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TIMOKINON TEDAVIiSININ SPORADIK ALZHEIMER MODELI
OLUSTURULMUS SICAN BEYIN DOKUSUNDAKI mikroRNA VE mRNA
EKSPRESYONU UZERINDEKI ETKIiSININ ARASTIRILMASI

OZET

Alzheimer hastalig1 en sik rastlanan norodejeneratif hastaliklardan birisidir. Hafiza
ve 6grenme kontroliiniin gergeklestigi hipokampiis bolgesinde sinaptik yetmezlik,
noron hasart ve noron kaybi Alzheimer hastaliginin ndropatolojik bulgulari
arasinda sayilabilir. Molekiiler boyutta incelendiginde ise ndronlarin 6liimiine ve
sinaptik baglantilardaki bozulmalara bagli olarak apoptoz, ndérogenez, hiicre
bolinmesi ve dongisii, sag kalim vb. yolaklarda gen diizeyinde ve protein
diizeyinde bir ¢ok regiilasyon meydana gelmektedir. Ayrica hiicre fonksiyonunun
epigenetik seviyede kontroliinde biiyiik 6nemi oldugu bilinen mikroRNA’larin
Alzheimer hastaliginda da etkili oldugu, hastalik siireciyle birlikte tekrardan
diizenlendigi hem insan hem de hayvan ¢alismalariyla gosterilmistir. Timokinon
(TQ), Nigella sativa (¢orek otu) bitkisinde %18.4-24 oraninda bulunan en dnemli
biyoaktif bilesendir. Daha once yapilan bircok c¢aligmada TQ’nun anti-oksidatif,
anti-inflamatuar, anti-kanserojenik gibi pek ¢ok yararli etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. Benzer sekilde norolojik bozukluklarin patolojilerinde TQ’nun
noroprotektif etkili bir bilesik oldugu bildirilmektedir. Ayn1 zamanda in vitro
yapilan caligmalarda TQ’nun Alzheimer hastalifina karsi noroprotektif etkiye
sahip oldugu gosterilmistir. Fakat literatirde TQ’nun molekiiler etki
mekanizmasina dair in vivo ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu nedenle c¢alismamizda, Amiloid beta (AP) ve Streptozotosin (STZ) ile
indiiklenen sporadik Alzheimer modellerinde Timokinon tedavisinin etkinliginin
karsilastirilmasini ve  bu modellerden elde edilen hippocampus dokularinda
TQ’nun ilgili genlerin ve mikroRNA’larin ekspresyon diizeylerindeki etkisini
arastirmay1 amagcladik Inaniyoruz ki elde ettigimiz veriler, TQ nun heniiz tedavi
edici bir ilaca sahip olmayan Alzheimer hastaliginda aday molekiil olma
potansiyeline 151k tutacaktir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer Hastaligi, Timokinon, mikroRNA, AB, STZ
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INVESTIGATING THE MECHANISM ON EXPRESSION OF mRNA and
microRNA TRIGGERED BY TIMOQUINON TREATMENT IN BRAIN OF
SPORADIC ALZHEIMER’S DISEASE MODEL RATS

SUMMARY

Alzheimer's disease is one of the most common neurodegenerative diseases. Synaptic
deficiency, neuronal damage and neuron loss in the hippocampal region in which
memory and learning control are performed are among neuropathological findings of
Alzheimer's Disease (AD). At the molecular level, in response to neuronal death and
deficiencies in synaptic connections, regulations at the gene and protein levels occur
in the apoptosis, neurogenesis, cell division and cycling, survival, etc. pathways. It
has also been shown in both human and animal studies that microRNAs, known to be
a major factor in controlling cell function at the epigenetic level, are also effective in
Alzheimer's disease and rearranged during the disease progression. Thymoquinone
(TQ) is the most important bioactive component found in Nigella sativa (Black
cumin) in the ratio of 18.4-24%. In many previous studies, it has been shown that TQ
has many beneficial effects such as anti-oxidative, anti-inflammatory, and anti-
cancerogenic. Similarly, it has been reported that TQ is neuroprotective against to the
pathologies of neurological disorders. However, there is no in vivo study on the
mechanism of molecular action of TQ in the literature while there are in vitro studies
related neuroprotective effect of TQ on AD.

We therefore aimed to compare the effects of TQ in the amyloid beta (ApB) and
Streptozotocin (STZ) induced sporadic Alzheimer's models and to investigate the
effect of TQ on the expression levels of AD-related genes and microRNAS in
hippocampal tissues We believe that the data we obtain will shed light on the
potency of TQ as a candidate molecule in Alzheimer's disease which has not yet had
an effective therapy.

Key Words: Alzheimer's Disease, Thymoquinone, microRNA, AB, STZ
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1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastalifi en sik rastlanan ndrodejeneratif hastaliklardan birisidir. Bu
hastaligin altinda yatan temel patoloji sinaptik yetmezlik, néron hasari ve néron
kaybina bagli ortaya ¢ikan ilerleyici beyin islev bozuklugudur. Bu patolojik
durumlara 6zellikle hipokampal dokudaki hiicreler arasi boglukta biriken amiloid-§
proteinleri ve hiicre iginde olusan noérofibriler yumaklar ve bu yumaklardaki Tau
proteini varliginin neden oldugu diistiniilmektedir [1]. Bu patofizyolojik etmenler
noronlar arasi iletisimi engelleyerek ve hiicreleri apoptoza yonlendirerek hafiza

hasarlarina neden olmaktadir [2].

Alzheimer hastaliginin teshisinde ve tedavi edici siireclerin incelenmesinde gen
diizeyindeki yaklasimlar olduk¢a Onem arz etmektedir. Mikroarray g¢aligsmalariyla
Alzheimer hastaligina bagli patofizyolojik siiregte birgok genin ekspresyon
miktarinda diizenlemeler gergeklestigi bulunmustur [3]. Bunlar norotransmitter
sekresyonu ve transportu, sinaptik transport, sinaptik plastisite, néronal ve aksonal
blyume, mikrotibuler transport, nérogenez ve apoptoz ile iliskili genlerdir [4].
MikroRNA’lar epigenetik diizeyde gen ifadesinin kontroliinde gorevli kisa zincirli
RNA molekiillerdir. Son yapilan ¢aligmalarla Alzheimer hastalig: ile iliskili birgok
mikroRNA kesfedilmis fakat bu c¢alismalar ¢ok fazla detaylandirilmamistir. Gerek
insan [5] gerekse hayvan caligmalar1 [6] gostermistir ki bu mikroRNA’lar hastalik
patolojisinin ve olasi tedavi siireglerinin aydinlatilmasi i¢in molekiiler boyutta 6nemli

ipuclart sunmaktadir.

Bu calismada, basta antioksidatif 6zellikleri olmak {izere Alzheimer hastaliginin
tedavisinde siklikla kullanilan “asetilkolin esteraz inhibitdrii” olma ozelligine de
sahip oldugu bilinen timokinon (TQ) molekilinin hipokampisteki potansiyel
iyilestirici etkisinin detaylandirilarak incelenmesi amaglanmaktadir. TQ kan-beyin
bariyerini gegebilme vasfindan 6tiirii, gerek damar yolundan enjeksiyonla gerekse
oral yoldan kolay bir sekilde uygulanabilir oldugundan alternatiflerine gore oldukga
umut vaat etmektedir [7]. Literatiirde TQ nun iyilestirici etkisini gosteren molekiiler
yolaklar tam olarak aciklanmamis olmakla birlikte TQ’nun Alzheimer hastalig
Uzerindeki etkisi sadece in vitro calismalarla belirlenmistir [8]. Alhebshi ve

arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada TQ’nun sigan hipokampal ve kortikal néron

1



hlcrelerinde APi-42 toksisitesine karsi noroprotektif etki gosterdigi [8], buna ek
olarak yapilan diger bir calismada da TQ’nun APi42 toksisitesinin olusturdugu
mitokondriyel bozukluk ve oksidatif strese karsi koruyucu etki gdsterdigi
bulunmustur [9]. Fakat, literatirde henliz in vivo Alzheimer modellerinde TQ’nun

koruyucu etkisine dair bir ¢galisma bulunmamaktadir.

Bu projenin temel amaci sporadik Alzheimer modellerinde TQ'nun hastaliga bagh
gelisen patolojik siireglerde etkili mRNA ve mikroRNA diizeyindeki degisimlere
etkisinin belirlenmesini saglamaktir. Bunun igin iki farkli sporadik Alzheimer modeli
(amyloid-p veya STZ ile indiikklenmis) gelistirilmis ve TQ tedavisi olusturulmus
siganlarin hipokampus dokusunda Alzheimer hastaliginin belirtegleri olan genlerin
ekspresyonlarinin mRNA diizeyinde incelenmesi ve bunlara ek olarak mikroRNA

analizlerinin yapilmasi amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastahigi

2.1.1 Demans ve Alzheimer Hastahg

Demans (Latince de- "uzak" + mens (masdarmentis) "mantik"), diisiince
bozuklugudur. Halk arasinda bunama da denir. Demans, beyin hasarindan
kaynaklanan kisinin giinlik yasamini surdirmesinde, zihinsel ve sosyal agidan
glicliikler yasamasi halidir. Demans durumunda beyinde hafiza, dikkat, dil ve
problem ¢6zme alanlar1 6zellikle etkilenen bolgelerdir. ileri asamalarda, kisi zaman,
yer ve oryantasyonunu kaybeder [10]. Bir ¢ok iilkede en yaygimn olarak gorilen
Alzheimer hastaligt (AH), beyin ndronlarina saldiran, bellek kaybi, diisiince, dil
becerileri ve davranista degisiklik ile sonuglanan ilerleyici bir ndrodejeneratif
hastaliktir [11]. AH ilk olarak 1906 yilinda psikiyatri ve noroloji uzmani Alois
Alzheimer tarafindan yayinlanan bir vakada tanimlanmistir [12]. Hastaligin
baslangicinda hastanin ailesi kisilik ve davranig degisikliklerini fark edip onu Alois
Alzheimer'a getirmistir. Daha sonra Dr. Alzheimer, hastada, demans, bellek, davranis
ve dilde bozukluk, ajitasyon ve afazi olmak tzere bircok anormal belirti kaydetmistir
[13]. Hastanin Oliimiiniin ardindan Dr. Alzheimer’in gergeklestirdigi otopside
serebral kortekste kigllme, beyin hiicrelerinde korelme gozlemlenmistir. Otopsi
sonucu olarak; Alzheimer hastaliginin gostergesi norofibriler yumaklar ve senil
plaklar kesfedilmistir [2].

AH'nin goriilme siklig1 yasla birlikte katlanarak artar. Bu durum 64-75 yasindaki
bireylerde yaklagik olarak ~ %3 iken 85 yas ve iizeri bireylerde ~ %25 olarak
gorulmektedir. Etiyolojik c¢alismalarda AH’nin tek bir faktére bagli olmadigi
cevresel ve genetik faktdrlerin de etkilid oldugu bulunmustur [14].

AHnin ilk belirtilerini isimleri ve kelimeleri unutma, yakin ge¢misi hatirlayamama
ve konusma bozuklugu olusturmaktadir. Hastaligin ileriki evrelerinde ise; yonelim
kayb1 (6rnegin; kaybolma), kisilik degisiklikleri, karmasik gorevleri uygulama

glicliigli (6rnegin; giyinme islemi) gozlenir [15]. Son evresinde ise; beslenme
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giicliigii, aile bireylerini tantyamama, postiir bozuklugu, haliisinasyonlar, depresyon

ve gjitasyon gergeklesir ve sonugta hastalar bakima muhtag kalirlar [15, 16].

AH olusum sekline gore; sporadik ve ailesel, baslangi¢ yasina gore ise; erken
baslangichh ve ge¢ baslangichi olmak (zere iki sekilde gruplandirilir. Erken
baslangi¢li Alzheimer 65 yas altindaki bireylerde ve seyrek goriiliir, ge¢ baslangich
Alzheimer ise 65 yas tlizerindeki bireylerde ve daha sik goriilir [17]. Erken
baglangicli Alzheimer gen mutasyonlart (6rnegin; Amiloid Prekirsér Geni)
sonucunda olusurken, ge¢ baslangicli AH’nda cevresel etkenler (toksik maddeler;
aliminyum gibi) ve genetik faktorlerin (ApoE geninin @4 allelindeki mutasyon gibi)

etkisi s6z konusudur [18].

2.1.2 Alzheimer Hastaligi’min genetigi

AH i¢in en Onemli risk faktorii yastir. Hastalarin biliyiik ¢ogunlugunun 65 yasin
tizerindeki yasta (ge¢ baslangicli AH) klinik semptomlar gelistirmesine ragmen,
hastalarin % 2-10'unda hastaligin erken baslamasina (erken baslangicli AH)
rastlanmaktadir [19]. Bunlardan yaklasik %40 sporadik ve %601 dominant ailesel
gecislidir.

Ailesel erken baslangi¢li Alzheimer Hastaligi'ndan kromozom 1, 14 ve 21 (izerindeki
tek gen mutasyonlar1 sorumludur. Mutasyonlarin her biri anormal protein
olusumuyla sonuglanir. Kromozom 21°de Amiloid Prekirsor Proteini (APP),
Kromozom 14’de Presenilin 1 (PSN 1), Kromozom 1 (izerinde Presenilin 2 (PSN 2)
genlerinde mutasyonlar olusmaktadir. Bu genlerin kodladig1 ti¢ protein de ndronal
plastisitede rol oynadiklar1 6ne slrulen transmembran proteinlerdir. PSEN1 ve
PSENZ2 biyuk 6l¢tide homolog genlerdir. PSEN1 mutasyonlari tam penetrans ile en
siddetli AH formlarina neden olur ve hastalik baslangici1 25 yasina kadar iner. PSEN1
mutasyonlarina kiyasla, PSEN2 mutasyon tasiyicilari hastaligin baglangi¢ yasini (39-
83 yas) gosterir, ancak baslangic yasi PSEN2'den etkilenen aile iiyeleri oldukga
azdir. Bu genlerdeki mutasyonlar APP'den metabolize edilen Amiloid beta (AP)
proteinin atilamayarak amiloid plaklar i¢inde daha uzun seklinin (Af 42) Gretiminin
artisina neden olur [20-22].

Geg baslangigli AH genetik ve gevresel faktérlerin kombinasyonu sonucu olusur. 19.
kromozomda bulunan APOE geni sporadik AH risk faktoriidir. APOE, karaciger,
beyin, makrofajlar ve monositlerde eksprese edilen polimorfik bir glikoproteini

kodlar. APOE, kolesterol ve diger lipitlerin tasinmasina katilir ve néronal biiyiime,
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doku hasar1 tamiri, sinir rejenerasyonu, immdin-regilasyon ve lipolitik enzimlerin
aktivasyonunda etkilidir. APOE geninin farkli izoformlar1 olan APOE2, APOE3 ve
APOE4’1i kodlayan tek bir gen lokusunda ¢ blyuk (€2, €3 ve g4) allellik varyant
icerir [23]. APOE ¢4 alleli ge¢ baslangichi AH'da riski artirir, ancak hastaliga neden
olmak i¢in yeterli degildir. Risk faktorlnin APOE €3 heterozigot tasiyicilar igin ii¢
kat, APOE &4 homozigot tasiyicilar i¢in 15 kat oldugu tahmin edilmektedir. €2
allelinin koruyucu bir etkiye (OR = 0.6) sahip oldugu ve AH’nin baslangi¢ yasini &4
alleline gore 20 yillik farkla geciktirdigi diistiniilmektedir. [24]. Kalitsalliginin heniiz
aciklanamayan kismi, yillardir devam eden genetik risk faktdrlerini arastirmaya
neden olmustur.

2.1.3 Alzheimer Hastaligi’min patolojisi

Alzheimer Hastalariin post mortem sonras1 beyinlerinde makroskopik olarak
korermis kortikal, genislemis oluklar, daralmis girus ve lateral ventrikiilde genisleme
ayni zamanda hipokampus, temporal ve parietal lob, serebral kortekste atrofi
gozlenir. Mikroskobik olarak, hiicre disinda senil plaklarda AP proteinin ve hicre
icinde norofibriller yumaklari olusturan mikrotiibiillerle iligkili tau proteinin birikimi

gozlenir [25].

Sekil 1: (A) Makroskobik olarak AH beynin (iist sekil) ve saglikli insanin beyninin (alt sekil)
karsilastirmasi. Mikroskobik olarak AP plak (B) ve norofibriller yumak (C) goriintiisi (http://uu.diva-
portal.org/smash/record.jsf?pid=diva2%3A713716&dswid=5621)



AH ile ilgili olarak 2 6nemli hipotez bulunmaktadir; Amiloid kaskad hipotezi ve
kolinerjik hipotez (Sekil 2). Amiloid kaskad hipotezi, patogenezinde ekstraselller
olarak AP peptidinin ve intraseliiler olarak ndrofibriler yumak yapisinin asiri
birikmesiyle baslar. Bu birikim, noronlarda Ca*™ homeostazinin bozulmas,
eksitotoksisite, serbest radikal Gretimi ve inflamasyon gibi ¢ok sayida ndrotoksik
yolagi harekete gegirir. Kolinerjik hipoteze gore ise, kolin asetil transferazin (ChAT)
kayb1 sonucunda bir norotransmitter olan asetilkolinin azalmasiyla biligsel ve hafiza

ile ilgili fonksiyonlarda bozulma ortaya ¢ikar [26].
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Sekil 2 : Alzheimer Hastalig1 patolojisi [27]

2.1.3.1 Amiloid prekirsor protein ve Ap peptidi

AP peptid, senil plaklarin major komponentidir ve noronlar, astrositler, glial hiicreler
ve beyin endotelyumu tizerinde ¢ok sayida toksik etkisi vardir [27]. AP peptidi, 40-
42 aminoasitten olusan proteindir ve APP’den proteolitik yolla olusur. Ap, APP’nin
metabolizma {Uriinlerindendir. APP’nin ndron gelisimi ve ndronal aktivitenin
diizenlenmesinde ¢ok dnemli oldugunu bilinmektedir.

AH’nda APP, enzimatik reaksiyonlar ile daha kuguk pargalara doniistiirilmektedir
[28]. Bu parcalar, noéron hiicreleri disinda beta amiloid fibriller seklinde birikerek
senil plak denilen formlar1 olustururlar [29]. Oncil proteinin birikimi amiloid

olusumunu baslatan ilk basamaktir. Amiloid 6nciil proteinleri bir araya gelerek



amiloid fibrillerini olusturur. Amiloid peptid birikiminin, AH’yla sonuglanan bir
patojenik kaskadin baglangici oldugu diisiiniilmektedir.

APP’nin hiicre i¢i karboksil ucu, hiicre dis1 amino ucu vardir. AB, APP’nin membran
ici 28 aminoasitlik bolgesini de igeren pargasidir. APP proteolitik enzimle kesilerek
metabolize edilir. Enzimlere a, B ve y sekretaz adlari verilir. AR’ nin 6nciilii olan APP
hiicrede iki farkli sekilde yikilmaktadir. APP, y-sekretaz ve/veya a-sekretaz
enzimleriyle kesildiginde olusan peptid yikilabilmektedir ve bu nedenle de amiloid
plak olusturacak ozellikte degildir [30]. Ancak APP’nin y-sekretaz ve B-sekretaz ile
kesilmesi durumunda olusan 40-42 aminoasitlik bir peptid (AP) amiloid

olusturabilme 6zelligindedir [31]

Amiloidojenik olmayan  Amiloidojenik

APP
sAPP ¢ sAPP f§
N Plaklar
: Oligomerler
f-sekretaz

AICD ca3 C99 AICD

Sekil 3: APP’nin amilodojenik olmayan ve amiloidojenik yolaklari ile kesilimi [32]

a-sekretaz APP’yi yaklasik olarak ortasindan keser. Kesim sonucunda Af yerine a-
APPs ya da sAPP-a adi verilen ekstraseliiler yeni protein meydana gelir. f ve y-
sekretazlar, APP’yi amino ucundan veya karboksil ucundan béler. Bolme isleminde
tiriin olarak AP olusur ve olusan AP 40-42 aminoasit uzunlugundadir [33] (Sekil 3).
AP’nin amiloidojenik olani 42 aminoasitlik form olup ilk ¢oken de odur [34, 35].



Daha sonra AP diffiiz plaklar halinde agrage olur ve ndritik plaklara doniistir [36].
ABfnin 40 ve 42 rezidilerinin AH’nda gorillen plak olusumunun major
komponentleri oldugu ve Alzheimer’da goriilen noronal dejenerasyonda ¢ok dnemli
rol oynadiklar1 gosterilmistir [37, 38].

2.1.3.2 Norofibriler yumak

Norofibriler yumak (NFY) ¢ogunlukla kiimelesmis hiperfosforilize tau proteininden
olusur. Tau proteini mikrotiibiile bagli protein (MAP) ailesinin bir Gyesidir. Tau'nun
normal islevi, tiibiilini baglamak ve bdylece noronal aksonlardaki mikrotiibiilleri
stabilize ederek besin maddelerini ve sinir ileticilerini aksonlar boyunca hiicre
gOvdesi ve sinapslar arasinda tasinmasina izin vermektir [39].

Alzheimer patogenezinde tau proteininin mikrotlbillere baglanma yetenegi bozulur.
Fosforilize tau cozlnemeyen ¢ift sarmalli filamentlere polimerize olur [40].
Fosforilize tau proteinleri zamanla NFY’lar haline gelirler (Sekil 4). NFY’lar,
aksonal transportu ve hicre iskeletinin biitiinligiinii bozar, bu nedenle hicre

6lumune sebep olur.
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Sekil 4: Tau proteinin diizenlenmesi [41]

2.1.3.3 Kolinerjik kayip
AH'nda 6nemli olarak diisiiniilen senil plaklar ve norofibriler yumaklar ile Alzheimer

hastalarmin beyinlerinde basta asetilkolin (ACh) olmak {izere ¢ok sayida



norotransmiter sistem etkilenmektedir. ACh, AH’nda en fazla azalma gOsteren
norotransmitterdir [42]. ACh seviyesindeki azalma, sinaptik bozuklugun da en erken
belirtilerinden birisidir.

ACh belli kolinerjik noronlarin gévdesinde, kolinin asetil CoA ile kolin asetil
transferaz (ChAT) enzimi sayesinde katalize edilmesiyle olusur. Asetil CoA glikoliz
reaksiyonunun bir driiniidiir. Kolinin ise besinler ve hiicre membranindaki
fosfolipidler disindaki en 6nemli kaynagi ACh hidrolizi sonucu agiga ¢ikan ve
yeniden asetilkolin sentezinde kullanilan kolindir. ACh’in sinapstaki varligi,
asetilkolini sentezleyen ChAT ve asetilkolini pargalayan asetilkolin esteraz (AChE)
enzimlerinin etkinligine baghdir. ChAT enziminin seviyesinin  Alzheimer
hastalarinin hipokampus ile neokorteksinde azaldigi goriilmektedir [42, 43].

ACh sentezlendikten sonra, presinaptik ndronlardaki vezikiillerde depolanir ve bu
vezikiiller, ndrona sinir uyarisi geldiginde igerigini sinaptik araliga doker. Sinaptik
araliga salman ACh molekiillerinin ¢ogu postsinaptik reseptorlere baglanir.
Reseptorlere baglanmayan ACh molekiilleri AChE tarafindan yikilir. Postsinaptik
norona baglanan ACh molekiilleri, sinir uyarisinin diger ndrona iletilmesinin
ardindan reseptorden ayrilir, AChE tarafindan yikilir ve aciga ¢ikan kolin yeniden
kullanilmak {izere presinaptik norona gonderilir (Sekil 5). Calismalar, AChE
inhibisyonuna bagli ACh diizey artislarinin, AH nin erken evrelerindeki kognitif

yetmezligi iyilestirebilecegini gostermistir [44].

Kolin . . Y
Asenl - Sinaptik
Transferar Vezikul

{ChAT)

Postsinaptik
Asetil kolin esteraz (AChE) Hilere

Sekil 5: Asetilkolin metabolizmasi
(http://faculty.pasadena.edu/dkwon/chap%208_files/textmostly/slide58.html)
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2.1.4 Alzheimer Hastahgi’nda tedavi

Simdiye kadar, Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Komitesi (FDA) tarafindan
AH’nin tedavisi i¢in AChE inhibitorii olarak 4 ila¢ (Takrin, Donepezil, Galantamin
ve Rivastigmin) onaylanmig ve birka¢ tane de yeni AChE inhibitéri deneme
asamasina gecmistif. Bu ilaclar tek basina semptomatik iyilesme saglar, ancak
hastalik stirecini degistirmek i¢in daha az etki yapar. Son on yilda AH'daki molekdler
ve hicresel patomekanizmast hakkinda kapsamli bir bakis agisi, hastaligin
anlasilmasinda 6nemli ilerleme saglamigtir. Biligsel belirtilerin tedavisi, beyindeki
kimyasal habercilerin etkisini degistirmeyi amaglar [45].

Hafif ve orta derece Alzheimer demansi i¢in Donepezil (Aricept®), Rivastigmin
(Exelon®) veya Galantamin (Reminyl®) kullanilmaktadir. Fakat bu ilaglarin klinik
kullanimlarinin, yarilanma siirelerinin kisa olmasi, periferal kolinerjik sistem
tizerindeki yan etkileri ve hepatoksisite nedeniyle kisitli oldugu bildirilmektedir [46].
Ornegin; takrinin kullanim1 karaciger harabiyetine neden olmasi bakimindan
simnirhdir ve bu nedenle artik kullanilmamaktadir [47]. Donapezil, takrinin
dezavantajlarmin tstesinden gelmek tizere gelistirilmis ve onay almistir.
Kullaniminda karaciger tizerinde olumsuz etkiler gériilmemistir fakat kolinerjik yan
etkiler gostermistir [48]. Yan etkileri daha ¢ok da gastrointestinal sistem Uzerinden
olmustur. Rivastigmin, preklinik biyokimyasal calismalarda belirgin santral sinir

sistemi se¢iciligi gosterilmis olan kismi geri doniistimli bir AChE inhibitéradur [49].

2.2. Kullanilan Hayvan Modelleri

AH i¢in kullanilan hayvan modelleri, hastaligin ilerlemesini etkileyen veya
hizlandiran birgok faktore 151k tutmaktadir. Ayrica, yeni biyolojik belirtecleri veya
potansiyel yeni terapotik hedefleri belirlemek igin de bizlere bilgi vermektedir [50].
Aslinda, hayvan modellerinin ¢ogunda ilk amag¢, AH'min néropatolojik bulgularini
taklit etmek ve noroprotektif ajanlarin insanlarda ve hayvan modellerinde benzer
biyolojik sonuglar1 olup olmadigini ve biligsel islevin korelasyonunu belirlemektir.
Hayvan modelleri: Transgenik model ve Transgenik olmayan model (zere ikiye
ayrilir [50, 51].

2.2.1 Transgenik olmayan hayvan modelleri

Bu amagla kullanilan transgenik olmayan modellerden birisi intraserebroventrikiler
(ICV) enjeksiyon ile streptozotosin (STZ) verilmesidir [52]. STZ her iki lateral
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ventrikile uygulandiginda; 6grenme, hafiza ve bilissel fonksiyonlarda uzun siireli ve
devam eden bozukluklarla karakterize kronik bir beyin hasar1 modelinin olugmasini
saglar [53].

Transgenik olmayan hayvan modellerinin ikincisi; amiloidojenik kaskad ve AP ile
ilgili patolojik yolaklar1 hedef alir. Bu yontemde genel ilke hayvan beynine amiloid
peptid enjekte ederek hayvanin Alzheimer hastaligiyla ilgili klinikte belgelenen
patolojik Ozelliklerin bir veya birkagimin taklit edilmesidir. Akut enjeksiyon veya
kronik infiizyonda cesitli AP formlar1 kullanilir. Intraserebroventrikiiler infiizyon
veya intrahipokampal enjeksiyon yoluyla AB1-40 ve AB1-42 en sik kullanilan AB
formlaridir [54, 55].

2.2.2 Transgenik hayvan modelleri

Transgenik hayvan modellerinde en sik kullanilan model farelerdir. Fakat sigcanlar
farelere kiyasla daha belirgin avantajlar sunmaktadir. Siganlar fizyolojik, genetik ve
morfolojik olarak insanlara daha yakindir [51]. Mevcut sigan transgenik modelleri,
inflamasyon ve distrofiknoritlerin varligi da dahil olmak iizere amiloid patolojisinin
tim yonlerini  kopyalarken, "gercek™ insan benzeri norofibriller yumaklar
gelistirmediginden tamamlanmamis modeller olarak kalir. Bu zayif noktalara
ragmen, mevcut transgenik sican modelleri, hastalik ilerlemesiyle ilgili siiregleri ve
mekanizmalar1 anlamamiza 6nemli katkida bulunmaktadir. Tg6590, McGill-R-Thy1-
APP transgenik sican modellerine érneklerdir. Ikisinde de kortekste, hipokampdiste
asamal1 birikimler s6z konusudur [56].

AH aragtirmasi i¢in en yaygin kullanilan transgenik fare modeli Tg2576’dir. Ailesel
AH'na (APP K670N / M671L) neden olan mutasyonlarla birlikte insan APP'sini
ekspres eder ve serebral AP birikimi plaklar ve kognitif defisitler karakteristiklerinde
rol oynar[57] . Bir diger fare modeli, Ggll transgenik fare (mutasyonlu insan APP’si
PSENTI ve tau tasiyan), hem A plaklar ve nérofibriler yumaklarda rol oynar [58].
2.3. Timokinon

Timokinon (TQ); 2-izopropil-5-metil-1,4-benzokinon) ¢érek otu tohumlarinin ugucu
yaginin ana bilesenidir [59]. TQ’nun guc¢li bir antioksidan ve anti-inflamatuar
Ozellige sahip oldugu bilinmektedir [60]. Dogal olarak tiiketilen bir madde olarak
TQ, son zamanlarda terapétik Ozellikleri nedeniyle 6zel bir 6neme sahiptir. TQ
lipofilitesi ve kictk boyu sayesinde kan-beyin bariyerini kolaylik gecer [61, 62]. TQ
ayrica morfolojik iyilestirmelere neden olur ve kronik toluen maruziyeti ile

ndrodejenerasyonu Onler [63]. Antioksidan aktivite ¢alismalarinda Siganlar tizerinde
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yapilan caligmalarda timokinonun oksidatif hasarlara karst 6nemli bir antioksidan
ajan oldugu belirtilmistir [64]. Farelerde embriyo gelisimi esnasinda meydana
gelebilecek oksidatif hasarlara karsi timokinonun antioksidan aktivite 6zelligi
arastiritlmig, timokinon verilen disi farelerde embriyonun serbest radikallere karsi
korundugu ve fiziksel gelisiminde her hangi bir hasarin olmadig1 gorilmiistiir [65].
Corek otu yagmin artritte rahatlatict bir antienflamatuvar etkiye sahip oldugu

bilinmektedir [59].

Sekil 6: Nigella sativa bitkisi (a), ¢icegi (b) tohumu (C); tohumlarin biyoaktif bilesenin kimyasal
yapisi olan timokinon (TQ) (d) [66]

2.4. MikroRNA

miRNA'lar, gen ifadesinin post-transkripsiyonel diizenlenmesinde yer alan, kiglk
(18-25 niikleotid), tek sarmalli, kodlamayan RNA'larin yeni bir sinifidir. Bunlarin
etki mekanizmalari, hedef mRNA'nin bozunmasi veya translasyonel baskisina neden
olan mRNA'min 3’ transle olmayan bolgesi (3> UTR) tamamlayict baglanmasi
yoluyla olusur [67]. Hicresel ¢ekirdeginde birincil bir transkript (pri-miRNA) RNA
polimeraz II tarafindan olusturulur ve daha sonra RNAse Drosha, pre-miRNA adi
verilen ve sitoplazmaya tagman pri-miRNA toreleaz sa¢ tokasi yapilarini sindirir.
Burada Dicer ad1 verilen baska bir RNAse pre-miRNA, daha sonra Argonaute (Ago)
proteinlerine baglanan ¢ift iplik¢ikli mMiRNA uretir. Sonra sadece bir strand korunur
ve mMRNA c¢evirisini kontrol etmek i¢cin RNA ile uyarilan sessizlestirme
komplekslerine (RISC) eslik eder [68].

miRNA'lar proliferasyon, gelisme, apoptoz, inflamasyon gibi neredeyse tiim
biyolojik siireglerde yer alirlar ve olgun miRNA'lar1 stabilize eden enzimler, DNA

metilasyonu ya da histon modifikasyonu gibi epigenetik mekanizmalarla
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ekspresyonlar1 diizenlenir [69]. Farkli kronik hastaliklarda miRNA profillemesi
Uzerine yapilan birka¢ ¢alisma ile gosterilen miRNA'lar, belirli bir dokuya 6zgu ve
zamansal dagilim gdsterirler ve tiim insan biyolojik sivilarinda bulunurlar. Ozellikle,
bu kicik RNA'larin, beyin omurilik sivisinda (BOS) ve kanda dengeli
olduklarigosterilmistir; muhtemelen bu sayede lipozomlar veya lipoproteinler
tarafindan parcalanmalar1 6nlenerek taginabilmektedirler [70, 71].

miRNA seviyelerini 6lgmek icin farkli yontemler kullanilabilir. Bunlardan en yaygin
kullanilan1 mikroarray ve kantitatif PCR'dir. Mikroarray analizi, birka¢ miRNA'nin
analiz edilmesi gerektiginde hedefe yonelik olmayan bir yaklasim i¢in kullanilan
yuksek teknolojili bir yontemdir. Kantitatif PCR, daha duyarlidir ve g¢ogunlukla
mikroarray analizinden elde edilen sonuglarin dogrulanmasi igin kullanilan
yontemdir [72].

Profilleme teknikleri kullanilan gesitli galismalarda, AH insan beyninde miRNA'larin
diizensiz oldugunu, deneysel kosullarla ilgili baz1 farkliliklara ragmen gosterilmistir.
Erken baslangigli AH patolojisinde serebral kortekste gri madde (GM) ve beyaz
maddenin (WM) miRNA’lar1 arasindaki farki anlamak icin 6zel olarak miRNA
sentezlenmesi degerlendirilmistir. Calismayr yapan bu grup gri madde de
regulasyonu azalan birgok miRNA’y1, gri maddeye yakin dokularda amiloid plak

yogunluguyla iliskilendirmislerdir [73] .
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3.GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg

3.1.1 Kullamilan Cihazlar
o Stereotaksi
- Hayvanlarda beyin i¢i enjeksiyonda koordinatlar1 hesaplamak ve sabit
tutmak i¢in kullanild.
e MAY-PA Passive Avoidance System
- Hayvanlarda bellek parametrelerini 6lgmek i¢in kullanildi.
e Morris Su labirenti
- Hayvanlarda bellek parametrelerini 6l¢gmek igin kullanildu.
e Leica LM 15105 Kriostat
- Donmus beyin dokusu kesitlerinin alinmasi i¢in kullanildu.
e Next Advance Bullet Homojenizat6r
- Dokularn yiiksek devirde parcalanmasi i¢in kullanildi.
e Niive 1200R Sogutmali Santrifij
- Soguk kosullarda santrifiij yapma olanag1 sagladi.
e ThermoScientific Multiscan Go
- Nanospektrofotometrik 6lgtimlerde kullanildi.
¢ Runik Thermal Cycle
- PCR teknigi i¢in kullanildu.
e BioRad CFX Connect Real Time PCR

- Real Time PCR tekniginde kullanildu.
e Nikon TS100 Upright Mikroskop

- Kesit goriintiilenmesi i¢in kullanildi.
e [C Siv1 Nitrojen Tank1

- Dokularin s1v1 azot i¢inde dondurulmast i¢in gereklidir.
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3.1.2 Kullanilan Malzemeler

AP (1- 42) Rat Sigma-Aldrich

- Model olusturmak i¢in kullanilda.

Alzet mini ozmotik pompa

- Model olusturmak i¢in kullanilda.

Locit yapistirict

- Model olusturulan hayvanda pompayi sabitlemek i¢in kullanildi.
SensiFAST SYBR Green

- Real Time PCR’da kullanild:.

gScript cDNA sentez kit

- c¢DNA sentezi yapilmak i¢in kullanildi.

gScript mikroRNA cDNA sentez kit

- mikroRNA’y1 cDNA’ya ¢evirmek i¢in kullanildi.
USCN ELISA kit

- ELISA testi yapmak i¢in kullanildi.

RINO Tup next advance

-  miRNA calismasi i¢in kullanildi.

Thermo Scientific GeneJET RNA Pdrifikasyon kit

- RNA izolasyonu i¢in kullanildi.

RNAseZAP

- RNA calisamalrinda ortam1 RNAse free yapmak i¢in kullanildi.
Phospho-PHF-tau Antikoru

- Fosforiletau boyamasi i¢in kullanildi.
Thymoquinone Aldrich

- Tedavi amagli kullanild.
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3.2. Yontem

3.2.1 Hayvan Calismalari
Bezmialem Vakif Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Etik Kurul komitesinden

9.2015/ 26 sayili etik onay1 alinarak ve deney hayvanlarinin bakim ve kullanimi ile

ilgili rehber ¢alisma siiresince (NIH publication No. 85-23, revised 1996) takip

edilerek uygulamalar yapildi.

52 adet disi Spraque Dawley si¢an (250 gr—330 gr) rastgele bir sekilde 8 deney

grubuna ayrildi. Siganlar Bezmialem Vakif Universitesi Deneysel Hayvanlari
Unitesi'ndeki sicaklik ve 1s1k kontrollii bir odada (21 + 2 °C vel2 saat aydmlk/ 12

saat karanlik dongiisii) sigan yemi ve musluk suyu ile serbest olarak beslendi.

Hayvan gruplari asagidaki sekilde belirlenmistir:

Grup 1 (AP): 15 ginliik AP infiizyonunu takiben olusturulmus sporadik
Alzheimer modeli grubu (15 hayvan),

Grup 1.1 (AB): Alzheimer modeli olusturulmus ve gavajla TQ ¢oziiciisii olan
musir yagi verilen grup (7 hayvan),

Grup 1.2 (Ap+TQ): Alzheimer modeli olusturulmus ve gavajla TQ tedavisi
uygulanan grup (8 hayvan),

Grup 2 (STZ): STZ ile beyin ici enjeksiyonu takiben olusturulmus sporadik
Alzheimer modeli grubu (14 hayvan),

Grup 2.1 (STZ): Alzheimer modeli olusturulmus ve gavajla TQ ¢oziiclisi
olan misir yagi verilen grup (6 hayvan),

Grup 2.2 (STZ+TQ): Alzheimer modeli olusturulmus ve gavajla TQ tedavisi
uygulanan grup (8 hayvan),

Grup 3 (SHAM-AB): 15 gunluk salin inflizyonunu takiben olusturulmus Grup
1’in kontrol grubu (8 hayvan),

Grup 4 (SHAM-STZ): Yapay BOS ile beyin ici enjeksiyonunu takiben
olusturulmus Grup 2’in kontrol grubu (8 hayvan),

Grup 5 (KONTROL): Saglikli hayvanlardan olusan (hi¢bir muameleye
maruz kalmamis) TQ ¢oziiciisll olan misir yagi verilen grup (4 hayvan).

Grup 6 (KONTROL-TQ): Saglikli hayvanlardan olusan (higbir muameleye

maruz kalmamis) TQ verilen grup (4 hayvan),
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3.2.2 Ap infuizyonu
B-Amiloid (1-42) 1 ml stok hazirlanmak tizere %64,9 dH20, %35 asetonitril, %0,1

TFA igeren soliisyonda ¢ozdiriildi. 226 uM’lik stok ¢ozeltiden toplamda 4200
pmol/200 ul/pompa olacak sekilde dH20 ile seyreltme yapildi. Hazirlanan ¢ozelti 37
°C’de 3 gece calkalayici iizerinde agregasyonu indiikklemek amaciyla inkiibasyona
birakildi. 300 pmol/giin salinim yapma 6zelligine sahip pompalar kullanimdan bir
gece Once aktive edildi [74]. Bunun igin, 2 gece boyunca 37 °C’de inkiibe edilen
agrege B-Amiloid (1-42) c¢ozeltisi dikkatlice pompalara dolduruldu ve inflizyon
katateri ve kaniilii ile birlestirildi. Daha sonra pompalar izotonik salin sollisyonuna
(% 0,9 NaCl) tamamen gomiilecek sekilde bir kabin igerisine yerlestirilerek 3. geceyi
tamamlamak tizere 37 °C’deki inkiibasyonlarina devam ettirildi.

Aktive edilen B-Amiloid (1-42) iceren pompalar inkiibatdrden alinarak hayvanlara
transplante edilmek iizere hazirlandi. 35 mg/kg rompun, 50 mg/kg ketalar anestezisi
altindaki hayvanlar stereotaksi g¢emberine yerlestirilip kafalari sabitlendi. Sag
hipokampiis koordinatlarma (AP:-3,60: L:-2,00: V:-4,00) denk gelen nokta
belirlenerek kemik matkab: ile kafatasini delme islemi gerceklestirildi. infiizyon
kaniillerinin istenilen derinlige (V:-4,00) inmesi amaciyla infiizyon kitinden ¢ikan
spacerlar kulland1. 2 adet spacer gegirilmis kaniil kafatasinin delinen noktasindan
dikkatlice beyne sokuldu. Kaniiliin hareket etmemesi i¢in loctit yapistirici ile
kafatasina sabitleme yapildi. Daha sonra inflizyon kataterine bagli olan pompa
hayvanlarin sirt bolgesine yerlestirildi. Hayvanlardaki su kaybimi telafi etmek
amaciyla 1 ml deri alt1 izotonik salin ve enfeksiyonu 6nlemek amaciyla da 0.1 ml
Sefazon antibiyotik enjeksiyonu yapildi.

Operasyonlari takiben 15 giin sonra hayvanlar rastgele iki gruba ayrildi. Hayvanlarin
yarisina (n=7, tedavi grubu) misir yaginda ¢ozdiiriilmiis TQ (20 mg/kg) diger
yarisina (n=8, kontrol grubu) ise ayni miktarda misir yag1 gavaj yoluyla 15 giin
boyunca intlbe edildi.

3.2.3 STZ Enjeksiyonu
35 mg/kg rompun, 50 mg/kg ketalar anestezisi altindaki hayvanlar stereotaksi

cemberine yerlestirilip kafalar1 sabitlendi. Sag ve sol hipokampiis koordinatlarina
(AP:0,80: L:+/- 1,50: V:-3,50) denk gelen nokta belirlenerek kemik matkabi ile
kafatasin1 delme islemi gerceklestirildi. Yapay BOS igerisinde ¢ozdiiriilmiis 3 mg/kg
STZ toplamda 20 pl olacak sekilde bilateral olarak enjekte edildi [75]. STZ

17



enjeksiyonu iki doz seklinde uygulandi. Birinci glin kabul edilen ilk muamelenin
ardindan 1 giin ara verilerek iiclincii giinde diger dozun uygulamasi ayni sekilde
gerceklestirildi. Hayvanlardaki su kaybii telafi etmek amaciyla 1 ml deri alti
izotoniksalin ve enfeksiyonu onlemek amaciyla da 0.1 ml Sefazon antibiyotik
enjeksiyonu yapildu.

Son enjeksiyon giniini takiben 15 giin sonra hayvanlar rastgele iki gruba ayrild. Tk
gruba (n=6, tedavi grubu) misir yaginda ¢ozdiiriilmiis TQ (20 mg/kg) diger gruba ise
(n=8, kontrol grubu) misir yagi gavaj yoluyla 15 giin boyunca her giin verildi. (6 ml
musir yaginda ¢ozdiirdigiimiiz 120 mg TQ [76] ).

3.3. Davrams Deneyleri

3.3.1 Pasif sakinma testi

Deney diizenegi paslanmaz 1zgara ¢elik tabanli elektrik soku verilmeyen aydinlik oda
40x30x26 cm ebatlarinda (2000 liimen aydinlatmali) ve hafif diizeyde elektrik soku
verilebilecek diizenekte hazirlanmis karanlik oda (40x30x 26 cm) olmak Uzere iki
bolimden olusmakta ve dlzenekte bolmeler arasi bir gecis kapist (8x4,5 cm)
bulunmaktadir [75]. Ogrenme testi siganin aydinlik odaya yerlestirilmesi ile basladi
ve ortami kesfetmeleri amaciyla aydinlik ortamdan karanlik ortama gegis kapisi 20
saniye boyunca kapali birakildi. 20 saniye sonunda kap1 agildi ve aydinlik odadan
karanlik odaya gegen siganlara karanlik odada yerdeki 1zgaralardan 2 saniye boyunca
elektrik soku verildi. Hayvanlar karanlik odadan tekrar aydinlik odaya gectiklerinde
deney bilgisayar yazilimi ile otomatik olarak sonlandirildi. Kisa siireli bellek
degerlendirilmesi i¢in 1 saat sonra aydinlik odaya yerlestirilen hayvanlarin karanlik
odaya gecis siireleri hesaplandi. Uzun siireli bellegi degerlendirmek igin 24 saat ve
72 saat sonra tekrar aydilik odadan karanlik odaya gegis siireleri degerlendirildi. Ug
farkli glinde yapilan bu deneyde hayvanlarin odalar arasi gecis siiresini
degerlendirmek i¢in maksimum bekleme siiresi 300 saniye olarak belirlendi [75].
3.3.2 Morris su labirenti

Morris tarafindan sigan ve farelerin kisa siireli bellek, uzun sireli bellek ve uzaysal
bellek parametrelerini 6l¢mek i¢in gelistirilen test, 51 cm yiiksekliginde ve 210 cm
capinda su dolu (23°C sicaklikta) silindir bir tanktan olusmaktadir. Deney
baslangicinda, su dolu havuza toksik olmayan yesil renkli gida boyasi dokiilerek
havuzun yiizeyinin ve kagis platformunun sigan tarafindan goériilmesi 6nlendi. Su
labirentinin dort tarafin1 gevreleyen duvarlara siganin konum tahmini yapabilmesi

icin farkli sekillerde gorsel ipuglari yerlestirildi (liggen, yuvarlak, kare). Havuzun
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dortte birlik kisminin rastgele bir bdlgesine su ylizeyinden 1 cm igeriye hayvanin
goremeyecegi seviyede kagis platformu yerlestirildi. Siganlar her giin dort deneme ile
havuzun farkli kutuplarindan (dogu, bati, kuzey, giliney) suya birakilarak suyun
icinde gizlenmis olan platformu 60 sn icinde bulmaya ¢alist1. ilk giin 60 sn icinde
platforma ulasamayan siganlara platform konumu gosterildi. Siganlarin giinliikk dort
denemede platforma ulagma siireleri kaydedildi. 7. giin testin prob denemesi yapildi.
Su labirentindeki kagis platformu prob denemesinde ¢ikarildi. Si¢anlar Onceki
denemelerde oldugu gibi tankin herhangi bir kutbundan suya birakildi ve bir dakika
boyunca kagis platformunun 6nceden bulundugu ¢eyrek bolge icerisinde hayvanlarin
vakit gecirme siiresi hesaplandi.

3.4. Dokularin alinmasi

Davranis deneylerinin tamamlanmasi ile birlikte isofloran anestezisi altindaki
hayvanlar dekapitasyon ile sakrifiye edildi. Sakrifiye olan hayvanlardan alinan beyin
dokular1 kuru buz (zerinde dondurularak -80 °C dondurucuya saklanmak uzere
kaldirildi.

Donmus beyin dokular1 krayoprotektan mediumlara gomulerek krayostat cihazinda
20 um kalinliginda hipokampus seviyesinden kesildi, pozitif yiiklii lamlara toplandi.
Dokular 1s1 ile fiksasyonun ardindan -80°C dondurucuya kaldirildi. Kesitlerin bir
kismi da miRNA c¢alismasinda kullanilmak tizere RNase free tiplere alinip -80°C

dondurucuya kaldirildi.
3.5. Histolojik Cahsmalar

3.5.1 Cresyl Violet

-80 °C dondurucudan ¢ikarilan slaytlar 37 °C’lik 1s1ya ayarli inkiibatérde 30 dakika
kurutuldu. Fikse etmek icin Paraformaldehitte (PFA) bekletildi. Fosfat tamponunda 5
dakika bekletildi. Suyu giderme asamasinda sirasiyla %70, %95 ve %1001tk
etanolde 2'ser dakika, bekletildi. Yagdan arindirma asamasinda Ksilende sirasiyla 5
dakika, 10 dakika ve 1 dakika bekletildi. Kesitleri tekrar rehidre yapmak amciyla
sirastyla %100, %95 ve % 70'lik etanolde 1'er dakika ve distile suda 30 saniye
bekletildi. Boyama asamasinda kresil viyolet soliisyonunda 10 dakika bekletildi
sonrasinda distile su ile yikann kesitler yeniden alkol serisinden gegirilerek dehidre

edilip ksilen soliisyonuna alind1 ve su bazli kapama soliisyonu ile kapatildi.

19



3.5.2Congo Red

-80 °C dondurucudan ¢ikarilan slaytlar 37 °C 1siya ayarl inkiibatorde 30 dakika
kurutuldu. Fikse etmek i¢in PFA’da 10 dakika bekletildi. Fosfat tamponunda 5
dakika bekletildi. Hazirlanan CongoRed sollisyonunda 7 dakika bekletildi. Distile su
ile 5 dakika sire ile ikiser defa yikandi. Sirasiyla %50, %70, %80, %95 ve %100'ltk
etanolde 2'ser dakika bekletildi. Ardindan ksilende 2 dakika bekletildi ve entellan
yardimu ile kapatildi.

3.5.3 Amiloid beta imminfloresan

-80 °C dondurucudan ¢ikarilan kesitler 37 °C 1siya ayarh inkiibatérde 30 dakika
kurutuldu. Fikse etmek icin PFA’da 20 dakika bekletildi. Antijen kurtarma
asamasinda % 1 Sodyum Dedosil Sulfat (SDS) iginde fosfat tamponu ile oda 1sisinda
inklibe edildi ve yine ayni tampon ile 3 kere yikandi. Kesitler daha sonra % 10
Normal Kegi Serumu ve %0,3 Triton X deterjan1 i¢eren fosfat tamponunda 1 saat oda
sicakliginda bekletilerek endojen enzimler bloklanmasi saglandi. Birincil antikor
solusyonu %2 NGS, %0,3 Triton X igeren tampon ¢ozeltisinde 1:1000 oraninda
olacak sekilde AP antikoru hazirlandi. Uzeri parafilm ile kapali olarak bir gece
boyunca +4 °C’de bekletilen kesitler ertesi gun fosfat tamponu ile yikanarak %10
NGS ve %0,3 Triton X iceren tampon ¢ozeltisinde 1:500 oraninda hazirlanmis ikincil
antikora oda 1s1sinda 2 saat maruz birakildilar. iki saatlik siirenin sonunda fosfat
tamponu ile yikanan kesitler DAPI’li kapama medyumu ile kapatildu.

3.5.4 Fosforile tau

-80 °C dondurucudan c¢ikarilan kesitler 37 °C 1isiya ayarli inkiibatorde 30 dakika
kurutuldu. Fikse etmek icin -20 “C’de sogutulmus Aseton igerisine yerlestirilerek -
20°C’del0 dakika bekletildi. Ardindan 5 dakika stre ile 3’er kez fosfat tamponu ile
yikama yapildi. Kesitler daha sonra % 10 Normal Kegi Serumu ve %0,3 Triton X
deterjan1 igeren fosfat tamponunda 1 saat oda sicakliginda bekletilerek endojen
enzimler bloklanmasi saglandi. Birincil antikor soliisyonu (fosforile Tau proteinine
kars1 gelistirilmis) %2 NGS, %0,3 Triton X iceren tampon c¢ozeltisinde 1:100
oraninda olacak sekilde hazirlandi. Uzeri parafilm ile kapali olarak Kesitler bir gece
boyunca +4 ‘C’de bekletildi. Ertesi gun kesitler 3’er kez 5 dakika siire ile fosfat
tamponunda yikandi. %10 NGS ve %0,3 Triton X igeren tampon ¢6zeltisinde 1:500

oraninda hazirlanmis ikincil antikor oda 1sisinda 1,5 saat olacak sekilde kesitlerin
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tizerine damlatildi. Bir buguk saatlik surenin sonunda fosfat tamponu ile yikanan

kesitler DAPI’li kapama medyumu ile kapatildi.

3.6. Molekiiler Calismalar

3.6.1 RNA c¢alismalar1 (MRNA ve mikroRNA)

3.6.1.1 RNA izolasyonu

Calisilan ortam, kullanilan cihazlar, ara¢ ve gerecler RNAse ZAP temizleme
solisyonu ile steril edildi. -80 °C dondurucudan ¢ikarilan dokularin {izerine doku
agirliklartyla orantili olarak Trizol® soliisyonu eklendi. Homojenizasyon igin teflon
mikro boncuklardan yararlanildi. Homojenizasyon cihazinda 20 sn pargalanan doku
lizatinin, slpernatantlar1 temiz tuplere ayrildi. Trizol miktar1 kadar kloroform
ilavesinin ardindan bu homojenizat iyice karistirilarak 12000g’desantrifiij edildi. Ust
faz alinarak tizerine esit miktarda % 70 etanol ilave edildi ve DNA’y1 elimine eden
RNA yakalayict kolanlara yiiklenerek tekrar 12000g’de santriflij islemi
gerceklestirildi. Daha sonraki yikama asamasinda kolonlar birbiri ardina yikama
soliisyonlar1 ile muamele edilerek santrifiij edildi. Kolanlara son olarak nikleaz
icermeyen su ilave edildi ve 12000 g’de santrifilj islemiyle eliisyon gergeklestirildi,
bdylece RNA’lar izole edildi.

3.6.1.2 RNA Miktarmin Olgiilmesi
Orneklerden 2’ser pl alinarak spektrofotometrede 260 nm, 280 nm ve 230 nm dalga
boylarinda ol¢tim yapildi. Spektrofotometre cihazinin hesaplamasina gore Ornek

konsantrasyonlari pg/ml cinsinden hesaplandi

3.6.1.3 cDNA Sentezi

Calisilan ortam, kullanilan cihazlar, ara¢ ve gerecler RNAse ZAP temizleme
soliisyonu ile steril edildi. Reaksiyon karigimi (optimize edilmis tampon ¢ozelti,
magnezyum, oligodTprimer, randomprimer ve dNTP seti) ve ters transkriptaz enzimi
igeren bir ana karisim hazirlanarak kuyu basina 5 pl olacak sekilde 96 kuyuluk
plakalara paylastirildi. Eklenmesi gereken su ve RNA miktarlar1 500 ng RNA’ya
denk gelecek sekilde konsantrasyonlara gore hesaplandi. RNA eklenmesiyle son
hacim su ile 20 ul’ye tamamlanarak Runik termal cihazinda asagida belirtilen
kosullarda cDNA sentez reaksiyonu gerceklestirildi.

-22°C’de 1 dongt, 5 dk,
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- 42°C’de 1 dongt, 30 dk,
- 85°C’de 1 dongt, 5 dk,
Elde edilen cDNA’larin {izerine 80 pul niikleaz icermeyen su eklenerek 1:5

oraninda seyreltme yapildi. Saklanmak tizere cDNA’larn igeren plaka -20 °C’ye
kaldirildi.

3.6.2 miRNA cDNA sentezi

3.6.2.1 PolyA zincir uzatma reaksiyonu

Her caligma 6ncesi yapildigr gibi ¢alisilan ortam, kullanilan cihazlar, arag ve geregler
RNAse ZAP temizleme soliisyonu ile steril edildi. PolyA tampon karisimi (optimize
edilmis PolyA tampon ¢ozeltisi, ATP, magnezyum), su ve PolyA polimeraz enzimi
iceren bir ana karisim hazirlanarak 96 kuyulu plakalara kuyu basina 2,2 pl olacak
sekilde eklendi. Eklenmesi gereken su ve RNA miktarlar1 500 ng RNA’ya denk
gelecek sekilde konsantrasyonlarina gore hesaplandi. RNA ve suyun eklenmesiyle
son total hacim 7,5 ul’ye tamamlanarak Runik termal cihazinda asagida belirtilen

kosullarda cDNA sentez reaksiyonu gergeklestirildi.

- 37°C’de 1 dongt, 60 dk,
- 70°C’de 1 dongt, 5 dk,

3.6.2.2 Tek zincir cDNA sentezleme reaksiyonu
PolyA kuyrugu uzatma reaksiyonunun ardindan oOrnekleri iceren plaka santrifiij

edilerek orneklerin ¢okmesi saglandi. Reaksiyon karigimi (optimize edilmis tampon
cozelti, magnezyum, oligodT primer, random primer ve dNTP seti) ve ters
transkriptaz enzimi iceren bir ana karisim hazirlanarak kuyu basina 7,5 ul olacak
sekilde 96 kuyuluk plakalara paylastirildi. Uzerlerine drnek basma 7,5 ul olacak
sekilde PolyA zincir uzatma reaksiyonunun drinleri eklendi ve toplamdal5 ul
reaksiyon karisimi elde edildi. Asagida belirtilen kosullarda cDNA sentez reaksiyonu
gergeklestirildi.

- 42°C’de 1 dongii, 20 dk,

- 85°C’de 1 dongti, 5 dk,
Elde edilen MikroRNA c¢cDNA’larmin iizerine 35 pl niikleaz igermeyen su eklenerek
3:10 oraninda seyreltme yapildi. Saklanmak tizere cDNA’lar1 igeren plaka -20 °C’ye
kaldirildi.
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3.7. Kantitatif Ger¢cek Zamanh PCR

3.7. 1 Primer Tasarlama
Caligma kapsaminda primer bdlgelerinin ¢ogaltimi i¢in uygun primer g¢iftleri

Sentromer firmasi tarafindan sentez ettirilmistir. (Tablo 4)

Tablo 1: Gergek zamanli PCR’da kullanmak iizere tasarlanan primerler

Primer Adi Baz Baz Dizisi (5°- 3°)
Sayisi
miR-26b 21 TTCAAGTAATTCAGGATAGGT
miR-29%a 22 TAGCACCATCTGAAATCGGTTA
miR-29c 22 TAGCACCATTTGAAATCGGTTA
miR-124 20 TAAGGCACGCGGTGAATGCC
APP 221 | F GGAGCAGAACTACTCCGACG
R CGTCGACAGGCTCAACTTCA
BACE-1 197 | FCCAACCTTCGTTTGCCCAAG
R GCGGAAGGACTGATTGGTGA
Presenilin-1 235 | FATGCTGGTCGAAACAGCTCA
R GACTGTCTCTTTGGGCCTCC
Presenilin-2 178 | F AGCTCCCTTACGATCCAGAGA
R CCCACCAGAACGCTGTAGAA
APO-E 216 | FTTGGGCTGGCGATTCACCC
R TCAGAAAGCGTCTGCACCCA
TAU 194 | F CAGCCATGATTTTGGCCACC
R GATACAGTGGCTGTGCGAGG
MAP-2 153 | F AAAAAGCGGCACCTCAACAC
R CTGGGCACCAAGATGCCAAAT
DCX 204 | FGTTCATTGCTTGTGGCCCTG
R GCGTCTTGGTCGTTACCTGA
NGF 206 | FTCGCTCTCCTTCACAGAGTTT
R TGCCTGTACGCCGATCAAAA
AKT 185 | FCACCGCTTCTTTGCCAACAT
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R CTCCGTTCACTGTCCACACA

BCL-2 243 | F GAGGGGCTACGAGTGGGATA
R CGGTAGCGACGAGAGAAGTC

NFKB 162 F CAGACACCTTTGCACTTGGC
R CTTGAGTAGGACCCCGAGGA

SINAPSIN 165 | FCCTTCAACCTTCCAGAGCCA

R CTCAGGACCCAGAGAGGGTT
SINAPTOFIZIN 197 | FAAGGCCTGTCCGATGTGAAG
R GCCTGTCTCCTTGAACACGA

BAX 166 | F AGGACGCATCCACCAAGAAG
R CAGTTGAAGTTGCCGTCTGC
P53 245 | F AGTTAGGGGGTACCTGGCAT

R AACTCTGCAACATCCTGGGG

3.7.29PCR
Gergek Zamanli PCR yapmak igin; ileri primer, geri primer, su ve reaksiyon karigimi

(syber yesil boyasi, DNA polimeraz, dUTP igeren dNTP) plakalara 14 ul olacak
sekilde paylastirildi. cDNA o6rneklerinden 1 pl alinarak plakalara eklendi. Asagida
belirtilen kosullarda gergek zamanli PCR reaksiyonu gergeklestirildi.

-Polimeraz aktivasyonu: 95°C’de 1 dong, 2 dk,

- Denaturasyon: 95°C’de 1 dongt, S sn,

- Primer Baglanmas1: 60-65°C’de 1 dongii, 10sn,

- Uzatma: 72°C’de 1 dongii, 15sn,

3.8. ELISA Calismasi

3.8.1 Doku homojenizasyonu

-80 °C dondurucudan ¢ikarilan dokular kuru buz tizerine alindi. Hassas terazide
dokularin agirlilan dl¢iildii ve 100 mg 6rnek basina 500 pl olacak sekilde lizis buffer
eklendi. Orneklerin tizerine Laemli Tamponu ekledikten sonra normal buz (zerine
alindi Homojenizator cihazinda homojenizasyon yapildi. Vorteksleyip 20 dakika
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon ardindan tekrar vorteksleyerek +4 °C* de 14.000
rpm 15 dk santrifiij yapildi. Stipernatantlar baska bir eppendorfa alind1.
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3.8.2 ELISA
Calismaya baslamadan 6nce kit bilesenleri ve numuneler oda sicakligina getirildi. Kit

ile birlikte gelen 96 kuyuluk plakanin i¢ine 10 ul homojenize doku 6rnekleri eklendi
ve 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Kuyularin igerisinden Ornekler aspire edildi.
Kuyularn igerisine kitin igerisinde yer alan 10 pl Deteksiyon Ayiract A ilave edildi
ve 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.1 saatlik strenin sonunda deteksiyon ayiraci aspire
edilip kuyular 3’er kez yikandi. Yikanan kuyularin igerisine kitin icerisinde yer alan
10 pl Deteksiyon Ayiract B ilave edildi ve 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan deteksiyon ayiraci aspire edilip kuyular 5’er kez yikandi. Bir
sonraki asamada kuyulara kitin icerisinde yer alan 90 pl substrat ¢ozeltisi eklendi ve
37°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Kitin iginde yer durdurma solusyonunu da kuyulara
50ul olgiisiinde eklendi. Ardindan Thermo scientific multi scan go cihazinda 450

nm’de okuma yapildi.
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4 BULGULAR

AP ve STZ modeli olusturulan hayvan gruplarinin tiim deneysel g¢alismalarinda
gruplara kendi arasinda degerlendirme yapildi.

4.1 Morris Su labirenti

(=]
(]
1

Morris Su Tanki Ogrenme

(%3]
o
1

40 -
—4—Kontrol
30 -
=f—Sham
20 - == AB
AB+TQ

[y
o
1

Platforma Ulasma Siiresi (sn)

o

1.gun 2.gun 3.gun 4.gun 5.gln

Giinler

Sekil 7: Amiloid Beta inflizyonu ile yapilan Alzheimer modelinde Morris su labirenti 6grenme deneyi
(yuzulen sure)

Sekil 7 ‘de goriildigi lizere ve tekrarli dlcim ANOVA verilerine gore giinler
arasinda (F,84=37,580 p<0.001) anlamli bir degisiklik bulunurken 5 giinliikk yer
ogrenme  deneylerinde  gruplar  arasinda  (F321=0,893 p=0.557) fark

bulunmamaktadir.
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Sekil 8: Amiloid Beta inflizyonu ile yapilan Alzheimer modelinde Morris su labirenti 6grenme deneyi

Sekil 8 ‘de gorildigi tizere ve tekrarli dlgim ANOVA verilerine gore giinler
arasinda (F@,84=36,847 p<0.001) anlamli bir degisiklik bulunurken 5 giinliik yer

ogrenme deneylerinde yiiziilen mesafeye bakildig:

(ylzilen mesafe)

(F,21)=0,06 p=0,980) fark bulunmamaktadir.

Platform alaninda gecirilen siiresinin
yiizdesi (%o)

100

90
80
70
60
50
40
30
20
10

Probe (Hafiza)

Kontrol

Sham Kontrol AB AB+TQ

Sekil 9: Amiloid Beta inflizyonu ile yapilan Alzheimer modelinde Morris su labirenti deneyinde

bellek dlcimdi
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Ogrenme deneylerinde oldugu gibi hafiza 6lgiimleri igin kullanilan platformsuz

probe deneylerinde de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmemistir (F(323=1,092 p=0,375) (Sekil 9).

Platforma Ulasma Siiresi (sn)

[=x}
[an}
|

U
[an}
1

.
[an}

[0%)
[an}
1

[l
[an}
1

[y
o
1

[an]

; Morris Su Tanki Ogrenme 4
' *

T

.

== Kontrol

== 5Sham

== STZ
STZ+TQ

1.gln 2.gln 3.gln 4. gin 5.gin

Giinler

Sekil 10: STZ enjeksiyonu ile yapilan Alzheimer modelinde Morris su labirenti 63renme deneyi

(yuzulen stire)

Sekil 10 ‘da goriildugii iizere ve tekrarli 6lgiim ANOVA verilerine gore giinler

arasinda (F,92=31,856 p<0.001) anlamli bir degisiklik bulunurken 5 giinliik yer

O0grenme deneylerinde yiiziilen mesafeye bakildigi zaman da gruplar arasinda

(F.23=12,774 p<0,001) istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktadir. Gruplar

arasindaki farklilik 6zellikle 3. Giinden sonra anlamli seviyelerde seyretmis ve STZ

grubundaki hayvanlarda kontrol ve sham kontrol grubuna gore yer Ogrenmede

gecikme gozlenmistir. TQ verilen grupta ise bu gecikme daha da artmistir (p<0.05).
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Sekil 11: STZ enjeksiyonu ile yapilan Alzheimer modelinde Morris su labirenti 6grenme deneyi
(ylzilen mesafe)

Kagis platformuna ulagincaya kadar gecen siirede goriildiigii gibi platforma
ulagincaya kadar yiiziilen mesafede de istatistiksel olarak hem giinler arasinda
(F4,92=45,696 p<0.001) hem de gruplar arasinda (F(3,23=12,699 p<0.001) anlaml1 bir
farklilik bulunmaktadir.

Probe (Hafiza)

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 - T

20 -
10 | .
0

Kontrol Sham Kontrol STZ STZ+TQ

siiresinin yiizdesi (%o)

Platform alanimnda gecirilen

Sekil 12: STZ enjeksiyonu ile yapilan Alzheimer modelinde Morris su labirenti deneyinde bellek
olcumi
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Ogrenme deneylerinde oldugu gibi hafiza 6lgiimleri igin kullanilan platformsuz
probe deneylerinde de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmistir (F(323=4,945 p=0,010) (Sekil 6). Tek yonlii varyans analizine gére STZ
enjeksiyonu yapilan grupta hem kontrol grubuna oranla (p=0,007) hem de sham
kontroliine (p=0,022) oranla hafizada bir azalma goriilmektedir. TQ verilen grupta
ise yine kontrol (p=0,009) ve sham kontrol grubuna (p=0,027) oranla anlamli bir
azalma bulunurken tedavi edilmeyen gruba oranla bir iyilesme gozlenmemistir

(p=0,925).

4.2 Pasif Sakinma Testi
Pasif Sakinma Testi (Hafiza)

200 -
Z 150 -
= 1
=
T
:§ 100 -
=
=
= 50
v

0 T T T 1
Kontrol Sham kontrol AB AB+TQ

Sekil 13: Amiloid Beta infiizyonu ile yapilan Alzheimer modelinde siganlarin pasif sakinmada
gosterdikleri korku hafizas1 performans sonuglari

Tek yonli ANOVA yapildiginda Amiloid Beta infiizyonu ile yapilan Alzheimer
modelinde siganlarin pasif sakinmada gosterdikleri korku hafizasinda gruplar
arasinda istatistiksel olarak bir fark gozlenmemistir (F(325=0,454 p=0,717) (Sekil
13).
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Pasif Sakinma Testi (Hafiza)

200 -
Z 150 - -
E
T
£ 100 -
=
=
S o |
2

0 T T T 1
Kontrol Sham kontrol STZ STZ+TQ

Sekil 14: STZ enjeksiyonu ile yapilan Alzheimer modelinde sicanlarin pasif sakinmada gosterdikleri
korku hafizasi performans sonuglari

Tek yonliit ANOVA yapildiginda STZ enjeksiyonu ile yapilan Alzheimer modelinde
siganlarin  pasif sakinmada gosterdikleri korku hafizasinda gruplar arasinda

istatistiksel olarak bir fark gézlenmemistir (F(324=1,058 p=0,388) (Sekil 8).
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4.3 Histolojik Boyamalar

4.3.1 Nissl Boyamasi ve hiicre sayim

Kontrol R SR | ™
S

e

P ™

Sekil 15: Amiloid Beta infiizyonu ile yapilan Alzheimer modelinde cresyl violet boyamasi ile hiicre
sayisinin belirlenmesi

Nissl boyamasi ile boyanan kesitlerin her birinde 40X objektifte 250 pm X 250 um
cekilen fotograflarda (her bolge igin inflizyonun yapildigi alani kaplayan 4 adet

resim) hiicre sayimi yapildi. Toplam hiicre sayilar1 gruplar arasinda karsilastirildi.

CAl DG
# 600 -

; 50 ;450
I

E 300
e £ 150 |
0 — T 1 . : 0 B i T T T
Kontml  Sham Ap ABTQ Kontrol ~ Sham AR ARTQ

Sekil 16: Amiloid Beta inflizyonu ile yapilan Alzheimer modelinde cresyl violet boyamasi ile
belirlenen CA1 ve Dentat Girus (DG) hiicre say1st

Tek yonlii ANOVA vyapildiginda Amiloid Beta infiizyonu ile yapilan Alzheimer
modelinde sicanlarin CA1 hiicre sayisinda istatiksel olarak anlamli bir dists

kaydedildi. TQ verilen grupta ise kontrol ve sham kontrol grubuna oranla anlaml1 bir
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hiicre kayb1 gozlenmedi (F(3.30=2,792 p=0,05) (Sekil 10). DG graniil hiicrelerinde ise
anlamli bir degisim kaydedilmedi.

Sekil 17: STZ enjeksiyonu ile yapilan Alzheimer modelinde siganlarin cresyl violet boyamas ile
hiicre sayisinin belirlenmesi

CA1
225 -
* *
2150 - l
= 75
O T T T 1
Kontrol Sham STZ STZ-TQ

Sekil 18: STZ enjeksiyonu ile yapilan Alzheimer modelinde siganlarin cresyl violet boyamasi ile
belirlenen CA1 hiicre sayist

Tek yonliit ANOVA yapildiginda STZ enjeksiyonu ile yapilan Alzheimer modelinde

siganlarin CA1 hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir diisiis kaydedilmistir.
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TQ verilen grupta ise kontrol ve sham kontrol grubuna oranla yine anlamli bir hiicre

kayb1 gozlenmektedir (F(328=3,760 p=0,23) (Sekil 17 ve Sekil 18).

4.3.2 Amiloid Beta Birikimi

Sekil 19: Amiloid Beta infiizyonu ile yapilan Alzheimer modelinde amiloid beta birikimi (10X)

Amiloid beta antikoru ile yapilan boyamalarda amiloid beta birikimi sadece amiloid
beta inflizyonu ile yapilan Alzheimer modelinde gorilmiistir (Sekil 19). STZ
enjeksiyonu ile yapilan modelde ise amiloid beta birikimi gézlenmemistir. Daha 6nce
yapilan caligmalarda STZ modelinde amiloid beta birikiminin gerceklesmesi icin
gerekli sirenin enjeksiyon yapildiktan 6 ay veya 9 ay sonrast oldugu

bulunmustur[77].
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Sekil 20: Amiloid Beta inflizyonu ile yapilan Alzheimer modelinde amiloid beta birikimi ve
timokinonun etkinligi

Timokinonun amiloid beta birikimini azalttigi sekil 20°de gorulmektedir. Fakat
Student’s t test ile yapilan istatistiksel analiz sonucunda bu azalmanin marjinal bir

azalma oldugu gozlenmistir (p=0.08).

4.3.3 CongoRed Boyamasi
Congored boyamas1 protein oligomerizasyonunu gosterdiginden amiloid fibrillerin

gosterilmesi i¢in yapilan diger bir boyama tiiriidiir. Bu boyamada STZ enjeksiyonu
yapilan kesitlerde fibril olusumu goériinmemistir. Bu nedenle degerlendirmeler sadece

amiloid beta inflizyonu yapilan 6rneklerde yapilmistir.

Sekil 21: Amiloid Beta infiizyonu ile yapilan Alzheimer modelinde congored boyamasi
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Sekil 22: Amiloid Beta infiizyonu ile yapilan Alzheimer modelinde congored boyamasi

Tek yonlii ANOVA yapildiginda Amiloid Beta infiizyonu ile yapilan Alzheimer
modelinde amiloid fibril birikimi konusunda bir artma goériilmesine ragmen bu artig
istatistiksel olarak anlamli seviyelere ulasmamistir (F2,12)=2,040 p=0,173) (Sekil 22).
Post hoc LSD testlerine gore, amiloid beta verilen grupta biriken amiloid fibril
miktar1 sham kontrol grubuna oranla marjinal olarak anlamli bir sekilde artig gosterdi
(p=0.068). AB+TQ grubunda ise her iki grupla da kiyaslandiginda bir fark

g6zlenmedi.
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4.3.4 FosforileTau Proteinin immunofloresan Olarak incelenmesi

pTAU .

Sekil 23: STZ enjeksiyonu ile yapilan Alzheimer modelinde fosforile TAU proteinin immunofloresan
gorintusi (20X blyitme)

Sekil 24: STZ enjeksiyonu ile yapilan Alzheimer modelinde fosforile TAU proteinin hipokampis DG
bolgesinde norofibriler yumaklar halinde immunofloresan gorintisi (20X biyutme)

Fosforile TAU antikoru ile yapilan boyamalarda norofibriler yumaklarin bir
gostergesi olan hiperfosforile tau analizi sadece STZ enjeksiyonu ile yapilan
Alzheimer modelinde incelenmistir (Sekil 24). Yapilan incelemelerde nérofibriler
yumak goriiniimii seklinde fosforile olmus tau hipokampls bolgesinde de tespit
edilmistir. Bu bolgeden elde edilen resimlerden image J programi ile dansite dl¢timii

yapilmistir.
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Sekil 25: STZ enjeksiyonu ile yapilan Alzheimer modelinde fosforile TAU proteinin dansite dl¢iimii

Timokinonun fosforile TAU immunofloresan dansite 6l¢limiini azalttigi sekil 25°te
goriilmektedir. Fakat Student’s t test ile yapilan istatistiksel analiz sonucunda bu
azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigi gézlenmistir (p=0.30). Bunu takiben

yapilan fosforile tau pozitif alanlarin sayiminda da benzer sonuglar elde edilmistir

(p=0.1) (Sekil 26).
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Sekil 26: STZ enjeksiyonu ile yapilan Alzheimer modelinde fosforile TAU alanlarin sayimi
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4.4 Gercek Zamanh PCR

Gergek zamanli PCR reaksiyonu sonucunda dlgiilen Ct (dongi esigi) degerleri, aktin

ile normalize edilerek kontrol gruplarina gore oranlandi ve kat farklar1 elde edildi

(Formiil 1). Her gen icin hesaplanan kat farklari renklendirilmis tablolar olarak

sunulmustur. Mavi renk tonlamalar1 artist ifade ederken kahverengi tonlamalar

azalis1 ifade etmektedir.

ACt = Ctlilgilenilen gen) — Ct(kontrol gen)

Kat Farln = 2-44¢Ct

4.4.1 AB Modeli olusturulan hayvanlarda qPCR

AACt = ACt(muamele grubu) — ACt{kalibratér grubu)

Tablo 2: Ap modeline gére miRNA’larin artig ve azalig miktarinin gosterilmesi

o AP AB-TQ AB-TQ

AlPS1 kontra ipsi kontra
Mir-26b 1,85 1,83 1 1,12
Mir-29a 1,45 1,16 1,16 1,77
Mir-29c 1,87 1,47 1,41 1,2
Mir-124 2,33 1,1 2,51 1,93

Formil 1
Azalis  Artis
<1 <1
1<..<2 1<...<2
2<..<3 2<..<3
3<..<4

AP modeli olusturulan siganlarda gergek zamanli PCR sonucuna bakildiginda

kontrole gore, hem AP modeli hayvanlarin hem de TQ ile tedavi edilen hayvanlarin

ipsilateral yarimkiiresinde (AP enjekte ettigimiz bolge) miR-124 seviyelerinde 2 kat

arttg gozlenmistir. Mir-26b, mir-29a, mir-29c seviyelerinde ise kontrole gére anlaml

bir faklilik gozlemlenmemistir.
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Tablo 3: A modeline gore genlerin artig ve azalis miktarinin gosterilmesi

ABipsi AP kontra AB-TQ  AB-TQ

ipsi kontra
APP 1,01 1,14 1,08 1,07
BACE1 1 1,46 1,14 1,26
PSEN1 1,36 1,51 1,16 1,62
PSEN2 1,19 1,03 1,04 1,28
APOE 1,36 1,97 1,2 1,42
Tau 1,2 1,59 1,82 2,09
Sinapsin 1,08 1,18 1,15 1,38
Sinaptofizin 1,15 1,09 2,28 1,1
DCX 1,26 2,82 1,2 2,55
NGF 1,17 1,53 1,58 3,07
NFkB 1,41 1,31 1,14 1,02
AKT 1,16 1,53 1,07 1,68
BAX 1,79 1,27 1,09 1,02
p53 1,52 1,11 1,07 11

AP modeli ile olusturulan hayvanlarda gergek zamanli PCR sonucunda C; degerleri
kontrole gore kiyaslandiginda MAP-2’de AP modelinde ipsilateral yarimkiirede 2
kat, AP kontralateral yarimkiirede (AP enjekte ettigimiz bolgenin karsi bolgesi) 8 kat,
AP modeli olusturulup TQ ile tedavi edilen hayvanlarin ipsilateralinde 3 kat ve
kontralateralinde 14 kat azalma gozlenmistir. NGF’in A modeli olusturulup TQ ile
tedavi edilen hayvanlarda kontralateral yarimkiirede kontrole kiyasla 3 kat diisiis
gozlenmistir. DCX’nin Ap modelinin TQ ile tedavisi sonucunda kontralateralde

kontrole kiyasla 2 kat azalma gdézlenmistir.
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4.4.2 STZ Modeli olusturulan hayvanlarda gPCR

Tablo 4: STZ modeline gére miRNA’larin artig ve azalis miktarinin gosterilmesi

STZ-
TQ

Mir-26b 1,07 1,02
Mir-29a 1,38 1,34
Mir-29c 1,11 1,13
Mir-124 14 3,57

STZ

STZ modeli olusturulan hayvanlarda ger¢ek zamanli PCR sonucunda kontrol ile
kiyaslandiginda STZ modelinde TQ tedavisinin miR-124 seviyelerinde 3 kat artis
sagladig1 gozlenmistir. Mir-26b, mir-29a, mir29-c’de ise kontrole gore anlamli bir

faklilik gdzlemlenmemistir.

Tablo 5: STZ modeline gore genlerin artig ve azalis miktarinin gosterilmesi

STZ STZ-TQ
APP 1,02 1,02
BACE1 1,07 1,12
PSEN1 1,52 1,4
PSEN2 1,07 1,18
APOE 2,22 1,94
Tau 1,58 1,84
MAP2 1,38 1,45

Sinapsin 1,24 1,18
Synaptophsin| 1,76 2,33

DCX 1,95 1,28
NGF 1,84 1,9
NFkB 1,08 1,07
AKT 1,49 1,48
BAX 1,24 1,35

p53 1,17 1,05
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STZ modeli hayvanlarda ger¢ek zamanli PCR sonucunda STZ modeli olusturulup
TQ ile tedavi edilen hayvanlarda APOE miktarlarinda kontrole gore 2 kat artis
gozlenmistir. Sinaptofizinde ise kontrole kiyasla TQ ile tedavi edilen hayvanlarda 2

kat azalma gozlenmistir.

4.5 ELISA Testi
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Sekil 27: Ap modelinde AchE miktarinin 6lgiilmesi

ELISA ¢aligmasina tek yonlii ANOVA yapildiginda AB modeli yapilan sigalarda;
sham grubunda ve TQ tedavi grubunda kontrole gore anlamli bir azalis gozlenmistir
( Sekil 27).
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Sekil 28: STZ modelinde AchE miktarinin 6l¢iilmesi

Tek yonli ANOVA ile istatiksel degerlendirme yapildiginda STZ modeli siganlarda;
sham grubunda kontrole gore anlaml bir artis gézlenmistir. STZ grubunda ve TQ
tedavi grubunda ise kontrole gore anlamli bir degisiklik gézlenmezken sham grubuna
gore STZ ve TQ ile tedavi edilen hayvanlarda anlamli bir azalma gozlenmistir (Sekil
28).
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5. TARTISMA

Alzheimer Hastaliginda hem tam1 hem de tedaviyi hedef alan g¢alismalar ¢ok
onemlidir [78]. Bu tiir ¢alismalarin birgogu farkli yontemlerle gelistirilen hayvan
modelleri kullanilarak yapilmaktadir. AH icin ilaglar gelistirmek, hastaligin
fizyopatolojisini, neden oldugu davranigsal degisiklikleri ve beyindeki ndrokimyasal
veya noropatolojik degisikliklerini incelemek amaciyla bu hastaligin  bazi
patofizyolojik 6zelliklerini taklit eden kemirgen hayvan modelleri olusturulmustur
[12]. AH’nda kullanilan mevcut modeller, beynin korteks, hipokampus ve 6n beynin
meynert bazal nukleus bolgesi gibi bolgelerinde stereotaksik cerrahi yontemlerle
lezyon olusturma, norotoksik ajanlarla AH’ndakine benzer nitelikte néron harabiyeti
olusturma ve benzer genetik patolojilerin taklit edilmesi esaslarina dayanir [15]. Biz
bu ¢alismada AP inflizyonu ve STZ enjeksiyonu ile olusturulmus sporadik Alzheimer
modelini taklit eden hayvanlar olusturduk ve bu hayvanlarda A birikimi ve STZ’ye
bagli olarak gelisen hasari tedavi etmek amaciyla TQ uygulamasi gergeklestirdik. Bu
amacla, calismamizda AP ve STZ muamelesiyle indiikklenen ndronal hasari,
ndrodejenerasyonu, sinaptik disfonksiyonu hiicresel ve fonksiyonel seviyede
incelemek ve TQ tedavisinin etkinligini 6lgmek igin davranis deneyleri,

histopatolojik incelemeler ve molekiiler analizler yapildi.

Hafizay1 degerlendirmek igin uyguladigimiz Morris su labirenti deneyleri transgenik
olmayan AH modeli kemirgenlerdeki kognitif bozukluklari aragtirmak icin kabul
goren en iyi yontemlerden biridir. Bu yontem, AH ile iliskili baslangi¢
semptomlarinda en ¢ok etkilenen bilissel siirecleri degerlendirmeyi saglar [79].
Moris su labienti deneyinde hayvanlarin ylizme mesafeleri ve platformu bulma
streleri g6z oOnunde bulundurularak hipokampuse bagli mekansal 6grenme ve
hafizanin kontrol edilmesi saglanmigtir. Sonuglara bakildiginda A inflzyonu ile
yapilan Alzheimer modelindeki hayvanlarda giinler arasinda anlamli bir degisiklik
bulunurken 5 giinliik yer 6grenme deneylerinde yiiziilen mesafeye bakildigr zaman
gruplar arasinda fark bulunmamaktadir. Ogrenme deneylerinde oldugu gibi hafiza
Ol¢iimleri i¢in kullanilan platformsuz probe deneylerinde de gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir. Bu sonuglara gore AP ile
olusturulan modelin incelen siire boyunca davranigsal yonden 6l¢iilebilecek seviyede

hasar olusturmadigmi sdyleyebiliriz. Hipokampal amiloid birikimi sicanlar
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tarafindan tolere edilmis olabilecegi gibi amiloid plaklari davranissal etki gosterecek
patolojik seviyelere ulasmamis olabilir. bizim ¢aligmamizin aksine literatiirde AP ile
benzer sekilde olusturulan modellerde amiloidin hafiza lizerindeki etkisi davranigsal
olarak gosterilmistir. 14 giin boyunca uygulanmis AP infiizyonu ile yapilan benzer
diger bir ¢alismada, hayvanlar daha uzun sire yasatilip (6 hafta) sakrifiye edilmistir
[80]. Ayrica bu ¢alismada fibrilize etmek lizere bizim ¢alismamizdan farkli olarak
sigan AP1-42 peptidi kullanilmistir. Bizim ¢alismamizda insan AP1-42 peptidini
kullanmamizin amaci, bu peptidin sigan beyninde akiimulasyona daha ¢cok meyilli
oldugunun tespit edilmesidir [81]. TQ tedavisinin etkinligine bakildiginda,

davranigsal olarak herhangi bir farklilik goézlenmemektedir.

STZ ile induklenen modelde ise yiiziilen mesafelere gore gruplar arasinda anlamli bir
farklilik bulunmaktadir. STZ enjeksiyonu yapilan grupta hem kontrol grubuna oranla
hem de sham kontroliine oranla platforma ulagma siiresinde ve ulasincaya kadar
yliziilen mesafede anlamli bir artig goriilmiistiir (Sekil 10). Bu artisin STZ’ye bagh
olarak meydana gelen bellek problemlerinden kaynaklandigi diisiiniilebilir. Daha
once yapilan c¢alismalarda da STZ ile olusturulan nérodejenerasyon modellerinde
mekansal Ogrenmede gecikmenin oldugu kaydedilmistir [75]. Ancak STZ
enjeksiyonuna bagli olusan hasari tedavi etmek amaciyla uygulanan TQ’un mevcut
caligmamizda herhangi bir etkinliginin oldugu sdylenemez. aksine mekansal
O0grenme parametrelerinde bozulmanin derecesini arttirdigi tespit edilmistir. Bu
durum STZ ile olusturulan AH modelinin farkli bir mekanizmay1 takip ederek
norodejenerasyona sebep olmast TQ'nun bu mekanizma Uzerinde sinerjetik etkisine
isaret etmektedir. STZ'nin i.c.v olarak beyne enjeksiyonu instline direngli bir beyin
hali olusmasina sebep olmaktadir [77]. TQnun ise STZ ile olusturulmus diyabet
modellerinde insiilin konsantrasyonunu arttirarak koruma sagladigina dair veriler
elde edilmistir [82] Insiilin direncinde reseptérler insiiline cevap veremediginden
dolay1 artan insiilin miktarmin bir takim hasarlarin olusmasi sebep olabilecegi
diistiniilmektedir. Davranis deneylerinin yani sira olusturulan hasar1 incelemek
amaciyla histopatolojik degerlendirmeler yapildi. Noronal hiicre kaybini
degerlendirmek igin nissl cisimciklerini spesifik boyayan kresil violet boyamasi
yapildi. AP inflizyonu yapilan hayvanlarda hipokampiisiin dentat girus ve CAl
bolgeleri, STZ enjeksiyonu yapilan hayvanlarda ise hipokampiisiin yalmzca CAl

bolgesinde huicre sayimi yapildi. Hiicre sayimi sonuglarma bakildiginda CAl
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bolgesinde AP ile indiklenen grupta beklenildigi gibi hiicre sayisinda kontrol
grubuna gore anlamli bir azalma kaydedilmistir. Ayrica AP ile indiiklenen grupta TQ
tedavisi uygulandiginda kontrol gruplar1 ile olan fark ortadan kaybolmus ve boylece
TQ'nun hiicre sayisinda protektif bir etki gosterdigi kaydedilmistir. Alzheimer
hastaliginda amiloid beta birikiminin kolinerjik néron sayisinda azalmaya sebep
oldugu bilinmektedir. Timokinonun da asetilkolinesteraz inhibitori olarak gorev
yaptig1 bulunmustur [83]. Timokinon bu etkisi sayesinde hiicre sayisindaki azalmayi
durdurmus olabilir. Fakat STZ ile indiiklenen AH modelinde azalan hiicre sayisina
TQ tedavisinin hi¢ bir etkisi olmamistir AH tedavisinde gelistirilen terapotik
stratejilerden biri de Asetilkolinesteraz (AChE), asetilkolin hidrolizi (ACh) ile ilgili
temel enzim inhibitorlerinin kullanimidir [84]. Bazal forebrain ¢ekirdeginin
dejenerasyonundan kaynaklanan bir eksiklik AH'nin énemli bir patolojik ve
norokimyasal ozelligidir. AH'min hastalik seyri boyunca nikotinik reseptorlerin
ilerleyici bir kaybi da tarif edilmistir. Asetilkolin ve Kkolinerjik belirteclerin
tikenmesinin, hastaligin baslangicinda ve hafizadaki bozuklukla iliskili oldugu
diisiiniilmektedir. AH'nin erken sathasindaki kolinerjik defisitler, kolinerjik sinyal
transdiiksiyon bozukluklariyla iligkili olabilir. Kolinerjik transmisyonu dizeltmek
icin; Asetilkolin sentezini arttirma, presinaptik asetilkolin salinimini arttirma,
kolinerjik postsinaptik muskarinik ve nikotinik reseptdriin uyarilmasi, kolinesteraz
inhibitorleri ve asetilkolin sinaptik yikilmasini artirmak gibi stratejileri vardir [85].
TQ’nun gii¢lii bir antioksidan olmasinin haricinde AchE onleyici etkisi de vardir.
Elde ettigimiz ELISA sonuglarina gore (Sekil 27) AP ile indiiklenen Alzheimer
modelinde kontrol grubuna gore sham ve TQ ile tedavi edilen grupta anlamli bir
azalma gorulmektedir. Bu sonuglara 6re TQ nun AchE tizerindeki diisiiriicii etkisini
gérmek mumkundir. Fakat AR grubunda herhangi bir azalma goriilmemektedir.
Yalnizca Ap muamelesi AchE seviyelerinde bir degisiklige neden olmamistir. Ap,
AchE Uretimini tetikleyecek veya inhibe edecek bir siire¢ baslatmamistir. AR’ nin
beyindeki asetil koline bagl sinyal iletimini diisiirdiigii bilinmektedir [49]. Ancak
AchE tizerindeki etkisi konusunda soru isaretleri bulunmaktadir. Sonuglarimiza gore
amiloid beta muamelesi kisa donemde hipokampal AChE miktari {izerinde net bir etKi
yapmamaktadir. STZ ile induklenen Alzheimer modelinde ise kontrole gore anlaml
artis sadece sham grubunda gozlenmektedir. STZ muamelesi ve TQ ile tedavi
sonucunda ise yine kontrole gore bir anlamlilik goriilmezken sham grubu ile

kiyaslandiginda anlamli bir azalma gozlenmistir. Bu sonuglara gore STZ
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muamelesine bagli olarak AchE konsantrasyonunda anlamli bir diisiis gergeklestigi
icin STZ’nin AchE Uzerindeki spesifik inhibe edici etkisi gortilmektedir. Ancak TQ
muamelesi bir fark yaratmamaistir.

Amiloid beta antikoru ile yapilan boyamalarda amiloid beta birikimi sadece amiloid
beta inflizyonu ile yapilan Alzheimer modelinde gorilmiistiir (Sekil 19). Amiloid
beta ile yapilan modelde timokinonun amiloid beta birikimini de azalttigi
kaydedilmistir. Fakat istatistiksel olarak bu azalmanin marjinal bir azalma oldugu
gozlenmistir. Buna paralel olarak protein oligomerizasyonuna bagli olarak amiloid
fibrillerin olusumu da incelendiginde istatistiksel olarak anlamli olmasada Amiloid
Beta infiizyonu ile yapilan Alzheimer modelinde marjinal oranda bir amiloid fibril
birikimi tespit edilmis fakat bu birikimin TQ ile daha azaldig1 gozlemlenmistir. Bu
sonuclar TQmun amiloid beta birikimi ve fibrillerin olusumu konusunda temizleyici
bir etkiye sahip olabilecegi yoniinde bize bilgi vermektedir. STZ enjeksiyonu ile
yapilan modelde ise amiloid beta birikimi gozlenmemistir. Daha O6nce yapilan
calismalarda STZ modelinde amiloid beta birikiminin gerceklesmesi i¢in gerekli
slirenin enjeksiyon yapildiktan 6 ay veya 9 ay sonrasi oldugu bulunmustur [80].
Ayrica STZ enjeksiyonu ile yapilan Alzheimer modelinde norofibriler yumaklarin bir
gostergesi olan norofibriler yumak gorinimi seklinde fosforile olmus tau
hipokampls bdlgesinde  tespit edilmistir.  Timokinonun  fosforile TAU
immunofloresan dansite dl¢limiinii azalttigi fakat bu azalmanin istatistiksel olarak

anlamli olmadig1 gozlenmistir.

miRNA’lar hiicre biiylimesinde farklilasmasinda, proliferasyonunda ve hicre
6liimiinde bir veya daha fazla hedef genin baskilanmasinda rol oynar [86]. Cesitli
miRNA ekspresyon diizey degisiklikleri diger bir¢cok hiicresel proteinin ekspresyon
diizeylerini etkilemektedir. Literatirde Alzheimer hastalarinin beyinlerinde mir-
124’iin ekspresyonunun azaldigir gortilmistiir [87]. Ayrica mir-26b [88] , mir-29a
[89], ve mir-29¢c [70] ekspresyonlarmin da AH gibi ndrodejeneratif hastaliklarda
degistigi literatiirde gosterilmistir. Mevcut calismamizda, gercek zamanli PCR
sonuglaria bakildiginda mir-26b, mir-29a, mir-29c genlerinde anlamli bir degisiklik
goriilmemistir. Fakat mir-124 geni, AP grubunda, TQ verilen AB grubunda ve TQ
verilen STZ grubunda yaklasik 3 kat artis géstermistir. miR-124 tiirler arasinda
korunmus ve bol miktarda ifade edilen sinir sistemine 6zgi miRNA'lardan biridir

[90]. Mir-124"iin merkezi sinir sisteminde basta beyin felci ve beyin tiimorleri olmak
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tizere ¢esitli patolojik durumlarda artig gosterdigi bilinmektedir. mir-124 sinaptik
plastisite ve hafiza ile iliskili molekiiler mekanizmalarin diizenlenmesinde 6nemli bir
role sahiptir [68, 91]. Ayrica mir-124’iin BACE-1 enzimini regile ederek Alzheimer
hastaliginda gézlenen hiicre Oliimlerini azalttigina dair bulgular vardir [92, 93].
Caligmamizda AP wuygulanan hayvanlarda ipsilateral yarimkiirede mir-124
miktarlarindaki artisin anlamli oldugu ama kontralateralde boyle anlamli bir
degisimin olmadig1 sdylenebilir. Bu da amiloid agregatlarinin mir-124 seviyesini
arttirmaya yonelik bir etki goOsterdigine isaret ectmektedir. TQ tedavisi alan
hayvanlarda ipsilateral yarim kiirede AB’ya bagli olusan bu artis devam etmektedir.
Mir-124’in ifadesindeki bu artisa bagli olarak amiloid beta ile indiiklenen modelin
RNA seviyesinde etkili oldugu diisiiniilebilir. Mir-124’iin kontrol ettigi diisiiniilen
BACE-1 enziminin ekspresyon seviyelerinde ise herhangi bir degisiklik
gozlenmemistir. Kontralateral yarimkiirede TQ tedavisinin mir-124 seviyelerini cok
olmamakla birlikte daha da arttirdigi gozlemlenmektedir. Bu durumda TQ
tedavisinin mikroRNA diizeyinde anlamli bir etkisi oldugu diisliniilemez. STZ
uygulanan kontrol hayvanlarina bakildiginda ise mir-124 seviyesinde anlamli bir
degisim gozlenmezken TQ tedavisi uygulanmis hayvanlarda mir-124 seviyesinin 3
kata yakin oranda fazla oldugu bulunmustur. Bu modelde TQ muamelesinin mir-124
tizerinde indiikleyici etkisi net bir sekilde gozlenmektedir. Amiloid beta uygulanan
hayvanlarda boyle bir sonu¢ gdzlenmezken STZ uygulanan hayvanlarda mir-124
ekspresyonu tizerindeki bu degisiklik beyinde STZ’ ile tetiklenen patolojik
mekanizmalarin TQ muamelesine bagl olarak degistigi sdylenebilir.

Calismamizda, mikroRNA’larin yani sira kalitsal Alzheimer hastaligi ile iligkili
oldugu bilinen APP [22], BACEL [94], PSEN1 [95], PSEN2 [20], Tau, MAP-2,
APOE [95] genlerinin ekspresyon seviyelerini de inceledik [96]. Bu genlere ek
olarak STZ ve AP inflzyonunun ve TQ tedavisinin hiicre sag kalimi ve apoptoz
uzerine etkilerine bakmak i¢cin AKT, BAX, NGF, DCX [97], p53 ve NFkB, sinaptik
plastisite Uzerine etkilerine bakmak icin ise Sinapsin ve Sinaptofizin [98] genlerinin
ekspresyon seviyelerini inceledik. Ger¢ek zamanli PCR sonuglarma gore AP ile
indiklenen Alzheimer modelinde kontrol grubuna gére; TQ ile tedavi edilen grubun
ipsilateralinde Sinaptofizinde ve hem ALZ modelinde hem de TQ ile tedavi edilen
gruplarin kontralateralinde DCX miktarinda azalma goriildii. DCX go¢ eden ndron
projenitorlerine has bir proteindir [97, 99]. Dolayisiyla norojenezin guvenilir bir

gostergesi olarak kullanilir [100]. Sinaptofizin ise sinapslarda vezikuler transporttan
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sorumlu bir proteindir ve sinaptik fonksiyon hakkinda onemli bilgiler sunabilir.
AH’da etkilenmis kortikal bolgelerde; kantitatif olarak %30-50 arasinda sinaps
bagimli protein kaybi olabilir. Sinaptik vezikiiller ile iligkili bir glikoprotein olan
sinaptofizin sinaps kaybimi géstermede yararhidir [98]. Hasar durumlarinda
ipsilateraldeki noronlara destek oldugu bilinen kontralateral bolgedeki DCX azalmasi
ve ipsilateraldeki sinaptofizin azalmasi hipokampiisteki hasara bagli olarak hem
gelismekte olan noronlarin  zarar gordiiglinii hemde sinapslarda bir zararin
olustugunu gostermektedir. MAP-2 mikrotiibiiller ile etkilesen ve onlar1 stabilize
etmekle sorumlu bir adaptor proteindir. Alzheimer hastaliginda mikrotiibiillerin
patolojik formlar1 tespit edilmistir. MAP-2’ya benzer islevler gosteren Tau
proteininin asir1 fosforilasyonuna bagli olusan norofibriler yumaklar buna 6rnek
gosterilebilir. Calismamizda Tau proteininden ziyade MAP-2 (izerinde ¢ok daha
anlamli degisiklikler go6zlenmistir. Amiloid beta muamelesinin MAP-2 gen
ekspresyonu (zerinde oldukga azaltici bir etkisi oldugu sdylenebilir. MAP-2
mikrotiibiilleri stabilize etmekle gorevli ve dentritlerde yogun olarak bulunan bir
proteindir. Noronal olgunlasmada kritik bir role sahiptir. Cesitli amiloid formlar1 ile
indlklenen  Alzheimer modellerinde MAP-2 protein seviyesinin  diistiigi
bilinmektedir [101]. Calismamizda gen ifadesindeki bu degisiklik protein
seviyesinde de kontrol edilerek, konfirme edilmelidir. TQ muamelesinin MAP-2
transkript seviyeleri lizerinde iyilestirici bir etkisi gozlemlenmemis, kontralateral
yarimkiirede hem amiloid beta infiizyonu grubunda hem de TQ verilen amiloid beta
grubunda MAP-2 seviyelerinin daha da distigi sonucuna varilmistir. TQ
molekilinun hangi mekanizmayla MAP-2 gen ekspresyonuna miidahale ettigi
arastirmaya agik bir konudur. Stabilize edici 6zellikteki MAP-2 proteini amiloid beta
birikimi yuzinden bozulan mikrotibil dinamiklerini dizenlemek ve dengelemek
amaciyla hiicre icerisindeki negatif kontrol mekanizmalariyla regiile edilmis olabilir.
Son olarak, Tau bilindigi gibi MAP-2 gibi mikrotiibiillere baglanabilen ve
mikrotiibiillerin stabilitesini diizenleyen bir proteindir. Alzheimer hastaliginin en
bilinen fenotiplerinden biri olan ndérofibriler yumaklarin olusumu Tau patolojisinin
bir sonucudur. Ancak c¢alismamizda gen seviyesinde Tau miktarinda model
olusturulan hayvanlarda kontrollere oranla anlamli bir farklilik oldugu sdylenemez.
Daha 6nceki ¢alismalarda STZ modeli hayvanlarda total tau miktarinin kontrole gore
degismedigi fakat taunun farkli amino asitlerinden fosforile olabildigi gdsterilmistir.

STZ’ye bagl olarak fosforlanan amino asitler transgenik veya diger sporadik
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modellerde degisiklik gosterebilmektedir [102]. STZ ile induklenen Alzheimer
modeline bakildiginda APOE geninin ekspresyonunun arttigi ve bu artisi TQ
muamelesinin nispeten diistirdiigii goriilmektedir. ApoE geni kanda lipoproteinlerin
tasinmasindan sorumlu olan ApoE reseptdrlerinin ligandi apolipoprotein E ligandini
kodlamaktadir. ApoE’nin Alzheimer hastaliginda 6nemli bir risk faktorii oldugu
bilinmektedir. Polimorfik ¢4 alleline sahip homozigot bireylerin beyinlerinde glikoz
metabolizmasinin bozuldugu ve diger Alzheimer hastalarinda oldugu gibi kognitif
sorunlar gosterdikleri bilinmektedir [103]. ApoE gen ekspresyonundaki bu farklilik
timokinon muamelesinin glikoz metabolizmasina bagli bir etki gdstermis
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Yapilan analizler sonucunda amiloid beta infiizyonu ile yapilan Alzheimer modeli ve
STZ enjeksiyonu ile yapilan Alzheimer modeli arasinda farkliliklar bulunmustur.
Timokinon tedavisinin etkinligini tartismadan Once olusturdugumuz modellerin
hastaligin fenotipini ne seviyede yansittigini goéz Oniinde bulundurmak gerekir.
Amiloid muamelesi STZ muamelesi kadar toksik bir etki gdstermediginden otiirii
davraniga yansiyan bir etki olmamistir. Fakat molekiiler seviyede amiloidin farkli
mekanizmalar tetikledigi gozlenmistir. Molekiiler analizler her iki modelde farkli
mekanizmalar Gzerinden bir hasar meydana geldigini gostermistir. Immiin
boyamalarla, hiicre sagkalimi ve plak birikimi degerlendirildiginde timokinon
molekiiliiniin tedavi edici etkisi oldugu fakat bu etkinin beklenen derecede olmadigi
gozlenmektedir. Molekiiler mekanizmaya odaklandiginda 6zellikle gen seviyesinde
timokinona baglh diizeltici bir etkinin tam anlamiyla go6zlendigi sdylenemez.
Timokinonun etkisini daha agik gozlemlemek daha uzun bir tedavi siireciyle

muamkin olabilir.
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6.SONUC VE ONERILER

Alzheimer hastali§inin insidansi diinya ¢apinda 4,6 milyona yakindir. Giiniimiizde
tedaviye yonelik kullanilan ilaglarin kesin ¢6ziim olmamakla beraber, hastalik
sonucunda olusan bazi patolojik siirecleri inhibe ederek veya etkilerini azaltarak
hastaligin ilerlemesini yavaslatig1 ancak tamamen yok etmedigi bilinmektedir.

TQ, corek otundan elde edilebilen bitkisel bir ekstraktir. Asetilkolin esteraz
inhibitord olma, antioksidatif 6zellikte olma, ndroprotektif etkiye sahip olma ve kan-
beyin bariyerini asabilme gibi 6zellikleri sayesinde Alzheimer hastaliginin tedavisi
i¢cin yiiksek potansiyele sahiptir. TQ nun Alzheimer patolojisi iizerindeki etkisinin
heniliz c¢alisilmamis olmas1 heyecan verici olup, bu proje kapsaminda yapilan
deneylerle in vivo olarak TQ’nun Alzheimer patolojisi tizerindeki olas1 etkisi detayli
molekiler deneylerle tespit edilmeye ¢alisilmistir.

Bu anlamda basta Alzheimer hastaligi olmak iizere diger ndrodejeneratif hastaliklarin
tedavisine yonelik umut verici bilgileri literatiirle paylagsma olanagma sahip
Olunacaktir Ayrica elde ettigimiz sonuglar ileriki ¢aligmalarimiz i¢in aydinlatici ve

yol gosterici olacaktir.
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