl violet (Nissl boyama) (Sigma Aldrich c5042, Almanya), ayrica
immunoflorans boyama i¢in GFAP (Cell Signaling Technology #3656,

Amerika Birlesik Devletleri) kullamldi. Bezmialem Vakif Universitesi
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Histoloji laboratuvarinda bulunan Harris hematoksilen (Bio-optika 05-
12011/L, Iitalya) eozin (Bio-optika 05-10002E, Italya) boyas: da hiicre
morfolojilerindeki degisimleri belirlemek i¢in kullanildi.

Boyama sonucunda lamlar entellan (Sigma aldrich 107961, Almanya) ile
kapatildi.

Siganlardan alinan dokularin homejenizasyon i¢in ise Lizis tamponu (RIPA
Lysis Buffer sc-24948, Santa-Cruz), PMSF, sodyum ortovanadat, PIC
kullanild1 (Amerika Birlesik Devletleri).

T1bbi biyoloji laboratuvarinda bulunan protein 6l¢iim kiti (Thermo Pierce BCA
Protein Assay, #23227, Amerika Birlesik Devletleri); protein konsantrasyonu
6lemek i¢in kullanildi.

Protein elektroforezinde, elektroforez yiiriitme tamponu (Bio-Rad Tris-
Glycine SDS #1610732 tampon, Almanya) proteinlerin jelde yiiriimesi i¢in
kullanildi.

Transfer tampon (Bio-Rad, Amerika Birlesik Devletleri) proteinlerin jelden
membrana transferi esnasinda kullanildi.

Transfer isleminde membranlarin yikanmasi igin triton igeren tris tamponu
(TBST) kullanildi.

Ayrica fraktalkin, pTau (Thermo, MN1040, Amerika Birlesik Devletleri)
BACE, Bcl-2 (santa Cruz, sc7382, Amerika), BAX (Cell Signaling
Technology, 2772, Amerika), Fraktalkin reseptorii (abbkine, ABP52843,
Amerika Birlesik Devletleri), Reelin Sigma, MAB5366, Almanya),
Fraktalkin(CX3CL) (Affinity biosciences DF12376, Amerika Birlesik
Devletleri), PSEN1 (Sigma, MAB3252, Almanya) antikorlari protein
miktarlarindaki degisimi belirlemek amaci ile kullanildi.

Bu antikorlar1 ¢6zmek ve bloklamak amaci ile TBST igerisinde hazirlanan siit
tozu (Santa cruz, sc-2325 Almanya) ve sigir serum albiimini (BSA, Sigma
Aldrich, Almanya) kullanildi.

Protein 6l¢tim antikorlar1 disinda 6l¢iim igin bir ikincil antikor (rabbit,Mouse)
daha kullanild.

Protein miktarlarinin optimasyonu amaci ile tiim hiicrelerde bulunan GAPDH

ve Tubulin (Abclonal, AC008 Amerika Birlesik Devletleri) antikoru kullanildi.
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e Histoloji labaratuvarinda ise takip i¢in Etil alkol (TK200655, Tekkim,
Tiirkiye), ksilen (TK 090270, Tekkim,Tirkiye) gémme ve takip islemi i¢in
parafin (TK 200661, Tekkim,Tiirkiye) kullanildi.

3.2. Metod
3.2.1. Hayvan ¢alismalari

Bezmialem Vakif Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari tarafindan saglanan
Long Evans erkek siganlarda Alzheimer modeli olusturulmasi i¢in Bezmialem Vakif
Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Etik Kurul Komitesi’nde 24.05.2021 tarihli
ve 2021/147 sayil etik kurul onay1 alindi.

33 adet erkek Long Evans sigan (320-450 gram) (12 aylik) rastgele bir sekilde 5 gruba
ayrildi. Deney siiresince Bezmialem Vakif Universitesi hayvan laboratuvarinda
bulunan iinitede hayvanlar standart olarak 12 saat aydinlik — 12 saat karanlik
sirkadiyen dongii igerisinde yem ve su alimlar1 ad-libitum olacak sekilde, sicakligi
sabit tutulan (20 + 2°C) hayvan saklama odasinda, her kafeste 4-5 sigan olacak sekilde
barmdirildi.

Hayvan gruplar1 asagidaki sekilde belirlendi:

Grup 1 (Kontrol): Higbir girisim yapilmayan Kontrol grubu (K) (n=6),

Grup 2 (Sham kontrol): Sadece AP ¢oziiciisiiniin (yapay BOS) beyin igi
enjeksiyonunun yapildigi Sham kontrol grubu (S) (n=6),

Grup 3 (4p): icv- AP enjeksiyonu uygulanan hastalik grubu (AB) (n=9),

Grup 4 (4p+6-Paradol): icv-Ap enjeksiyonu uygulandiktan sonra 6-Paradol
intiibasyonu yapilan tedavi grubu (AB-6P) (n=6).

Grup 5 (Pozitif Kontrol): icv-Ap enjeksiyonu uygulandiktan sonra donepezil alan

Pozitif kontrol grubu (n=6).

3.2.1.1. Amiloid beta enjeksiyonu
Deneyden 3 giin 6nce amiloid beta peptidi fibrillestirildi. Bunun i¢in amiloid beta
peptidi 7,5 ul 1% NH4OH (amonyak hidroksit) ve 92,5 ul distile su i¢eren ¢oziicii ile

karistirllmistir ve fibrillesmesi i¢cin 3 giin 37 derecede calkalayici iizerinde
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inkiibasyona birakildi. 3 giiniin sonunda yasli sigcanlara stereotaksi yardimi ile amiloid

beta enjeksiyonu yapilarak AH modeli olusturuldu.

Siganlar operasyon Oncesi anesteziye alindi, anesteziye girdiklerinden emin
olunduktan sonra kafalarinda bulunan tiiyler tiraslandi ve stereotaksiye yerlestirilip
sabitlendi. Sabitlendikten sonra islem yapilacak alan 6nce batikon (Baticonol) yardimi

ile dezenfekte edildikten sonra bir kesi agildi. Oncelikle bregma bulundu ve isaretledi.

Sekil 3.1: Sicanda Bregma noktasi
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Sekil 3.2: Stereotaksiye yerlestirilmis sican

Bregma noktas: sifir olarak kabul edilerek AP: 3.5 mm L: 25 mm ve DV: 3 mm
koordinatlarina yaklasik olarak karsilik gelen hipokampiisiin CA1 bolgesine bilateral
olarak 10 pug / 2 uL. AP-42) enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyon tamamlandiktan sonra
birkag¢ dakika beklenerek siringa yavasca ¢ikarildi ve hayvanlarin kafasindaki kesiye
dikis atilip subkutan 0.5 cc antibiyotik ve 0.03 cc agr kesici verildi. Bu islem AP,
AB-6P ve Pozitif kontrol gruplarinda bulunan tiim siganlar i¢in tekrarlandi. Sham
kontrol grubu igin ise amiloid beta’nin ¢6ziiclisii aymi sekilde i.c.v. olarak enjekte
edildi.

3.2.1.2. Gavaj yontemi ile 6-Paradol ve Donepezil hidrokloriir verilmesi

Amiloid beta peptidinin i.c.v. enjeksiyonunu takiben 7 giin sonra gavaj yontemi ile 6-

Paradol ve ve pozitif kontrol amaci ile donepezil verilmeye baslandi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3: Gavaj yontemi ile maddelerin verilmesi

6-Paradol 90 ml saline, 10 ml Tween80, 5 ml etanol ve 100 mg paradol olarak
hazirlandi. Bu madde siganlara literatiirde belirlenen doz olan 5 mg/kg olacak sekilde
hesaplanarak sican bagina yaklasik 2 ml olarak verildi (10). Pozitif kontrol grubuna
donepezil hidrokloriir (Dozyl, 5 mg, Abdi Ibrahim, Tiirkiye) 0.6 mg/kg olacak sekilde
verildi (52) (Sekil 3.4)

=i 28 Film Kapli Tablet Dozvl. 5 mg 4
Sonera, WoRoKLORDR
)

4:

— A wl

Sekil 3.4: Pozitif kontrol grubu i¢in kullanilan ilag
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Sham kontrol grubuna ise 6-Paradol’iin ¢6ziilmesinde kullanilan ¢éziicii madde gavaj
yoluyla verildi. 6-Paradol ve Sham kontrol grubuna 12 giin pozitif kontrol grubuna ise

21 giin boyunca gavaj yapildi. Deneyler siiresince hayvanlarin kilo durumlari 6l¢iildii.

3.2.2. Davrams deneyleri

3.2.2.1. Pasif sakinma testi

Deney diizenegi 2 bolmeden olugmaktadir. Bu iki bolmeden biri 1zgara ¢elik tabanli,
elektrik soku verilmeyen aydinlik alan (40x30x26cm ebatlarinda ve 2550 limen
aydinlatmali alan) ve hafif diizeyde elektrik soku verilebilecek olan diizenegin diger
bir odas1 olan karanlik alandir (40x30x26 cm ebatlarinda). Bu iki oda arasinda siirgiilii
bir gecis kapisi (8x4,5) bulunmaktadir. Deney, hayvanlarin tek tek diizenege
yerlestirilmesi ile gerceklestirildi. Ilk giin sicanlar yiiksek 15132 maruz kaldiklari
aydinlik alana yerlestirildikten 20 sn sonra aradaki kapi agilarak siganlarin karanlik
alana gegmesi beklendi. Si¢anlar karanlik alana gegtiklerinde 2 saniye boyunca 1 mA
elektrik akimina maruz birakildi. Deneyin ikinci giiniinde ise siganlar aydinlik alana
birakildi ve karanlik alana gegme siireleri hesaplandi. Maksimum bekleme siiresi
olarak 300 saniye secildi. May Passive Avoidance programi ile verilen elektrik akimi,
151k miktar1 ve gegirilen siireler hesaplandi. Test sonucunda hayvanlarin korkuya bagli
uzun siireli bellek durumlar1 ve bdylelikle amigdala hipokampiis baglantilarinda

olusabilecek hasarlar tespit edildi.
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Sekil 3.6: May Pasif Sakinma Programi
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3.2.2.2. Yiikseltilmis art1 labirent testi :

Deney diizenegi olarak iki agik kol (50x10 cm) ve iki kapali koldan (50x10x40 cm)
olusan art1 sekilde yerden 50 cm yiikseklikte konumlanmis bir platform kullanildi
(Sekil 3.7). Deneyin baslangicinda teste baslayacak hayvan kapali ve agik kollar
arasinda kalan bolgeden birakildi. Daha sonra 5 dakika boyunca hayvanin kollarda
gecirdigi siire ve hareketleri video izlemi sistemi ile kaydedildi. Bu davranig 6lgen test

deney hayvanlarinin ¢evre degisimine bagli anksiyetesini degerlendirmek amaci ile

yapildi.

Sekil 3.7: Yiikseltilmis Art1 Labirenti

3.2.2.3. Morris su labirenti (MWM):

Morris su labirenti 210 cm c¢apinda ve 51 cm yiksekliginde bir tankin 45 cm
yiiksekligine kadar oda sicakliginda hayvanlarla kontrast olusturucak gida boyas1 ve
stit tozu karistirilmis su ile dolu olan bir diizenektir. Bu diizenek bir bilgisayar

programi araciligi ile kontrol edilmektedir.

Programin kontrolii ile havuz dort esit parcaya ayrildi (Sekil 3.8). Bu ayrilan dort esit
parg¢adan birinin tam ortasina da sicanlarin iistiinde durabilecegi bir platform suyun
tamamen altinda kalacak ve goriinmeyecek sekilde konuldu. Hayvanlarin ipuglarindan
yararlanarak platformun yerini bulmalar icin deney odasinda c¢esitli geometrik

sekillerden olusan ipuglar yerlestirildi. Siganlar 6nceden ayrilan dort ayr1 kadrandan
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tekrarli olarak suya birakilarak, suyun i¢inde gizlenen platformu bulmalari i¢in 60 sn
siire verildi (Sekil 3.9). Ogrenme deneyleri hergiin 4 deneme olacak sekilde 5 giin
boyunca tekrarlandi. Platformu bulan siganlara 5-10 sn boyunca etrafin1 gozlemlemesi
igin siire verildi ve platformun {izerinden alinarak kafeslerine yerlestirildi. Platformu
60 sn igerisinde bulamayan sicanlar direk suyun icerisinden alindi ve bir dahaki
denemeye kadar kafesine yerlestirildi. Giin igerisindeki her deneme arasi her bir sican

i¢in 5 dk olarak belirlendi.

6. glin 6grenmenin giicli ve bellek fonksiyonlarinin belirlenmesi amaci ile siganlara
prob denemesi yapildi. Su tankinin igindeki platform prob denemesi i¢in sudan
cikartildi. Siganlar platform boliimiiniin tam karsisindaki boliimden suya birakildi ve
60 sn boyunca platformun 6nceden bulundugu ¢eyrekte gegirdikleri siire hesaplandi.

Bu deney hayvanlarin mekansal 6grenmeleri ve hafizalarinin 6lgtimiinde 6nemlidir.

Session 3
baglangig

Session 4
baslangi¢

Platform
kuadrant

Session 1
baslangi¢

Session 2
baslangi¢

Session 5
baslang¢

Prob
baslangig

Sekil 3.8: Su labirenti deneyinin baslangi¢ noktalar
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Sekil 3.9: Morris Su Labirenti

3.2.3. Dokularin alinmasi

Davranig deneylerinin sonuglanmasindan sonra intraperitoneal olarak sicanlara
anestezik madde verildi. Anestezi altinda olan hayvanlar dekapitasyon yontemi ile
sakrifiye edildi. Sakrifiye olan hayvanlardan alinan dokularin bir kismi kuru buz
yardimiyla dondurularak -80 °C’de molekiiler analizler yapilincaya kadar saklandi.
Dokularin diger bir kismi histolojik ¢aligmalar i¢in formaldehit icine alindi.
Hayvanlardan alinan beyin dokusundan hipokampiis disekte edilerek sakland1 (Sekil
3.10).
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Sekil 3.10: Long Evans tiirii sigcandan ¢ikartilan tam beyin.

3.2.4. Histolojik calismalar

3.2.4.1. Hemotoksilen eozin boyamasi

3.2.4.1.1. Dokunun hazirlanmasi

Sakrifiye edilen siganlardan alman doku drnekleri Bezmialem Vakif Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalinda 11k mikroskobik inceleme
yapilmak iizere takibe alindi. Alinan doku ornekleri fosfat tamponu (PBS) icinde
hazirlanmis %10 tamponlu nétral formaldehitte 1 giin tespit edildi. Tespit edilen doku
ornekleri rutin 151k mikroskop doku takip yontemine gore dereceli alkollerden
gegirilerek dehidrate edildi (Sekil 3.11) ve ksilolde seffaflandirildiktan sonra parafine
gomildii (Sekil 3.12).

Sekil 3.11: Takip asamalar1
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Sekil 3.12: Gomme cihaz1

Doku takibi sirasinda optimizasyonun saglanabilmesi i¢in sabit vakumlu bir doku
takip cihazi kullanild1 (Leica, model TP 1020) (Sekil 3.13). Parafin bloklardan rotary
mikrotom ile 3- 4 um kalinliginda kesitler krom aliim jelatin ile kapli rodajli lamlara
alindi1 (Sekil 3.14).

- e W

Sekil 3.14: Mikrotom ile kesit alinma islemi
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3.2.4.1.2. Kesitlerin boyanmasi

Rodajli lamlara alman 3-4 pum kalinligindaki paraffin kesitler 1 gece etiivde
deparafinize edildikten sonra asagidaki sirayla boyama islemi yapildi (Sekil 3.24).

3 kere 15’ er dakika ksilolde bekletildi.

*Sirastyla %96, %96 ve %80’ lik alkollerde 10 ar dakika bekletilerek rehidrate edildi.
*Akar suda 10 dakika yikandu.

*Kullanilmadan 6nce siiziilen Hematoksilende 15 dakika bekletildi.

*Akar suda 10 dakika yikandx.

*2 kere asit alkole batirilip ¢ikartildi.

*Akar suda 10 dakika yikandu.

+2 kere amonyakl1 suya batirilip ¢ikartildi.

60 sn eozinde bekletildi.

*Sirstyla %80, %96, %96’ lik alkollerden gegirildi.

*Kurutulup, 45 dakika ksilolde bekletildikten sonra Kanada balsami ile kapatildi (Sekil
3.16).

Sekil 3.15: Etiiv cihazi

Kapatilan 6rnekler Nikon (Eclipse 920248, Amerika Birlesik Devletleri) 1s1k
mikroskobunda degerlendirildi ve goriintiiler Nikon Marka DS-Fi2-U3 Model kamera

ile tam uyumlu goriintiileme yazilimi ile bilgisayar ortamina aktarild
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Sekil 3.16: Hemotoksilen eozin boyama iglemi (islem ok sirasina gore yapilmistir)

3.2.4.2. Nissl boyamasi

3.2.4.2.1. Doku hazirlanmasi

-80°C’ye kaldirilan yarim beyin dokularinin Kriyostat cihazi ile 20 mikron kalinliginda
pozitif yiiklii lamlarin {izerine hipokampal bdlgeyi i¢eren kesitler alindi. Pozitif yiikli
lamlarin iizerine alian kesitler lamlara yapismasi i¢in 37°C’de yaklasik 20-30 dakika
kurutuldu ve hazir hale getirildi. Kullanima hazir hale gelen lamlar boyama islemleri

yapilincaya kadar -80°C’ye kaldirild1.

Sekil 3.17: Kriyostat cihaz
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Sekil 3.18: Kriyostat ile doku kesiti alinma islemi

3.2.4.2.2. Cresyl violet hazirlamsi

1,63gr sodyum asetat (Na-asetat) ile 60 ml dH2O karistirildi. Ayri bir beherde 237,1
dH20 i¢ine 2,9 ml asetik asit eklendi. Bu iki ayr1 karisim birbirine karistirildi ve pH
Olcer yardimi ile pH’s1 ayarlandi. pH’s1 3.8-4.0 arasinda ayarlanan karigima 1,5 gram
Cresyl violet Asetat eklendi. Olusan tim karistm 1 gece boyunca karigtirilarak

karanlikta bekletildi. Daha sonra kullanmadan once filitre edilerek kullanildi.

3.2.4.2.3. Cresyl violet boyamasi

-80°C’ye kaldirilan kesitler 37°C’de 20 dakika kurutuldu. Kurutulan lamlar PBS’te
hazirlanmis olan soguk %4’lilkk PFA i¢inde 7 dakika bekletildi. Sonra distile su ile
calkalayici lizerinde 5 dakika yikandi. Bu asamadan sonra dokular 2 dakikasi sabit bir

ortamda 13 dakikas1 ¢alkalayici lizerinde toplam 15 dakika cresyl violet ile boyandi.
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Cresl viole boyama isleminden sonra ile %70, %80, %90, %95 ve 2 kere %100
alkolden olusan alkol serisinden gegirilen lamlar ksilene alindi. Ksilende 2-3 dakika
bekleyen lamlar entellan yardimiyla kapatildi. Kapatilan lamlar 151k mikroskobu ile
gbzlemlendi ve her bir grup basina kesitlerden alinan 5 alandan 50 um biiytikliiglinde

cekilen fotograflardan hiicre sayimi1 yapildi.

3.2.4.3. Kongo kirmzisi boyamasi
Kongo kirmizisi amiloid beta plaklarinin tespit edilmesinde kullanilan bir boyama

tiiriidiir. Bu boyama sonucunda amiloid plaklar sayilabilir hale gelmektedir.

3.2.4.3.1. Kongo kirmizis1 hazirlanisi

Boyanin hazirlama asamasinda 2 ayri1 karisim hazirlandi ve bu iki karisim karistirilarak
bir biitiin karisim elde edildi. ilk olarak 4g NaCl (sodyum kloriir) 40ml dH, O (distile
su) i¢inde 1s1tic1 lizerinde ¢dzdiiriilerek hazirlands. ikinci olarak 1g toz Kongo nun 160
ml %100’lik etanol i¢inde ¢oziildi. Bu iki karisim birlestirildi ve 1sitict 60 dereceden
fazla olmayacak sekilde ayarlandiktan sonra gece boyunca karigtirildi. Ertesi giin boya

stiziilerek hazir hale getirildi.

3.2.4.3.2. Kongo kirmizis1 boyamasi

80°C’ye kaldirilan kryostatla kesilen 18 pm kalinligindaki kesitler 37°C’de 20 dakika
kurutuldu. Kurutulan lamlar PBS’te hazirlanmig olan soguk %4’liikk PFA iginde 7
dakika bekletildi. PFA’dan alinan lamlar PBS’de 5 dakika bekletildi. Daha sonra olan
Kongo kirmizisi iginde 7 dakika bekletildi. Fazla boyay1 almak igin distile su ile
yikandi. Karsit boyama igin Cresyl violet i¢cinde 5 dakika bekletildi. Tekrardan fazla
boyay1 temizlemek amaci ile distile su ile ¢alkalayici lizerinde 5°er dakika olmak iizere
2 kere yikandi. En son ise alkolden 2’ser dakika gegirildi. Alkoller siras1 ile %50, %70,
%80’1ik, 2’ser defa ayr1 ayr1 %95’lik, 2’ser defa ayr1 ayr1 %100’liikk etanolden
olugmaktaydi. Kesitler daha sonra 2 dakika ksilende bekletildi ve lamlar entellan ile
kapatildi. Kapatilan lamlardan Nikon marka 151k mikroskobu ile her bir hayvan i¢in 50
um biiyiikliigiinde cekilen fotograflardan elde edilen tiim alanlarda amiloid beta

plaklariin sayimlar1 yapildu.
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3.2.4.4. GFAP boyamasi

GFAP boyamasi astrogliozisin tespit edilmesinde kullanilan bir boyama tiiridiir. Bu
boyama sonucunda reaktif astrositler sayilabilir hale gelmektedir. -80°C’ye kaldirilan
kryostatla kesilen 18 um kalinligindaki kesitler 37°C’de 30 dakika boyunca inkiibe
edilerek kurutuldu. Daha sonra kesitler 20 dakika boyunca % 4’liik paraformaldehid
(PFA) soliisyonunda bekletilerek fikse edildi. PFA’dan alinan kesitler 3 kere 5’er
dakika olacak sekilde fosfat-saline tamponu ile karistirici iizerinde bekletilerek
yikandi. Antijenlerin serbestlesmesi i¢in kesitler 15 dakika boyunca sitrat tamponunda
kaynatildi ve bunu takiben 15 dakika boyunca sitrat tampon igerisinde sogutuldu.
Antijen serbestlestirilmesi yapilan kesitler yine 3 kere 5’er dakika olacak sekilde
fosfat-saline tamponu ile yikandi. % 0.3’liik Triton iceren fosfat salin tamponu
icerisinde %10’luk normal ke¢i serumu ile hazirlanmis bloklama soliisyonu ile kesitler
oda 1s1sinda 1 saat boyunca inkiibe edildi. Bloklamadan ¢ikan kesitler %2’lik nomal
ke¢i serumu igeren fosfat-salin tampon icerisinde hazirlanmis GFAP antikoru (1:100,
GFAP conjugated Alexa 555, #3656, Cell signaling) eklenerek gece boyu 4°C’de
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin kesitler 4 kere 5’er dakika olacak sekilde fosfat-
saline tamponu ile karistirict lizerinde bekletilerek yikandi. Cekirdek boyamasi i¢in
kesitler tizerine i¢erisinde DAPI bulunan kapatma medyumu ile kapatilarak kurumaya
birakildi. Kuruyan kesitlerden konfokal mikroskopu (Leica mikroskop) altinda GFAP
pozitif hiicreler goriintiilendi ve her hayvan i¢in 400 pm X 400 um boyutlarinda 5 ROI

alaninda say1ld1.
3.2.5. Molekiiler ¢cahismalar
3.2.5.1 Beyin dokusundan protein homojenizasyonu

Hayvanlarin sakrifikasyonu sonrasinda -80°C’de muhafaza edilen hipokampiis
dokular1 dolaptan ¢ikartildi. 250 ul RIPA lizis tamponu hazirlandi. Hazirlanan tampon
icinde hipokampiis dokular1 bulunan eppendrof tiiplerine konuldu ve iizerlerine
yaklasik 5-6 adet metal boncuk eklendi. Hazirlanan dokulu karisim tiipleri
homojenizator cihazina (Sekil 3.19) yerlestirildi ve bir dakika boyunca calkalanarak
dokularin par¢alanmasi saglandi. Pargalandig: diisiiniilen dokular 20 dakika boyunca

buz iistiinde inkiibe edildi. Ornekler daha sonra 1400 rpm, 4 °C’de 15 dakika boyunca
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santrifiij edilip 3 tlipe ayrilarak (her biri yaklasik 50 ul olacak sekilde) alikotlandi ve
molekiiler analizler yapilincaya kadar -80 °C’ye kaldirild1.

Sekil 3.19: Bead’li homejenizator

3.2.5.2. Protein konsantrasyonunun 6l¢iimii

Protein konsantrasyonu 6l¢iimii i¢in her bir gruptan belli miktarlarda alinan protein
ornekleri ile protein havuzu olusturuldu. Protein havuzu igin elimizde olan her bir
grupta bulunan tiim hayvanlardan 10ul 6rnek alind1. Protein 6l¢iimii i¢in bikinkoninik
asit (BCA) kiti kullanildi. Bu kit iuygun ortami saglayarak protein tarafindan Cu**’nin
Cu”’ya indirgenmesi ile olusan bir kimyasal deney zinciri sayesinde protein

konsantrasyonunu belirlemektedir (Sekil 3.20)

Ol¢timleri

Konsantrasyon 6l¢iimii deneyinde 96 kuyucugu bulunan plaka ile ¢alisildi. Her bir
kuyucuga 50:1 oraninda hazirlanan BCA c¢alisma soliisyonundan 200 ul, lizis
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tamponundan 9.5 ul ve 6rnekten ise 0.5 pl eklendi (boylelikle 6rnekler 20:1 oraninda
seyreltildi), ilk kuyu ise blank (6rnek olmayan sadece g¢alisma sollisyonu ve lizis
tamponu igeren kuyucuk) olarak belirlendi. 9 adet kuyuya ise konsantrasyonu bilinen
standart protein 6rnekleri konuldu (25 pg/mL, 50pug/mL, 75 pg/ml, 100 ng/mL, 125
png/mL, 250 pg/mL, 500 pug/mL, 750 pg/mL, 1000 pg/mL). Daha sonra plaka hafifce
sallanip 6nceden 37 °C’ye ayarlanmis olan etiivde 30 dakika boyunca inkiibe edildi.

Inkiibe olan plaka ¢ikartilip “Multiscan go” adli cihaza yerlestirildi (Sekil 3.21),
bilgisayar programinda Ornekler, blank ve standart Ornekler, tanimlandiktan ve
standartlarin konsantrasyon miktarlar1 girildikten sonra sistem ¢alistirildi ve drnekler
562 nm’de okundu. Okunan sonuglar blank sabiti ¢ikartildiktan sonra standart
konsantrasyona gore uygun olan egri kullanilarak elde edilen absorbanslarla her bir

tiipte bulunan protein 6rneklerinin konsantrasyonu belirlendi.

Sekil 3.21: Multiscan go cihazi

3.2.5.3. Ornek hazirlama

Protein konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra her grup icindeki Ornekler
birlestirilerek o grup icin havuz olusturuldu. Olusturulan bu havuzdaki 6rneklerden
konsantrasyonlari oraninda soliisyon igerisinde 40 pg/ul olacak sekilde 6rnek alinarak
laemli tampon soliisyonu ve B-merkaptoethanol ile karistirildi. Ornekler daha sonra
95 °C’de 5 dakika kaynatilarak proteinler denatiire edildi (Sekil 3.22). Denatiire edilen
ve boylelikle ii¢ boyutlu sekillerine gore degil de biiyiikliiklerine gore ayrilacak olan
protein drnekleri Western blot ¢calismalar1 yapilincaya kadar -20 °C’ye kaldirildi.
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Sekil 3.22: Proteinlerin 1sitilarak denatiire edilmesinde kullanilan inkiibasyon cihazi
3.2.5.4. Western blot

Protein elektroforezi, proteinleri fonksiyonel ve karakteristik olarak tanimlamada,
ayrica hastaliklarin tanisinda ve teshisinde ¢ogunlukla kullanilan yontemlerin baginda
gelmektedir. Protein elektroforezi gegirgen bir tampon yardimi ile ideal miktarda
protein orneginin kuyucuklara yiiklenmesinin ardindan proteinlerin elektrik akimi
yardimiyla yiriitiilmesi seklinde gerceklesir. Bahsedilen yiiriitme olay1, dis ortamda
bulunan elektriksel akimin proteinlerin elektrik yiiklerine uyguladiklari ¢ekim giicii
ile gerceklesir. Sodyum dedoksil siilfat (SDS) ile tamamen negatif yiikle kaplanan ve
sicaklikla denatiire edilen proteinler yiiklerinden ve 3 boyutlu yapilarindan ziyade
westen blot ile sadece boyutlarina gére ayrilmaktadirlar. Dikey elektroforez deneyi
i¢in %4-20 Bio-Rad mini-Protean TGX jeller kasetlerinden dikkatlice ¢ikartilip dH-O
ile yikandi, daha sonra altlarinda bulunan koruyucu bantlar ¢ikarildi ve boylelikle
kullanima hazir hale getirildi. Bunun disinda yiiriitmenin yapilabilmesi i¢in yiiriitme
tamponu hazirlandi. Bio-Rad jel tankina hazirlanan jeller yerlestirildi ve
kuyucuklarindan taraklar ¢ikartildi. Daha sonra hazirlanan yiiriitme tamponu tanka
konuldu ve kuyularin bu tampon ile yikanmasi saglandi. Jelde bulunan ilk kuyucucuga
molekiiler agirliklarini belirleyebilmek igin belirteg (PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder, Thermo Fischer, Amerika Birlesik Devletleri) yiiklendi ve boylelikle
proteinlerin agirliklari bu belirtece gore belirlendi (Sekil 3.23). Diger kuyucuklara ise
protein Ornekleri yiiklendi. Tankin kapagi kapatildi ve elektrik kablolar1 dogru sekilde
baglandi. Elektroforez yliriitmesi 120 voltta 1 saat olacak sekilde ayarlandi ve

proteinler yiiriitiildi (Sekil 3.24)
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Sekil 3.23: Elektroforezde bilinen protein agirliklar:

Sekil 3.24: A) Dikey elektroforez yiiriitmenin basi. B) Yiiriitmenin sonu

Yiirlitme islemi tamamlandiktan sonra jel tanktan ¢ikartildi. Cikartilan jelde bulunan
proteinler deneyin devami olarak Bio-Rad tarnsfer cihazi ile yari-kuru olarak
membrana transfer islemine tabi tutuldu. Transfer isleminde jeldeki proteinler, protein
baglama 6zelligine sahip olan PVDF membrana aktarildi. Transfer islemi i¢in bu

calismada Bio-Rad midi transfer kiti ve Bio-Rad transfer tamponunu kullanildi. PVDF
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membranimin aktiflesmesi i¢in 3 dk metanolde bekletildi. Stoklar ve metanolden

cikartilan 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 herhangi bir sekteye ugramamasi
amactyla olugan hava kabarciklar1 giderildi. Bu islemlerin sonunda transfer cihazinin
kapagi kapatild1 ve 25 voltta, 2.5 amperlik akimda 7 dakika boyunca transfer iglemi
gerceklestirildi (Sekil 3.25).

Sekil 3.25: A) Dikey elektroforez. B) Transfer cihazi

Transfer islemi tamamlandiktan sonra membranlar 5 dakika Tween 20 igeren Tris
tamponu ile yikandi. Daha sonra membranlar bloklama i¢in Tween 20 igceren Tris
tamponu igerisinde hazirlanmig %5°lik siit tozu 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.
Ardindan %5°lik siit tozu igerisinde ¢ziinen birincil antikorlar (BACE1L, Bcl-2, pTau,
GAPDH, Tubulin, Reelin, B-amyloid, Bax, fraktalkin reseptorii, PSEN1) (1:1000) ve
%5’lik sigir sertim albiimini (BSA) igerisinde ¢oziinen birincil antikor (CX3CL,
1:2000) ile gece boyunca 4 °C’de inkiibe edildi. Ertesi giin kullanilan antikorlar
toplandi ve membranlar 3 kez 5’er dakikalik tekrarlarla Tween 20 i¢eren 0.1M Tris
tamponu ile yikandi. Yikanan membranlar %5’lik siit tozu veya BSA igerisinde
hazirlanmis ikincil antikorlar (Anti-rabbit antikoru ve anti-mouse antikoru 1:5000) ile
1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi (Sekil 3.26).
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Sei(il 3.26: Membranlarin ikincil antikorlanmasi

Ikincil antikorlar toplandiktan sonra membranlar tekrardan 3 kez 5’er dakika Tween
20 iceren Tris tamponu ile yikandi ve son agsama olan gdriintiileme asamasina gecildi.
Membrandaki proteinlerin cihaz tarafindan goriintiilenebilmesi amaciyla Abbkine
ECL soliisyonu kullanildi. ECL soliisyonu ile PVDF membrani 3 dakika inkiibe edildi.
Proteinlerden elde edilen sinyaller Fusion FX7 (Vilber Lourmat) sisteminde CCD

kamera altinda gerceklesti ve bilgisayara goriintiiler alind1 (Sekil 3.27).

Sekil 3.27: Goriintiileme cihazi
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3.2.6. Istatiksel analizler

Davranisg deneylerinden ve molekiiler deneylerden elde edilen verilerden gruplarin
ortalamasi1 ve standart sapmasi hesaplandi. Verilerin normal dagilimlar1 Kolmogorov-
Smirnov testi ile kontrol edildi ve normal dagilim gosteren drneklere gruplar arasi ve
giinler arasi fakliliklar1 hesaplamak igin tek yonli ANOVA testi yapildi. Morris su
labirentinde 6grenme testi ve kilo verileri 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. Biitiin istatistiksel analizler i¢in GraphPad Prism 9 kullanild:.
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4 BULGULAR

4.1. Hayvan Agirhiklar:
Hayvan agirliklart ABi-42 enjeksiyonundan 6nce ve enjeksiyondan sonra kaydedildi
(Sekil 4.1). Buna gore tekrarli 6l¢iim ANOVA analizi sonucunda gruplar arasinda

zamana bagli anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).

500-
-o- Kontrol

400—;:i - i .3 !I l‘ *‘ *' ; !| . % -m Sham Kontrol
—_ -+ AB
2 3004
X -+ AB-PK
[
> 2004 AB-6P
g‘) ——

100

0 T T T 11 T

| 1 1 | 1 1 I
1 2 3 4567 8 91011121314
Ginler

Sekil 4.1: Hayvanlarin Agirlik Degisimleri

4.2. Davrams Deneyleri
4.2.1. Yiikseltilmis arti labirent testi
Yiikseltilmis art1 labirent testi sartlanma olmaksizin anksiyete dl¢iimii yapan bir testtir.

Artan anksiyeteye gore kapali kolda gegirilen siire artmaktadir.
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Sekil 4.2 Acik ve kapali kolda gruplarin gegirdigi siire ve gegirilen siirelerin yiizde

degerleri

Tek yonlit ANOVA analizi yapildiginda gruplar arasinda ne agik kolda gegirilen siire
ne de kapali kolda gecirilen siirelerde anlamli bir farklilik tespit edilmedi
(F4,28=0.408, p=0.801 ve F28=0.657, p=0.627, sirasiyla) (Sekil 4.2). Ayn1 sekilde
toplam gecirilen siirelerin yiizdelerine bakildiginda da istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik tespit edilmedi (p>0.05).

Diger taraftan siganlarin agik ve kapali kollara giris sayilarinn analizi yapildiginda Af
(p=0.017), AB-PK (p=0.009), ve AB-6P (p=0.015) gruplarinda sham kontrol grubuna
oranla kapali kola giris sayisinda anlamli bir artis kaydedildi (F,27=2.957, p=0.038)
(Sekil 4.3).

Yiikseltilmis Arti Labirent
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Sekil 4.3 Acik ve kapal1 kola giris sayilari, # p<0.05 Sham kontrole gore.
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4.2.2. Pasif sakinma testi
Pasif sakinma testi, hayvanlarin davranigsal olarak korkuya bagli bellek 6l¢iimiinii ve

bu dlgiimlere bagli olarak hipokampus-amigdala iligkisini gdsteren bir testtir.

Pasif Sakinma Testi
300+ —

200

100

Karanlik Alana Gegis Siiresi (s)

5N

Sekil 4.4: Pasif sakinma testinde karanlik odaya gegis siireleri. * p<0.05 kontrole
gore ve # p<0.05 Sham kontrole gore.

Tek yonlit ANOVA testine bakildiginda hayvanlarin karanlik alana gegme siirelerinde
gruplar arasinda anlamli bir degisim gozlemlendi (F,25=2.995, p=0.038). Post hoc
Tukey LSD testine gore amiloid beta grubundaki siganlarin karanlik alana gegme
siireleri kontrol ve sham kontrol gruplarina oranla anlamli derece daha kisa idi
(p=0.044). Diger taraftan Pozitif kontrol grubunda ise bu siire kontrol gruplari ile ayni
diizeydeydi. 6-Paradol tedavisi uygulanan AH grubundaki siganlarinda karanlik alana

gecme siireleri kontrol gruplarina oranla anlamli derecede diisiiktii (p=0.021).
4.2.3. Morris su labirenti testi

Hipokampiise bagli 6grenme ve bellek parametrelerini 6lgtimiinde 6nemli olan Morris
su labirenti deneyi 6zellikle uzun siireli hafiza i¢in 6nemli sonuglar elde edilmektedir.
Sekil 4.5’te goriildiigi iizere gruplardaki hayvanlarin her giin yiizme hizlarinda ve

mesafelerinde belirgin bir azalma ga6zlendi.
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Sekil 4.5: Morris su tankinda platformu bulana kadar havuzda izlenen yolun giinler

bazinda degisimi
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Sekil 4.6: Morris su tankinda platformu bulana kadar havuzda gegirilen siire ve

yiiziilen mesafe. * p<0.05 kontrole gore
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Sekil 4.6’da goriildiigii lizere ve tekrarli 6l¢im ANOVA verilerine gore giinler
arasinda hem platforma yiiziilen siirede (F(,112=69,950 p<0.001) hem de yiiziilen
mesafede (F4,112)=66,508 p<0.001) anlamli bir degisiklik bulundu. 5 giinlik yer
ogrenme deneylerinde yiiziilen siire a¢isindan gruplar arasinda (F,28)=2,203 p=0.094)
anlamli bir fark bulunmazken yiiziilen mesafe agisindan gruplar arasinda anlamli bir
fark bulunmadi (F,28)=3,461 p=0.020). Buna gore, ilk giin yiiziilen mesafe ve siire
acisindan A grubundaki siganlar kontrol grubu si¢anlara oranla daha kotii performans
sergilediler (p=0.021 ve p=0.0089, sirasiyla). Yiiziilen mesafe agisindan AP
grubunundaki 6grenmede gecikme 2. giinde de devam etti (p=0.010).

Morris Su Tanki
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Sekil 4.7: Morris su tankinda ylizme hizi

Yiiziilen mesafe ve siiredeki degisimlerin hayvanlarin hizlarindan mi1 kaynaklandigim
tespit etmek igin gruplarin hizlar kiyaslandi. Buna gore yiizme hizlarinda gruplar
arasinda anlamli bir fark gozlenmedi (F,28)=1,383p=0.265) (Sekil 4.7).
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Sekil 4.8: Morris su tanki platformsuz probe deneyinde izlenen yol

Sekil 4.8’de goriildiigi iizere gruplardaki hayvanlarin platformsuz denemelerinde
hafizlarindaki degisim platformun daha once yer aldig alanda gegirdikleri zamanla

dogru orantil1 bir sekilde gézlenmistir.
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Sekil 4.9: Morris su tanki platformsuz probe deneyinde platform ¢eyreginde

gecirilen silirenin toplam siireye orant

Ogrenme deneyleri sonrasi yapilan platformsuz hafiza 6lgiimleri deneylerinde
platform c¢eyreginde gecirilen siirenin toplam gegirilen siireye oranlari
karsilagtirildiginda  gruplar  arasinda  anlamhi  bir  farkliik  bulunmadi
(F4,27)=0,961p=0.448) (Sekil 4.9). Fakat daha 6nce platformun bulundugu 40 cm’lik
alanda gecirilen stireler kiyaslandiginda A grubunun burada daha az vakit ge¢irdigi
(p=0.022) buna kars1 hem pozitif ilag grubunun hem de 6-Paradol verilen grubun A40
alaninda kontrol grubu ile arasinda fark bulunmadig tespit edildi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10: Morris su tanki platformsuz probe deneyinde platform ¢eyreginde

gecirilen siirenin toplam siireye orani. * p<0.05 kontrole gore
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Son olarak hayvanlarin platform alanina giris sayilari dlgiilerek hafizalariin ne kadar
kuvvetli oldugu belirlenmeye ¢alisildi. Buna gore A40’a giris sayisinda gruplar
arasinda anlamli bir farklilik gozlenmezken (Fa.20=1,313p=0.292) (Sekil 4.11),
platform ¢eyregine giris sayisinda sham grubunda A grubuna oranla daha kotii bir

performans kaydedildi (p=0.033).
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Sekil 4.11: Morris su tanki platformsuz probe deneyinde platform ¢eyregine ve A40’
y yreg
giris sayilar1. # p<0.05 sham kontrole gore

4.3. Histolojik Cahsmalar

4.3.1. Hematoksilen-Eozin boyama

AB-PK, S ve K gruplarna ait beyin dokularinin histolojik yapilarmin birbirine benzer
ve saglikli oldugu izlendi. Ancak Alzheimer olusturulan grup ile (ApB) ile paradol
verilen (AB-6P) grubuna ait kesitlerde bazi néron hiicrelerinin niikleuslarinin diizensiz
ve piknotik oldugu goriildii. Ayrica AB-6P grubuna ait beyin dokusunda vakuolizasyon
oldugu dikkati ¢ekti. Siyah oklar saglikli ndron hiicrelerini gostermektedir. Kirmizi
oklar ise ndronlarin ¢ekirdeklerinde diizensizlik ve piknozisleri gostermektedir (Sekil

4.12).
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Sekil 4.12: Hematoksilen- Eozin boyamasi, A: Kontrol grubu, B: Sham kontrol
grubu, C: Pozitif kontrol, D: Alzhemir grubu (Ap) , E: 6-Paradol verilen grup(Ap-
6P)

4.3.2. Nissl boyama

Nissl boyama sonucunda yapilan hiicre sayimlarinda hipokampiisiin CA1 bolgesinde
AP1-42 verilen gruptaki hiicre sayisinin kontrol ve sham kontrol gruplarina gore anlaml
bir sekilde azaldig1 gézlendi (p=0.003 ve p=0.013, sirasiyla) (Sekil 4.13). Donepezil
ve 6-Paradol verilen tedavi gruplarinda ise sadece APi.s2 verilen gruba oranla hiicre
sayisinda bir artis yasandigi ve kontrole yaklastigi tespit edildi. Fakat 6-Paradol
grubunda hiicre sayis1 kontrole oranla hala daha az sayida idi (p=0.022) (Sekil 4.14).
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Sekil 4.13: Nissl boyama sonucunda gruplarin hippokampus CA1 bélgelerinin

goruntisu
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Sekil 4.14: Gruplardaki nissle boyama sonucu hippokampus CA1 bdlgesinde hiicre
sayilarinin oranini gosteren grafik. * p<0.05 kontrole gore, # p<0.05 sham kontrole

gore

4.3.3. Kongo boyama
Kongo boyamasi sonucunda amiloid plaklarin AH modeli olusturulan gruplardaki
varlig tespit edildi (Sekil 4.15).

Sekil 4.15: Kongo boyamasi sonucu amiloid plaklarin goriiniimii
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Amiloid plaklarin sayisinda gruplar arasinda anlamli bir farkliligin olmadig1 gézlendi
(F2,10=0.180 p=0.839) (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16: Kongo boyamasi ile elde edilen amiloid plak sayis1

4.3.4. GFAP immiin boyamasi

GFAP boyamasit sonucunda hipokampal dokuda yer alan reaktif astrositler
goriintiilendi (Sekil 4.17).

— :

Sekil 4.17: GFAP pozitif hiicreler (40X)

GFAP immiinfloresan boyama sonucunda gruplar arasinda anlamli bir fark tespit

edildi (Fa10=3.929 p=0.022) (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18: GFAP pozitif hiicrelerin gruplar arasindaki farkliliklarinin belirlenmesi

Gruplar arasinda reaktif astrositlerin sayilarina bakildiginda sham kontrole ve kontrole
oranla AP verilen gruplarda GFAP pozitif hiicre sayisinda anlamli bir artisin
gozlendigi (p=0.048, p=0.018, ve p=0.003) bu artisin en dramatik oldugu grubun ise
6-Paradol verilen grup oldugu tespit edildi (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19: GFAP pozitif hiicrelerin gruplar arasindaki farkliliklarinin belirlenmesi.
p<0.05 kontrole gore, # p<0.05 sham kontrole gore
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4.4. Western Blot
Yapilan western blot calismasi i¢in Oncellikle protein konsantrasyonu 6l¢iildii buna
bagl olarak Ornekler hazirlandi ve protein elektroforezinden sonra antikorlarla

miudahale edildi.

4.4.1. Protein konsantrasyonlar: 6l¢iimii
Asagida (Tablo 4.1) protein konsantrasyonlarinin dlgiimii bulunmaktadir. Olgiilen

protein konsantrasyonlarinin 10 ile ¢arpilmis halleri, pg/ml halleri bulunmaktadir.

HAYVAN KONSANTRASYON
KONTROL GRUBU 35010
SHAM GRUBU 18074
AMILOID BETA 24404
POZITiF KONTROL 24508
PARADOL 31846

Tablo 4.1: Protein konsantrasyon 6l¢iimleri
4.4.2. Protein elektroforezi ve Western blotlama

Protein konsantrasyon ol¢iimlerinden sonra, konsantrasyon esitlemesi ile yapilan
western blot dl¢limiinde ilk olarak AH belirtecleri olan proteinler (BACE, PSEN ve
pTau) bakilarak 6-Paradol’iin AH parametrelerini diizenlemesi agisindan degisimler

incelenmistir.

Amilodojenik yolaktaki beta sekretazin miktar1 hakkinda bilgi veren BACE protein
ekspresyonuna bakildiginda tek yonlii varyans analizine gore gruplar arasinda anlamli
bir farkliligin olmadig: tespit edildi (Fa,14=2.575 p=0.103) (Sekil 4.20). Gruplar
arasinda yapilan post hoc testine gore tedavi gruplari olan pozitif ilag grubu ve
6-Paradol grubunda kontrole oranlan BACE ekspresyonunda anlamli bir artig gézlendi
(p=0.015 ve P=0.049, sirasiyla).
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Sekil 4.20: BACE protein ekspresyonunun degisimi. * p<0.05 kontrole gore.

AH’nda genetik olarak yer aldig: diisiiniilen PSEN proteinin degisimine bakildiginda
gruplar arasinda anlamli bir farkliligin oldugu tespit edildi (F,14=8.562 p=0.003)
(Sekil 4.21). PSEN proteininin AH modelinin yapildigi Ap grubunda anlamli bir
sekilde arttig1 gézlendi (p=0.033). 6-Paradol tedavisinin bu ekspresyonel farkliligi A
grubuna oranla anlamli bir sekilde diisiirdiigii ve boylelikle kontrol seviyelerine

tagidig tespit edildi (p=0.001).
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Sekil 4.21: PSEN1 protein ekspresyonunun degisimi. * p<0.05 kontrole gore, #
p<0.05 sham kontrole gore
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AH patolojisinde yer alan hiicre iskeleti proteinlerinden olan taunun fosforilasyonunu
gosteren pTau miktarindaki degisime bakildiginda gruplar arasinda anlamli bir
farkliligin oldugu goze ¢arpan (F,14=6.530 p=0.008) (Sekil 4.22). Fosforile Tau
miktar1 biitiin gruplarda kontrole oranla artis gosterdi. Donepezil kullanimi ile pTau
miktar1 AP grubuna oranla azalmis olsa da istenilen anlamlilik seviyesine ulasmadi
(p=0.086). 6-Paradol kullaniminin fosforile tau miktar: {izerinde herhangi bir etkisi

gbzlenmedi.
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Sekil 4.22: Fosforile Tau protein ekspresyonunun degisimi. * p<0.05 kontrole gore,

Bircok norolojik hastaligin  patogenezinde yer aldigi disiiniilen matriks
proteinlerinden Reelin proteininin ekspresyonuna bakildiginda gruplar arasinda
marjinal bir farkliligin oldugu tespit edildi (F,14=3,106 p=0.066) (Sekil 4.23). Pozitif
ila¢ grubunun hem kontrole hem de AP grubuna oranla reelin proteinin ekspresyonunu

anlamli derecede arttirdig1 tespit edildi (p=0.054 ve p=0.022, sirasiyla)
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Sekil 4.23: Reelin proteinin ekspresyonunun degisimi. * p<0.05 kontrole gore.

AH patolojisindeki noron kaybinin apoptoz iliskisini belirlemek amaciyla yapilan
Bax/Bcl-2 oraninin gruplar arasindaki degisimine bakildiginda anlamli farkliliklarin
oldugu tespit edildi (F,14=6,580 p=0.007) (Sekil 4.24). Buna gore AP grubunda
kontrole oranla apoptoz miktarinda belirgin bir artis tespit edildi (p=0.031). Bunun
yani sira pozitif ila¢ grubunda da kontrole ve sham kontrole oranla apoptoz miktarinda
bir artis s6z konusu idi (p=0.015 ve p=0.046, sirasiyla). Diger taraftan 6-Paradol
kullantminin apoptoz miktarin1 AP grubuna oranla anlamli bir sekilde azalttig

gozlendi (p=0.003).

1.0
S B SR 8 Bax-20 kDa
| WS > S s BcL2-26 kDa
3
Q
g 0.5 *  *
m
0.0-
AN AN
&‘o 660 Q '~l~ Q{@
K T
S
030

Sekil 4.24: Bax-BcL2 protein oarnlarinin degisimi. * p<0.05 kontrole gore.

61



Mikroglia aktivasyonuna bagli olarak degisiklik gosteren fraktalkin ve fraktalkin
reseptorii  ekspresyonlarina bakildiginda ise gruplar arasinda her iki proteinin
ekspresyonlar1 agisindan anlamli bir farkliligin oldugu tespit edildi. (F,14)=6,271
p=0.009 ve F@4,14=15,870 p<0.001, sirasiyla) (Sekil 4.25). AP enjeksiyonunun
farktalkin reseptoriiniin ekspresyonunu hem kontrol grubuna hem de sham kontrol
grubuna oranla anlamli derecede arttirdigi (p<0.001), 6-Paradol tedavisinin ise hem
fraktalkini hem de fraktalkin reseptor miktarmi kontrole oranla anlamli derecede
azalttig1 (p=0.003 ve p=0.036, sirasiyla) gézlendi. Ayn1 zamanda AP grubunda artan
mikroglia aktivasyonunu paradoliin anlamli derecede azalttigi da tespit edildi

(p<0.001).
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Sekil 4.25: Farktalkin ve fraktalkin reseptoriiniin protein ekspresyonlarindaki

degisim * p<0.05 kontrole gore, # p<0.05 sham kontrole gore.
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5.TARTISMA

AH’1 6n goriilemez bir sekilde beynin sosyal ve yasamsal islevlerinin bozulmasi ile
sonuglanan ¢ok ilerleyici bir inflamatuvar rahatsizliktir. Bu hastaligin patolojik olarak
degisimini veya ilerleyisini tamamen durdurmasini saglayan kanitlanmis bir ilag
bulunmamaktadir (2). Gilinimiizde AH tedavisinde genellikle gozlemlenebilir
semptomlar1 yok etmek amaci ile yapilan tedavilerle yetinilmistir. Diger bir deyisle
giiniimiizde AH’nin yol actig1 inflamasyonu ve noral hasari1 ortadan kaldirabilecek
herhangi bir tedavi yontemi bulunmamaktadir. Bu nedenle arastirmacilar AH’1 adina
hem hastaliga yol agan hem de olusan hasar1 6nleyebilecek noroprotektif calismalara
agirlik vermektedir (45). Bu nedenle, bu ¢alismada zencefilden elde edilen 6-Paradol
molekiiliiniin sahip oldugu antiinlamatuvar ve oksidatif stres {lizerindeki etkileri
literatiirde yapilan diger ¢alismalarda belirtildiginden bu molekiiliin AH tedavisinde
yeni bir aday molekiil olup olamayacaginin arastirilmasi amaclanmistir. Bu amacla
AP1-42 beyinici enjeksiyonla Long-Evans tiirii siganlara verildikten ve AH modeli
olusturulduktan sonra 6-Paradol’in mikroglial aktivasyon iizerinden gosterdigi

antiinflamatuar etkileri arastirildi.

Ik olarak AH modeli gerceklestirilen sicanlardaki davranissal parametreler incelendi.
Buna gore AH modeli olusturdugumuz grupta hem pasif sakinmada hem de Morris su
tank1 6grenme ve hafiza deneylerinde uzun siireli bellekte azalma tespit edildi.
Literatiire bakildiginda hem Morris su testi hem de pasif sakinma testleri ile AH ile
iligkili baslangic semptomlarinda en ¢ok etkilenen biligsel siireclerden olan hafiza
kaybinin tespit edildigi goriilmektedir (53). Moris su labirenti deneyinde hayvanlarin
ylizme mesafeleri ve platformu bulma stireleri géz Oniinde bulundurularak
hipokampuse bagli mekansal 6grenme ve hafizanin kontrol edilmesi saglanmistir.
Sonuglara bakildiginda AP enjeksiyonu ile yapilan Alzheimer modelindeki
hayvanlarda 6zellikle ilk iki giinde hem yiiziilen mesafede hem de platforma ulasma

stirelerinde kontrole oranla bir gecikme s6z konusu idi.
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Pasif sakinma deneyi, hayvanlarin korkuya bagli 6grenme ve bellek mekanizmasini
yani amigdala hipokampiis arasindaki iletisimin ve bu agin giliciinii 6lgmektedir.
Ayrica bu test ortaya ¢ikan hasarlanmalarin goz ardi edileyemeyecek biiyiikliikte noral
bozulmalar1 gostermektedir. Morris su tanki deneylerinde elde edilen sonuglara benzer
sekilde korkuya bagli bellek Ol¢limiiniin yapildigi pasif sakinma testinde de AP
grubundaki sigcanlarin karanlik bolmeye gecis stirelerinin kisaldigi ve bdylelikle
hafizalarinda bir bozulmanin tespit edildigi gozlemlendi. Ogrenme deneylerinde
oldugu gibi hafiza Olgiimleri i¢in kullanilan platformsuz probe deneylerinde de
platformun bulundugu 40 cmlik alanda gecirilen siirenin AP grubunda kisa oldugu
tespit edildi. Davranigsal diizeydeki bu bozulmalar aktif olarak kullanilan Donepezil
ile diizelirken 6-Paradol kullaniminin 6grenme iizerinde pozitif bir etkisinin olmadigi
hafiza iizerinde ise sinirli sayida bir diizelme gosterdigi kaydedildi. Daha 6nce farelerle
yapilan bir deneyde de 6-Paradol’iin kisa siireli hafizanin gelismesinde olumlu etkiler
gosterdigi morris su tanki ile yapilan uzun siireli bellek testinde ise anlamli bir etkinin
olmadig1 belirtilmistir (51). Bunun yani sira anksiyetenin 6lgtildigii yiikseltilmis arti
labirent testinde de AH modeli yapilan tim gruplarin kontrol grubuna oranla
anksiyetelerinde anlamli bir artisin gozlendigi ve tedavinin daha Once yapilan

caligmalara paralel bir sekilde hi¢bir etkisinin olmadigi tespit edildi (51).

Davranig parametrelerine paralel olarak hipokampal dokudaki hasar1 incelemek
amactyla histopatolojik degerlendirmeler yapildi. Buna gére AH’ nin hiicre yapisinda
bir takim degisiklikler yaptigi ama 6-Paradol’iin histolojik olarak bir diizelmeyi
saglayamadig tespit edildi. Tiim bunlara paralel olarak hiicre sayis1 incelendiginde
AH modelindeki sicanlarin CA1 bolgelerindeki piramidal hiicre sayilarinda
beklenildigi gibi anlamli bir azalmanin gozlendigi tespit edildi. Hafiza iizerindeki
olumlu etkisine ek olarak Donepezil verilen siganlarin hiicre sayilarinda Ap verilen
gruba oranla anlamli bir artisin kaydedildigi, 6-Paradol kullaniminin ise hiicre
sayisinda artisa sebep oldugu fakat bunun tam bir iyilesme saglayamadigi tespit edildi.
Daha once literatiirde yapilan bir ¢alismada 3 farkli dozda gavaj yolu ile zencefil
tedavisi uygulanan AH modeli sicanlarda hiicre sayisinda ve néron organizasyonunda
diizelmenin sadece yiiksek doz zencefil grubunda goriildiigli orta diizey ve diisiik
dozda zencefil tedavisi uygulanan gruplarda ise anlamli bir iyilesmenin goriilmedigi
kaydedildi (55). Bu calismada yiiksek doz zencefil kullaniminin antioksidantlari

arttirarak ve inflamasyonu azaltarak koruyucu etkiyi sagladigi vurgulanda.
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Boylelikle 6-Paradol’lin hiicre yasama orani literatiirde yapilan diger ¢aligmalara

paralel bir sekilde arttirdigini gosterilmistir (49).

Bunlara ek olarak mikroglial aktivasyonun gézlenmesi i¢in GFAP boyamas1 yapildi
ve boylelikle reaktif astrositler ile AH’ma bagh astrogliozis belirlenmeye ¢alisildi.
Amiloid beta verilen grupta GFAP pozitif hiicre satisinin arttig1 hatta tedavi ile birlikte
bu sayidaki arttisin daha fazla oldugu kaydedildi. Bizim ¢alismamizin aksine, yapilan
bir ¢alismada 6-Shagol’un (6-Paradol’tin bir tist maddesi) AH modelinde GFAP
pozitif hiicre sayisin1 diistirerek mikroglial aktivasyonu inhibe ettigi ve bdylelikle
astrositlerde noroinflamasyonu baskiladigi gosterilmistir (55). 6-Paradol’lin ile ilgili
say1li ¢alismalardan biri olan Gaire ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada fare
beyni lizerinde modellenen iskemide 6-Paradol molekiiliiniin mikroglia aktivasyonunu
azalttig1 gosterilmistir. Ancak histolojik analizler 6-Paradoliin néroprotektif etkilerini
kanitlar diizeydedir. Fakat bazi calismalarda hasardan sonra ortaya ¢ikan reaktif
gliozisin nororejenerasyonu sagladigina dair sonuglar da elde edilmistir (56,57). Bu
nedenle bizim ¢alismamizda da artan GFAP’ya hasarin tamir edilememesinden ya da
verilen maddelerle birlikte néronal rejenerasyonun tetiklenmesinden kaynaklanmis

olabilir.

6-Paradol tedavisi ile mikroglial aktivasyonun ve aynmi zamanda fraktalkin ve
fraktalkin reseptoriindeki azalmanin arasinda baglantinin oldugu diisiintilmektedir.
Fraktalkin mikroglialarda bulunan ve microglial hiicre gogiinde gorevli bir
kemokindir. Tek bir reseptore baglanir ve fraktalkin reseptorii de sadece fraktalkinin
baglanmasina izin verir (58). 6-Paradol ile birlikte artan mikroglial aktivasyonu
fraktalkin ve fraktalkin reseptoriindeki anlamli azalis ile birlikte goriilmektedir.
Literatiirde yapilan baz1 c¢aligmalar fraktalkin ve fraktalkin reseptoriindeki
degisimlerin AH’mm farkli asamalarma bagli olarak noroinflamasyonu,
norotoksisiteyi veya sinaptik plastisiteyi farkli yollardan etkiledigini gostermektedir.
Omnegin AH’nin erken evrelerinde diisen fraktalkin ve fraktalkin reseptorii
seviyelerinin mikroglia aktivasyonunu tetikleyerek amiloid beta temizligine sebep
oldugu ama ilerleyen AH evrelerinde diisen fraktalkin ve fraktalkin reseptorii
seviyelerinin mikroglia deregiilasyonuna ve anormal noronal eksitasyonuna bagli

noron Gliimlerine sebep oldugu gosterilmistir (59).
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Bizim g¢alismamizda artan néron Oliimlerinin goriilmemesi fraktalkin ve fraktalkin
reseptoriindeki azalisin daha c¢ok noronlar1 korumak amaciyla olabilecegini
diistindiirmektedir. 6-Paradol’iin antiapoptotik etkisini belirlemek amaciyla Bax/Bcl-
2 protein miktarindaki degisim incelendiginde, amiloid beta enjeksiyonu ile artan
apoptozun 6-Paradol verilmesi ile tekrar kontrol seviyelerine geriledigi goriilmiistiir.
Daha once yapilan caligmalarda da zencefilin diger bir etken maddesi olan 6-
Gingerol’iin amiloid beta ile indiiklenmis noronal hiicre 6liimiine kars1 koruyucu etki
gosterdigi kaydedilmistir (60). Bu etkinin de daha ¢ok zencefilin antioksidan etkisi
tizerinden gergeklestirdigini One stiriilmiistiir. Diger taraftan pozitif ilag kullanimi ile
artan reelin miktar1 {izerinde 6-Paradol’iin herhangi bir etkisinin olmadigi
goriilmektedir. Reelin protein sinaptik plastisitede dnemli gorevleri olan bir matriks
proteinidir ve uzun siireli hafizanin olusumunda gorevli olan LTP’nin olusmasi ve
stirdiiriilmesi agisindan 6nem arzetmektedir (61). Bu gorevi sayesinde AH ile bozulan
hafizanin semptomatik tedavisi agisindan hedef bir molekiil olma 6zelligindedir. Fakat
calismamizda biz 6-Paradol’iin sinaptik plastisiteyi artirmak amaci ile reelin tizerinden

herhangi bir etki gostermedigini gézlemledik.

Son olarak 6-Paradol’iin AH belirte¢leri agisindan etkileri incelendiginde ise, amiloid
plak temizlenmesinde anlamli bir etkinin goriilmedigi ayrica AH’1nda artan fosforile
tau miktarininda 6-Paradol kullanimu ile iyilegsmedigi kaydedildi. Bu parametrelerdeki
iyilesme literatiirde sadece zencefilin farkli bilesenlerinden olan Shogaol-huprine
hibridlerinin kullanimi ile gézlenmistir (62). Diger taraftan 6-Paradol kullanimiyla
birlikte pozitif kontrol grubunda da literatiirde yapilan diger zencefil iriinleri ile
yapilan ¢aligmalarin aksine BACE protein ekspresyonunda anlamli bir artig gozlendi.
Yapilan bir ¢alismada normal diizeylerde BACE ekspresyonunun amiloid birikmesini
arttirirken, yiiksek diizeylerde BACE ekspresyonunun APP proteinin beta sekretaz ile
kesimini arttirmasina ragmen amiloid beta olusumunu engelledigi gosterilmistir.
Bunun nedeninin APP protein kesimini farkli bir hiicre alt birimine kaydirmasi sonucu
oldugunu o6ne stirmiislerdir (63). Bu durum bazi ilaglar i¢in tedavi stratejisi
olusturmaktadir. Diger taraftan 6-Paradol AH tedavisindeki potansiyel ilag etkisini
amiloid beta ile artan PSEN1 miktarin1 azaltip tekrar kontrol seviyelerine ¢ekmesi ile
gostermektedir. PSEN1 proteini APP’nin kesilmesinde gorev alan gamma sekretaz
proteinidir ve amiloid beta olusumunda yer almaktadir. PSEN genindeki

mutasyonlarin yani sira PSEN ekpresyonundaki degisimlerin de AH’ina yol
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acabilecegine dair ¢caligmalar bulunmaktadir (64). PSEN1 ekspresyonunun artmasinin
Ozellikle noroinflamasyon {izerinden AH’ma sebep olduguna dair yayinlar
bulunmaktadir (65). Bu sonuglar 1s1iginda 6-Paradol’iin antiinflamatuar etkisi

tizerinden AH’1na kars1 tedavi edici etki gosterebilecegi diisiiniilmektedir.
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6.SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada antik zamanlardan beri kullanilan zencefil bitkisinin 6nemli
metabolitlerinden antioksidatif ve antiinflamatuvar etkiye sahip olan 6-Paradol’iin
AH’1 tedavisindeki etkileri incelendi. Yapilan literatiir ¢alismalarinda 6-Paradol
molekiiliiniin AH tizerine olan etkilerine dair in-vivo bir ¢aligma bulunmadigindan, bu
caligmada, bu molekiilin tek doz AP enjeksiyonu ile olusturulan AH modeli
tizerindeki anti-inflamatuvar ve mikroglial aktivasyon tizerindeki etkilerini incelemeyi

amacladik.

Bu baglamda davranis deneyleri, histopatalojik incelemeler ve molekiiler deneyler
yapildi. Pasif sakinma ve Morris su tanki ile yapilan davranis deneylerinde AH
grubunda bulunan siganlarin 6grenme ve uzun siireli belleklerinde gerileme oldugu
hatta mekansal bellekte Onemli kayiplarin yasandigi gozlemlenmistir. Tedavi
gruplarindan Donepezil kullanilan grupta bir diizelme meydana gelirken, 6-Paradol
kullaniminin, bellege ve 6grenmeye herhangi anlamli bir etkisi olmadigi sonucuna
vartlmistir. Ayrica arti labirenti ile yapilan anksiyete Ol¢imlerinde Ap grubundaki
sicanlarin anksiyetelerinin anlamli bir sekilde yiikseldigi ve kullandigimiz tedavinin
anksiyolitik bir etkisinin olmadigi sonucuna varilmistir. Bunun disinda histopatolojik
degerlendirmeler AH olusturulan gruplarin néron sayilarinda anlamli miktarda
azalisin olduguna, amiloid plaklarin birikmesinin yasandigina ve hiicre yapilarinda
anlamli miktarda bozulmalar yasandigina isaret etmektedir. 6-Paradol ile yapilan
tedavinin herhangi bir histopatalojik diizelme saglayamadig1 ve amiloid plak birikmesi
tizerinde olumlu bir etkiye sahip olmadig1 gozlenmistir. Diger taraftan 6-Paradol’lin
noron sayilarinda telafi edici bir etkisinin oldugu da kaydedilmistir. Ayrica AH
grubunda artan reaktif astrosit seviyelerinde 6-Paradol kulanimi ile artisin daha da
yikseldigi gozlemlenmistir. Bunlar disinda yapilan protein analizlerinde AH ile
birlikte artan mikroglial aktivasyonun ve apoptozun 6-Paradol kullanimi ile anlamli
olarak azaldigi kaydedilmistir. AH nin molekiiler temellerinde bulunan PSEN protein

konsantrasyon degisimine bakildiginda ise AP grubuna oranla 6-Paradol kullaniminin
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PSEN protein ekspresyonunu diisiirdiigli fakat BACE ekspresyonunda anlaml bir atig
gosterdigi kaydedilmistir. 6-Paradol molekiiliiniin reelin {izerinde ise herhangi bir

etkisinin bulunmadig1 sonucuna varilmaistir.

Sonug olarak, davranigsal olarak herhangi bir etki kaydedilmemesine ragmen
molekiiler ve histolojik diizeyde 6-Paradol kullaniminin AH’1 {izerinde umut verici

etkileri gosterilmistir.

Gelecekte yapilacak ¢alismalarda daha farkli bir dozajda ve siirede verilen 6-Paradol
molekiiliinin AH’nin tedavisindeki etkisinin molekiiler ve davranigsal sonuclari
giiclendirilerek molekiiler temelinin daha fazla aydinlatilmasi planlanmaktadir.
Calismamizdan elde ettigimiz bulgular bize 6-Paradol molekiiliiniin AH igin uygun bir
aday molekil olabilecegini gostermektedir ancak halen ileri  multidisipliner

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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