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OZET

Intraserebroventrikiiler Streptozotosin Uygulamasiyla Olusturulan Deneysel
Alzheimer Sican Modelinde Kurkumin'in Beyin TRPM2 Kanal Protein
Geni ifadesine Etkisi

Amag: Streptozotosin sican beyninde insiiline diren¢ olusturarak Alzheimer
benzeri patoloji olusturmaktadir ve deneysel sican modeli olarak basarili kabul
edilmektedir. Kurkuminin deneysel Alzheimer sican modellerinde oksidatif stresi ve
amiloid plaklarini azaltarak koruyucu ve tedavi edici oldugu gosterilmistir. TRPM2
kanal proteini hiicre igine fazla kalsiyum alimiyla Alzheimer patolojisini negatif
etkilemektedir. Son arastirmalar kurkuminin in vitro indiiklenmis TRPM2 kanal
proteinini inhibe edebildigini rapor etmistir. Bu calismanin amaci in vivo olarak
Alzheimer sigan modelinde kurkuminin TRPM2 genine ve hastalik patolojisine olan
etkilerinin arastirilmasidir.

Materyal ve Metot: Arastirmada 50 adet Wistar albino cinsi erkek si¢an
kullanildi. Alzheimer model incelemesi Morris su tanki deneyiyle yapildi. Siganlarin
beyin dokusundan SOD, MDA, GSH diizeyleri spektrofotometrik yontemlerle 6lgiildi.
Sicanlarin hipokampus dokularindan TRPM2 ve MAPT genlerinin ifadeleri gercek
zamanli-PZR analiziyle yapildi. Beyin dokularindan hemotoksilen-eozin boyamasi ile
histopatolojik incelemeler yapildi.

Bulgular: STZ grubu siganlarda MDA seviyesi sadece kurkumin grubuna gore
artti. GSH seviyeleri STZ grubunda azalmis, STZ+kurkumin grubunda artmis olarak
bulundu (P<0.05). SOD aktivitesi STZ grubunda diger gruplara goére artmigken
STZ+kurkumin grubunda bu gruba oranla azalmis gézlendi (P <0.05). TRPM2 mRNA
seviyesi STZ grubunda kontrole oranla yiiksek, STZ+kurkumin grubunda STZ’ye
oranla azalmis bulundu. Histopatolojik olarak STZ grubu sigan beyin dokularinda
norodejenerasyon  gozlendi ve  kurkumin  uygulamasmin  STZ+Kurkumin
grubundadejenerasyonu hafiflettigi tespit edildi.

Sonug¢: STZ uygulanan sicanlarda oksidatif stres ve norodejenerasyon goriilmiis
olup ve TRPM2 gen ifadesi artirmistir. Kurkumin uygulamasi ndrodejenerasyonda
iyilestirme yaparken, TRPM2gen ifadesinde azalmaya yol agmustir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastaligi, kurkumin, streptozotosin, sigan,
TRPM2
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ABSTRACT

The Effect of Curcumin on Brain TRPM2 Channel Gene mRNA Expression
Level in Experimental Alzheimer's Rat Model Induced by Application of
Intracerebroventricular Streptozotocin

Aim: Streptozocin generates insulin-resistant condition in rat brain which forms
Alzheimer-like pathology and it has approved successful as experimental rat model. It
has been shown that curcumin has protective and therapeutic features as reduced
oxidative stress and amyloid plaques in experimental Alzheimer rat models. TRPM2
channel protein has a negative effect on Alzheimer pathology with intrinsic calcium
influx into the neurons. It has been reported in recent studies that curcumin could inhibit
induced TRPM2 channel protein in vitro. The aim of this study is to investigate the
effect of curcumin toTRPM2 gene and Alzheimer pathologyin Alzheimer rat model as
in vivo.

Material and Method: This study was carried out with 50 Wistar albino male
rats. Analysis of experimental Alzheimer rat model performed by Morris water maze.
Biochemical analysis like SOD, MDA, GSH with rat brain tissue accomplished by
spectrophotometric methods. TRPM2 and MAPT gene expression levels performed by
g-real time-PCR in rat hippocampus tissue. Hematoxylin-eosin staining made on brain
tissues for histopathological analysis.

Results: MDA levels increased in STZ group to STZ+curcumin. It was found
GSH levels decreased in STZ group while STZ+curcumin increased (P < 0.05). SOD
activities were higher in STZ group comparing to STZ+curcumin (P< 0.05). TRPM2
MRNA levels increased in STZ rats and has lower levels in STZ+curcumin.
Histopathologically, STZ group had neurodegeneration and STZ+curcumin had
attenuated damage.

Conclusion: It has been shown that oxidative stress and neurodegeneration and
increased TRPM2 mRNA levels in STZ induced rats. Curcumin has leaded to a
reduction in TRPM2 mRNA levels with positive effect on neurodegeneration.

Key Words: Alzheimer's disease, curcumin, rat, streptozotocin, TRPM2
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1. GIRIS

Diinya niifusu yaglandik¢a Alzheimer hastaligi (AH) icin yapilan arastirmalar
daha fazla 6nem kazanmaktadir. 2006 yilinda diinya ¢apinda Alzheimer prevelansi 266
milyonken, arastirmacilar bu saymin 2050'de dort katina ulasacagini 6ngérmektedir (1).
AH, amiloid plaklar ve norofibriler yumaklar olmak iizere iki dnemli belirtece sahip
olup hastaligin patolojik siireciyle alakali tek ve ac¢ik bir mekanizmaheniizortaya
konamamustir (2). Alzheimer patolojisiyle kalsiyum arasindaki baglantilara ait
arastirmalar noéronlardaki bu iyonun dengesiz dagiliminin demans iizerinde -etkili

oldugunu ortaya koymaktadir (3).

‘Transient receptor potential melastatin-2' (TRPM2), hiicre igine kalsiyum
alimiyla gorevli bir kanal proteinidir ve oksidatif stresle indiiklendigi gibi, hiicre i¢ine
kalsiyum akisini artirarak oksidatif stresi de artirmaktadir (4).Alzheimer patolojisinde
kalsiyumun rolii ve TRPM2'nin en fazla beyinde ifade edilmesinedeni ile kalsiyum ve
TRPM2 arasinda dogrudan bir baglanti kurulmaktadir (5).

Kurkumin, zerdegala rengini veren bir bilesiktir ve antioksidan 6zelligiyle bircok
norodejenerasyon patolojisi i¢in koruyucu ve tedavi edici bir ajan olarak tanitilmaktadir
(6). Kheradpezhouh ve ark. (7) yaptigi ¢alisma kurkuminin in vitro olarak TRPM2

kanal proteinini inhibe edebildigini gostermektedir.

Bu tezde Alzheimer sigan modelinde kurkuminin TRPM2 kanal proteinini inhibe
etme Ozelligi in vivoolarak arastirilarak hastalik patolojisindeki etkilerinin incelenmesi

amagclanmistir.



2. GENEL BILGILER

Alzheimer hastaligi hafiza ve diger zihinsel fonksiyonlarin ilerleyen kaybiyla
tanimlanmaktadir. Bu hastalik beynin belirli bolgelerinde néron kaybina yol a¢tigindan
beynin agirligi ve hacmini azaltmaktadir (8). Alzheimer hastaliginin amiloid plaklar ve
norofibriler yumaklar olmak {iizere iki patolojik belirteci vardir. Amiloid kaskadi
hipotezi, amiloid B (AP) birikimi sonucu noéronal fonksiyon kaybi ve beyin hiicresi
Olimiiniin tetiklendigini savunmaktadir. AP birikiminin toksik etkisiyle, norofibriler
yumagin ana yapisini olusturan mikrotiibiil iligkili tau proteini hiperfosforilasyona

ugramaktadir (2).

AP aracili mekanizmalar ile artan kalsiyum (Ca*?) seviyesi, organizmada asiri
mitokondriyel Ca*? yiiklenmesine, siiperoksit radikallerinin olusumuna ve bazi AH
modellerinde ndrodejenerasyon ve hiicre oOliimiiyle baglantili olan proapoptotik
mitokondriyal proteinlerin (kaspazlar ve sitokrom c gibi) ortaya ¢ikmasina onciiliik
edebilmektedir (9).

TRPM2; ADP-riboz (ADPR), nikotinamid adenin diniikleotid (NAD), hidrojen
peroksit (H20,) ve oksidan tertbiitilhidroperoksit gibi reaktif oksijen tiirleri(ROT)
araciligiyla aktive olup Ca*? gecisinde rol oynamaktadir. Oksidatif stres mitokondri
igindeki ADPR firetimini indiiklemekte ve sitozole salmakta bu da TRPM2’yi aktive
etmektedir (10). AP, membrana bagh oksidatif stres ve hiicresel Ca*? homeastazinin
bozulmasiyla néronlar1 apoptoza ve eksitotoksisiteye hassas kilmaktadir. Son bulgular
TRPM2’nin H,0; indiiklii ndronal 6liim roliiniin yani sira A indiiklii hiicre 6limiinde

de islevinin oldugunu gostermektedir (5).

Zerdecal, kurkuminoidler, kurkumin, demetoksikurkumin ve
bisdemetoksikurkumin igcermektedir. Son zamanlarda kurkuminoidlerin ndronal
koruyuculugu, kemo ve kanser Onleyiciligi gibi saglikla alakali 6zellikleri dikkat
¢ekmeye baglamistir. Kurkuminoidler, anti-enflamatuar aktiviteye sahip olup
organizmanin antioksidan savunma mekanizmasini indiiklemektedir (6). Kurkumin,
anti-enflamatuar, anti-oksidan ve anti-protein agregat aktiviteler gibi birgok o6zellige

sahiptir. Sahip oldugu bu ¢oklu potansiyel, oral kullaniminin giivenligi, uzun zamandan



beri kullanim1 ve diisiik maliyeti kurkumini bir¢ok noropatolojik durum ig¢in Onleyici
konuma getirmektedir. Mutant amiloid 6nciil protein (APP) transgenik plak-olusturan
Alzheimer hayvan modelinde kurkumin test edildiginde oksidatif hasar ve yangi oranini
azalttig1 gibi birikmis AP ve amiloid plaklarda da azalma saglamaktadir(11). Kurkumin
ROTtemizleyicisi olarak g¢alisabilmekte, oksidatif stresi azaltmakta ve boylece ADPR
olusumunu ve devaminda TRPM2 kanallarinin  ¢aligmasint  Onlemektedir.
Kheradpezhouh ve ark. (7) karaciger hiicreleriyle yaptigi bir arastirmada, kurkuminin
oksidatif hasar veya hiicreler aras1t ADPR uygulamasina cevaben gelisen TRPM2’yi
inhibe ettigini ancak aktif TRPM2 kanallarin1 bloke etmedigini gostermislerdir. Bu
calismayla ilk kez kurkuminin ADPR tarafindan aktive olan TRPM2’nin bir veya daha

fazla yolagimi inhibe ettigi ortaya konulmustur.

2.1. Alzheimer Hastahgi (AH)

Alzheimer hastalig1i yaglilardabunamanin (demans) birincil nedeni olarak
gosterilen klinik olarak hafiza kaybi ve biligsel zayiflama ile tanimlanan ilerleyen
norodejeneratif bir hastaliktir. Sadece 2010 yilinda AH’nin tedavisinin diinya ¢apinda
604 milyar dolara mal oldugu tahmin edilmektedir (12). AH vakalarinin diinya ¢apinda
sayis1 2012°de 36 milyon olarak tahmin edilirken 2050°de bu sayinin ii¢ katina ¢ikacagi
ongoriilmektedir (1).

Bu hastalik beynin belirli bolgelerinde néron kaybina yol actigindan beynin

agirligi ve hacmi hastalikta azalmaktadir (1).

2.1.1. Alzheimer Hastaligimin Tarihcesi

Klinik psikiyatrist ve noroanatomist olan Alois Alzheimer (Sekil 2.1) 3 Kasim
1906°da bir vakada ‘serebral korteksin olagandisi siddetli hastalik siireci’ ifadesini
kullanmigtir. Alzheimer hastaligi 1910 yilinda isim olarak literatiire girmis olup
Alzheimer bundan bagka ii¢ vaka daha yayinlayarak ayni siirecten dolay1 olusan plaklari

gostermigtir  (13).  Alzheimer hastaligi, radyolojik goriintileme tekniklerinin



gelismesiyle birlikte morfometrik Slgiimler ile 6liim sonrasi (postmortem) dokularda

gosterilebildigi gibi artik hayatta olan hastalarla da teshis edilmeye baslanmistir (14).

Sekil 2.1. Alois Alzheimer (13).

Alzheimer’in hastalik tanimindan sonra yillarca AH'ye neden olan patolojik
tanimlarla ilgili pek az gelisme olmustur. Elektron mikroskobunun kullanimiyla
1960’1arda Alzheimer’a ait iki klasik senil (sinirsel) ve norofibriler yumak lezyonlarinin
kesfiyle bu durum degismistir. Sinir sistemi kimyasiyla ilgili calismalar 1970’lere
gelindiginde, asetilkolin sentezleyen ve salinimini yapan néronlarin genellikle siddetli
norodejenerasyona gittigini tespit etmistir (13). Bu sonuglar kolin asetiltransferaz ve
asetilkolinesteraz enzimlerinin miktarinda ve etkinliginde azalma oldugunu da
gostermistir. Daha sonra farmakolojik arastirmalar sinaptik yarikta asetilkolin
seviyelerine yogunlasmistir. AH’da beyin dokusunda ¢esitli norotransmitterlerin
eksikligi 1970’lerin sonunda ve 1980’lerin basinda tespit edilmistir ve Alzheimer’in,
Parkinson hastaligindan farkli olarak tek bir norotransmitter sinifin1 etkilemedigi
oldukga fazla unsur barindirdig1 agikliga kavusturulmustur (14). Bu bulgulardan sonra
sinir bilim kimyacilart amiloid plaklarin ve norofibriler yumaklarin molekiiler
kaynagina ve igerigine 6nem vermeye baslamislardir. Plaklarin ve yumaklarin altyapi
icerikleri 1980’lerin ortasindan sonra tamimlanmistir ve molekiiler genetikteki

ilerlemeler sayesinde AH genetigi ve buna bagli olarak énemli rolleri olan proteinlerin



alt birimleri de tanimlanmustir. Genotip-fenotip iliskisisi ailesel AH tipleriyle baglantili
olarak agiklanmistir. Tedavi seceneklerini gelistirmek ve hastaligin  erken
mekanizmasini anlayabilmek i¢in kullanigh hiicresel ve deney hayvan modellerinden

yararlanilmaktadir (15).

2.1.2. Alzheimer Hastahigimin Patofizyolojisi

Alzheimer hastahiginin iki ana patolojik belirteci amiloid plaklar ve ndrofibriler
yumaklardir. Amiloid kaskat hipotezi, Ap birikiminin ndronal fonksiyon bozuklugunu

tetikledigini ve beyinde 6liime neden oldugunu 6ne siirmektedir (16).

Mikrotiibiil baglantili protein tau, norofibriler yumaklarin ana yapisini
olusturmaktadir. Amiloid kaskadi hipotezi, tau proteininde olan degisimlerinve
norofibriler yumak olusturmayla sonu¢lanmasinin Af’nin toksik konsantrasyonlari
tarafindan tetiklendigini ileri siirmektedir (17). Tau ¢Oziinebilir bir proteindir ancak
norofibriler yumak olusumu siirecinde ¢oziinmez. Buna karsin agregatlar tiretmektedir
ve bu da ndronun islevini ve yapisin1 bozmaktadir. Tau monomerleri ilk olarak oligomer
olusturmak i¢in bir araya gelmekte daha sonra B tabakalar halinde birikerek norofibriler

yumaklari olusturmakta ve daha sonra hiper fosforillenmeye ugramaktadir (2).

Radyolojik goriintiilemedeki son gelismeler yasayan Alzheimer hastalarinda
patolojik belirteglerin tespit edilmesini saglamistir ve teshis dogruluguyla klinik
deneyler icin hasta se¢imi de gelismistir. Hastaligin teshisinde kan dolagim sistemine
1C isaretli Pittsburg bilesigi B (PIB) enjekte edildikten sonra kan-beyin bariyerini
(KBB) asip AH patolojik teshisi i¢in gerekli olan anormal seviyede birikmis amiloid-f3
peptitlerinin depolarima (amiloid plak) baglanmasi gozlenmektedir. Amiloid plaklara
baglanan PIB pozitron emisyon tomografi (PET) araciligiyla tespit edilebilmektedir
(Sekil 2.1) (18).



Sekil 2.2. Alzheimer hastasi ve saglikli bireyden alinan ndrolojik goriintiileme.

Solda 67 yasinda saglikli bireye ve sagda 79 yasinda Alzheimer hastasi bireye 'C isaretli PIB standart
dlgiide verilerek beyin goriintilleri alnmustir. Alt siradaki goriintiilerde *°F-florodeoksiglukoz serebral
bolgesel glukoz metabolizma goriintiileri bulunmaktadir. Alzheimer hastasi bireyin frontal ve temporal
kortekslerinde yiiksek seviyede PIB tutulmas: ile serebral bolgesel glukoz metabolizmasinda
hipometabolizma goriilmektedir. Saglikli bireyde iist solda PIB tutulmasinda eksikler olup alt solda

normal serebral bolgesel glukoz metabolizmasi bulunmaktadir (2).

2.1.2.1. Alzheimer Hastali@inin Genetigi

Alois Alzheimer’in 1906’daki AH’nin noéropatolojik 6zelligi olan plaklar
kesfinden sonra bu plaklarin ana yapisit 80 yil boyunca tespit edilememistir. 1985°te
Down sendromu ve Alzheimer hastasi bireylerden izole edilen amiloid plaklardan ‘(-
protein’ elde edilmistir. Bu bilgi AP geninin kodlarinin insan 21. kromozomunda oldugu

hipotezine temel saglamistir. Daha sonra Afp c¢DNA’sinin klonlanmasiylabu bdlgenin,



amiloid Onciil proteini (amiloid prekiirsdr protein-APP) denen daha biiyiik bir yapiya ait
oldugu kesfedilmistir (19).

Genetik agidan AH hem ailesel hem de sporadik olarak ¢ok etmenli bir
hastaliktir. Ailesel AH, otozomal dominant olup 65 yasindan O6nce baslamaktadir.
Hastaligin ailesel g¢esidinde kesfedilen ilk mutasyon 21. kromozomda bulunan APP
proteinine aittir (20). Yine de bu mutasyonlar sadece birkag ailesel vakay1
aciklamaktadir. Daha ¢ok presenilin 1 (PSEN1) ve presenilin 2 (PSEN2) genlerindeki
benzer mutasyonlar daha fazla ailesel vakayr aydinlatmaktadir. Ailesel tipteki AH
oldukg¢a nadir olup prevelanst % 0,1’in altindadir. Sporadik (gec gelisen) AH tipine ait
ilk genetik baglant1 1993°te apolipoprotein E (APOE) ¢4 allelidir. Bu allelin homozigot
oldugunda heterozigot haline gore 15 kat daha fazla hastalik riskini artirdigi meta
analizlerle gosterilmigti. 4POE ¢4 alleli sporadik AH’nin ¢ogunda hesaba
katilmaktadir, diger aday genlerin genellikle daha az etkiye sahip oldugu
bildirilmektedir (21).

Gec baslangichh sporadik AH riski ile ilgili genom c¢apinda iliskilendirme
calismalarinda (genom-wide association studies-GWAS) ABCA7, CLU, CR1, CD33,
CD2AP, EPHAL, BIN1, PICALM ve MS4A gibi bir¢ok polimorfizm tespit etmistir
(Sekil 2.3) (22).
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Sekil 2.3. Alzheimer hastalig1 riskine katkida bulunan seyrek ve yaygin varyantlar.
Sonuglar genom ¢apinda iliskilendirme ¢alismalari (GWAS) sonucu elde edilmislerdir (13).



AH i¢in genetik risk yaklasik olarak % 70 olarak tahmin edilmektedir ve

hastalikla iliskisi anlasilmis genlerin en 6nemlileri Tablo 2.1’de yer almaktadir (2).

Tablo 2.1. Alzheimer hastalig1 risk genleri (2).

Genler

|

Alzheimer Hastaligindaki Rolii

Ailesel Genler

APP

APP sekretazla kesilen bir membran proteinidir. APP’nin sekretazla
kesimi hem amiloidojenik olmayan hem de AP iiretimi yapan siirece
neden olmaktadir. Ailesel APP mutasyonlar1 APP’nin amiloidojenik
yolaga oncelikli olarak girmesine yol agmaktadir.

PSEN1

PSENI, APP’nin A siirecine dahil olan sekretazin bir bilesenidir. Ailesel
PSEN1 mutasyonlar1 plak olusturmaya AB1-40’tan daha egimli olan AB1-
42’nin {iretimini degistirebilmektedir.

PSEN2

APP’nin a-sekretaz ve AP kompleksi siirecine dahiletmektedir. Ailesel
mutasyonlari plak olusturmaya AB1-40’tan daha egimli olan AB1-42’nin
iretimini degistirebilmektedir.

SorL1

SorL1, APOE ile etkilesime girmekte, APP trafigini etkilemekte ve Ap
iiretimini azaltan proteinin asir1 miktarda ifade edilmesini saglamaktadir.
SorL1’in APP’ye baglanmas1 AP iiretiminin azalmasina yol agmaktadir.
SorL1 bir y-sekretaz substratidir. Alzheimer hastalarinda SorL.1 miktari
azalabilmektedir.

Risk Genleri

APOE

APOE kolesterolle tasimakta ve izoformlar1 tasima etkinligine gore
degismektedir. APOE, AB’ya izoforma 0zel olarak baglanmakta ve Af
temizlenmesinde gorev almaktadir. APOg4 allelleri artan amiloid birikimi
ve kolinerjik bozuklukla iliskilidir.

GSK3p

GSK3p tau’yu fosforillemekte ve yumak olusumuna yol agmaktadir. APP
kesim irtinleri GSK3p’y1 aktive edebilmekte, bu da tau fosforilasyonunda
artisa neden olmaktadir. GSK3p, PSEN kompleksleri tarafindan da tesvik
edilebilmektedir.

DYRK1A

DYRK1A, 21.kromozomda yer almaktadir. DYRKIA, tau
fosforilasyonuna dahilolmakta ve AP tarafindan artirilmaktadir, bu
nedenle amiloid ve tau patolojileriyle arasinda baglanti bulunmaktadir.
DYRKI1A, tauyu GSK3B’nin fosforillenmesi i¢in oOnciil olarak
fosforillmektedir. Ayrica baska bir yumak proteini olan septin-4’ii de
fosforillemektedir. DYRK1A, APP fosforilasyonuna dahilolmakta ve
amiloidojenik yolak icin BACE etkilesimini artirmaktadir.

Tau

Tau norofibriler yumaklar halinde fosforillenmektedir. Tau 6 tane
alternatif kesilim izoformuna sahiptir ve mutasyonlar1 kesilimiyle
mikrotiibiil baglanma etkinligini degistirebilmektedir. Tau haplotipi AH
ile iliskilidir ve kesilim izoformlarinin anlatim seviyesini etkilemektedir.

TOMMA40

TOMMA40 mitokondri digs membranina yerlesmekte ve APP ile etkilesime
girmektedir. Yasa bagli ge¢ baglangicli AH olusumuyla iligkilidir.

CLU

Clusterin, AB olusumuna dahil olan bir saperondur . AH’nin siddeti ve
ilerleme siireciyle iliskilidir.

PICALM

Fosfatidilinositol baglayan klatrin birlesme proteini (phosphatidylinositol
binding clathrin assembly protein-PICALM), erken AH’da genisleyen
endozomlarda bulunmaktadir.




2.1.2.2. Amiloid Hipotezi

Alzheimer, norofibriler yumaklar i¢ceren ndronlarca sarilmis ¢ok sayida amiloid
plaklarin birikiminden dolayi vaskiiler hasar ve noronal hiicre kaybiyla beyindeki cesitli
patolojik belirteglerle tanimlanmaktadir (17). Hastalik siirecinde norofibriler yumaklar
m1 yoksa amiloid plaklar m1 daha Once lezyon olusturuyor bilinmediginden bu
belirteglerin hastalik etyolojisindeki rolleri halatartisiimaktadir. Amiloid hipotezine gore
AP proteininin birikimi plaklarin ana yapisini olusturmaktadir ve bu da Alzheimer
patolojisinin etken maddesidir; norofibriler yumaklara, hiicre kaybina, vaskiiler hasara
ve bunlarin devaminda demansa neden olmaktadir. APP, daha biiyiik olan amiloid 6nciil
proteininin bir peptit triiniidiir. AIP molekiilii, APP’nin karboksil (COOH)-ucunda
hidrofobik transmembran domain olusturan 39-42.aminoasitler arasindaki peptittir
(Sekil 2.4). Amiloid 1B protein (AI3P) amiloidin hiicre dis1 ¢oziinmez ¢okeltilerini
olusturan protein gruplarindan biridir. APP geni ¢esitli protein izoformlar1 olusturmak
icin alternatif RNA kirpilmasina ugramaktadir; diger dokulardaki APP molekiillerinde
var olan serin proteaz inhibitor alan1 beyinde baskin olarak bulunan varyantinda eksiktir
(23).
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Sekil 2.4. Amiloid peptitlerinin iki kararli formunun sematik gosterimi. Coziinebilir
globulomer form ve ¢dziinmez fibril formlarin her ikisinde de tekrar eden iki ip gosterilmistir
fakat bu formlarin son halleri bu kisimlardan daha fazla oligomere sahiptir. Paralel tabaka
peptidin hidrofobik C-ucunu icerir ve iki formda maviyle gosterilen ortak bolgelerdir. Iki form
arasinda belirgin ayrimi olan segment kirmiziyla gosterilmistir. Fibrilin olusumunda alternatif

baslangic ve bitis sekanslari parentez i¢inde belirtilmektedir (24).

APP, sitoplazmik membranin arasina girip sonrasinda APP sekretaz tarafindan
APP dizisi i¢inden 15 ve 17 bolgelerinden kesime ugramaktadir. Bu kesilim olay1 biitiin
bir APP pargasi igermediginden amiloid birikimiyle sonu¢lanmamaktadir. Bu pargalar
bolinmils amino (NH»)-ucu tiirevleri icermekte ve beyinle serebrospinal sivi tarafindan
tespit edilebilmektedirler. APP bdlgesinden kesim yapan sekreteaz enzimi bu bolgenin
sinirlarin1 ve APP’nin ikincil yapilariin hepsini taniyabilecek 6zgiinliiktedir. Hiicreler
arast metabolik tasinma aracilifiyla membran bagli APP geri doniisiimiinden sonra
endozomal-lizozomal yolakla isleme ugradigi gosterilmistir. Biitlin AP bolgesini igeren
karboksil uglu parcalar APP’nin normal kesiliminden kaynaklanabilir ve sonugcta

amiloid ¢okeltilerine yol agmaktadir (Sekil 2.5) (23).
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Sekil 2.5.Amiloid kaskadi hipotezi. APP’nin islem gdrmesi iki yolakla meydana gelebilmektedir:

ilki APP bolgesi kismindan sekretaz tarafindan kesilerek amiloid olusumuna katilmayan peptit
iiriinleri halinde, digeri de endozomal-lizozomal bélmelerdeki kesimle AI3P kismi biitiin halde
kalip amiloid olusumuna katilmakta ve bu da Alzheimer’in ayiric1 6zelliklerinden nérofibriler

yumaklara ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir (23).

APP proteininin biiylik ¢cogunlugu endoplazmik retikulumda parcalanmakta ve
sadece kiigiik bir kismi sekretazla kesilme yolagina dahil olmaktadir. APP genel
olarak,p sekretaz tarafindan proteolitik ayrilmaya ugrarken APP genindeki mutasyonlar,
B ve vy sekretazlarca bolgesel kesilimle AP iiretimi ve artan AP birikimiyle
iliskilendirilmistir. B sekretaz tarafindan APP’nin proteolitik kesiminden kaynaklanan
AB’nin serbest N-ucu amiloid olusumunda kritik basamak olarak degerlendirilmektedir
(23).

Amiloid kaskadi hipotezi, AP birikiminin ndronal fonksiyon bozuklugunu
tetikledigini ve beyinde Olime neden oldugunu o6ne siirmektedir (Sekil 2.6). Asil

hipotezde bu noronal islevsizligin ve 6liimiin toplam amiloid yiikiiniin toksik bir etkisi
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oldugu diisliniilmiistiir. AH patolojik degisimine dair bilginin artmasiyla arastirmalar
APP’nin A peptitlerini (Ap1-40 ve AB1-42) ayirmasi ve AP oligomerlerinin 6nemi
gibi AP islenmesindeki degisimleri iizerinde daha 6zel olarak yogunlasmistir. AB1-42
peptidi birikim olusturmaya AB1-40’tan daha egilimlidir ve bu iki izoformun orani1 a, 8

ve y sekretaz tarafindan APPden ayrilma sablonunu etkilemektedir (2).

Norotransmitter

Sinaptik bozulma
ve ndronal alim

Ekstraselliler AR
plaklan

MNorotransmitter reseptir

Sekretaz
kesimi

Sekil 2.6.Giincel amiloid kaskadi hipotezi. APP, néronlarda ve hiicre disinda birikerek plaklara
dontisen Apiiretmektedir. Amiloid kaskat hipotezinde AB ¢okeltileri toksik olup noronal hiicre 6liimii ve

sinaptik bozukluklara neden olmaktadir (2).

2.1.2.3. Tau Proteini (1)

Tau, 1975’te mikrotiibiillerle birlikte izole edilmis ve bir protein olarak
tanimlanmustir. Bu proteine mikrotiibiillerin birlesip ayrilma dongiisiinde yer aldigindan
ve tiibiil olusumunu indiikleme kapasitesinden dolayi tau (t) ad1 verilmistir. 1977°de bir

fosfoprotein olarak kaydedilmis ve 1984’te tau’nun fosforillenmeden arinma diizeyi ne
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kadar artarsa mikrotiibiil birlesimini desteklemede o kadar etkili oldugu gosterilmistir
(25).

Tau, tek bir genin alternatif mRNA kirpilmasiyla iiretilen noronal protein
ailesindendir. Tau’nun en iyi tanimlanmis gorevi hiicrede mikrotiiblil kararliligini
desteklemesinin yan1 siratau’nun bagka bir¢ok islevi olduguna dair kanitlar artmaktadir.
Taunun gorevleri fosforilizasyon seviyesiyle diizenlenmektedir. Insan beyin tau
proteininin en uzun formu, 80 serin ya da treonin bolgesi (rezidiie) ve bes tirozin
bolgesi igerdiginden neredeyse proteinin % 20'si fosforillenme potansiyeline sahiptir. /n
vitroda onlarca protein kinazin tau’yu fosforilledigi gosterilmistir; tau evrensel fosfat

alicis1 olarak kabul edilmektedir (25).

Amiloid kaskadi hipotezi tau da olan degisimlerinve norofibriler yumak
olugsmasinin, AB’nin toksik konsantrasyonlari tarafindan tetiklendigini ileri stirmektedir.
Tau ¢6ziinebilir bir proteindir ancak norofibriler yumak olusumu siirecinde ¢éziinmez
agregatlar iretmekte ve bu da néronun islevini ve yapisini bozmaktadir. Tau
monomerleri ilk olarak oligomer olusturmak igin bir araya gelmektedir; daha sonra 3
tabakalar halinde birikerek norofibriler yumaklart meydana getirmekteler ve hiper

fosforillenmeye ugramaktadirlar (Sekil 2.7) (2).
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Sekil 2.7. Fizyolojik ortamda ve patolojik durumda tau fosforilasyonunun tau islevini
diizenlemedeki roliinii gdsteren diyagram. A) fizyolojik kosullarda uygun néronal fonksiyonlari
saglamas1 i¢in mikrotiibiillerle tau’nun etkilesimleri fosforilasyon sayesinde dengeli ve dinamik
degisimleri icermektedir. Birkag¢ farkli protein kinaz ve fosfataz tau fosforilasyonunu en uygun haliyle
diizenlemek icin calismaktadirlar. Ozellikle Ser262 ve THR231/Ser235 bolgelerindeki fosforilasyonlar
tau mikrotiibiil etkilesimlerinde kilit rol oynamaktadirlar. Normal kinaz ve fosfataz aktiviteleri tau-
mikrotiibiil etkilesimlerini siki bir diizende tutmaktadir. B) Patolojik durumda belli toksik hasarlar belirli
kinaz ve fosfatazlarin ¢alisma dengesinde diizensizlige neden olmakta ve kritik mikrotiibiil diizenleyici
bolgelerde tau daha fazla fosforillendiginden mikrotiibiillere baglanmadan serbest kalip oligomerler
olusturmaktadir. Hiicredeki stres durumundan kaynakli tau’nun yanlis yerlesimi zamanla fibrilogenik
bolgelerinden (6rnegin Ser396/404) uygunsuz fosforilasyon olaylariyla sonuglanabilmekte ve/veya
tau’nun fibril olusumunu artiran Asp421°den kaspazlarca kesilimi olabilmektedir. Tiim bu hareketler tau-
tau etkilesimini artirarak oligomerlerin ve devaminda tau filamentlerinin olusumuna onciiliik etmektedir.
Tau’nun mikrotiibiillere ve diger fizyolojik iligkili proteinlere baglanmasindaki azalma kendiliginden
birlesimlerini artirmakta; néronal islev bozukluklarina katki saglayarak sonunda hiicre o6liimiine yol

agmaktadir (25).

2.1.2.4. Alzheimer Hastalig ve Kalsiyum

APP’nin tek basina norotoksik olmadig1 fakat néronlar1 dis toksisite hasarlarina
daha duyarl hale getirdigi ifade edilmistir. Buna ragmen amiloid hipotezinin ilk ortaya

atildig1 donemde néronal kayba ve yumak olusumlarina nasil yol actigina dair net bir

14



bilgi yoktur. Peptidin, kalsiyum iyonu (Ca™) homeastazini bozup noéronlar arasi
kalsiyum miktarin1 artirdigi bilinmekteydi. Bu bilgi ndorofibriler yumaklarin nasil
olustugunu agiklayabilmektedir. Yumaklar mikrotiibiil baglantili protein tau’nun asiri
fosforillenmis sarmal filament ¢iftlerinden meydana gelmektedir ve tau fosforilasyonu
hiicreler arasi1 kalsiyum tarafindan kontrol edilmektedir. Bu durumda APP hiicreler arasi
kalsiyum konsantrasyonunu artirarak tau fosforilasyonuna onciililk edip ¢ift sarmal

filamentlerin olusumunun artisini indiiklemektedir (23).

Beynin, yiiksek oranda lipid igerigi tasimasi ve oksijen tiiketimi beyni oksidatif
strese acikca duyarli hale getirmektedir. AP toksisitesini agiklamak {izere birkag
mekanizma Onerilmektedir; hidrojen peroksit (H202), siiperoksit (Oy’), hidroksil
radikalleri (HO") ve nitrik oksit (NO), hiicreler aras1 Ca*? birikimiyle hiicre dis1 toksisite
gibi reaktif oksijen parcaciklarinin iiretimi membran akiskanligini azaltmakta, enerji
tiketimini, hiicre iskeletini, inflamasyon siire¢lerini ve metal homeastazini
degistirmektedir. Tiim bu olaylar, belirli noronal hiicre topluluklarinin ileri derecede
kaybina yol acan nekroza ya da apoptoza ve sinaptik dagilima neden olan yolaklarda
birlesmektedirler (26).

Bozulmus Ca*? dengesi AH ile iliskilendirilmektedir. Ca*? asetilkolin ifadesi ve
metabolizmasiyla ve aym zamanda reseptOriiniin  aktivitesiyle baglantilidir.
Ca*¥/kalmodulin protein fosforilasyonu diizenlemekte ve siklik AMP-yanit elementi
baglayan protein (CREB), mitojen-aktive protein kinaz (MAPK), kalmodulin-bagiml
protein kinazlar (CaMK) gibi AH’da nérodejenerasyona dahil olan anahtar protein
etkenler kalsiyum-bagimli sinyal transdiiksiyon yolaklarina 0&zgii proteinlerdir.
Ca*’molekiilleri noroinflamasyon sirasinda glial hiicreleri diizenleyen beyin hiicreleriyle
bir tiir iletisim halindedirler. AH patolojisinin pargast olan AP, asetilkolinesteraz
(AchE) aktivitesini artirmakta ve L-tipi voltaj-bagimh kalsiyum kanallar1 boyunca Ca*?
gecisini artirarak hiicreler arasi Ca'™® artisinda 6nemli yiikselmeleri tetiklemektedir.
AH’da Ca™*un birgok rolii vardir: (1) APP’nin amiloidojenik islenme durumu Ca*-
bagimli bir siire¢ olarak goriinmektedir; 2) AP kalsiyum kanallar ¢esitlerini kullanarak
Ca*? alimini kolaylastirmaktadir; 3) ayrica, Ca'*? AP birikimini hizlandirmaktadir; 4)
hiicre disindan iceri ¢cok fazla Ca*? girisi endoplazmik retikulum ve mitokondride asiri
miktarda Ca*? birikimine neden olmaktadir; 5) diizensiz hiicreler arasi Ca+2, tau

fosforilasyonundan sorumlu CaM-bagimli kinazi aktive eden CaM gibi enzimleri
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harekete gecirmektedir; 6) sitozolik fosfolipaz-A2 (PLA2) de Ca**-bagimli bir enzimdir
ve aktive oldugunda arasidonik asit salinimina ve siklooksijenaz-2 (COX-2) araciligiyla
noroinflamasyonun kismi aktivasyonuna neden olmaktadir. Ayrica ¢ok fazla Ca*? akist
proteolitik kalpainlere ve Ca*?/CaM bagimli kinaz-1I ile cesitli sayida enzim araciligiyla

noronal 6liime onciiliik etmektedir (27, 28).

2.1.3. Deneysel Alzheimer Hayvan Modelleri

Alzheimer patolojisi Caenorhabditis elegans’tan insan dis1 primatlara kadar
uzanan ¢ok c¢esitli modellerde incelense de en ¢ok kullanilan model kemirgenlerle
olanlardir. Alzheimer vakalarinin biiylik boliimiinii sporadik tipte AH olusturmaktadir
fakat bu vakalarin altinda yatan neden tam olarak bilinmemektedir. Erken baslangichi
ailesel AH ile sporadik tipte olani, ndropatolojik ve klinik olarak ayirt etmek baslangic
yasindaki fark disinda ¢ok zordur (29). Bu nedenle hayvan modelleri daha ¢ok ailesel
AH mutasyonlarinin kullanimimna dayanmaktadir. Insan beyninde bulunan patolojiye
benzer olarak mutant APP’yi asir1 derecede iireten transgenik farelerde hiicre dist Ap
plak birikimi yasa bagli olarak gelismekte; bir bagka deyisle sabit AP liretimine karsin
bu hayvanlarin ¢cogunda plaklar sadece orta ve ge¢ yetiskin donemlerinde meydana
gelmektedir. Ozellikle plak olusumu APP’den daha uzun olan A4, kesimi oldugunda
hizlanmaktadir. Bu peptit birikim yapmaya APs’tan daha egimlidir ki bu
durumdabiligsel zayiflamanin siddetini artirmaktadir. AH’nin bir diger belirteci olan
hiperfosforillenmis tau’nun birikmesiyle olusan norofibriler yumaklar, APP agir1 tiretimi
yapan transgenik farelerde hem olumlu hem olumsuz kamitlar gdstermistir. Insandaki
AH’nin aksine bu fare modelleri norofibriler yumak gelistirmemektedirler. Bu
hayvalarda tau hiperfosforillenmesinde artis oldugu gosterilmistir. Bunun igin onerilen
farkli sebepler arasinda 1l)insan AP birikimi norofibriler yumak olusumu igin yeterli
olmamasi; 2) kemirgen tau yapist ve dizilimi farkli olup yumak olusumuna yatkin
olamamasit; 3) farelerin Omrii insanlarda on yillar igerisinde gelisen patolojinin
hiperfosforillenme/birikme kismini yeterince yapmaya yeterli olamamasi ya da 4) tim

bunlarin bir kombinasyonu sayilabilmektedir (Sekil 2.8) (30).
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Sekil 2.8. Transgenik farelerde norofibriler yumak ve plak iiretimi. a) Plaklar mutant

PSEN1 ile ya da o olmadan ve ailesel AH’da bulunan mutant APP anlatimi tarafindan
iretilirken norofibriler yumaklar mutant tau anlatimi tarafindan tiretilmektedir. b) APP23 ve
pR25 farelerinde patolojinin gelisim siirecini gostermektedir. pR25 farelerinde ndrofibriler

yumak olusumu amigdalada baglayip nihayetinde hipokampusa kadar ilerlemektedir (31).

AP asir1 iiretimi yapan ve tau patolojisini tekrar eden transgenik fare modellerine
ek olarak bu hastalikla alakali genleri eksik liretimi yapilan genetigi degistirilmis cesitli
modeller de mevcuttur. Nakavt farelerde ¢ogunlukla BACE, presenilin 1 ve 2, ADAM10
ve 17 gibi APP sekretazlarla yapilmaktadir. APP ve tau nakavt farelerin, APP’nin

fizyolojik roliinii tespit etmede ve hastalik siirecindeki 6nemini gostermede degersiz
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olduklar1 kanitlanmistir. Presenilin 1 nakavt fareler 1997°de tretilmistir ve homozigot

nakavt presenilin 1’in merkezi sinir sistemi ve kas sistemindeki gelisimsel
bozukluklardan dolay1 letal oldugu gosterilmistir. Presenilini eksik farelere karsilik
BACEL nakavt fareler belirgin bir hata olmaksizin daha saglikli bulunmustur ve daha
kisa siirede AP iiretimi yapmaktadirlar. Tau nakavt farelerAPP transgenik modellerde

AP indiikli biligsel zayiflamayla hastaligin mekanizmasina 1sik tutmustur. Farelere ek

olarak transgenik ratlar da arastirmalarda genis yer tutmaktadir (29) (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. Alzheimer hastalig1 transgenik rat modelleri (29).

AH rat | Aile Transgen(ler)| Promotor(ler) | Hiicre dist Ap | Davramgsal
modelleri Gecmisi patolojisi bozukluk
TgAPPswe Fischer-344 | APPswe PDGF Yok Azalmis
hafiza kayb1
UKUR25 Wistar APP751 PDGF Yok 16 ay (orta
swe/ind seviyede
hPS1 Finn bozukluk)
Tg6590 Sprague- APPswe Ubiquitin-C 15 ay sonra 9ay
Dawley
Tg478/Tgll | Sprague- APP695 swe | Rat sinapsin | | 18 sonra Belirtilmemis
6 Dawley APP swe/ind | PDGFp
Tg478/Tgll | Sprague- APP695 swe | Rat sinapsin | | 9 ay sonra 7 ay
16/Tg11587 | Dawley APP swe/ind | PDGFf rat
hPS1 Finn sinapsin |
APP21  ve | Fischer-344 | APP695 Ubiquitin-C Belirtilmemis | Belirtilmemis
APP31 swe/ind
#318 hatt1 SHR hTau kesili Fare Thy-1 Yok (tau | Evet
patolojisi)

2.1.3.1. Deneysel Alzheimer Hayvan Modelleri ve Streptozotosin

Streptozotosin (STZ) diyabetojenik bir bilesiktir ve genellikle, insiilin direncini

indiikleyip pankreatik [ hiicrelerinde hasar yapmasi icin perifere uygulanarak
hayvanlarda diyabeti tetiklemek amaciyla kullanilmaktadir (32). Beyin insiilin

homeostazisinin (dengesi) beyin islevinde énemli bir rolii oldugunu gosteren kanitlar
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her gecen giin artmaktadir. Insiilin sinyallesmesi, gama-aminobiitirik asit (GABA)ve
glutamat reseptorleri gibi uyarici ve inhibe edici reseptorlerin aktiviteleriyle sinaptik
plastisiteyi degistirerek ve uzun vadeli hafiza destegi i¢in gerekli olan genlerin
anlattimma Onciilik eden sinyal gecislerini tetikleyerek o6grenme ve hafizada rol
oynamaktadir. Insiilin/insiilin reseptdrii (IR) sinyal yolagi beyinde de periferdekine
benzer sekilde calismaktadir. Beyinde insiilin sinyallesmesindeki bozuklugun AH
patogenezine katkida bulunacag fikri ilk olarak Siegfried Hoyer tarafindan 23 yil 6nce
one sirilmistiir (33). Beyin glukoz/enerji metabolizmasindaki erken anormallikler
yiiksek glukoz ihtiyaci ve yliksek insiilin hassasiyetinin her ikisiyle alakalidir ve bunlar
biligsel bozukluklara da dahilolup sporadik AH (SAH) patogenezinde bozulmus insiilin
sinyallesmesinin roliinii desteklemektedir. SAH insan beyninde IR sinyal yolagindaki
degisimlerin 15181nda, beyin insiilin sisteminde bozuklugu indiiklemek amaciyla ratlara
intraserebroventrikiiler (icv) STZ uygulamasi SAH arastirmalar1 i¢in deneysel bir
yaklagim olarak umut vermektedir. SAH, insan beyninde bulunana benzer olarak icv
STZ uygulanan ratlarin da beyinlerinde 35 bolgenin 17’sinde glukoz metabolizmasinda
ve anahtar niteligindeki glikolitik enzimlerin aktivitelerinde azalmalar bulunmustur. icv
STZ modeli ayn1 zamanda ratlarda serebral amiloid anjiyopatisi gelistirmektedir ve 4

hafta sonrasinda hipokampal APP mRNA’sinda artis rapor edilmistir (34).

Icv STZ’nin diisiik, diyabetojenik alt1 (subdiyabetojenik) uygulamasinin beyinde
biligsel ve kolinerjik hasarlart indiikledigi, oksidatif stres, beyin glukoz/enerji
metabolizmasinda bozulmalara yol agarak insiilin direngli beyin durumu olusturdugu
gosterilmistir (35). Tek seferde bilateral icv STZ enjeksiyonundan (3 mg/kg) 5 hafta
sonra beyin agirliginda azalma, biligsel zayiflik, hipokampal AP (1-42)’de énemli bir
artts ve hem hipokampal hem de kortikal hiperfosforillenmis tau seviyesinde artig
gozlenmistir. Icv STZ rat modeli bir diger onemli Ozellik olan, AH hastalarinin

beyinlerinde gozlenen beyin dokusunda oksidatif stres isaretlerini de yansitmaktadir
(36).

Periferde STZ uygulamasi pankreatik B hiicrelerinin seg¢ici olarak yikimini
indiiklemektedir. STZ hiicrelere glukoz tasiyici-2 (GLUT2) araciligiyla girmekte ve
DNA’nin alkillenmesine neden olmaktadir. Bu da poli-ADP ribozilasyonunun
aktivasyonunu tetikleyerek hiicresel NAD" ve ATP bosalmasina neden olmakta ve B
hiicrelerinin ana islevi olan insiilin iiretimi ve salimimina hasar vermektedir. Sitotoksik

etkilerine karsin STZ pankreatik adacik hiicrelerinin metastatik kanserine karsi
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savagmasi i¢in kullanilmaktadir. Yine de STZ’nin beyindeki aktivasyon mekanizmasi
tam olarak bilinmemekte ve periferaldekine benzer oldugu tahmin edilmektedir. Sonug
olarak icv STZ uygulamasi GLUT2 inhibisyonuyla beyin insiilin metabolizmasinin
bozulmasina neden olmakta ve ‘insiiline direngli beyin durumu’ olusturarak serebral
hipometabolizma,  biligsel  fonksiyonlarda  zayiflama ve tau proteininin

hiperfosforillenmesiyle tanimlanmaktadir (37).

Simdiye kadar ki ¢alismalarda icv STZ enjeksiyonunun AH’da da benzer olarak
gozlenen kolinerjik bozukluga, tau hiperfosforilasyonuna, insiilin reseptorii
bozulmasina, oksidatif strese, mitokondriyal islevsizlige, enerji metabolizmasinin
aksamasina ve proapoptotik sinyal yolaklarinin aktiflesmesine neden oldugu rapor

edilmistir (35).

2.2. TRP Kanallan

TRP kanallar1 her biri farkli tasima oOzelligi olan seg¢ici olmayan katyon
kanallaridir. Simdiye kadar memelilere ait TRP kanal ailesinin 28 iiyesi oldugu
bilinmektedir ve iki grup ve yedi alt smifa ayrilmaktadir. ilk TRP kanali Drosophila'da
tespit edilmistir ve oksijensiz bir siire¢ boyunca Ca*? konsantrasyonunu artirdigi
gosterilmistir. TRP kanallar1 mayadan memelilere kadar ¢esitli organizmalarda tespit
edilmistir ve kanal tiirlerinden bilinen en eskisinin TRP kanallar1 olduklar1 One
striilmektedir. TRP siiper ailesinin birinci grubu 5 alt aile igermektedir: TRPC
(kanonik), TRPV (vaniloid), TRPM (melastatin), TRPA (ankrin) ve TRPN (NOMPC).
Ikinci grubu da geriye kalan alt aileleri kapsar: transient receptor potential polisistin
(TRPP) ve transient receptor potential mukolipin (TRPML). Tiim TRP kanallar
segmental kisimlarinda homoloji seviyelerinde farklilik gosteren 6 transmembran
segmentinden olugmaktadir. Tiim kanallar Ca*? tasima yeteneklerine gore farklilik
gostermektedirler. Bilinen 28 TRP kanali i¢inde sadece bazilari oksidatif stres boyunca
aktiflesmektedirler; TRPC, TRPV ve TRPM alt aileleri (Sekil 2.9) (7, 10).
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2.2.1 TRPM Kanallarn Ailesi ve TRPM2 Kanal

TRPM kanallari, TRPC kanallariyla % 20 benzerlik géstermektedir. ‘Melastatin’
adi melanomada TRPMI1 proteininin negatif diizenlenmesinin gozlenmesi lizerine
verilmistir (38). Hem TRPM6 hem de TRPM7 fonksiyonel COOH terminal
serin/treonin kinazigerirken, TRPM2, ADPR pirofosfataz faaliyeti gosteren fonksiyonel
NUDT9 homoloji alani icermektedir. Ca*®u cok gecirenden (TRPM6/TRPM7 ve
TRPM3 ’iin ek yerine kadar) Ca*? "u gecirmeyene kadar (TRPM4 veTRPMY) Ca*?
gecirgenligi farkliliklar gostermektedirler. Buna ragmen TRPMI1 kanali hari¢ tiim
TRPM katyon kanallar1 bu giine kadar karakterize edilmemislerdir. TRPM4 ve TRPM5
1stya duyarli Ca*? aktif kanallaridir (39).
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TRPM2 kanali amino ve karboksil ug¢larinin her ikisi de sitozole bakan alt1 TM
alanindan olugmaktadir (Sekil 2.10). Karboksil ucu TRPM2 kanalinin enzimatik
aktivitesinden sorumludur ve bu bolge NUDT9 ile homoloji gosterip ‘NUDT9-H
bolgesi’ olarak adlandirilmaktadir. TRPM alt grubu 8 memeli homolog icermektedir.
Ozellikle TRPM2 ve TRPM7 ROT tarafindan aktive edilen Ca**‘ye gegirgen segici
olmayan katyon kanali 6zelligi gostermektedir. TRPM2 ve TRPM?7 ayrica oksidatif
strese bagli hiicre Oliimiinde rol almaktadirlar. TRPM2, ADP-riboz (ADPR),
nikotinamid adenin diniikleotid (NAD), H>O, ve oksidan tertbiitilhidroperoksit gibi
ROT’lar araciligryla aktive olup Ca* gecirmektedir. Oksidatif stres mitokondri i¢indeki
ADPR ftiretimini indiikler ve sitozole salmakta bu da TRPM2’yi aktive etmektedir (10).

NUDT9-H

Sekil 2.10. TRPM2 kanalinin yapisi. ADPR, kanalin karboksil ucunda yer alan NUDT9-H ile
etkilesime gecerek TRPM2’yi aktive etmektedir. Etkilesim siiresince TM5 ve TM6 arasindaki

por agilmakta ve hiicreye Na* ile Ca* girisi olmaktadir. Ca*?amino ucuyla etkilesime gecerek

ADPR etkisinin giiclinii artirmaktadir (38).

2.2.2. TRPM2 ve Alzheimer Hastahg:

Hipokampal silikalardaki CA1 inter ndronlar dahil hipokampiisiin piramidal

noronlarinda, fonksiyonel TRPM2 katyon kanallarimin son derece iyi ifade edildigi
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bildirilmistir (40). Noronal hiicre kiiltiirinde TRPM2 sentezi normal gruplarda, H,0, ya
da AP peptidi verildiginde Ca*® seviyesinde belirgin bir artis ve hiicre &liimii
goriilmektedir. Buna karsilik poli ADP riboz polimeraz (PARP) ve TRPM2-S ile
inhibisyonlahiicre kiiltiirindeki TRPM2 mRNA’s1 azaldiginda H,O, ve A aracili hiicre
olimii de azalmaktadir (41). TRPM2” /APP/PS1 transgenik Alzheimer farelerde
TRPM2 yoklugunda plak olusumunu etkilemeden, endoplazmik retikulum stresi ve
anormal mikroglial aktivasyon azalmaktadir ve ayn1 zamanda bilissel ozelliklerde
dediizelme goriilmektedir (42). AP, membrana bagli oksidatif stres ve hiicresel Ca*?
homeastazinin bozulmasiyla néronlar1 apoptoza ve eksitotoksisiteye hassas kilmaktadir.
Son bulgular, H20; indiiklii néronal 6lim roliiniin yani sira TRPM2’nin A indiikli
hiicre 6liimiinde de islevinin oldugunu gostermistir. TRPM2 kesilim varyantinin
transfeksiyonu yapilarak ve bu varyantin TRPM2’yi negatif olarak inhibe etmesiyle
hem H,0, hem de AP indiiklii hiicre 6liimii ve hiicreler arasi serbest kalsiyum inhibe
olmaktadir. Yine TRPM2 hedefli sSiRNA ile TRPM2 mRNA seviyesi ve H,0, ve AP
indiiklii toksisite azalmaktadir (5).

AP, mitokondride ROT firetimini ve sitozole salinimini tetiklemektedir. ROT,
TRPM2 ve TRPM7’yi aktive etmekte ve sonugta artan Ca*? konsantrasyonu NO
tiretimini indiiklemektedir. NO ve ROT daha sonra oldukg¢a reaktif parcaciklar olan
preoksinitrit (ONOO") ile birlesmektedirler. ONOO", TRPM7 araciligiyla Ca*™ ige
akisi tetiklemektedir. AP, TRPM2 aktivasyonunu ve NO’yu indiikleyen TNFa’y1
tiretmekte ve bu da astrositlerle mikroglialar1 aktive etmektedir (Sekil 2.11) (10).
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Sekil 2.11. Noronal TRP kanallarinin AH’da tahmini katilimlari (10).



2.3. Kurkumin

Kurkumin (diferuloilmetan), genel olarak zerdegal olarak bilinen Curcuma longa
bitkisinin koklerinden elde edilen hidrofobik bir polifenoldiir. Kurkuminin kullanimi
bundan yaklasik 5000 y1l dncesine kadar uzanmaktadir. Zerdecalin sar1 rengini saglayan
kurkumin yaklasik 200 yil kadar 6nce izole edilmistir ve 1910’da yapist kesfedildikten
sonra diferuloilmetan adiyla anilmaktadir (Sekil.2.12) (43).

HO OH

CH;0 S5 NN OCH,

Sekil 2.12. Kurkuminin kimyasal yapis1 (43).

Zerdegal, kurkuminoidler, kurkumin, demetoksikurkumin ve
bisdemetoksikurkumin igermektedir. Son zamanlarda kurkuminoidlerin ndronal
koruyuculugu, kemo ve kanser oOnleyiciligi gibi saglikla alakali o6zellikleri dikkat
¢ekmeye baglamistir. Kurkuminoidler, anti-enflamatuar aktiviteye sahip olup
organizmanin antioksidan savunma mekanizmasini indiiklemektedir (6). Birgok in vivo
ve in vitro ¢alisma, gesitli viicut bolgelerindeki farkli kanser durumlarinda kurkuminin
lipid peroksidasyonunu inhibe ettigini ve siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon (GSH),
glutatyon-s-transferaz  (GST) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidan

molekiillerin aktivitelerini artirdigini rapor etmistir (44).
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2.3.1. Kurkumin ve Alzheimer Hastahg:

Kurkuminin yasa bagli norodejeneratif hastaliklarin biiyiik kisminda tedavi ve
onleyici ozellikleriyle giiglii bir aday olarak gosterilmistir. /n vivo ve in vitro
calismalarin ikisi de AH’da kurkuminin amiloid oligomerlerinin ve plaklara baglanan

fibrillerinolusumunu inhibe ettigini, amiloid birikimini azalttigin1 gostermistir (45).

Kurkumin, anti-enflamatuar, anti-oksidan ve anti-protein agregat aktiviteleriyle
noronal koruyucu bir ilagtan istenebilecek bircok 6zellige sahiptir. Sahip oldugu bu
coklu potansiyel, oral kullanimin giivenligi, uzun zamandan beri kullanimi1 ve diisiik
maliyeti kurkumini bir¢ok noérolojik durum ig¢in Onleyici konuma getirmektedir. APP
transgenik plak-olusturan Alzheimer hayvan modelinde kurkumin test edildiginde
oksidatif hasar ve yangi oranini azalttigi gibi birikmis AP ve amiloid plaklarinda da
azalma saglamistir (11). Zayif etkilesim 6zelligine ragmen bazi ¢alismalar kurkuminin
KBB’yi astigin1 gostermistir. Esasinda kurkumin gibi dogadan elde edilen {irtinler P-
glikoprotein  tasiyicisinin ~ substrat  baglama  bolgesinde taginarak KBB’ni
gecebilmektedir (46). Transgenik AH farelerde kurkuminle besleme sonucu AP
plaklarin ve birikiminin 6nemli 6lglide azaldigi, tau fosforilasyonunu inhibe ettigi ve

oksidatif hasar1 azaltip inflamasyonu hafiflettigi gosterilmistir (47).

2.3.2. Kurkumin ve TRPM2 Kanali

Kurkumin ROTtemizleyicisi olarak ¢alisabilmekte, oksidatif stresi azaltmakta ve
boylece ADPR olusumunu ve devaminda TRPM?2 kanallarmin aktivasyonunu
onlemektedir. Kheradpezhouh ve arkadaglarinin karaciger hiicreleriyle yaptigi ¢alisma
kurkuminin oksidatif hasar veya hiicreler arasi ADPR uygulamasina cevaben gelisen
TRPM2’yi inhibe ettigini ancak aktif TRPM2 kanallarin1 bloke etmedigini gostermistir.
Bu ¢alismayla kurkuminin ilk kez ADPR tarafindan aktive olan TRPM2’nin bir veya
daha fazla yolagini inhibe ettigi ortaya konmustur (7). TRPM2 inhibisyonunun
mekanizmas1 heniiz net degildir fakat direkt olarak porun bloklanmasi ya da ADPR
baglanma bolgesiyle kurkuminin yarigmasinin da s6z konusu olmadigi one

stirilmektedir (10).
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3. MATERYAL VE METOT

Calisma Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim Merkezi’nde
(INUTF-DEHUM) ve Inonii Universitesi Biyoteknoloji Arastirmave Uygulama
Merkezi’nde gergeklestirildi. Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulu tarafindan onaylanan (03/06/2016 tarihli ve 2016/A-80 protokol no’lu karar) bu

calismada tiim uygulamalar etik kurul protokoliine uygun sekilde yapildi.

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Streptozotosin (Santa-Cruz), Kurkumin (Acros Organics), sodyum karboksil metil
seluloz (CMC- Sigma), Tween-80 (Merck),Nitroblue tetrazolium (Sigma), Sigir serum
albiimin, Glutatyon (GSH, Sigma-Aldrich), 5,5’-ditiyobis-2 nitrobenzoik asit (DTNB,
Sigma-Aldrich), 2-tiyobarbutiirik asit (TBA, Sigma-Aldrich), sodyum kloriir (NaCl,
Merck), potasyum kloriir (KCl, Merck), magnezyum kloriir (MgCl,.6H,0, Sigma-
Aldrich), kalsiyum kloriir (CaCl,. 2H,0, Sigma-Aldrich), sodyum dihidrojen fosfat
(NaH,PQO,. H,0, Riedel-de-Haen), disodyum hidrojen fosfat (Na;HPO,. 7H,0, Riedel-
de-Haen), (1,1,3,3, tetramethoksipropan, Sigma-Aldrich), n-butanol (Fluka), triklor
asetik asit (TCA, Sigma-Aldrich), sodyum hidroksit (NaOH, Sigma-Aldrich), tri
sodyum sitrat (Sigma-Aldrich), fosforik asit (H3PO4, %85°1ik, Riedel-de-Haen),
potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,4, Sigma-Aldrich), dipotasyum hidrojen fosfat
(KoHPQ,4, Sigma-Aldrich), etilendiamintetraasetik asit (EDTA, Sigma-Aldrich),
hidrojen peroksit (H,O,, Sigma-Aldrich) Na-K-tartarat (Sigma-Aldrich), bakir siilfat
(CuSQ,, Sigma-Aldrich), Etidyum bromid (EtBr, Fisher Scientific), Agaroz (Sigma-
Aldrich), Sodyum sitrat tri bazik dihidrat (Sigma-Aldrich), Sodyum asetat (Sigma-
Aldrich), Guanidin Tiyosiyanat(Sigma-Aldrich), Hidroklorik asit (HCI, Sigma-Aldrich),
PZR i¢in primerler, RNA saflagtirma kiti, Ger¢ek zamanli PZR reaksiyonu i¢in master
mix, cDNA sentez kiti Roche firmasindan, Hayvanlarin anestezisinde kullanilan
ksilazin ve ketamin HCI ise Alfasan firmasindan ve operasyon sonrasi antibiyotik

(sefazolin, Sefazol) Mustafa Nevzat firmasindan temin edilmistir.
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3.2. Kullanilan Alet ve Geregler

Arastirmada; millipore marka saf su tinitesi, ASI-Instruments marka SAS-4100
model stereotaksi aleti, Hamilton marka 10 pl hacimli enjektor, Biorad-MyCycler
marka PZR cihazi, Roche marka LC96 model gercek zamanli PZR cihazi, Denver
Instrument marka terazi, Ohaus marka hassas terazi, Biorad marka elektroforez giic
kaynagi, Retsch marka MM400 model bilyeli parcalama sistemi, Mettler Toledo marka
EL20 model pH metre, Hettich-zetrifugen marka 200 model masaiistii santrifiij cihazi,
Hermle marka Z216MK model mikro santrifiij, EpochBiotek marka spektrofotometre
cihazi, Heidolph marka vorteks, Heidolph marka manyetik karistirici, bazi kimyasal
reaksiyonlar icin Memmert marka su banyosu kullanildi. Leica RM2125 mikrotom,
Leica DFC-280 arastirma mikroskobu kullanildi.

3.3. Kullanilan Cozelti ve Tamponlar

3.3.1. Yapay serebrospinal s1vi hazirlanisi

Yapay serebrospinal sivi Tablo 3.1’de belirtilen A ve B soliisyonlarinin 1:1 (v/v)
oraninda karistirilmasiyla laboratuvar ortaminda hazirlandi. Hayvanlara verilecek STZ
miktar1 tek tek agirliklar1 oOlgililerek hesaplandi ve enjeksiyon bu oranlara gore

gergeklestirildi.

Tablo 3.1. Yapay serebrospinal siv1 icerigi (48).

A Soliisyonu B Soliisyonu

Bilesen Gram Bilesen Gram
NaCl 8,66 Na;HPO,. 7H,0 0,214
KCI 0,224 NaH,PO,4. H,O 0,027
CaCl,. 2H,0 0,206

MgCl,. 6H,0 0,163
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3.3.2. Streptozotosin hazirlanisi

Streptozotosin hazirlanan yapay serebrospinal sivi igerisnde ¢ozdiiriilerek STZ
ve STZ+kurkumin grubundaki hayvanlara yetecek miktarda stok olarak hazirlandi ve
icv enjeksiyon sirasinda her hayvanin agirligina gore 1,5 mg/kgviicut agirligi dozunda
(49) es dagilim olacak sekilde belirlenen miktarlarda Hamilton enjektoriine ¢ekildi.
Sham grubuna da STZ olmaksizin sadece ¢oziicli olan yapay serebrospinal sivi enjekte

edildi.

3.3.3. Kurkumin hazirlanisi

Kurkumin hidrofobik yapida bir madde oldugundan ¢oziicii olarak % 1 sodyum
karboksil metil seluloz ve % 1 tween-80 karisimi igerisinde hazirlandi (50).
STZ+kurkumuin ve kurkumin gruplarindaki siganlara icv operasyonundan 25 giin sonra
giinde bir kez 300 mg/kg viicut agirlig1 dozunda 10 giin boyunca i.p enjeksiyon yapildi
(51).

3.3.4. RNA saklama ¢ozeltisi

70 gr Amonyum Siilfat 100 ml dietilpirokarbonat (DEPC)’l1 suda ¢oziildii.
Uzerine 10 mM EDTA (pH=8) ve 25 mM Sodyum Sitrat (pH=5,2) eklenip DEPC’li saf

su ile 150 mI’ye tamamland1 ve pH 5,2’ye ayarlandi.
3.3.5. 10X TBE (Tris-Borat-EDTA) ¢ozeltisinin hazirlanis

1 litre 10X TBE tamponu hazirlarken; dncelikle 108 gr TRIS baz, 55 gr Borik
Asit ve 40 ml 0.5 M EDTA ¢ozeltisi 900 ml saf su igerisinde manyetik karistiricida
¢ozdirildi. Cozeltinin pH degeri 8.0 oluncaya kadar HCI eklendi. Daha somra
¢ozeltinin toplam hacmi 1000 ml’ye tamamlandi ve son olarak otoklavda 121 °%C’ de 20

dakika otoklavlandi.
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3.3.6. Lizis soliisyonu hazirlanisi

4 M Guanidin izotiyosiyanat, 25 mM sodyum sitrat (pH:7) ve % 0.5 sarkosil (N-
Lauroylsarcosine) eklenerek lizis karigimi hazirlandi ve ¢alisma esnasinda kullanilacak
solisyonun miktarmin % 11 olacak kadar [-Merkaptoetanol eklenerek

homojenizasyonda kullanildi.

3.4. Sicanlarin Temini ve Bakimm

Arastirmada Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve
Arastirma Merkezi’nden temin edilen, ortalama agirliklart 350-375 gram olan 12 aylik
Wistar Albino cinsi toplam 50 adet erkek sigan kullanildi. Deney siiresince siganlar
sicakligin 21° C ve ortam neminin % 55-60 oldugu, 12 saat 151k (08:00-20:00 saatleri),
12 saat karanlik uygulanan odalarda tutuldular, ad libitum olarak standart sigan yemiyle

beslendiler ve normal musluk suyu igtiler.

3.5. Gruplarin Olusturulmasi

Deneye baglamadan 6nce hayvanlar agirliklarina gore es dagilim olacak sekilde
asagidaki gibi 5 gruba ayrildi. Kullanilacak hayvan sayisini belirlemek i¢in gii¢c analizi
yapildi. Gruplar arasi en yiiksek SOD farki 33 unit/L, standart sapmasi da 20 ve tipl
hata a: 0.05, tip2 hata B: 0.020 oldugundan her bir grupta en az 10 deney hayvani olmak
lizere toplamda en az 50 deney hayvani gerektigi gii¢ analiziyle hesaplandi (52).

1- Kontrol Grubu (K, n=10): Bu grup 45 giin boyunca ad libitum olarak
beslendi. Bu gruptaki hayvanlar, ilk 5 giin, ikinci olarak 21-25. giinlerde bir 5 giin daha
ve deneyin son 5 giinii Morris su tanki (MWM) deneyine katildi. Bunlarin disinda bir

uygulama yapilmadi.

2- Kurkumin Grubu (KK, n=10): Bu grup diger gruplar gibi ilk 5 giin, ikinci
olarak 21-25. giinlerde bir 5 giin daha ve son 5 giin MWM su tanki deneyine katildi. 25.
ve 35. gilinler arasinda 300 mg/kg viicut agirligi dozunda (i.p) olarak kurkumin

enjeksiyonu yapildi (50).
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3- Sham Grubu (SH, n=10): Bu grup diger gruplar gibi ilk 5 giin, ikinci olarak
21-25. giinlerde bir 5 giin daha ve son 5 giin MWM su tanki deneyine katildi. ik MWM
deneyinden sonra 6. giinde icv yontemle viicut agirliklarina gére beyin dokusunda,5
mg/kg STZ ¢oziiciisii olan yapay serebrospinal sivi enjekte edildi. Ikinci MWM
deneyinden sonra 25. ve 35. giinler arasinda 10 giin boyunca yine viicut agirliklarina
gore kurkumin ¢oziiciisii olan %1 sodyum karboksimetil seluloz (CMC) ve % 1 Tween-

80 karisimi i.p olarak enjekte edildi.

4- Streptozotosin Grubu (STZ, n=10): Bu grup diger gruplar gibi ilk 5 giin,
ikinci olarak 21-25. giinlerde bir 5 giin daha ve son 5 giin MWM su tanki deneyine
katildi. ilk MWM deneyinden sonra 6. giinde icv yontemle viicut agirliklarma gore

beyin dokusuna 1,5 mg/kgviicut agirligi dozundaSTZ uygulandi (49).

5- Streptozotosin+Kurkumin Grubu (STZ+KK, n=10): Bu grup diger gruplar
gibi ilk 5 giin, ikinci olarak 21-25. giinlerde bir 5 giin daha ve son 5 giin MWM su tanki
deneyine katildi. Ilk MWM deneyinden sonra 6. giinde icv yontemle viicut agirliklarina
gore beyin dokusuna 1,5 mg/kg viicut agirligt dozunda STZ uygulandi. 25. ve 35. giinler
arasinda 300 mg/kg viicut agirligi dozunda intraperitonel (i.p) olarak kurkumin

enjeksiyonu yapildi (51).

Caligmaya baglamadan oOnce yapilacak uygulamalarin planlanmasi igin bir
cizelge hazirlandi. Caligma zamani ¢izelgesine gore deney hayvanlarinin tamami
herhangi bir uygulama olmadan Morris su tanki sisteminde 4 giin aligtirma ve bir giin
prob deneyi olmak {izere toplam 5 giin yilizdiiriildiiler. 5.giinden sonra icv uygulamasi
ile STZ ve STZ+kurkumin gruplarina STZ enjeksiyonu yapildi ve hayvanlar 21 giin
model olusum siireci icin bekletildi. 21 giiniin sonunda yine 5 giin boyunca yiizdiirme
deneyi yapildi ve ardindan 10 giinliik kurkumin enjeksiyonu gerceklestirildi. Kurkumin
sadece STZ+kurkumin grubuyla kurkumin grubuna verildi. Kurkumin ¢6ziiciisii olan
bilesen de sham grubuna enjekte edildi. Son olarak {iglincii kez yiizdiirme deneyi yapildi

ve son olarak anestezi altinda hayvanlarin beyin dokular1 alindi (Tablo 3.2).
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Tablo 3. 2. Calisma zaman ¢izelgesi. MWM: Morris Su Tank1 Deneyi, STZ: Streptozotosin, ICV: Intraserebroventrikiiler, i.p: intraperitonel

(Grup I, 1I: 1,5 mg/kg STZ; Grup I11: CSF) (Grup 11, 1V: 300 mg/kg Kurkumin, Grup I1: Coziicii)
ICV Operasyonu i.p. Kurkumin Uygulamasi Deneyin
Sonlandirilmasi

Giinler
-5 -1 0 21 25 35 39 40
MWM MWM MWM

Prob deneyi Prob deneyi Prob deneyi
(Biittin Deney Gruplari) (Biitin Deney Gruplar1) (Biitiin deney gruplari)
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3.6. fev enjeksiyon

Hayvanlara icv enjeksiyon yapmak igin stereotaksik cihazi (ASI-Instruments,
SAS-4100, ABD) kullanildi ve Hamilton enjektoriiyle (10 ul hacimli, Hamilton, ABD)
stvi aktarimi saglandi. icv enjeksiyon icin lateral ventrikiiliin stereotaksik koordinat
noktalar1 Paxinos & Watson si¢an beyin atlasina gore belirlendi (53). Lateral ventrikiil
giris noktasi referans noktasi olan bregmadan 1,40 mm mediyal ve 0,8 mm posteriyor
(kaudal) gidilerek tespit edildi (Sekil 3.1). Bu noktada matkapla kafatasi kemigi
delindikten sonra 4,8 mm ylizeyin altina enjektorle inildi ve her hayvan icin belirlenen

miktarda STZ yavags yavas verildi ve yine yavasg¢a enjektor ¢ikarildi.

Kulalklar aras: hat

Sekil 3.1. 290 gram Wistar rata ait kafatasi: diyagrami. Bregma, lambda ve kulaklar arasi hat

lateral pozisyonda goriilmektedir (54).

Hayvanlar icv operasyonun hemen Oncesinde intramiiskiiler olarak 75 mg/kg
ketamin (Alfamine, Alfasan, Hollanda) ve 5 mg/kg ksilazin (Alfazyne, Alfasan,
Hollanda) ile anestezi yapildi. Hayvanlar fizyolojik yanitlar1 (parmak kistirma gibi)
takip edilerek anestezi etkisine girdikten sonra kafalar1 trag edilip operasyon icin hazir
hale getirdiler. Sonrasinda hayvanlar stereotaksik cihaza kulaklari ve agzi cihaza
sabitlenerek yere paralel sekilde yerlestirildiler (Sekil 3.2). Kafa derisi sagital olarak
bistliri yardimiyla agildiktan sonra bregma noktasi belirlenip (Sekil 3.3) stereotaksi
koordinatlarina gore her iki ventrikiilde de matkapla duraya zarar verilmeden delik
acildr (Sekil 3.4). Ardindan her iki noktaya da STZ ve STZ+kurkumin gruplarindaki
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hayvanlar i¢in yapay serebrospinal sivida ¢ozdiiriilen STZ hayvan agirligina gore
enjekte edildi ve sham grubundaki hayvanlara da ayni sekilde kafatasinda hesaplanan
noktaya delik acilip agirligima gore sadece STZ ¢oziiciisii yapay serebrospinal sivi
enjekte edildi (Sekil 3.5). Enjeksiyon tamamlandiktan sonra hayvan cihazdan ¢ikarilip
kesi bolgesi siiturla kapatildi (Sekil 3.6) ve hemen ardindan 1 ml intraperitonel serum
fizyolojik ve intramiiskiiler olarak agirliklarina gore antibiyotik enjekte edildi.
Hayvanlar tekli kafeslere alindiktan sonra yiyecege ve suya ulasabilecekleri sekilde

iyilesme siirecine birakildilar (Sekil 3.7).

Sekil 3.2. Sicanin stereotaksi cihazina yerlestirilmesi.
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Sekil 3.3. Stereotaksi cihazina sabitlenen si¢anin kafatasinda koordinatlar1 belirlemeden

once temiz bir goriintii saglanmasi.

Sekil 3.4. Bregma noktasinin ve stereotaksik koordinatlarin belirlenmesi.
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Sekil 3.5. Enjeksiyon i¢in kafatasinda delik acilmasi.

&I

Sekil 3.6. Hamilton enjektoriiyle STZ enjeksiyonu yapilmasi.
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Sekil 3.7. Operasyon sonrasi agilan kesinin siiturla kapatilmasi.

3.7. Morris Su Tanki Deneyi (Morris Water Maze-MWM)

MWM kemirgenlerin uzamsal hafiza ve 6grenme becerilerini goriintiilemekte
kullanilan bir davranis deneyi sistemidir (55). 150 cm ¢apinda ve 60 cm yiiksekliginde
dairesel bir tankin su ile doldurulup tank iizerindeki kamera yardimiyla monitore
aktarilan goriintli ve videolar araciligiyla oOlglimler yapilmaktadir. Tank deney
sisteminin yazilimi araciligiyla (Noldus EthoVision XT10, Noldus Information
Technology, ABD) dairenin merkezi ¢evresinde 4 farkli kadrana (kuzeybati,
kuzeydogu, giineybati, giineydogu) ayrilmaktadir. Uygulama oncesi hayvanlarin
rengine zit olarak su rengi ayarlandi (56). Bu ¢alismada albino ratlar kullanildigindan
tanktaki su gida boyasiyla siyaha boyandi. Her kadranin ortasi ¢esitli renk ve sekildeki
gostergelerle isaretlendi ve hayvanlarin gorebilecegi sekilde tankin etrafina sabitlendi.
MWM su tanki deneyinde su seviyesinin 3-4 cm altinda kalacak sekilde gizli bir
platform yerlestirilerek hayvanlara platformun yeri 6gretildi (Sekil 3.8). Bu ¢aligmada
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platform kuzeydogu kadraninin ortasinda olacak sekilde ayarlandi ve hayvanlar her dort
kadrandan da suya birakilarak yon tayini ve hafiza durumlan izlendi. Tim yilizdiirme
seanslarinda her hayvan dort yonden de toplamda 60 saniye olacak sekilde yilizmeye
birakildi. Siire sonunda platformu bulamayan hayvanlara ilk 4 giin boyunca platformun
tistiine birakilip 20 saniye gozlem yapmasi i¢in zaman tanindi. 4 giinden sonraki besinci
giin yiizdiirme seansinda platform sudan ¢ikarilip hayvanlarin 6grenme yetenekleri ve

hafiza durumlar1 goriintiilendi (57).

Sekil 3.8. Morris su tankinda yiizdiirme seansi.

3.8. Histopatoloji

Deney sonunda alinan beyin dokulart % 10’luk formaldehit igerisinde tespit
edildi. Tespit sonunda ¢esme suyunda yikanan dokular, dehidrasyon ve parlatma
islemlerinden gecirilerek parafine gomiildii. Parafin bloklardan 4-5 pm kalinliginda
kesitler alindi. Deparafinizasyon ve rehidrasyon islemlerinden gegcirilen kesitlere, genel

morfolojik yapmin incelenmesi igin hematoksilen-eozin (H-E) boyama metodu
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uygulandi. Boyanan preparatlar Leica DFC-280 arastirma mikroskobu ile incelendi
(58).

H-E boyama metodu uygulanan her kesit rastgele segilen 10 alanda, serebral
korteksteki ndéronal dejenerasyon (biiziilmiis ve hipereozinofilik sitoplazma, piknotik
niikleus) varligina gore inceledi. Histopatolojik degisiklikler, Salama ve arkadaslar
tarafindan gosterilen yar1 kantitatif skorlama sisteminde, baz1 modifikasyonlar yapilarak
degerlendirildi. Bu skorlama sisteminde; 0: normal goriiniimlii dokuya, 1: hafif, 2: orta

ve 3 siddetli diizeydeki histopatolojik degisiklikler iceren dokuya isaret etmektedir (59).

3.9. Biyokimyasal Analizler

3.9.1. Malondialdehit Analizi (MDA)

Lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA, Uchiyama ve Mihara’nin
yontemine gore ¢alisildi (60). Sigan beyin numunesi, % 1,15’lik KCI ¢ozeltisi iginde, %
10'luk homojenat olusturacak sekilde, 15000 devir/dakikada, 1 dakika siireyle buz

tizerinde homojenize edildi. Bu homojenat dogrudan MDA analizinde kullanildi.

Analizin yapilist:
Numune
Homojenat 250 pl
% 1’lik fosforik asit 1500 pl
% 0,6 ik TBA 1500 pl

Hazirlanan ¢ozeltiler deney tiiplerine eklendi, vortekslendi ve tiipler kaynar suda
(en az 95 derecede) 1 saat bekletildi. Tiiplere 2 ml n-butanol eklendi ve 5 dakika
boyunca vortekslendi. Daha sonra numuneler 3000xg’de 10 dakika santrifiij edildi.
Spektrofotometrede 535 nm ve 520 nm’de numunelerin absorbanaslar1 okunarak, MDA
konsantrasyonlar1 1,1°,3,3” tetrametoksipropan ile hazirlanan standart grafikten

degerlendirildi ve sonuglar nmol/gram yas doku olarak verildi.
3.9.2. Glutatyon Analizi (GSH)

GSH, Ellman’m (61) yontemine gore tayin edildi. Sigan beyin numunesi, 1-2
dakika 15000 devir/dakikada, % 10’luk homojenat olusturacak sekilde buz iizerinde
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homojenize edildi. Daha sonra, homojenat 3000 devir/dakikada, +4 derecede, 15 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanta TCA ¢ozeltisi ilave edildi, karistirild1 ve tekrar

santrifiij edilerek numune GSH analizine hazir hale getirildi.

Analizin yapilist:

Numune Kor
% 10’luk homojenat 500 pl -
Na;HPO, (0,3 M) 4 mi 4 ml
DTNB 500 pl 500 pl
Distilesu - 500 ul

Hazirlanan cozeltiler deney tiiplerine eklendi, vortekslendi ve 5 dakika sonra
olusan rengin siddeti spektrofotometrede 410 nm'de okundu ve sonuglar glutatyon

standart grafiginden degerlendirilerek pmol /gram yas doku olarak verildi.
3.9.3. Bakir-Cinko Siiperoksit Dismutaz Analizi (Cu-Zn-SOD)

Doku SOD aktivitesi Sun ve ark. (62) yontemine gore Olgiildii. Sigan beyin
numunesi % 10'luk homojenat olusturacak sekilde, 15000 devir/dakikada, 1 dakika
slireyle buz tizerinde homojenize edildi. 10000 rpm’de bu homojenat 20 dakika santrifuj
edildi. Bu supernatan iizerine 3'e 5 oraninda hazirlanan kloroform/etanol karigimimdan
(3 birim kloroform/5 birim etanol ) eklendi. Daha sonra +4 derecede 5000 rpm'de
ornekler 20 dakika santrifiij edildi. En tstteki berrak beyaz kloroform fazi pipetle
dikkatlice alind1 ve CuZn-SOD analizinde kullanildi.

Analizin yapilist:
Kor (ml) Numune (ml)

Assay reaktifi (0,3 mM/L ksantin, 0,6 mM/L 2,45 2,45
Na,EDTA, 150umol/L NBT, 400 mmol/L
Na,CO3, 1gr/L BSA)
Stipernatant ---- 0,5
Bidistile su 05 -
Ksantin oksidaz (167 U/L) 0,05 0,05
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Hazirlanan deney tiipleri 25 °C’de 20 dakika siireyle inkiibe edildi. Siirenin
sonunda her iki tiipede 1 ml CuCl; ilave edildi ve reaksiyon durduruldu (0,8 mmol/L).
Spektrofotometre 560 nm’ye dalga boyuna ayarlandi ve distile su ile sifirlandi. Kor ve
numunelerin absorbansi1 kaydedildi ve enzim aktivitesi hesaplandi. Enzim aktivitesi

U/gr protein olarak verildi.

3.9.4. Protein tayini
Dokudaki protein tayini, sigir serum albuminin standart olarak kullanildigi

Biiiret protein analizi ile yapild1 (63).

3.10. Molekiiler Analizler

3.10.1. Dokudan RNA Saflastirilmasi

Beyin dokusu p-Aktin, TRPM2 ve mikrotiibiil-baglantili  protein tau
(MAPT)mRNA seviyelerinin tespiti i¢in gruplardan alinan beyin doku 6rnekleri RNA
saklama c¢ozeltisi i¢ine konulduve bu dokulardan Roche firmasmnin “High Pure RNA
Tissue Kit” (Lot n0:16529600 ve referans no:12033674001)saflastirma kiti kullanilarak
toplam RNA saflastirilmasi yapildi. Protokole gore dnce 30 mg doku tartildi ve lizerine
600 ul “Lysis Buffer” eklendi. Daha sonra bilyeli doku pargalayicida 30 Hz titresim
hiziyla yaklasik 1 dakika siiresince homojenize edildi. Sonrasinda homojenatin iizerine
hacminin yaris1 kadar etanol eklendi bu karisim vortekslendikten sonra 13,000xg’de 10
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda kolona 100 ul DNaz enzimi eklendi ve 15
dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 500 pl Wash buffer-I eklenerek
ve 8000x g de 1 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi, tizerine 500 pl Wash buffer-11
eklendi ve tekrar 8000x g de 1 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi. Daha sonra
tizerine 300ul Wash buffer-II eklendi ve 13000xg’de 2 dakika oda sicakliginda santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi1 koleksiyon tiipii atild1 ve kolon steril bir ependorf tiipe alind1 bu
islemden sonra kolona 100 ul “Eliisyon buffer” eklendi ve 8000xg’de 1 dakika oda
sicakliginda santrifiij edildi tiipte toplanan sivi total RNA olarak elde edildi. “High
Pure RNA Kit Protokolii” kiti ile beyin dokusu orneklerinden saflastirilan toplam
RNA’larda herhangi bir yikimin olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla 6rnekler, % 1

agaroz jelinde ve 1X TBE tamponu ile 100 mV’de elektroforez islemine tabi tutuldu.
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Saflagtirllan RNA’larda 28S ve 18S ribozomal bantlarmin varligi ve herhangi bir

yikilim olmadigi gorildi (Sekil 3.9).

x
x

28S
18S

STZ

STZ + KK

Sekil 3.9. Arastirmada her bir gruba ait beyin doku 6rneklerinden saflastirilan RNA’lar.

Kontrol grubu (K), Sham grubu (SH), Kurkumin grubu (KK), Streptozotosin grubu (STZ),

Streptozotosin+Kurkumin grubu (STZ+KK).

Ayrica dokulardan saflagtirilan RNA Orneklerinin spektrofotometrik analizleri

yapildi, érneklerin saf RNA igerdigi tespit edildi. Orneklerin RNA’lar1 miktar ve saflik

tayini icin “Biotek” marka spektrofotometre cihazi ile “Gen5” programlari kullanilarak

260 ve 280 nm UV spektrumda 6lgiildii. RNA miktart ng/uL cinsinden hesaplandi ve
260/280 oranlar1 yaklasik 2 olan saf RNA ornekleri cDNA sentezinde kullanildi (Tablo

3.3).

Tablo 3.3. Gruplarda dl¢iilen doku RNA spektrofotometrik absorbans degerleri ve RNA

miktarlari.
Ornek
No Absorbans 260/280 nm RNA: ng/ul
1 2,0 137,2
2,0 199,9
3 2,0 2135
4 2,0 124,3
5 2,0 2149
6 2,0 180,5
7 2,0 223,8
8 2,0 166,8
9 2,0 252,2
10 2,0 175,4
11 2,0 186,7
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12 2,0 206,4
13 2,0 128,1
14 2,0 174,7
15 2,0 250,3
16 2,0 224.6
17 2,0 219,2
18 2,0 206,6
19 2,0 216,8
20 2,0 161,0
21 2,0 234,4
22 2,0 216,0
23 2,0 172,7
24 2,0 1674
25 2,0 1927
26 2,0 2225
27 2,0 210,2
28 2,0 232,6
29 2,0 150,1
30 2,0 202,4
31 2,0 235,2
32 2,0 270,0
33 2,0 263,7
34 2,0 209,9
35 2,0 139,2
36 2,0 211,7
37 2,0 191,4
38 2,0 138,9
39 2,0 235,2
40 2,0 136,9
41 2,0 79,1
42 2,0 221,9
43 2,0 250,3
44 2,0 1175
45 2,0 105,9
46 2,0 195,0
47 2,0 289,1
48 2,0 199,9
49 2,0 257,9
50 2,0 289,5
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3.10.2. cDNA sentez protokolii

c¢DNA sentezi i¢in Roche firmasinin irettigi “Evoscript Universal cDNA Master
Kit”(Lot no:21703900, Ref no:07912439001) kullanildi. ¢cDNA sentezi firmanin
onerdigi sekilde yapildi. Kisaca 100 pl’lik PZR tiipiine 1000 ng toplam RNA, 4 ul ‘5x
Master Reaction Mix’ ve toplam hacim 18 pl olacak sekilde saf su eklendi ve
karigtirildi. Daha sonra buz iizerinde en az 5 dakika primerlerin RNA’ya baglanmasi
i¢in inkiibasyona birakildi. Bu karigimin {izerine 2 pl‘10x Enzyme Mix’ eklendi ve
boylece toplam hacim 20 ul oldu. Karigtirilan numuneler PZT makinesinde 42 “C’de 15
dakika, 85 °C’de 5 dakika ve 65 °C’de 15 dakika 1sitild1 ve +4 °C’de sogutulup daha

sonra -20 °C’de analize kadar saklandi.

3.10.3. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PZR)

Gergek zamanli PZT analizi; Roche Light Cycler 96 gercek zamanli PZR cihazi,
Roche firmasinin irettigi “Fast Start Essential DNA Probes Master kit (Lot
n0:20139200, Ref no: 06 402 682 001)” ve “Real Time Ready Assay S-Actin (lot no:
0000031501, config no: 100109946); TRPM2 (lot no: 0000048251, config
no0:100128468), MAPT (lot no: 0000048249 config no: 100128510)”(8 pmol/ul) hidroliz
problu primerler kullanilarak yapildi. Reaksiyonlar 10 pl toplam hacimde hazirlandi.
Bunun i¢in 5 pl master mix, 0,5 pl real time ready mix, 2 pul PCR kalitesinde su ve 2,5
pul cDNA olacak sekilde hazirlandi. Calismada her 6rnek icin 3 tekrar yapildi. PZT
sartlar1 firmanin Onerdigi sekilde yapildi; ilk denaturasyon 95°C’de 10 dakika, ikinci
denaturasyon 95°C‘de 10 saniye, baglanma 60°C’de 30 saniye ve polimerizasyon
72°C’de 1 saniye olarak olusturuldu ve 55 dongii tekrarlandi. Tablo 3.4°te dizilimleri ve

biiyiikliikleri verilen primerler gen ifadelerinin analizinde kullanildi.
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Tablo.3.4. Primer dizilimleri (Ek. 4-6).

Gen Primer dizisi (Forward ve Reverse) Ref. Seq. Uriin

Number biyiikligii

S-Aktin F: 5" CTAAGGCCAACCGTGAAAAG 3’ NM_031144 79 be

R: 5> GCCTGGATGGCTACGTACA 3°

TRPM2 F: 5> GGACACCATGGTGGATCTGT 3° NM_001011559 63 bg
R: STCAGGCTCCACAGAGCAGAG 3’
MAPT F: 5 AGGATCCCAGCCAAGACCAC 3 NM_017212 71 bg

R: 5 AACCACCAAAATCCGGAGAA 3

Her bir ornekten saflagtirilan RNA’lardan elde edilen cDNA’lar, p-Aktin,
TRPM2 ve MAPT genlerine 6zgii primerler kullanilarak gergek zamanli PZR ile

cogaltildi vegen ifadesindeki degisimler f—aktin genine oranla belirlendi.

3.11. istatistiksel Analizler

Istatistik incelemede, SPSS for Windows 21 istatistik paket programi kullanildi.
Verilerin normal dagilim gosterip gostermedigi oncelikle Kolmogorow-Smirnow
testiyle degerlendirildi, molekiiler genetik ve biyokimyasal analizler i¢in verilerin
normal dagilima sahip oldugu tespit edildi (P > 0.05). Diger analizler tek yonlii varyans
analizi ile degerlendirildikten sonra gruplar arasi ¢oklu karsilagtirmalar Tukey’in testi
ile degerlendirildi. Veriler ortalama =+ standart hata (SH) olarak verildi. Water maze testi
sonuglar1 paired sample t test yapilarak degerlendirildi. Histopatolojik sonuglarin
istatistiki analizleri i¢in verilerin normal dagilima sahip olmadig1 tespit edildi (P<0.05).
Gruplar arasi karsilastirmalar igin Mann-Whitney U testi kullanildi. Biitiin veriler med
(min — max) olarak ifade edildi. P degerinin 0.05 'ten kii¢iik oldugu degerler istatistiki

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Morris Su Tanki Deneyi Bulgular

Streptozotosin uygulanan hayvanlarin su tankinda platformu bulmak icin toplam
kat ettikleri yol cihazda cm cinsinden verilen sonuglarla degerlendirildi. Buna gore
hayvanlara STZ uygulanmadan once ortalama kat edilen yol 1075.59 + 47.9 cm iken,
STZ uygulandiktan 21 giin sonrasinda 1283.83 + 53,1 cm olarak tespit edildi (P< 0.05).

T
-

B

e

Sekil 4.1. MWM analizi yapilirken ylizen hayvanlarin kaydedilen 1s1 haritalar

(heatmap) ornekleri.
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4.2. Beyin MDA Seviyesi

STZ grubu hayvanlarin beyin MDA degerlerinin sadece kurkumin grubuna gore
istatistiki olarak anlamli bir artis gosterdigi tespit edildi (P < 0.05). Diger gruplar
arasinda MDA seviyesi agisindan istatistiki olarak bir anlam tespit edilemedi (P > 0.05)

(Tablo 4.1, Sekil 4.2).

Tablo 4.1. Gruplarda 6lgiilen MDA seviyeleri. Siitunda farkli olan harfler istatistiki olarak
birbirlerinden anlamlidir (P < 0.05).

Gruplar MDA (nmol/gr yas doku)
Ortalama + Standart Hata

K (n=10) 137,87 = 10,7 %"

SH (n=10) 158,44 + 14,1*°

KK (n=10) 117,25 + 10,42

STZ (n=10) 189,59 + 12,8°

STZ + KK (n=10) 149,60 + 14,5%°

250 -
b
S 200 -
& ab b
= b a
@ a
]
=, 150 -
- a
o
—_—
[=]
£ 100 -
=
N’
<
g 50 -
O T T T T 1
K SH KK STZ STZ + KK

Sekil 4.2. Gruplarda olgiilen MDA seviyeleri. Gruplarda farkli olan harfler istatistiki olarak
birbirlerinden anlamhidir (P< 0.05).
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4.3. Beyin GSH Seviyesi

STZ grubu hayvanlarin beyin GSH diizeyleri diger gruptaki hayvanlarin beyin
GSH diizeylerine gore istatistiki olarak anlamli bir azalma gosterdi (P< 0.05).
Kurkumin uygulamas1 STZ uygulamasi ile azalan GSH degerlerini kontrol seviyelerine

kadar istatistiki olarak bir seviyede yiikseltmisti (P< 0.05) (Tablo 4.2, Sekil 4.3).

Tablo 4.2. Gruplarda olgiilen GSH seviyeleri. Siitunda farkli olan harfler istatistiki olarak
birbirlerinden anlamlidir (P< 0.05).

Gruplar GSH (nmol/gr yas doku)
Ortalama + Standart Hata
K (n=10) 646,68 + 24,6 > °
SH (n=10) 707,37 + 15,5 °¢
KK (n=10) 687,32 +£22,9"°¢
STZ (n=10) 546,60 + 16,5 °
STZ + KK (n=10) 630,03 = 10,2 °
1200 4
1000 -

Kl

-E 800 - c be

™ bc b

=

..;"'E 600 - a

s

E

=

":_:" 400

(T4}

o

200 I
a T T T T
K SH KK 5TZ STZ + KK

Sekil 4.3. Gruplarda o6lgiilen GSH seviyeleri. Gruplarda farkli olan harfler istatistiki

olarak birbirlerinden anlamlidir (P< 0.05).
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4.4. Beyin Cu-Zn-SOD Aktivitesi

STZ grubu hayvanlarin beyin SOD aktivitelerinin diger gruplardaki hayvanlarin
beyin SOD aktivitesine gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdigi tespit edildi
(P < 0.05). STZ grubuna kurkumin uygulamasi STZ grubunda artan SOD aktivitesini
istatistiki olarak anlamli diisiirmiistii(P< 0.05) (Tablo 4.3, Sekil 4.4).

Tablo 4.3. Gruplarda olgiilen SOD aktiviteleri. Kolonda birbirinden farkli olan harfler

istatistiksel olarak birbirlerinden 6nemli farkliligi ifade etmektedir (P< 0.05).

Gruplar SOD (U/gr protein)
Ortalama + Standart Hata
K (n=10) 131,34 7,3 %P
SH (n=10) 133,48+ 9,9*°
KK (n=10) 150,83+ 7,6 "
STZ (n=10) 210,34 +5,9°¢
STZ + KK (n=10) 110,91+ 6,52
250 -
—_ C
< 200 -
E ab a
- ab
B 150 - b
2
[
2 100
50 +
0 T T T T 1
K SH KK 5TZ 5TZ + KK

Sekil 4.4. Gruplarda ol¢iilen SOD aktiviteleri. Gruplarda farkli olan harfler istatistiki olarak

birbirlerinden anlamlidir (P < 0.05).
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4.5. Molekiiler Genetik Bulgular

Molekiiler analizlerde “Hydrolysis Probe” kimyasi kullanilarak f—aktin, TRPM2
ve MAPT mRNA’larindan sentezlenen cDNA’larin ger¢ek zamanli PZR ile ¢ogaltimi
yapildi (Sekil 4.5).

5.100

550 Actb
4500
4200
3.800
3500
3300
3.000
g
g 2700
5 2410 Mapt
T
2.100
L800 TRPM2
1500
1200
0.900
0.500
0300 Negatif Kontrol
0.000 =050 — R

3.00 6.00 9.00 1200 15.00 18.00 21.00 24.00 27.00 30.00 33.00 36.00 39.00 42.00 45.00 48.00 51.00 54.00
Cycle

Sekil 4.5. “Hydrolysis Probe” kimyasi kullanilarak p-aktin, MAPT ve TRPM2

mRNA’larindan sentezlenen cDNA’larin gercek zamanli PZR ile ¢ogaltim egrisi.

p —aktin, MAPT ve TRPM2 cDNAlar1 kullanilarak yapilan ger¢ek zamanli PZR
sonras1 agaroz jelinde ornekler kosturularak primer baglanmasinin 6zgiilliigii kontrol
edildi. Analiz sonucunda her iki gen i¢in de tek ve istenilen boyda bir DNA bandi
olustugu goriildi (Sekil 4.6).
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Marker p-aktin(+) p-aktin(-) TRPM2(+) IRPM2(-) MAPT(+) MAPT() Marker

p-aktin: 79 bg, TRPM2: 63 bg, MAPT: 71 b

Sekil 4.6. p—aktin, MAPT ve TRPM2 c¢DNA’larinin PZR’deki ¢ogaliminin agaroz jel

(%1,5) elektroforezi goriintiisii. Kullanilan DNA Markeri 50 b¢ DNA Markeri’dir (Bioron, 50 bp,
catalog no: 304007).

STZ grubu  siganlarin  beyin  TRPM2/B-aktin mRNA  seviyeleri
karsilastirildiginda, kontrol grubu TRPM2/p-aktin mRNA seviyelerine gore istatistiki
olarak anlamli bir artis tespit edildi (P < 0.05). Alzheimer grubuna kurkumin

uygulamasi STZ uygulamasi ile artan TRPM2 gen ifadesini istatistiki olarak anlamli
oranda disiirmiistii (P<0.05) (Tablo 4.4, Sekil 4.7).
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Tablo 4.4. Gruplarda 6lgiilen beyin TRPM2/-Aktin mRNA seviyelerinin orani. Siitunda

farkli olan harfler istatistiki olarak anlamlidir (P < 0,05).

Gruplar TRPM?2/B-Aktin mRNA seviyelerinin orani
Ortalama + Standart Hata

K (n=10) 0,00470 +0,0008*

SH (n=10) 0,00534 + 0,0005 *°

KK (n=10) 0,00611 =+ 0,0005%°

STZ (n=10) 0,00740 + 0,0006°

STZ + KK (n=10) | 0,00408 + 0,0003%

0,5 A

04 -

TRPM2/B-Aktin mRNA orani

ab
b
a ab
0,3 -
0,2 -
0,1
0 T T T
K SH KK STZ

STZ + KK

Sekil 4.7. Gruplarda 6lgiilen TRPM2 mRNA seviyeleri. Gruplarda farkli olan harfler istatistiki

olarak birbirlerinden anlamlidir (P < 0,05).

MAPT gen ifadesi agisindan gruplar arasinda istatistiki bir fark tespit edilemedi

(Tablo 4.5, Sekil 4.8).
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Tablo 4.5. Gruplarda dlgiilen beyin MAPT/f-Aktin mRNA seviyelerinin orani. Siitinda

farkli olan harfler istatistiki olarak anlamlidir (P < 0.05).

Gruplar MAPT/p-Aktin mRNA seviyelerinin orani

Ortalama + Standart Hata

K (n=10) 0,271 +0,05°
SH (n=10) 0,452 + 0,05
KK (n=10) 0,262 + 0,05
STZ (n=10) 0,335+0,04°

STZ + KK (n=10) | 0,360 + 0,05

0,6 -
a

= 0,5 -
g a
° a
< a
E 0,4 a
c a
£ 0,3 -
=)
=
<
(=}
; 0,2 -
[- %
s

0,1 -

O T T T T
K SH KK STZ STZ + KK

Sekil 4.8. Gruplarda 6lgiilen MAPT mRNA seviyeleri. Gruplarda farkli olan harfler istatistiki
olarak birbirlerinden anlamlidir (P < 0.05).
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4.6. Histopatolojik Bulgular

Kontrol, sham ve kurkumin gruplarina ait kesitlerde, serebral korteksin normal
histolojik 6zelliklere sahip oldugu izlendi. Bu gruplarda, noronlar yuvarlak, 6kromatik
niikleuslar1 ve hafif eozinofilik sitoplazmalar1 ile normal morfolojik 06zellikler
sergiliyordu. Bununla birlikte az sayida, hafif diizeyde dejenaratif degisikliklere sahip
noronlara da rastlandi(Sekil 4.9. A, B ve C). Istatistiksel olarak birbirlerine benzer
bulunan kontrol, Sham ve Kurkumin gruplarinda histopatolojik skor, 0.0 (0.0 — 2.0)
olarak tespit edildi.
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Sekil 4.9. Morfolojik goriiniimleri normal olarak izlenen piramidal noéronlar (ok

baslar1), H-E x40. A; kontrol, B; sham, C; Kurkumin gruplari.

STZ grubuna ait kesitlerde, ¢ok sayida ndronun ozellikle biiylik piramidal
noronlarin  sitoplazmalarinin  biizlistiigii ve yogun sekilde eozinofilik boyandigi,
niikleuslarinin da piknotik bir gériiniim aldig1 dikkat ¢ekti. Bu grupta histopatolojik skor
2.0 (0.0 — 3.0) olarak hesaplandi. Sham grubu ile karsilagtirildiginda, STZ grubunda
noronal dejenerasyonun istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edildi
(p=0.000). Diger yandan kurkumin uygulamasi ile ndronlarda izlenen dejeneratif
degisikliklerin hafifledigi ve dejenere néron yogunlugunun azaldigi gozlendi. Bu gruba
ait histopatolojik skor 1.0 (0.0 — 3.0) olarak saptandi. STZ grubu ile karsilastirildiginda,
STZ+KK grubundaki dejeneratif degisikliklerdeki azalmanin, istatistiksel olarak
anlamli oldugu gozlendi (p=0.006) (Sekil.4.10).
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Sekil 4.10. STZ ve STZ+KK gruplariin histopatolojik goriintiileri. STZ grubunda (A) gok

sayida biiziilmiis sitoplazmasi ve piknotik niikleuslar: ile ayirt edilen dejenere noronlar (oklar) dikkat
¢cekmekte. STZ+KK grubunda (B), STZ grubuna gore dejenere ndron (oklar) yogunlugunda belirgin

azalma izlenmekte. H-E x20.

Tablo 4.6.Gruplarin histopatolojik skorlama sonuglari ve kargilagtirmasi.

Gruplar K SH KK STZ STZ+KK
Noéronal 0.0 (0.0-2.0) 0.0(0.0-2.0) 0.0(0.0-2.00 2.0(0.0-3.0" 1.0(0.0-3.0°
Dejenerasyon

%Sham grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis (p= 0.000).
STZ grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli azalis (p= 0.006).
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5.TARTISMA

Arastirmada, hayvanlara STZ uygulanmadan 6nce ortalama kat edilen yol tek bir
atis noktasindan alindiginda 1075.59 + 47.9 cm iken, STZ uygulandiktan 21 giin
sonrasinda 1283.83 + 53.1 cm olarak tespit edildi. STZ uygulamasi sonras1 hayvanlarin
kendilerine Ogretilmis olan platformu bulmak igin kat ettikleri mesafede istatistiki
olarak anlamli bir artis tespit edildi(P < 0.05). STZ grubu hayvanlarin beyin MDA
degerleri sadece kurkumin grubuna gore istatistiki olarak anlamli bir artis gosterirken (P
< 0.05), diger gruplar arasinda MDA seviyesi agisindan istatistiki olarak bir anlam
tespit edilemedi (P > 0.05). STZ grubu hayvanlarin beyin GSH diizeyleri diger gruptaki
hayvanlarin beyin GSH diizeylerine gore istatistiki olarak anlamli bir azalma gosterdi (P
< 0.05). Kurkumin uygulamasi STZ uygulamasi ile azalan GSH degerlerini kontrol
seviyelerine kadar istatistiki olarak anlamli bir seviyede yiikseltmisti (P < 0.05). STZ
grubu hayvanlarin beyin SOD aktiviteleri diger gruplardaki hayvanlarin beyin SOD
aktivitesine gore istatistiki olarak anlamli bir artis gostermistir (P < 0.05). STZ grubuna
kurkumin uygulamasi1 STZ grubunda artan SOD aktivitesini istatistiki olarak anlamli bir
seviyede azaltmisti (P< 0.05). STZ grubu siganlarin beyin TRPM2/f-aktin mRNA
seviyeleri karsilastirildiginda, kontrol grubu TRPM2/5-aktin mRNA seviyelerine gore
istatistiki olarak anlamli bir artis tespit edilirken (P < 0.05), STZ grubuna kurkumin
uygulamasi STZ uygulamasi ile artan TRPM2 gen ifadesini istatistiki olarak anlamli bir
bi¢imde diistirmiistii (P < 0.05).

Icv STZ indiiklii Alzheimer sican modeli sSAH arastirmalar igin yaygin olarak
kullanilan modellerden biridir ve siganlarda bilissel bozuklugu saglamak i¢in literatiirde
cesitli dozlarda STZ uygulamalart mevcuttur (35). 3 mg/kg viicut agirligt STZ’ nin ayni
giinde iki ventrikiile enjeksiyonu ya da iki gilin aralikli ¢ift enjeksiyonu 2-4 hafta i¢inde
ratlarda biligsel bozukluga ve diger AH belirtilerine yol actig1 gibi daha diisiik dozlarda
yapilan enjeksiyonlar da 4 hafta sonrasinda modelin olusmast i¢in yeterli
oldugubildirilmektedir (64, 65). Bu yaygin olarak kullanilan modelde ilk giin birinci
ventrikiile iki giin sonra ikinci ventrikiile enjeksiyon yapilan ¢ift dozlu operasyonlarda
tek seferde yapilan enjeksiyona gore hayvanlarda 6liim oraninin % 25 daha fazla oldugu
kaydedilmistir (65). Mehla ve ark. (65) deneysel Alzheimer modeli olarak si¢anlar
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tizerinde en uygun dozu bulmak i¢in farkli dozlar1 denemisler ve patoloji olusumu igin
en uygun dozun 3 mg/kg viicut agirligi oldugunu kaydetmislerdir. Bu arastirmada da
oncelikle siganlara bu dozda uygulama yapild1 fakat dozun diyabetojenik etkisinden
dolay1 hayvanlarin % 70'i bir hafta iginde o6ldiiler. Oliim oranlarmin ¢ok olmasi
nedeniyle subdiyabetojenik doz olan 1,5 mg/kg STZ enjeksiyonu tek seferde yapilip 25

giin model olusumu i¢in zaman tanindi.

Birgok arastirmada STZ ile indiikklenmis sAH sican modelinin bilissel
fonksiyonlarindaki bozulmayr gozlemlemek adina yapilan MWM deneylerinde
enjeksiyon yapilan hayvan gruplariyla sham ve kontrol gruplari arasinda platforma
ulagsma siireleri ve prob deneyinde platform bolgesini hatirlamada 6nemli farkliliklar
tespit edilmistir (66, 67). Bu arastirmada da STZ indiiklii Alzheimer sican modelinin
basarili olup olmadigini analiz edebilmek adina enjeksiyondan once siganlar MWM
deneyine tabi tutulup referans bilgiler kaydedilmistir. icv enjeksiyondan sonra ii¢ hafta
patoloji olusumu i¢in zaman tanmip yeniden si¢anlarin hafiza durumlarim
degerlendirmek adina MWM deneyi yapilmistir. Operasyon Oncesinde yapilan MWM
deneyi ve operasyon sonrasi ii¢ hafta beklendikten sonra yapilan MWM deneyi
sonuclarina  gore  sicanlarin  kat  ettikleri mesafe  acgisindan  bulgular
degerlendirildiklerinde Alzheimer modelinin olustuguna kanaat getirilmistir. Ayrica
hayvanlarin beyin dokularinda yapilan patolojik inceleme sonuglart da bu bulgularimizi

desteklemistir.

Arastirmamizda STZ uygulanan sican grubuyla sham grubu arasinda bulunan
anlamli ndérodejenerasyon farki gozlenmistir. STZ indiikli Alzheimer sigan
modellerinde histopatoloji caligmalarinda da enjeksiyon yapilmamis gruplara karsilik
STZ enjekte edilmis hayvan gruplarinda yogun oranda norodejenerasyon tespit
edilmistir (68). Ahmed ve ark. (69) yaptigi arastirmada STZ enjeksiyonu yapilmis
hayvanlarda noron kayiplari goriiliirken buna karsilik icv yine operasyonu yapilan sham
grubu olan hayvanlarda operasyondan kaynakli bir dejenerasyona rastlanmamistir. STZ
uygulanmis sicanlarin beyin kesitlerinin histopatolojik incelemelerinde morfolojik
olarak normal sican beynine gore farkliliklar gozlemlenmis ve biiyiik oranda ndron

kayb1 kaydedilmistir.

TRPM2 gen anlatim1 en fazla beyinde olmaktadir, bunun yaninda kemik iligi,

dalak, karaciger, akciger gibi dokularda ve pankreatik B hiicreleri, mikroglia, néron gibi
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hiicrelerde de tespit edilmistir (70, 71). TRPM2’nin gen anlattimininen fazla beyinde
oldugu tespit edildikten sonra merkezi sinir sistemiyle alakali patolojilerin TRPM?2 ile
iligkili calismalar1 yogunlasmustir (72). Aktif TRPM2 katyon kanallarmin agilmasi
tizerindetic hiicre dis1 etken (aktivator) bilinmektedir. Bunlar; oksidatif stres,
ADPR/NAD" metabolizmas1 ve tiimdrnekroz faktérii alfa (TNFo)’dir (73). Olah ve ark.
(40) hipokampalsilikalardaki CA1l inter noronlar dahil hipokampiisiin piramidal
noronlarinda, fonksiyonel TRPM2 katyon kanallarinin son derece iyi ifade edildigini
gostermislerdir ve baska c¢alismalar da AH  patolojisinde hipokampusta
norodejenerasyona neden olan faktdrlerden birinin TRPM2 kanal proteinin dengesiz
Ca*? alim1 oldugunu bildirmislerdir (10). TRPM2 kanal aktivitesinin ve gen anlatimimin
norodejeneratif hastaliklarda arttigini rapor eden g¢alismalar mevcuttur (74, 75). Bu
arastirmada da STZ indiiklii Alzheimer sigan grubunda TRPM2 mRNA seviyesinin
kontrol ve sham grubundakilere kiyasla anlamli bir artis goOstermesinin
norodejenerasyon kaynakli oldugu sdylenebilir. TRPM2, ROT ile agilan bir kanal olup
hiicre 6limiinii kolaylastirmakta ve hiicre i¢ine toksik oranda Ca*? alimiyla dengeyi
bozup yine hiicre Olimiinii tetiklemektedir (3). Yamamoto ve ark. (10)
degerlendirmesine gére TRPM2, AP ile noron igine Ca*? alimim artirmakta ve hiicre ici
Ca*? da TRPM2 kanalim aktive etmektedir bu da Alzheimer patolojisinin siddetini
artirmaktadir. Aragtirmamizda STZ grubunda, SH grubuna gére TRPM2 gen ifadesinde
artis bulunmas1 Yamamoto ve arkadaglarinin bulgulariyla paralellik gostermektedir.

TRPM2" farelerle yapilan Alzheimer fare modelinin MWM deneyi TRPM2 geni
eksikliginde farelerin biligsel fonksiyonlarinda bozulmalar oldugunu ve TRPM2
kanallarinin 6grenmede 6nemli bir rol oynadigint gostermistir (76).

MAPT, kisaca tau olarak adlandirilmakta olup esas gorevi mikrotiibiillerin
stabilitesini saglamak olan bir proteindir (27). AH belirteclerinden olan senil plaklarin
kaynag1 tau proteinin hiperfosforillenmis cokeltilerinin beynin farkli bolgelerindeki
MRNA seviyeleriyle olan iligkisi postmortem insan beyni ¢alismalariyla rapor edilmistir
(77). Ayrica GWAS ¢alismalariyla plazma tau seviyeleri sagliklt ve AH yash bireylerde
karsilagtirilmis ve tau'nunAH ile giiclii baglantisina ragmen ndronal dejenerasyonla
miktarinin dogrudan bir baglantis1 bulunamamais, normal geni tasiyanlarin tau seviyeleri
mutant bireylere gore daha diisik ya da normal seviyede goriilmiistir (78). Bu
caligmada da hipokampiis MAPT mRNA seviyeleri STZ grubu ve diger gruplar arasinda
anlaml bir farklilik géstermemistir. Bu sonuca gore fosforillenmis tau miktarinin total

MAPT proteininin gen ifadesiyle dogrudan bir baglantis1 olmadig1 sdylenebilir (77).
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Kurkumin antitiimoér, antioksidan, anti-inflamatuvar 6zellikleriyle bilinmektedir
ve AH bireylerin beyinlerinde AP yikimiyla birikimini inhibe edebilmektedir (79).
Birka¢ hayvan model arastirmasinda kurkuminin beyin, karaciger, akciger, bobrek ve
kalbi oksidatif stres ajanlarindan korudugu ve ROT olusumunu inhibe ettigi
gosterilmistir (46). Kurkumin nétral ve bazik pH ortamlarinda dengesiz bir yapida olup
asidik ortamda dagilimi daha iyidir ve bu nedenle mide ve bagirsak sistemlerinde daha

stabildir (80).

Kurkumin bir¢ok nérodejeneratif sigan modeli arastirmasinda farkli dozlarda ve
stirelerde uygulanmis ve bu arastirmalarda kisa siireli uygulamalarda MDA ve GSH
seviyelerinde anlamli bir farklilik goriilememisken daha uzun siireli uygulamalarda
kurkumininMDA seviyesindeki artis1 Onledigi ve GSH salinimini azalttigi rapor
edilmistir (81). Bu ¢alismanin MDA analiz sonuglarina gore sadece STZ grubu ve
kurkumin grubu arasinda anlamli bir fark bulunmus olup, STZ+KK grubunda belirgin
bir MDA azalmasi gozlenememistir. Khurana ve ark. (81) kurkuminin kisa siireli
uygulamada MDA diizeyine etki edemegi degerlendirmesi bu ¢alismadaki 10 giinliik
kurkumin uygulamasinin yeterli olamayacagini destekler niteliktedir. Agrawal ve ark.
(45) STZ uygulanan siganlara kurkumin uygulamasinda operasyon kontrol gruplariyla
saglikli hayvanlar arasinda bir GSH seviyesi farkliligi bulamamis fakat STZ grubunda
GSH seviyesinin anlamli bir diisiis gosterdigini, kurkumin uygulamasinin bunu zit yéne
gevirdigini rapor etmislerdir. Arastirmamizda STZ grubunda kontrol ve kurkumin
gruplarina oranla gozlenen GSH diizeyindeki azalma ve STZ+KK grubunda STZ
grubuna gore GSH diizeyinde bulunan yiikselmediger arastirmalarin sonuglariyla
paralellik  gostermektedir. Kurkumin, ndrodejenerasyon hayvan modellerinde
antioksidan etkisiyle SOD enzim aktivitesini de azaltabilmektedir (79). Arastirmamizda
STZ grubunda SOD aktivitesi kontrol gruplarina gore artmis olmasina ragmen STZ+KK
grubunda SOD aktivitesindeki azalamanin anlamli olmasi, kurkuminin antioksidan
ozelliginden kaynaklanabilecegini bize gosterebilmektedir. Lim ve ark. (82) transgenik
Alzheimer farelerekurkuminin yiiksek ve diistik dozlarin1 uyguladiklariarastirmalarinda,
diisiik doz kurkumin uygulanan farelerde bile kurkuminin oksidatif stresi azaltip Af

birikim oranini diislirdiigiinii bildirmislerdir.

Kurkumin uygulamasinin Alzheimer fare ve sican modellerinde hafiza ve
ogrenme becerilerindeki bozulmalarda azalma sagladigi yapilan MWM analizleriyle
gosterilmistir (66, 67, 83).
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Kurkuminin Alzheimer sigan modelinde fosforillenmis tau proteinini azalttigi da
rapor edilmistir (84). Literatiirde Alzheimer hasta beyinleri ve hayvan modellerinde
total tau proteininin gen ifadesiyle alakali ¢alismalar mevcut olup kurkumin
uygulamasinin tau mRNA's1 tizerindeki etkisine dair net bir bilgi bulunmamaktadir.
Arastirmamizda; yapilan MAPT gen ifadesi seviyelerinde STZ sigan grubuyla STZ+KK
grubu arasinda anlamli bir farklilik bulunamamistir. AH Onciil patolojisi olan AP
plaklar1 in vitro ¢alismalarda noéronal hiicre hatlarinda kurkumin uygulamasinin, Ap
olusumunda ve var olan AP miktarinda azalma sagladigi tespit edilmistir (85). Aym
sekilde in vivo arastirmalarda da Alzheimer hayvan modellerine uygulanan kurkuminin
antienflamatuvar etkisiyle AP oranmi azalttig1 bildirilmistir (82). In vitro ve in vivo
arastirmalara ek olarak kurkuminin belli dozlarda AH bireylere uygulandig
klinikaragtirma sonuglar1 daAlzheimer’da kurkuminin bir tedavi secenegi olabilecegini

gostermektedir (86).

TRPM2’nin hiicre 6limiindeki roliinii anlamak adina in vitro noronal hiicre
caligmalarinda poli-ADP riboz polimeraz (PARP) gibi inhibitorlerle bloke edilerek
oksidatif stresle tetiklenen Ca*? akis1 saglayan islevi arastirilmistir ve TRPM2 mRNA
seviyesinde azalmanin hiicre dliimiiyle ters orantili oldugu bulunmustur (41). TRPM2
inhibitérii kullaniminin hiicre 6liimiinde azalma saglamasi flufenamik asit, ekonazol,
klotrimazol, antranilik asit ve klorpromazin gibi ¢esitli inhibitorlerin gelistirilmesini
saglamigtir (87-89). Kurkuminin sigan hepatosit hiicre hattinda TRPM2 kanal
aktivitesini inhibe ettigi ve diger inhibitor ajanlardan daha fazla potansiyele sahip
oldugu bildirilmistir (7). TRPM2’nin inhibe edilmesiyle Ca*? baglantili
norodejenerasyonun azalmasi durumu in vivo olarak da arastirilmayi gerektirmektedir.
ArastirmamizdaSTZ grubuna gore STZ+KK grubunda TRPM2 mRNA seviyesinde
azalma tespit edilmistir. Kheradpezhouh ve ark. (7) kurkuminin rat hepatosit
hiicrelerinde  TRPM2'yi inhibe ettigini rapor ettigi aragtirmanin 1s1ginda bizim
sonuglarimizin da in vivo olarak kurkumin TRPM2 gen ifadesi iizerinde inhibe edici bir
etkiyesahip oldugu soylenebilir. TRPM2 gen ifadesindeki azalma kendini kurkumin
uygulanan hayvanlarda tespit edilen biyokimyasal ve patolojik diizelmelerle ve azalan

oksidatif stresle gostermis olabilir.

Norodejenerasyon hayvan modeli ¢alismalarinda kurkuminin koruyucu ve tedavi
edici etkileri patolojik olarak da gosterilmistir (44). Dejenerasyon Oncesi kurkumin

uygulamasinin, dejenerasyon sonrasi kurkumin uygulamasina goére daha anlamli koruma
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sagladig1 ve ndronlarda hasarlanmay onledigi bildirilmistir (66). Isik ve ark. (51) STZ
indiiklii Alzheimer sican modeli aragtirmalarinda, STZ grubunda biiyiik 6l¢iide noéron
kayb1 ve dejenerasyon tespit edilmis, kurkumin uygulamasiyla bu hasarin histopatolojik

acgidan kendini daha azdejenerasyon ve noron kaybiylagdsterdigini bildirmislerdir.
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6. SONUC VE ONERILER

TRPM2 kanal protein miktarinda ve aktivitesindeki artisin  Alzheimer
hastaliginin  siddetine dogrudan katki yaptigin1 gosteren arastirmalar, hastaligin
tedavisinde bu kanal proteinin inhibisyonuna Onem kazandirmaktadir. Arastirma
sonuglarimiz kurkuminin TRPM2 gen ifadesini inhibe etmekte basarili olabilecegini
gostermektedir. MAPT gen ifadesinde degisim olmamasi Alzheimer patolojisinden
bagimsiz bir mekanizma olarak kabul edilebilir. Fosforillenme seviyelerinde

yapilacakaragtirmalar tau mekanizmasinidaha detayl: bir sekilde aydinlatabilecektir.

Arastirma sonuglarimiz; kurkuminin STZ uygulamasiyla olusan oksidatif stresi
azaltmas1 ve STZ kaynakli olusan nérodejenerasyonu histopatolojik, biyokimyasal ve
genetik agidan diizeltme etkisine sahip olmasinin Alzheimer hastaliginin tedavisinde

kullanilabilecegini gostermektedir.
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EK.4

Sigan f—aktin geninin 1293 baz ¢iftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin
dizilimdeki yerleri gosterilmistir. Gen Bankas1 Kayit No: NM_031144.3

1 gtcgagtcegegtecaccecgegagtacaaccttcttgcagetecteegtegecggtecac

61 acccgccaccagttcgecatggatgacgatatcgetgegetegtegtcgacaacggetee
121 ggcatgtgcaaggceggcttcgegggegacgatgeteccegggecgtetteeecteeate
181 gtgggccgeectaggeaccagggtgtgatggtgggtatgggtcagaaggactectacgty
241 ggcgacgaggeccagagcaagagaggeatectgaccetgaagtaccecattgaacacgge
301 attgtcaccaactgggacgatatggagaagatttggcaccacactttctacaatgagctg
361 cgtgtggccectgaggageaccetgtgetgetcaccgaggeccctcetgaaccctaaggee

SS>5>>5>>>

421 aaccgtgaaaagatgacccagatcatgtttgagaccttcaacaccccagecatgtacgta
SSS>5355>5>5>5>>>KLKLKLKLKLKLLK

481 gccatccaggetgtgttgtcectgtatgectetggtegtaccactggeattgtgatggac
<L LL L L LLL

541 tccggagacggggtcacceacactgtgeccatctatgagggttacgegcetecctcatgee
601 atcctgcgtetggacctggetggecgggacctgacagactacctcatgaagatectgace
661 gagcgtggctacagcttcaccaccacagetgagagggaaatcgtgegtgacattaaagag
721 aagctgtgctatgttgcectagacttcgagcaagagatggecactgecegeatcctettee
781 tccctggagaagagctatgagetgectgacggtcaggtcatcactatcggeaatgagegg
841 ttccgatgecccgaggctetcttccagecttecttcctgggtatggaateetgtggeate
901 catgaaactacattcaattccatcatgaagtgtgacgttgacatccgtaaagacctctat
961 gccaacacagtgcetgtctggtggcaccaccatgtacccaggeattgetgacaggatgeag
1021 aaggagattactgccctggctcctagcaccatgaagatcaagatcattgctccteetgag
1081 cgcaagtactctgtgtggattggtggctctatcctggecteactgtccaccttccageag

1141 atgtggatcagcaagcaggagtacgatgagtccggcccctccatcgtgcaccgcaaatge

1201 ttctaggcggactgttactgagctgegttttacaccctttctttgacaaaacctaacttg

1261 cgcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

>>>>>> [leri primer<<<<<<Geri primer
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EK.5

Sigan TRPM2 geninin 4555 baz ciftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin
dizilimdeki yerleri gosterilmistir. Gen Bankas1 Kayit No: NM_001011559.1

1 atggagccct tggaccagag aagaactgac tctgatcaag aggagggctt tggggtgcag

61 tcccggaggg ccactgatct gggeatggte cccaatctce gacgaagcaa tagcagtett
121 tgcaagagca ggaggcttct gtgctecttc agcagtgaga agcaagaaaa ccttagetca
181 tggattcccg agaacatcaa gaagaaggaa tgtgtgtatt tcgtggaaag ttccaagctc
241 tcggatgcag ggaaggtagt gtgtgagtgt ggttacaccc acgagcagca cattgaagtg
301 gccatcaagc ctcacacctt ccagggcaag gagtgggacc caaagaaaca cgtccatgag
361 atgcctacag atgcctttgg tgacattgtc ttcaccggec tgagccagaa agtggggaag
421 tatgtccgac tctcccagga cacgtegtec attgtcatct accagettat gacacagcac

481 tggggccetgg atgtceccag cctecteate tetgtgaceg gtggggcecaa gaacttcaac
541 atgaagctga ggttgaagag catcttccgg agaggectgg ttaaggtgge ccaaaccacg
601 ggggcctgga tcatcactgg gggttcecac accggtgtga tgaagcaggt gggegaggeg
661 gtacgggact tcagcctaag cagcagctge aaagaaggceyg acgtcatcac catcggeata
721 gccacgtggg gcaccatcca caaccgtgag geactgatce atcccatggg aggctteeee
781 gctgagtaca tgctggatga ggaaggecaa gggaacctga cctgectgga cagcaaccac
841 tcccacttca tectggtgga tgatgggace cacgggceagt atggtgtgga gattcegetg
901 aggactaagc tggagaagtt catatcggag caaacgaagg aaagaggggg tgtggccatt
961 aagatcccca ttgtctgegt ggtgttggag ggtggecectg geactctgea taccatctac
1021 aacgccatca ccaatggcac accetgegtg atagtggagg getceggeeg agtggetgac
1081 gtcatcgcte aggtggecegce tetgecegte tetgagatca ccatcteect gatccageag
1141 aagctcagcg tcttcttcca ggagatgttt gagactttca ccgaaaacca gattgtggaa
1201 tggaccaaaa agatccaaga tattgtcagg aggcggceagce tgctgacggt cttccgggaa
1261 ggcaaggatg gtcagcagga tgtggatgtt gccattctge aagctttact gaaagcctct
1321 cgaagccaag atcacttcgg ccacgagaac tgggaccatc agctgaaget ggeegtggee
1381 tggaaccgtg tggacatcgc ccgcagtgag atcttcactg atgagtggcea gtggaagect
1441 tcagacctgc atcccatgat gacagctgcec ctcatctcca acaagectga gtttgtgagg
1501 ctctttctgg agaacggggt geggcetgaag gagtttgtca cctgggatac tettetetge
1561 ctctacgaga acctggagcec atcctgectt ttccacagcea agcetgcagaa ggtgetggea
1621 gaagagcatg aacgcttagc ctatgcatct gagacacccc ggcetgcaaat geaccacgtg
1681 gcecaggtgc tgegtgagct cectcggagac tccacacagc tgetgtatce ccggecccgg
1741 tacactgacc ggccacggct ctcgetgecc atgeccacaca tcaaactcaa cgtgcaagga
1801 gtgagcctcc ggtctctcta taagcgatca acaggccacg ttaccttcac cattgaccca
1861 gtccgegatc ttcteatttg ggecatcate cagaaccaca gggagetgge gggeatcate
1921 tgggctcaga gecaggactg cacagcagece geactggect gcagcaagat cctgaaggag
1981 ctgtccaagg aggaggaaga tacagacagc tctgaggaga tgetggeact cgeggatgag
2041 tttgagcata gagctatcgg tgtcttcacc gagtgcetaca gaaaggatga ggaaagagcec
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2101 cagaagctgc ttgtccgtgt gtctgaggec tgggggaaga ccacctgect gecagetggec
2161 ctcgaggcca aggacatgaa attcgtgtct cacggaggga tccaggcttt cctaacgaag
2221 gtgtggtggg gtcagetcetg cgtggacaat ggectgtgga ggatcatect gtgeatgcetg
2281 gcctteecte tgetcttcac cggcttcate tecttcaggg aaaagaggct gcaggceactg
2341 tgcegececegg ceegegteeg cgcecttette aacgegecgg tggteatctt ctacctcaat
2401 attctctcct actttgectt cctctgectg tttgectacg tgetcatggt ggacttccag

2461 ccctcaccat cctggtgega gtacctcatc tacctgtggc tettcteect ggtgtgegag
2521 gagacacggc agctattcta cgatcccgat ggctgcgggc tcatgaagat ggegtcectg
2581 tacttcagtg acttctggaa caaactggac gttggggcca ttctgctctt tatagcagga
2641 ctgacctgcc gactcatcee agcgacgcetg taccectggge geatcatect gtctttggac
2701 ttcattatgt tctgecteeg cctcatgeac atcttcacca ttagcaagac actggggecc
2761 aagataatca tcgtgaagcg gatgatgaag gacgtcttct tcttectcett teteetggeg
2821 gtgtgggtgg tgtccttcgg agtggecaag caggcecatcec tcatccacaa tgagagecge
2881 gtggactgga tcttccgegg agttatctat cactcttace ttaccatctt cgggeagate
2941 ccgacctaca ttgacggcegt gaatttcage atggaccagt gcagccccaa tggtacagac
3001 ccctacaagce ccaagtgtce tgagagtgac tggacaggge aggeaccegce ctteeecgag
3061 tggctgacag tcacccttct ctgcectetac ctgcetettcg ccaacatect getgettaat

3121 ttgctcatcg ccatgttcaa ctacaccttc caggaggtgc aggagcacac agaccagatc
3181 tggaagttcc agcgecacga cctgattgag gagtaccacg gecggeccce ggeeccteee
3241 ccactcatcc tcctcageca cctgeagctc ctgatcaaga ggattgtect gaagatcecc
3301 gccaagaggc acaagcagct caagaacaag ctggagaaga atgaggaggc agcecctectg
3361 tcctgggagce tetacctgaa ggagaattac ctgcagaacc aacagtacca gcacaaacag
SSS55>5>5>5>>>

3421 cggccagagc agaagatcca ggacatcagt gagaaagtgg acaccatggt ggatctgttg
<LLLLL L L L L LK

3481 gacatggacc gtgtgaagag atcaggctcc acagagcaga ggctggecte ccttgaggaa
3541 caggtgactc agatgggcag atctttgcac tggatcgtga cgaccctgaa ggacagtggce
3601 tttggctcag gggceggtge actgaccctg gcageccaaa gggecttcga cgagecagat
3661 gctgagcetga gtatcaggaa gaaaggagag gagggaggag atggctatca tgtgagegee
3721 cggcacctcc tetaccetga tgeecgcate atgegettee cegtgectaa tgagaaggtg
3781 ccttgggagg cagagtttct gatctacgac ccteegtttt acacagetga gaagaaggat
3841 gcgactctca cagaccctgt gggagacact gcagaacctc tgtctaagat caattacaac
3901 gtcgtggacg gactgatgga ccgttgcagc ttccatggga cctatgtggt ccaatatgga
3961 ttcectttga accccatggg ccgeaccggg ttgegtggte gtgggagcect cagetggttt
4021 ggtcccaacc acactctgea gecagttgtt acccggtgga agaggaacca gggtggagge
4081 atctgccgga agagtgtcag gaagatgttg gaggtgetgg tcatgaagtt gectcaatce
4141 gagcactggg ccttgectgg gggetetcgg gagecaggga agatgetace acggaagetg
4201 aaacaggtcc tccagcagga gtactgggtg acctttgaga ccttgctaag gcaaggtaca
4261 gaggtgtaca aaggatacgt ggatgaccca aggaacacgg acaatgectg gatcgagacy
4321 gtggctgtca geatccattt ccaggaccag aatgatgtgg agctgaagag getggaagag
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4381 aacctgcaaa ctcatgatcc aaaggagtcg gcccgtggct tggagatgtc tactgaatgg
4441 caggttgtag accggcggat ccctctgtat gtgaaccaca agaagatcct ccaaaaggty
4501 gccetegctgt ttggegctcea cttctga

>>>>>> fleri primer

<<<<<<Geri primer
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EK.6

Sigan MAPT geninin 5159 baz ciftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin
dizilimdeki yerleri gosterilmistir. Gen Bankas1 Kayit No: NM_017212.2

1 gtctcegeca cccaccagct ccagcaccag cagcagcgec ggcgecaccg cceaccttet
61 gctgtcgeeg cecgecacaac cacctteece teegetgtec tettetgtee tcgectectg
121 tcgattatca ggctttgaag cagcatggct gaaccccgece aggagtttga cacaatggaa

181 gaccaggccg gagattacac tatgctccaa gaccaagaag gagacatgga ccatggctta
241 aaagctgaag aagcaggcat cggagacacc ccgaacatgg aggaccaagc tgctgggceat
301 gtgactcaag ctcgagtgge cggcgtaage aaagacagga caggaaatga cgagaagaaa
361 gccaagggeg ccgatggceaa aacgggggceg aagatcgeca cacctcgggg agcagecact

SS5335>35>5>5>5>5>
421 ccgggccaga aaggceacate caatgccacc aggatcccag ccaagaccac acccagecca
<LLLLL L L L L L L L L LK

481 aagactcctc caggatcagg tg aaccacca aaatccggag aa cgaagcgg ctacagcage
541 cccggctcgce ccggaacccc tggeagtcge tecegtacee catcectace aacgecgecc
601 acccgagagc ccaaaaaggt ggcagtggtt cgcactcecc ctaagtcacc gtctgecagt
661 aagagccgcc tacagactgc ccctgtgece atgccagacc taaagaacgt caggtccaag
721 attggctcca ctgagaacct gaagcaccag ccgggaggcg gcaaggtgca gataattaat
781 aagaagctgg atcttagcaa cgtccagtcc aagtgtggct caaaggacaa tatcaaacac
841 gtceccgggceg gaggcagtgt gcaaatagte tacaagecag tggacctgag caaggtgacc
901 tccaagtgtg gttccttagg gaacatccat cacaagccag gaggtggceca ggtagaagta
961 aaatcagaga agctggactt caaggataga gtccagtcga agattggctc cttggataac
1021 atcacccatg tccectggagg agggaataag aagattgaaa cccacaagct gaccttcagg
1081 gagaatgcca aagccaagac agaccatgga gcagaaatcg tgtacaagtc acctgtggtg
1141 tctggggaca catctccacg gcacctcage aacgtetect ccacgggeag catcgacatg
1201 gtggactctc cacagcttge cacgttagce gatgaagtgt ccgectcttt ggccaagcag
1261 ggtttgtgat caggcccctg gggecgtcac tgatcatgga gagaagagag agtgagagtg
1321 tggaaaaaaa aaaaaaaaaa agaatgacct ggcccctcac cctetgecct ceccegetget
1381 cctcatagac aggctgacca gcttgtcacc taacctgctt ttgtggcetcg ggtttggete
1441 gggacttcaa aatcagtgat gggaaaaagt aaatttcatc tttccaaatt gatttgtggg
1501 ctagtaataa aatattttta aggaaggaaa aaaaaaaaaa cacgtaaaac catggccaaa
1561 caaaacccaa catttccttg gcaattgtta ttgaccccgce cccececccte tgagttttag
1621 agggtgaagg aggctttgga tggaggctgce ttctggggat tggctgaggg actagggcaa
1681 ctaattgccc acagccccat cttaggggcea tcagggacag cggcagcaat gaaagacttyg
1741 ggacttggtg tgtttgtgga gccgtaggcea ggtgatgtta actttgtgtg ggtttgaggg
1801 aggactgtga tagtgaaggc tgagagatgg gtgggctggg agtcagagga gagaggtgag
1861 gaagacaggt tgggagaggg gacattggct ccttgccaag gagcttggga agcacaggta
1921 gcccetggetg cctgcagceag tettagetag cacagatgec tgcctgagaa agcacagtgg
1981 ggtacagtgg gtgtgtgtgc cccttctgaa gggcagececa tgggagaagg ggtattggge
2041 agaaggaagg taggccagaa ggtggcacct tgtagattgg ttctctgaag getgaccttg
2101 ccatcccagg geactggcete ccaccctcca gggagggagg tectgagetg aggagcettee
2161 ctttgctctc acaggaaaac ctgtgttact gagttctgaa gtttggaact acagccatga
2221 ttttggecac catacagacc tgggacttta gggctaacca gttctttgta aggacttgtg
2281 cctcttgegg gaacatctge ctgttctcaa gectggtect ctggceactte tgcagtgtga
2341 gggatggggg tggtattctg ggatgtgggt cccangcecte ccatcecteg cacagecact
2401 gtatcccctc tacctgtcct atcatgccca cgtctgecat gagagecagt cactgecgte
2461 catacatcac gtctcaccgt cctgagtgec cagectcecec aagecccate cctggeecct
2521 gggtagttat ggccaatatc tgctctacac taggggttgg agtccaggga aggcaaagat
2581 ttgggccttg gtctctagtc ctacgttgca cgaatccaac cagtgtgect cccacaagga
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2641 accttacaac cttgtttggt ttgctccatc atttcccatc gtggatggga gtcegtgtgt
2701 gcctggagat taccetggac acctetgcett tttttttttt actttagegg ttgectecta

2761 ggcctgactc cttcccatgt tgaactggag gcagecacgt taggtgtcaa tgtcetggea
2821 tcagtatgaa cagtcagtag tcccagggca gggcecacact tcteccatct tetgettcca
2881 ccccagcttg tgattgctag cctcccagag ctcagecgec attaagtcce catgeacgta
2941 atcagccctt cataccccaa tttggggaac ataccccttg attgaaatgt tttccctcca
3001 gtcctatgga ageggtgcetg cctgecctge tggageagcec agecatctce agagacgcag
3061 ccctttctct cctgtcegea ceetgttgeg ctgtagtcgg attcgtctgt ttgtctgggt

3121 tcaccagagt gactatgata gtgaaaagaa aaagaaaaag aaaaaagaaa aaagaaaaaa
3181 aaaaaaggac gcatgttatc ttgaaatatt tgtcaaaagg ttgtagccca ccgcagggat
3241 tggagggcct ggatattcct tgtcttcttc gtgacttagg tccaggeegg tgcagtgceta
3301 ccctgetggg acatcecatg ttttgaaggg tttcttette atctgggacc ctgcagacac
3361 tggattgtga cattggaggt ctatgacatt ggccaaggcc tgaagcacag gacccgttag
3421 aggcagcagg ctccgactgt cagggagagc ttgtggctgg cctgtttcte tgagtgaaga
3481 tggtcctctc taatcacaac ttcaagtccc acagcagcecc tggcagacat ctaagaactc
3541 ctgcatcaca agagaaaagg acactagtac cagcagggag agctgtggcec ctagaaattc
3601 catgactctc cactacatat ccgtgggtcc tttccaagec ttggectcgt caccaaggge
3661 ttgggatgga ctgccccact gatgaaaggg acatctttgg agaccccctt ggtttccaag
3721 gegtcagcecce cctgaccttg catgacctce tacagcetgta aggatgaggce ctttaaagat
3781 taggaacctc aggcccaggt cggecacttt gggcettgggt acagttaggg acgatgcggt
3841 agaaggaggt ggccaacctt tcccatataa gagttctgtg tgcccagagc taccctattg
3901 tgagctcccc actgctgatg gactttagct gtccttagaa gtgaagagtc caacggagga
3961 aaaggaagtg tggtttgatg gtctgtggtc ccttcatcat ggttacctgt tgtggttttc

4021 tctcgtatac ccatttacce atcctgeagt tectgtectt gaataggggt gggggtactc
4081 tgccatatct cttgtagggc agtcagcecc caagtcatag tttggagtga tctggtcagt
4141 gctaataggc agtttacaaa ggaattctgg cttgttactt cagtgaggac aatcccccaa
4201 gggcectgge acctgtectg tetttccatg getctecact gcagagcecaa tgtetttggg
4261 tgggctagat agggtgtaca atttgcctgg ttcctccaag ctcttaatce actttatcaa
4321 tagttccatt taaattgact tcaatgataa gagtgtatcc catttgagat tgcttgtgtt

4381 gtggggtaaa ggggggagga ggaacatgtt aagataattg acatgggcaa ggggaagtct
4441 tgaagtgtag cagttaaacc atcttgtagc cccattcatg atgttgacca cttgctagag
4501 agaagaggtg ccataaggct agaacctaga ggcttggctg tcccaccaac aggcaggctt
4561 ttgcaaggca gaggcagcca gcetaggtecc tgacttccca gecaggtgea getctaagaa
4621 ctgctcttge ctgetgcectt cttgtggtgt ccagagecca cagcecaatge ctcctcaaaa
4681 ccctggcttc cttecttcta atccactgge acatcagcat cacctccgga ttgacttcag
4741 atccacagcc tacactacta gcagtgggta agaccacttc ctttgtcctt gtctgttctc
4801 cagaaaagtg ggcatggagg cggtgttaat aactataggt ctgtggcttt atgagccttc
4861 aaacttctct ctagcttctg aaagggttac ttttgggcag tattgcagtc tcaccctcec
4921 gatgggctgt agcctgtgcea gttgctgtac tgggcatgat ctccagtget tgcaagtcec
4981 atgatttctt tggtgatttt gagggtgggg ggagggacat gaatcatctt agcttagett
5041 cctgtctgtg aatgtccata tagtgtactg tgttttaaca aacgatttac actgactgtt

5101 gctgtacaag tgaatttgga aataaagtta ttactctgat taaacaaaaa aaaaaaaaa

>>>>>> [leri primer

<<<<<<Geri primer



