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OZET
ASTROSITLERDE AMILOID BETA UYARIMLI ENFLAMASYON

MODELINDE FASUDIL TEDAVISININ ROLU

Bur¢in Nilay YENER
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Hiilya CICEK
58 sayfa, Temmuz 2017

Alzheimer hastaligi bugiine kadar goriilen en yaygin norodejeneratif bozukluktur.
Noropatolojik ozellikleri amiloid plak ve norofibriller yumaklardir. Ancak
enflamatuvar silire¢ Alzheimer hastaliginin patogenezinde temel bir role sahiptir.
Sitokinler, Alzheimer hastalifinda enflamatuvar ve anti-enflamatuvar siireglerde kilit
rol oynamaktadir.

Son zamanlarda, ¢ok sayida apoptoz diizenleyici faktor ve ¢oklu yollar belirlenmis ve
apoptotik hiicre o6limi, Alzheimer hastaliginda ndéronal kayip ile iliskilendirilmistir.
Glial hiicreler ndronlara kiyasla oksidatif strese kars1 daha direngli olsalar da, genis
oksidatif stresin glial hiicrelerde de apoptotik hiicre oOliimiine neden oldugu
goriilmektedir.

Rho/kinaz bir¢ok santral sinir sistemi (SSS) hastaliginda asir1 aktive olur ve inhibe
edilmesinin enflamatuvar ve demiyelinizan hastaliklarda potansiyel tedavi edici ajan
olabilecegi diisiiniilmektedir. Fasudil bir rho/kinaz inhibitoriidiir ve noroprotektif
etkilere sahiptir. Calismada astrosit hiicre hattinda amiloid beta uyarimli
enflamasyonda fasudil uygulamasinin Alzheimer hastaliginda farmakolojik bir
yaklagim olup olmayacagi hakkinda mevcut literatiire katki saglanmasi1 amaglandi.
Hiicreler kontrol ve amiloid beta olmak {izere iki gruba ayrild1 ve 24 saat siiresince 5
uM amiloid beta ile inkiibe edildi. Baska bir gruba tedavi amaciyla Rho-kinaz
inhibitéri 2.5 uM fasudil eklendi. Hiicrelerden izole edilen RNA Orneklerinden
cDNA sentezi yapildi. Gergek zamanli PCR metodu ile gen ekspresyon analizleri
yapildi. Elde edilen sonuglara gére amiloid beta uygulanan hiicre kiiltiirii 6rneklerinde
TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12, Cas-3, Cas-8, Bax, Bcl-2 mRNA ekspresyon
diizeylerinde kontrol grubuna gore 2-27 kat artig gozlendi. Fasudil tedavisi ise amiloid
beta uyarimhi enflamatuvar ve bazi apoptotik genlerdeki artis1 6nemli derecede azaltti
(p<0.001). Mikroskop incelemeleride fasudilin koruyucu etkisini gosterdi. Sonug
olarak, fasudil ile rho-kinaz inhibisyonu amiloid beta aracili enflamasyonun
baskilanmasinda koruyucu etkinligi olan ve tedavide kullanilabilecek bir ajan
olabilecegi gosterildi. Ancak, ileriki ¢aligmalara ihtiya¢ duyuldugu sonucuna varildi.
Anahtar Sozciikler: Alzheimer hastaligi, Amiloid beta, Fasudil, TNF-a, Cas-3, Cas-8



ABSTRACT
THE ROLE OF FASUDIL TREATMENT ON AMYLOID BETA INDUCED
INFLAMMATION MODEL IN ASTROCYTES
Bur¢in Nilay YENER
Master Thesis, Department of Medical Biochemistry
Supervisor: Associate Professor Dr. Hiilya CICEK
58 Pages , July 2017

Alzheimer's disease is the most common neurodegenerative disorder to date.
Neuropathological features is amyloid plaque and neurofibrillary tangles. However, the
inflammatory process has a fundamental role in the pathogenesis of Alzheimer's disease.
Cytokines play a key role in inflammatory and anti-inflammatory processes in
Alzheimer’s disease. Recently, a large number of apoptotic regulatory factors and
multiple pathways have been identified, and apoptotic cell death has been associated
with neuronal loss in Alzheimer's disease.

Rho-kinase is overactivated in many CNS disorders and inhibition of rho is thought to
be a potential therapeutic agent in inflammatory and demyelinating diseases. Fasudil is
a rho-kinase inhibitor and has neuroprotective effects. The main purpose of this thesis is
to investigate whether fasudil is beneficial for beta amyloid induced neuronal toxicity.
In this study, it was aimed to contribute to current literature about whether
pharmacological approach to Alzheimer's disease of amyloid beta induced inflammation
in the astrocyte cell line would be fasudil. Cells were incubated with 5 uM amyloid beta
for 24 hours. Another group of rho kinase inhibitors for treatment was added to 2,5 uM
fasudil. cDNA synthesis was performed from RNA samples isolated from the cells.
Gene expression analysis was performed by real-time PCR method. According the
results obtained, amyloid beta TNF-a, IL-1f3, IL-6, IL-10, IL-12, Cas-3, Cas-8, Bax,
Bcl-2 mRNA expression levels were 2 to 27 higher than control group. Fasudil therapy
significantly reduced the increase in amyloid beta-stimulated inflammation and some
apoptotic genes. (p<0.001). Microscopic examinations also showed of fasudil cell
protective effect. As a result, the inhibition of rho kinase by fasudil may be an agent that
can be used in therapy with a protective effect on the suppression of amyloid beta
mediated inflammation. However, further work is needed to arrive at a definite
conclusion.

Key Words: Alzheimer's disease, Amyloid beta, Fasudil, TNF-q, Cas-3, Cas-8



BIRINCI BOLUM

1. GIRIS ve AMAC

Alzheimer hastaligi (AH); santral sinir sisteminin (SSS) belirli kisimlarinda sinaps ve
noron kaybi ile meydana gelen; bilissel islevlerde kayip, kisinin 6z bakiminda
yetersizlik ve davranigsal bozukluklar ile karakterize ndrodejeneratif bir hastaliktir (1,
2). Her yil tim diinya da 4.6 milyon yeni AH olgusu gelistigi diisliniilmektedir (3).
Hastaligin goriilme riski yasa bagimli bir sekilde logaritmik artis gosterir (4, 5).
Alzheimer hastaliginin tek bir faktére bagli olmadig1r epidemiyolojik g¢aligmalarda
belirtilmektedir. Hastaliin meydana gelmesinde yaslanmaya bagli olarak ndronal
bozukluklar 6nemli bir faktordiir. Bunu yaninda kafa travmalari, viriis enfeksiyonlar1 ve
metabolik lezyonlar da AH riskini cogaltmaktadir (6). Histopatolojik olarak senil
amiloid plaklar (SP), norofibriler yumak (NFY) olusumu, sinaps-néron kaybi ve
beyinde belirgin bir atrofi mevcuttur (4). NFY’ler hiicre iskeletinin biitiinliigiinii ve
aksonal transportun islevini etkileyerek hiicre kaybina neden olurlar (6).

AH’deki bir diger noropatolojik degisiklik ise ana bileseni amiloid beta (AP) olan,
amiloid plaklardir. Diffiiz plaklar halinde agrege olan amiloid B yogun ndritik (iltihaplt
sinir hiicresi) plaklara doniisiir. Ancak amiloid B’nin zararsiz gevsek plaklarinin nasil
zararli B kivrimli yogun plaklara doniistiigii heniiz net olarak bilinmemektedir. Gevsek
plaklarda biriken AP oksidatif gerilime ve sonrasinda serbest radikallerin olusumuna, bu
da plaklarin fiziksel olarak degisimine sebep oluyor olabilir (7). Ap 40-42 aminoasitten
olusan bir proteindir ve biiyiikk bir transmembran proteini olan, 19. kromozomda
kodlanan ve iglevi tam olarak bilinmeyen amiloid prokiirsér protein (APP)’den
proteolitik yolla olusur (7, 8). Sonug olarak A, APP’nin metabolizma {irtinlerindendir.
AH’de meydana gelen nérodejenerasyonun, SSS’ne yapilan bir saldiraya karsi immiin
ya da enflamatuvar bir yanit olduguna dair bulgular vardir. AH’de beyinde
dejenerasyona bagli olarak akut faz cevabi meydana gelmektedir. Bu durum ‘sitokin’
ad1 verilen ve viicudun savunma sistemini harekete gecgiren proteinlerde hizli bir artisa
neden olmaktadir (9,10). Mikroglial hiicreler beyin parankimi fagositer hiicreleri olarak

bilinmektedir. Aktive hale geldiklerinde makrofajlara benzer bigimde fagositoz, antijen



sunumu, ¢esitli enflamatuvar ve norotoksik faktorlerin salinimi gibi gorevler istlenirler.
In vitro deney kosullarinda mikroglial hiicrelerden salinan enflamatuvar sitokinler
noronal hasara neden olmaktadir (11). Patolojik bulgulara beyin dokusunda bulunan
amiloid plaklar ve norofibriler yumaklarin yaninda astroglial ve mikroglial
aktivasyonunda eklenmesi ve plaklarin etrafinda sitokinler, akut faz proteinleri ve
proteazlar gibi enflamasyon siirecine katilan bir¢ok maddenin varliginin belirlenmis
olmasi, AH’da enflamatuvar siirecin ve glial aktivasyonun hastaligin ilerlemesine katk1
sagladig1 &ne siiriilmektedir (11, 12). Iddia edilen patojenik mekanizmalardan bir digeri
ise; amiloid peptid ve enflamatuvar uyaranlarla birlikte aktive olan mikroglial
hiicrelerden salinan proenflamatuvar sitokinlerin ve ndrotoksinlerin ndronal hasara
neden olmasidir (13). Aktive hale gelen mikroglial hiicrelerden interlokin 1, interlokin
6, IL-12 ve tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-a) gibi pro-enflamatuar sitokinlerin
salinimi1 gergeklesir ve bu durumu takiben de komsu nodronlarda hasar
olusabilmektedir(11).

Hiicre i¢i bir¢ok sinyal iletim yolaklarina aracilik eden ve kii¢lik bir G proteini olan
Rho’nun iki efektorii tanimlanmistir. Bunlar ROCKa/ROCK II ve ROCKp/ ROCK 1
Rho kinazlar’dir (14). Rho kinazlarin kan basinci homeostazi, diiz kas kontraksiyonu,
hiicre proliferasyonu, hiicre adezyonu, migrasyonu ve enflamatuar cevabi da igeren ¢ok
sayida fizyolojik olayda gorev aldig1 bilinmektedir. Rho proteinleri gen ekspresyonunun
ve aktin hiicre iskeletini kontrol eden sinyalleme yollarinda etkilidir. Ayn1 zamanda
enflamatuvar hiicrelerin migrasyonu hiicre iskeleti aktini tarafindan diizenlenmektedir
ve bu olay1 diizenleyen en 6nemli mekanizmalardan birisi Rho ile indiikelenen sinyal
ileti mekanizmasidir.

Bu calismada AH fizyopatolojisinde 6nemli rol oynayan A’in astrositler iizerindeki
ndroinflamasyon etkisi ve sonrasinda gelisen hasarlarda Rho-kinaz enziminin roliiniin
belirlenmesi hedeflenmistir. Boylece yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglarla Rho
kinaz modiilasyonunun Alzheimer Hastaliginin korunmasi ve tedavisinde potansiyel
farmakolojik bir yaklasim olup olmayacagi yoniinde bilgilerin elde edilmesi

amaglanmstir.



IKiNCi BOLUM

2. GENEL BILGILER

2.1 Alzheimer Hastahg’min Klinik Ozellikleri

Alzheimer hastaigr (AH), en ¢ok yashilarda goriilen ve demansin en sik nedeni olan,
bilissel islevlerde ve giinliik yasami siirdiirme becerilerinde azalma belirtileri ile
karakterize, progresif ndrodejeneratif bir hastaliktir. Hastaligin baslangic donemindeki
en belirgin klinik belirtisi bellek bozuklugudur. Hastaligin seyir siirecinde dikkat,
yiiriitiicii islevler, davranis, diisiince, gorsel-uzamsal islevler gibi kognitif alanlarla ilgili
islev bozukluklar1 klinik tabloya eklenmektedir (1, 15, 16).

Alzheimer hastaliginin klinik tanisi i¢in belirlenen ve yaygin bir bicimde kullanilan iki
tam Slgiitii vardir. Bu odlgiitlerden bir tanesi, Ulusal Nérolojik ve Iletisim Hastaliklari
Enstitlisii ve Inme-Alzheimer Hastaligi ve iliskili Hastaliklar Dernegi (NINCDS-
ADRDA) tarafindan gelistirilen tani olgiitii, digeri ise Mental Bozukluklarin Tanisal ve
Sayimsal El Kitab1 (DSM) dlgiitiidiir. Bu iki Olgiitten faydalanilarak hastada 6grenme
bozuklugu, apraksi, afazi, agnozi, yonetsel islevlerde ve bellekte bozuklugun olup
olmadigi ve SSS ile alakali baska bir patolojik sorun olup olmadig1 gibi
degerlendirmeler yapilip AH tanis1 konulabilmektedir (17).

Hastalar arasinda belirtilerin ortaya ¢ikma siirelerinin énemli dl¢lide farklilik oldugu
bildirilmistir. Hastaligin belirtilerine dair klinik seyir 7 evrede tanimlanmistir:

1. Evre: Biligsel zayiflik semptomlarinin goériilmeye basladigi evredir. Bu evre
baslangic evresi olarak bilinir ve SSS’°nde de patolojik siireglerin gelistigi
bilinmektedir.

2. Evre: (Cok hafif biligsel zayiflik) Hasta anahtar, gozlik, ciizdan gibi temel
esyalarin yerlerini unutmaya baglamistir ancak iletigim yetileri bozulmamustur.

3. Evre: (Hafif bilissel bozukluk) Hasta konusurken kelime se¢iminde ve

tanidiklarinin isimlerini cagirirken zorlanmakta, esyalarini siklikla



kaybetmektedir. Bu evrede hastanin plan yapma ve organizasyon yetisi
azalmstir.

4.  Evre: (Orta Biligsel Zayiflik) Hastada kisa donem hafizada ciddi kayiplar
gozlenmektedir. Kisinin kendi ge¢misi ile ilgili hafiza zayifliklar1 s6z konusudur
ve hasta sosyal konularda i¢ine kapanmustir.

5. Evre: (Orta-siddetli biligsel zayiflik) Hasta yer, zaman gibi olgular ile ilgili
olarak zihinsel karisiklik yasamaktadir. Telefon numarasi, adres ya da mezun
olduklar1 okulun ismi gibi 6nemli detaylar1 hatirlamakta zorlanmaktadir. Baz1
nesleri tanimakta zorlanmaktadir ( agnozi). Sonradan kazanilmis ve motor beceri
isteyen hareketleri uygulama yetileri bozulmaya baslamistir (apraksi). Bu evrede
olan hastalar giinliik aktiviteler ( banyo yapma, giyinme, yemek yeme gibi ) igin
yardima ihtiyag¢ duyarlar.

6. Evre: (Siddetli biligsel zayiflik) Kelime bulmakta ve anlik konusma
becerilerinde kayiplar vardir (afazi). Hastanin giinliik aktiviteleri i¢in daha ¢ok
yardima ihtiyaci vardir.

7. Evre: (Cok siddetli biligsel zayiflik) Bu evredeki hastalarin konusma becerileri
azalmis ya da yitirilmistir ve yutmada zorluk yasanmaktadir. Hasta bu evrede 24
saat bakima muhta¢ durumdadir.

Alzheimer hastalig1r tanis1 konulan hastalarin genelinde biligsel zayifligin yaninda
davranig farkliliklar1 ve psikolojik belirtilerde eklenmistir (1, 16). Ancak AH’ nin tipik
seyrine uymayan ve ayni zamanda patolojik olarak AH tanis1 konulan hastalarda bagka
klinik bulgular da bildirilmistir. Hastaligin genetik olarak 1. ya da 14. kromozomlardaki
mutasyonlarla karakterize edilmis erken baslangicli seklinde, kisilik bozukluklar1 ve

motor bozukluklar erken donemde goriilebilir (18).

2.2 Alzheimer Hastaligr’ min Genetigi

Alzheimer hastaliginin olusumunda 6nemli olan risk faktorlerinden biriside genetik

yatkinliktir. Alzheirmer’li birinci derece akrabalara sahip bireylerde hastalik riskinin

arttig1 bildirilmistir(19, 20).



Alzheimer hastaligi ile iligkili oldugu belirlenmis olan baslica 3 ayr1 gen vardir. Bunlar;
amiloid prekiirsor protein (APP), presenilin 1 (PS1), presenilin 2 (PS2), apolipoprotein
E (ApoE)’dir. Erken baslangi¢cli AH nin %5 ‘ni APP, PS1 ve PS2 genlerinde meydana
gelen mutasyonlar oldugu, ApoE epsilon 4 (g4) alelinin ise hastaligin riskini artirdigi
bildirilmistir (19). Ayn1 zamanda 1. kromozomda bulunan PS2 ve 21. kromozomda
bulunan APP genlerinde meydana gelen mutasyonlar sonucunda, A peptid seviyesinin
arttigt gozlenmistir (21). 14. kromozomda bulunan PS1 geninde meydana gelen
mutasyonlar sonucu APP hatali boliiniir ve bu da toksik A iiretimine sebep olur. Ayrica
diger taraftan, PS1 geninde olusan mutasyon tau proteininin hiperfosforilasyonuna
neden olur ve buda norofibril yumak (NFY) olusumunu tetiklemektedir (22). APP geni
mutasyonu erken baslangicli ailesel AH’nin %2-3’linli, PS2 geninin mutasyonu
%20’sini, PS1 geninin mutasyonu ise %70-80’inini olusturdugu bildirilmistir (1, 23).
19. kromozomda bulunan ApoE geninin ise ge¢ baslangicli AH’ nin olusumunda rol
aldig1 bildirilmistir (21). ApoE geninin €2 alelinin AH riskini azalttig1 (koruyucu alel),
€4 alelinin ise hastalik riskini artirtig1 rapor edilmistir ve ayn1 zamanda bu alelin amiloid
plak ve NFY olusumuna neden oldugu bildirilmistir (24). Geg¢ baslangicli AH nin
yaklagik %50-80’ini ApoE geninde meydana gelen mutasyonlar olusturmaktadir (25).

2.3 Alzheimer Hastaligi’nin Fizyopatolojisi

Alzheimer hastaliginin gozle goriilebilen patolojik bulgular1 beyinde kiigiilme,
giruslarda daralma, sulkuslarda ve ventrikiilerde genisleme olarak bilinmektedir (26).
Hastaligin temel mikroskobik degisiklikleri ise; noron igerisinde birikim gdsteren
NFY’lar, ekstraseliiler birikim gosteren amiloid plaklar ve ndron kayiplar1 olarak
bilinmektedir (27). NFY patolojisi beyinde klinik bulgular ile paralel bir ilerleme
gosterir ancak amiloid plaklar klinik bulgular ile direkt olarak iliskili degildir (28).

NFY’lerin ana bileseni mikrotiibiil bagintili bir protein olan taunun hiperfosforile hali,
hiicre govdesinde dentirtilerde biriken ¢ift sarmal iplik¢ik yigmnlarnidir (29). Tau
hiperfosforilizasyonunun, fosforilasyonu diizenleyen farkli kinazlarin ve fosfotazlarin
aktiviteleri arasindaki dengesizlik sonucunda olusabilecegi diistiniilmektedir (30). Tau

proteininin hiperfosforile olduktan sonra mikrotiibiillerle etkilesiminin azaldig1 ve hiicre



islevlerinde bozukluk meydana getirdigi one siiriilmiistiir (31). Senil plaklarda APP’nin
metabolizma {iriinii olan AB’nin ekstraseliiler birikimi mevcuttur (29). Amiloid
prekiirsor proteinin metabolizma yollarindan biri olan non-amiloidojenik yol; APP’yi
parcalayan alfa sekretaz ve gama sekretaz enzimlerinin yer aldigi ve meydana gelen
{iriinlerin toksik olmadig1 yolaktir. Tkinci yani amiloidojenik yolda ise gama sekretaz ve
alfa sekretaz enzimlerinin araciligtyla ABi40 ve ABi42 olugmaktadir (32, 33). Amiloid
birikiminin ana bileseni AB1-42°dir (34). Norotoksik olan AP, hiicresel kompartmanlarda
birikerek mitokondriyal ve sinaptik hasara birde tau proteininin hiperfosforilasyonuna

yol acarak hiicresel fonksiyonlara zarar verir (31, 35).

2.3.1 Norofibriler Yumaklar

Alzheimer hastaligindaki norofibriler yumaklarin ana bileseni hiperfosforile tau
proteinleridir. 17. kromozom tarafindan kodlanan tau, mikrotiibiil asosiye proteinler
(MAP) ailesinden olup mikrotiibiillerin stabilizasyonu, hiicre iskeletinin biitiinligi ve
aksonal transportta dnemli bir role sahiptir. AH nin patogenezinde hiperaktif kinazlar ve
hipoaktif fosfotazlar tau proteininin hiperfosforilizasyonuna yol agarak mikrotiibiillere
baglanma yetenegini bozarlar ve baglanmamis olan fosforilize tau ¢oziilemeyen cift
sarmall1 filamanlara polimerize olur. Bunlar zaman i¢inde intrandronal NFY’ler halinde
yogunlasir. NFY’ler sonug¢ olarak hiicre iskeletinin biitiinliigiinii ve aksonal iletimi
bozarak hiicre 6liimiine yol acar. Hiicre 6liimiiyle meydana gelen NFY ‘hayalet yumak’

olarak adlandirilir (36,37).

2.3.2 Amiloid Plaklar

Ana bileseni amiloid beta (AB) proteinidir. 40-42 aminoassitten olusur ve daha biiyiik
transmembran proteini olan APP’den proteolitik yolla olusur, heniiz normal islevi
bilinmemektedir. Coziilemeyen amiloid fibrillerin olugmasi, AH’deki ilk patolojik olay
olabilir. Her transmembran proteininde oldugu gibi APP’ninde hiicre i¢i karboksi ucu,

hiicre dis1 amino ucu ve hiicre icinde seyreden 28 aminoasitlik boliimii bulunmaktadir.



APP a, B ve y sekretaz ad1 verilen proteolitik enzimlerle kesilerek metabolize edilir. a-
sekrataz APP’yi yaklasik olarak orta kismindan keser ve ¢oziilebilir AP yerine APP ya
da sAPP denilen ekstraseliiler yeni protein olusur. Diger iki enzimden B-sekretaz APP’yi
amino ucundan, y-sekretaz ise karboksi ucundan keser ve iiriin olarak amiloid B
meydana gelir. Meydana gelen amiloid P’lar 40-42 aminoasit uzunlugunda olup
bunlardan daha fazla amiloidojenik olan1 42 aminoasitlik form olup ilk ¢okendir (38).
Ardindan amiloid B diffiiz plaklar halinde agrege olur ve akabinde yogun noritik
plaklara doniisiir (39). Erken demans goriilen hastalarin beyin dokular1 ve BOS’unda
amiloid p42 ve amiloid B oligomerleri bulunur ve bunlarin diizeyleri kognitif bozukluk
ile paraleldir (40, 41).

AH’de amiloid B miktarinin artis1 ya substrat olan APP miktarindaki artis ile ya da
APP’den amiloid B iireten 3 sekretaz veya y sekretaz aktivasyonuna bagli fazla miktarda
iretim ile koreledir. Ancak, tau proteini genindeki mutasyonlar AH dis1
dejenerasyonlara sebep olmaktadr. Ileride demans olsun ya da olmasin biiyiik l¢iide 60
yasindan itibaren normal bireylerde de amiloid B plaklarda birikmeye baslar. Ilk birikim
neokortekste olur ve gevsek plaklar halindedir. Bunlar lokal nérotoksik etkilere sahip f3
kivrimli amiloid degildir. Zararsiz amilod B igeren gevsek plaklarin zararli B kivrimh
yogun plaklara nasil doniistiiglinii agiklayan bir c¢ok teori bulunmaktadir. Noritik
olmayan kati1 plaklarin demanssiz beyinlerde goriilme olasiligi bulunmaktadir. Kati
plaklarin lokal ndrotoksititesi, hiicre 6liimii ve noritik dejenerasyona yol agar. Dejenere
ndritler igeren kat1 plaklar ‘néritik plakalar’ olarak adlandirilir. Noritik plaklar sadece
demansli beyinlerde goriiliir (6). f kivrimli plaklarin serebral neokortekste fazla ve az

yogunlukta olmalar1t AH nin kesin tanis1 i¢in gereklidir (42).

2.3.3. Enflamasyon

Enflamasyon hiicredeki hasar sonucu meydana gelen nekrotik hiicre ve dokular1 ortadan
kaldirmak i¢in verilen immiin bir yanittir. Eger olusan hasar sonucunda doku kendini
saglikli bir sekilde yenilemezse, enflamasyon meydana gelir ve kronik bir durum olur.
Devaminda ise doku diizensiz bir hal alir. Bu tiir enflamasyonlarda, doku hasar1 ve

iyilesme ayn1 anda ilerlemektedir. Normalde ¢okmiis olan hasarli bolge yavasca birikir,



bazen de yillar icerisinde asemptomatik bir sekil alarak birikir. Bu da ciddi doku
bozulmalarina neden olabilir (43).

Beyin enflamasyonu Alzheimer hastaliginin patolojik bir isaretidir. Bununla birlikte
sisme, 1s1 ve agr1 gibi karakteristik enflamatuvar ozellikler beyinde olusmaz ve bu
nedenle burada akut inflamasyona deginiriz (44). Akut enflamasyon; kisa siireli doku
hasaridir. Zamanla iyilesebilir ya da kronik enflamasyona doniisebilir. Kronik
enflamasyonlu dokular, merkezi sinir sisteminde artmis monosit ve monosit tiirevi olan
doku makrofaji yani mikroglial hiicreler ile karakterizedir (43, 44). Alzheimer’l
beyinlerde patolojik olarak enflamasyon agikca goriiliir ve bununla birlikte akut faz
proteinlerinin ve proenflamatuvar sitokinlerin ekspresyonlarinda artig goriiliir. Ancak bu
artis normal beyinlerde pek belirgin degildir (45, 46). Enflamasyondan mikroglialar,
astrositler ve ndéronlar sorumludur. Aktiflestirilmis hiicreler, proenflamatuvar sitokinler,
kemokinler, prostoglandinler, 16kotrienler, reaktif oksijen tiirleri, proteazlar, proteaz

inhibitorleri ve bu gibi enflamatuvar mediatorleri iiretirler.(44, 47, 48, 49, 50).

2.3.3.1 Enflamasyonda astroglial hiicreler

Astrositler, néronlara metabolik ve yapisal olarak destek olan hiicreler olarak ilk defa
1856 yilinda Virchow tarafindan tanimlanmistir (51). Astrositler beyinde en ¢ok goriilen
hiicrelerdir (52) ve glial hiicrelerin %80’ini olustururlar (53). Astrositler morfolojik
olarak biiyiik, y1ldiz seklinde, ortasinda ¢ekirdegi ve birgok uzantisi bulunan hiicrelerdir.
Astrositlerin tam islevsel kapasitesi tam olarak aydinlatilmamistir ancak beyin bag
dokusu ve iskelet fonksiyonu ile iligkilidir. Noronal sinapslarin fonksiyonel
biitiinliiglinti korurlar ve néronlarin aktivitesini etkilerler (54). Beyin hasara ugradiginda
astrositlerin iyilesme siirecinin bir pargasit olarak glial skar dokusunu olusturdugu
diisiiniilmektedir (47). Alzheimer hastaligima bagli enflmasyon siirecinde astrositin
roliinii belirlemek daha zordur. Alzheimer hastaliginda senil plaklar reaktif astrositlerle
iliskilidir (55). Astrositlerde mikroglialardan salgilanan prostoglandinler, interlokinler,
l16kotreinler, pihtilagma faktorleri, tamamlayici faktorler gibi bir¢cok pro-enflamatuvar

molekiilleri salgilarlar.
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Astrositler AP parcalanmasi ve temizlenmesi, ndronlara trofik destek saglamak ve AP
birikintileriyle noronlar arasinda korucu bir bariyer olusturmak acisindan onemlidir
(56). Ancak kronik stres ile ilgili belirli kosullar altinda astrositlerin yararli bir rolii
olmayabilir. Kronik strese yanit olarak APP’nin B-sekretazi asir1 sentezlemesi

astrositlerin A i¢in kaynak olabilecegini diistindiirmektedir (56).

2.3.3.2 Enflamasyonda sitokinler

Sitokinler molekiil agirliklart 8000 ila 40000 Da arasinda degisen kiigiik ve yapisal
olmayan proteinlerdir. Baslangigta bu molekiillerin kaynaklarin1 belirtmek amaciyla
lenfokin ve monokin olarak adlandiriliyordu. Bu proteinler hemen hemen tiim
cekirdekli hiicrelerden sentezlenebildigi ve dolayisiyla bunlara cevap verebilme
yetenegine sahip olduklart icin ‘sitokin’ teriminin en uygun adlandirma oldugu
bildirilmistir. Sitokinleri baglayan bir amino asit sekansi, motifi ya da ii¢c boyutlu yap1
bulunmamaktadir. Sitokinler c¢esitli bagisiklik sistemi hiicrelerinden (T-lenfosit,
makrofaj vb.) ya da farkli hiicrelerden (fibroblast vb. ) sentezlenebilir (56). Sitokinler
tarafindan indiiklenen baz1 biyolojik etkiler; hiicre proliferasyonu, sitotoksitite/apoptoz,
antiviral aktivite, hiicre biiylimesi ve farklilagsmasi, enflamatuvar yanit ve yiizey
membran proteinlerinin ekspresyonunun artiginin uyarilmasi veya inhibisyonu olarak
bilinir (57).

Sitokinler ayn1 zamanda interldkinler (IL), timor nekroz faktor (TNF), interferonlar
(IFN) ve baz1 biiylime faktorlerini igeren bir protein ailesidir. Enflamatuvar durumlarda
tretimleri artar ve bagisiklik sisteminin yanitinin yogunlugunu ve siiresini diizenlerler
(47). SSS’nde hem mikroglia hemde astrosit tarafindan iiretilirler (58). Alzheimer’l1
hastalarin beyin, beyin omurilik sivis1 ve kan diizeylerindeki degisikliklerini gosteren
bircok arastirma bulunmaktadir. Hastalarin beyin dokusunda IL-la, IL-1(3, IL-6,
granulosit-makrofaj koloni uyarict faktor, IFN-a diizeylerinin arttigi bildirilmistir (59,
60). Sitokinler senil plaklarda bulunan bir dizi proteinin algilanmasini da uyarabilir
(60). Ayn1 zamanda sitokinler ve AP arasinda sinerjik etkiler de goriilebilir.

Demansin nihai nedeni, néronlarin kaybi ve aralarinda sinaptik baglantilar olmasidir.

Dogal bagisiklik yaniti ve sonucunda nihai néroenflmasyon, AH’da ndronal hasara yol
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acmakta Onemli bir role sahip olabilir. Bu immiin yanit mikroglia, astrosit ve
komplement sistemin aktivasyonunu, ayrica artmig sitokin ekpresyonu ve akut faz
protein yanitini igerir (44, 61). AH’da enflammatuvar yanitin zararli etkisi,
antienflamatuvar ajanlarin potansiyel koruyucu etkisi epidemiyolojik kanitlarla
desteklenmektedir (62, 63). Buna ilave olarak kanitlar, IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-12- TNF-
a gibi mediatorlerin genetik varyasyonundan AH riskinin etkilenebilecegini
gostermektedir (64). Timor nekroz faktor; enflamatuvar yanit sirasinda sitokin
kaskadinin baglatilmasinda ve diizenlenmesinde merkezi bir rol oynayan temel
proenflmatuvar sitokindir (65, 66). In vitro ¢alismalarda TNF-a’nin interferon 7y ile
kombinasyonu halinde AP iiretimini artirdigina ve ¢oziiniir néroprotektif APP salinimini
inhibe ettigine dair kanitlar vardir. TNF-o hem niikleer faktér kappa B (NF-kB)
proteininin aktiflestirilmesiyle hem de buna bagli apoliprotein E (APOE) ve daha fazla
TNF-a salinimiyla iliskilendirilmistir (67).

IL-1pB akut néroenflamatuvar siireclerin in vivo olarak ayrintili bir sekilde islenmesinde
yer alir. Kemirgen beyninin IL-1B’ya maruz kalmasi, hem astrositlerin hem de
mikroglialarin saglam ve hizli aktivasyonunu ortaya cikarir. Ilave olarak IL-1B’nin
kapsiil enjeksiyonu veya parankimal ekspresyonu, kemirgenlerin beyin parankimi
icerisinde pro-enflmatuvar sitokinlerin, lokosit kemotaktik kemokinlerin, hiicre yiizey
adezyon molekiillerinin, siklooksigenazlarin ve matris metalloproteazlarin
ekspresyonunu artirir (68, 69). Daha da 6nemlisi si¢angillerde goriilen IL-1f indiiksiyon
yoluyla, IL-1B’nin insan beyninde uygulamasi ya da ekspresyonu, IL-1B’nin kendi
ekspresyonunun artisin1 tetikleme yetenegine sahip oldugu gosterilmistir (69, 70).
Beyindeki potansiyel noroenflmatuvar degisiklikleri gérmek icin IL-1B’daki kiiclik
lokalize yiikselmeler yeterli olabilir (71, 72).

Interlokin 6 (IL-6); 1985 yilimin baslangicinda B hiicresi farklilasma faktorii olarak
tanimlanan bir sitokin, B hiicresinde antikor {ireten ve hiicrenin olgunlagsmasini saglayan
bir faktordiir (73). 1990’larin basinda, T hiicreleri gibi diger bagisiklik hiicrelerinin
kontrol edilmesinin yani1 sira hepatositlerin, hematopoietik progenitdr hiicrelerin,
kardiyovaskiiler sistemin, plasentanin, sinir ve endokrin sistemlerin diizenlenmesinde
IL-6 ‘nin da 6nemli oldugu bildirilmistir (74). Prototip bir sitokin olarak enflamasyonun

kontroliinde rol alan IL-6, noroenflamasyonun rol oynadigi merkezi sinir sistemi

12



hastaliklarinda degisime ugrar. Bu nedenle Alzheimer hastalarinin beyinlerinde IL-6
ekspresyonunun degistigi ve amiloid plaklarin beyin omurilik sivisinda arttigi
bildirilmistir (75, 76). Ayrica kiiltiirlenmis sican kortikol néronlarinda, IL-6’nin beta-
amiloid peptidin indiikledigi sinir hasarini da arttirdig1 gériilmiistiir (77). In vitro olarak
yapilan transgenik fare modellerinde IL-6’nin bu zararh etkisine ragmen, ilk olarak
beta-amiloid birikimini zayiflatan biiyiik bir gliozise ve plak kleransinin arttirilmasina
neden oldugu i¢in IL-6"nin yararli bir etkisi oldugu gosterilmektedir (78).

Enflamatuvar yanitta TNF-a ve interlokin-10 (IL-10)’un zit rolleri vardir. TNF-a
genellikle pro-enflamatuvardir, IL-10 ise enflamatuvar reaksiyonlar1 sinirlar ve
sonlandirir (79). IL-10; TNF-a, IL-1a, IL-1B ve IL-6 ‘nin gii¢lii bir bastiricisidir ve
bunlarin timii AH ile potansiyel iliskisi i¢in arastirilmigtir (80). Yapilan in vitro
caligmalar (81, 82), IL-10 ‘un sigcan ve sicangil mikrogliasinda amiloid beta peptid veya
lipopolisakkarid kaynakli enflamatuar sitokinleri baskiladigini gostermistir. Yetiskin
cagda meydana gelen bas yaralanmalari, ge¢ yasamda artmis AH riski ile (83), ve non-
steroid anti-enflamatuvar ilag¢larin rutin kullanimi AH’nin insidansinda azalma ile
iligkilendirilebilir (84). Yapilan bir aragtirmada (85), Alzheimer hastalarindan alinan tam
kan Ornekleri ve kontroller standart kosullar altinda ekzotoksin ile ex vivo olarak
uyarilmis ve tipik bir pro-enflamatuvar sitokin olan IL-1f (86) ve anti-enflamatuvar bir
sitokin olan IL-10’un (87) diizeyeleri degerlendirilmistir. Alzheimer hastalari, IL-10
miktarina kiyasla IL-1f iiretimini 7 ile 10 kat artirmiglar ve IL-10 iiretiminin mutlak
azaltilmasmnin AH’nin gelisimine katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir (85). Bu
nedenle, Alzheimer hastalar1 proenflamatuvar bir genotip gosterirler ve enflamasyonun
genetik kontrolii AH nin gelismesine koruyucu bir rol oyanayabilir. Iste bu sebeple
bizde bu tezde AH’inda anti-enflamatuar sitokin olan IL-10’un da roliinii

degerlendirdik.

2.4 Apoptoz

Apoptoz, programlanmig hiicre 6limii olarak bilinir. Apoptotik hiicre dliimiiniin, hem
akut hem de kronik norolojik hastaliklarda rol oynadigi diisiintilmektedir (88, 89, 90).

Akut hareketlerden sonra, yaralanmadan ciddi olarak etkilenmeyen bdlgelere apoptoz
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meydana gelir. Apoptotik 6liim, ayn1 zamanda beyin veya omurilik hasarindan sonra
ortaya ¢ikan lezyonun bir bilesenidir (91, 92, 93). Hiire 6liimiiniin baskin sekli kronik
norodejeneratif hastaliklarda goriiliir (94, 95). Apoptozda; bir biyokimyasal kaskat,
hiicrenin hayatta kalmasi i¢in gerekli molekiilleri yok eden proteazlar1 yani diger bir
baska deyisle hiicre intihar1 programina aracilik eden proteazlari aktive eder. (Islem
sirasinda mitokondri ve ribozomlar agrege olur ve stoplazma yogunlasir, kromatinler
agrege olur ve gekirdek yogunlasir). Oliimden sonra, hiicre parcalari ‘apoptotik
cisimler’e boliinlir ve kromozomal DNA enzimatik olarak 180-bp interniikleozomal
fragmanlara boliintir. Apoptozun diger Ozellikleri, mitokondri zar potansiyelinin
azaltilmasi, hiicre i¢i asitlestirme, serbest radikal olusumu ve fosfotidilserin
kalitilarinin disa vurumudur (96, 97, 98, 99, 100).

Alzheimer hastalig1 beyindeki genis noron kaybi ve takibinde bu hiicrelerin neden ve
nasil 6ldiigiine dair sorularla ¢ok fazla spekiilasyona neden olmustur. Beyindeki néronal
6limiin altindaki molekiiler mekanizmalar tamamen tartismaya agiktir. Noronal Sliimle
sonuglanan birincil mekanizmalardan birinin apoptoz olabilecegi 6ne siirtilmiistiir (101).
AH olan beyinde apoptoz tarafindan noronal Olimiin gergeklestigi goriisiinii
destekleyen kanitlar, Bcl-2 ile ilgili hiicre Oliimiine bagli proteinlerin degismis
seviyelerinin gosterilmesi ile saglanmist1 (102). Bcl-2 ile ilgili poteinler, mitokondriyal
biitlinliigii ve kaspaz aktivasyonunu diizenleyen belirgin bir diizenleyici protein ailesini
icerir. Bu ailenin proapoptotik tliyeleri BAK ve BAD, antiapoptotik olan Bcl-2 ve Bel-xl1
proteinlerinin daha diisiik seviyede bulundugu yasa baglh kontrollere kiyasla, AH’l1
beyinlerde daha yiiksek seviyelerde bulundugu bildirilmistir. Bu veriler Alzheimer
hastalig1 olan beyinlerdeki apoptotik ndronal 6liim siirecine kanit olarak
yorumlanmustir.

Arastirmacilar 1993’te, ced-3’teki Caenorhabditis elegans hiicre 6liim geninin, pro-
interlokin-1f’nin  olgunlasmasindan sorumlu, bir memeli proteinazi olan IL-1f
donistiirici enzim (kaspaz-1) ile olagan {istii dizi benzerligi oldugunu kesfettiler
(103-104). Bu seminal bulgu, kaspaz ailesinin ilk iki iyesini tasvir etti ve bu
proteinazlarin apoptoz sirasinda islev gorebilecegini Onermisti. Sonraki calismalar
apoptoz ve/veya enflamasyon icin 6nemli olan bir diizine kaspaz aile iiyesi tespit etti

(105, 106). Birka¢ kamt, kaspazin apoptoz icin onem tasidigini gdstermektedir. Ik
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olarak, kaspaz aktivasyonu apoptozun baslangici ile ilskilidir ve kaspaz inhibisyonu
apoptozu zayiflatir. Apoptotik hiicreler baglangi¢ sinyali ne olusa olsun bilindik bir
6limle sonuglanir (107). Sitoplazma kiigiiliir, plazma membrani kanar ve vesikiillenir,
fostotidilserin hiicre ylizeyine yeniden dagilir. Ayn1 anda cekirdek kiigiiliir, kromatin
yogunlasir ve DNA fragmanlari, yliksek molekiil agirliklart ve oligoniikleozomal
parcalarina ayrilir. Kaspaz substratlarinin tanimlanmasi, kaspazin bu degisikleri nasil
sagladigma dair bilgi saglamigti. Muhtemelen pro ve anti-apoptotik proteinler bir
apoptotik uyariy1 takiben ilk kaspazi hedefler (108, 109, 110). Bu boliinme olaylari
sinyal amplifikasyonuna ve inhibitdr inaktivasyonuna dahildir. Kaspaz-3, apoptoz
proteinlerinin anti-apoptotik islevini yok eden ve pro-apoptotik olan C-terminal
fragmanlarin1 serbest birakan Bcl-2 ve Bcl-xI'yi parcalara ayirir. Benzer sekilde
kaspaz-8, pro-apoptotik Bcl-2 ailesinin liyesi olan BID’yi parcgalayip, mitokondriyal

sitokrom ¢ salinimini indiikleyen bir C-terminal fragmani ¢ikarir (111, 112).

2.5 Oksidatif Stres ve Alzheimer Hastahgi

Oksitadif stres Alzheimer hastaliginin etiyopatogenezi ile ilgili hipotezlerden bir
tanesidir. Hastalikta oksidatif hasarin arttig1 ve bu artisin da néronal dejenerasyona ve
Olime sebebiyet verebilecegi diisiiniilmiistiir. Alzheimer hastalarinin beyinlerinde
serbest radikal olusumunu uyaran demir, civa ve alliminyum konsantrasyonlarinin
artmasi, protein ve DNA oksidasyonunun artmasi, enerji metabolizmasinin bozulmasi
ve sitokrom oksidaz C miktarinin azalmasi, lipid peroksidasyonunun artmasi,
NFY’lerde ve amiloid plaklarda ileri glikozilasyon son iiriinlerine rastlanmasi oksidatif
stresin Alzheimer hastaliginin etiyopatogenezine katkisin1 gosteren bulgulardir (113,
114). Yapilan bazi calismalar arjinin- NO yolaginin AH’nin patogenezi ile alakali
oldugu (115), hastaligin seyri boyunca nitrik oksit (NO) diizeyinin artarak beyin
homeostazint bozdugu, beyin lezyonlarina ve patolojilerine sebep oldugu
gosterilmistir(116). Nitrik oksidin fazla iiretimi sonucunda N-metil-D-aspartik asit
(NMDA) reseptorleri aracilt gergeklesen norotoksisitede rol oynayabilecegi
diistintilmiistiir (117). NO’in amiloid plak ve NFY olusum siire¢lerinde yer aldigi ve

norotoksik Af’larin NO iiretimini arttirdiklar1 yapilan ¢caligmalarda bildirilmistir. NO’in
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asir1 Ulretimi sonucu meydana gelen reaktif oksijen tiirlerinin farkli norotoksik
mekanizmalar1 aktif hale getirdigi ve bu mekanizmalarin Alzheimer hastalar1 {izerinde

noron ve bellek kaybi olusturabilecegi bildirilmigtir(118).

2.6. Rho-Kinaz Aktivitesi ve Apoptoz

Kii¢iik bir G proteini Rho, hiicre poliferasyonu, adezyonu ve apoptoz gibi bir¢cok
hiicresel olayda gorev almaktadir. Rho’nun en ¢ok bilinen ve ¢alisilan efektdrii Rho
kinazdir ve iki izoformu bulunmaktadir. ROCKo/ROCK 1I ve ROCKB/ROCK 1
(119,120). Apoptoz, biyolojik islevleri bozulan ve artik gereksinim duyulmayan
hiicrelerin, etrafa zarar vermeden meydana gelen programli 6liimiidii. ROCK’nin iki
izoformunun da apoptozda énemli role sahip oldugu bilinmektedir. ROCK I, kaspaz 3
aracili kesilme ile etkin olurken (121, 122), ROCK II granzim B aracili kesilme ile etkin
hale getirilmektedir (123). Rho’nun; hiicre igerisindeki aktif formu GTP’ye bagli,
inaktif formu ise GDP’ye bagl olarak bulunur (124). Gen ekspresyonu ve aktin hiicre
iskeletini kontrol eden sinyal yolaklarinda Rho proteinleri etkilidir. Rho-kinaz’in stres
lif olusumunu, diiz kas kasilmalarini, hiicre migrasyon ve poliferasyonunu diizenledigi
diistiniilmektedir (125). Buna ek olarak ROCK’un apoptozu diizenledigine dair bilgiler
lizerine in vivo ve in vitro olarak yapilan ¢alisma sayisinin arttigr goriilmekedir (126).
ROCK inhibisyonunun noroprotektif mekanizmasi artan bolgesel serebral kan akisi,
azalan enflamatuvar yanit, degisen noronal aktin hiicre iskeletinin polimerizasyonu, tau
hiperfosforilasyonu ve p25/CDKS5’in artmasi ile iligkilidir (127, 128, 129, 130, 131).
Ancak az sayida arastirma ROCK’un serebral iskemi sonrasi néronal apoptoz {izerine
etkisini aragtirmistir. Son caligmalar ise ROCK’un iskemik hasara dogrudan neden
oldugunu gostermistir (132, 133). Fakat, ROCK’un serebral iskemi sonrasinda néronal

Oliimii nasil etkiledigi konusunda heniiz ¢alisma yoktur (134).

16



2.6.1. Fasudil

Rho-kinaz enzimini inhibe eden ajanlar arasinda, Y-27632, fasudil (HA-1077),
hidroksifasudil, Y-32885, Y-39983, H-1152P, SLx-2119, azabenzimidazol-
aminofurazanlar (GSK-269962A ve SB772077) ve Wf{-536 gibi bir¢ok madde
bulunmaktadir (135). Yakin zamanda fasudilin beyin dokusunu iskemik hasara karsi
korudugu bildirilmistir (128, 136, 137). Baslangi¢ta hiicre i¢i kalsiyum antogonisti
olarak nitelendirilen fasudil, subaraknoid kanamadan sonra ortaya c¢ikan serebral
vazospazmlarin tedavisinde bir siireligine Japonya da kullanilmistir (138). Fasudilin
beyinde olusan damar tikanikligina karsi etki gosterdigi mekanizmalarin, bolgesel
serebral kan akisinda artis ve inflamasyon tepkisinde diislise neden oldugu
diistiniilmektedir (128, 137, 139). ROCK blokajiyla indiiklenen enflamatuar yanitlarin
azalmasi nétrofil migrasyonunun inhibisyonuyla saglanmaktadir (139). Bununla birlikte
in vivo iskemik ataklar sirasinda ROCK aktivitesi ve noronal hiicre hasarina bagh
olarak dogrudan bir iliski oldugunu gosteren rapor bulunmamaktadir.
ROCK aktivitesinin iskemik noronal hasara dogrudan neden oldugu varsayilan fikir;

a)  Sican retinasinda NMDA kaynakli ndrotoksite Rho/ROCK yolunun dahil

edildigi
b) Insalarda fokal serebral infarktta ndronlarda bir Rho ifadesi bulundugu
¢) Hasarli noronlarda aksonal rejenerasyon ile ROCK arasinda bir iliski oldugunu
bildiren raporlara dayanmaktadir (140).
Fasudil, 6zellikle enflamatuar reaksiyonlar ve hemodinamik bozukluk gibi serebral

iskeminin baglangicindan sonra sekonder zararli mekanizmalar1 hedeflemede

etkilidir.
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UCUNCU BOLUM
3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii

Arastirmada AP peptidi ile ndrotoksisite modeli olusturmak i¢in C8D1-A (fare kokenli
astrosit hiicre hatt1) kullanildi. Fare menseyli astrosit C8-D1A hiicre hatti, American
Type Culter Collection (ATCC)’den alimi yapildi ve laboratuarimizda pasajlanarak sivi
azot i¢inde stoklar1 yapildi. Astrositler, hiicre ¢eperinde bulunan adezyon molekiilleri
sayesinde ylizeye yapisarak ve yildiz seklinde uzantilar olusturarak biiytirler. Gozle
goremedigimiz ameboid hareketler gosterirler. Mikroskopta baktigimizda ilk agamada
hiicreler oval ve iri ¢ekirdekli olarak goriiliir. Biiyiidiik¢e uzantilar olusturur ve gekirdek
boliinerek kromatin ipliklere doniislir. Uzantilarin bir ucu néronlara diger ucu ise
damarlara tutunur ve bdylelikle damarlardan ndronlarin biiylimesini ve beslenmesini
saglar. C8-D1A astrosit hiicreleri sivi besi yeri Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) de (medyum) ¢ogalan hiicelerdir. Astrosit C8-D1A hiicre hatt1 %10 oraninda
inaktive edilmis fotal sigir serumu (FBS), %1 penisilin/streptomisin iceren DMEM s1vi
besiyerinde (komple medyum) 37°C, %5 CO2, ve %95 hava bulunduran steril
inkiibatorde inkiibe edildi. Hiicrelerin gogaltilmasi igin yaklasik 1x10%/ml sayida hiicre
15 ml komple medyum bulunan 75 cm? steril kiiltir kabma (flask) ( T75, Thermo)
konularak {i¢ giin siireyle inkiibasyona birakildi. Besi ortamindaki hiicreler 2-3 giinde
bir kez 1/2 oraninda pasajlari yapildi. Pasajlama yaparken Tripsin/EDTA (Sigma)
kullanildi. Ilk olarak komple medyum ve Tripsin/EDTA su banyosunda 37°C de 15
dakika bekletildi. Daha sonra giivenlik kabinine alindi1 ve flasktaki medyumun tamami
atildi. Boylece hiicreler {lizerini 6rten medyumdan arindirildi. Flaskin ig¢erisinde tabana
yapisik halde bulunan hiicrelerin ilizerine 3 ml Tripsin/EDTA eklendi ve 5 dakika
inkiibatorde bekletildi. Tripsin/EDTA giiclii bir enzimdir ve hiicrelere zarar vermeden
hiicrelerin tabandan ayrilmasini saglar. Ayrica Tripsin/EDTA nin i¢inde fenol red vardir.
Fenol red ortamin pH dengesini saglamaktadir. 5 dakika sonunda hiicreler inkiibatérden
alindi ve mikroskopta incelendi. Hiicrelerin tabandan ayristigi goriildii. Daha sonra

hiicreler giivenlik kabinine alind1 ve {lizerine 7 ml komple meydum eklenerek 10 ml’e
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tamamlandi. Soliisyonun tamami 15 ml’lik ependorf tiipe alind1 ve 120 relatif santrifiij
kuvveti (RCF)’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi hiicreler tiipiin alt kisminda
pelet seklinde goriildii. Daha sonra iistte kalan medyum atildi ve birkag parmak
hareketiyle hiicre peleti kaldirildi. Hiicreleri dagitmak ve birbirinen ayirmak i¢in iizerine
10 ml komple medyum konuldu pipetleme islemi yapildi. Yeterli pipetleme yapildiktan
sonra soliisyon 5’er ml olmak tizere iki ayr1 75 cm?’lik flaska konuldu. Daha sonra
tizerlerine 10’ar ml komple medyum konularak inkiibasyona birakildi.

Hiicre dondurma islemi Dimethyl Sulfoxide (DMSO) ile yapildi. 2 flask hiicre Tripsin/
EDTA ile kaldirildiktan sonra iki ayr1 15 ml ependorfta 5 dakika 120 RCF’de santrifiij
edildi. Bu sirada 15 ml’lik otoklav edilmis ependorfa 6 ml komple medyum ve {izerine
%S5 DMSO ( 0.3ml) konularak bir soliisyon olusturuldu. Santrifiij sonrasi tiiplerdeki
medyum atilarak hiicre peleti hareketlendirildi. DMSO-+komple medyum soliisyonunun
tamamu 1.tlipe konuldu pipetleme islemi yapilarak hiicrelerin tamami alind1 ve 2. tiipe
aktarild1. ikinci tiipte de pipetleme islemi yapilarak hiicrelerin siispanse hale gelmesi
saglandi. Hiicreler dort ayr1 1.8 ml’lik tlipe 1.5 ml olarak esit miktarda konuldu.
Uzerlerine hiicre adi, pasaj no, tarih ve isim yazilarak —80 °C’ye birakildi. 2 giin sonra

ise -152°C’ye kaldirilarak dondurma ve stoklama iglemi tamamlandi.

3.2. MTT Viabilite Testi

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) kullanilarak bir
hiicre toplulugundaki hiicrelerin sayis1 spektrofotometrik yontemle kantitatif olarak
hesaplanabilmektedir. Bu yontem saglikli hiicrelerde mitokondrial rediiktazlar
tarafindan MTT nin tetrazolium halkasin1 parcalayabilmesine dayanmaktadir. Bu
reaksiyon mitokondrial bir enzim olan siiksinat dehidrogenaz aktivitesine baglidir.
Saglikli hiicrelerde tetrazolium halkasiin pargalanmasi tizerine soluk sar1 renkli MTT
boyasi koyu mavi-mor formazan {iriiniine dontistr.

Oncelikle hiicreler 25x10% hiicre/kuyucuk/96 well olacak sekilde flaska ekimi yapildi.
24 saat 37°C de inkiibasyona birakildi. Daha sonra AP i¢in (2.5uM, 5uM, 10uM, 15uM,
20uM, 40uM, 80uM ) doz c¢alismasi yapildi. Kontrol grubu da dahil olmak iizere

altisarh gruplar halinde 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saatin sonunda MTT ¢ozeltisi

19



(son konsantrasyon, ortamdaki Img/ml stok ¢ozeltisi) her kuyucuga 100 pl olacak
sekilde konuldu ve 37°C’de 1.5 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrast MTT
soliisyonu kuyucuklardan uzaklastirildi ve kuyucuklara 100’er pl 2-proponol konularak
tekrar 1.5 saat inkiibasyona birakildi. 1.5 saatin sonunda mikropleyt okuyucuda 570 nm
dalga boyunda absorbanslar elde edildi. Istatistikler ve literatiir taramas1 sonucu uygun
doz 5uM AP olarak belirlendi. Fasudil i¢in farkli dozlarda (2.5uM-80uM) MTT yapildi

ve analiz edilen istatistikler sonucunda uygun doz 2,5uM fasudil olarak bulundu.

3.3. RNA Izolasyonu

Hiicreler 25 cm? lik flasklara 2x106 olacak sekilde pasajlandi. Bir giin sonra kontrol, AP,
fasudil ve AB+fasudil olarak ilag uygulamasi yapildi. 24 saatlik inkiibasyonun sonunda
flasklar giivenlik kabinine alind1 ve medyumlar1 bosaltildi. Uzerlerine 1’er ml Trizol
Reagent eklendi. Birkag¢ dakika bekledikten sonra her bir flask icerigi ependorf tiiplere
alind.

Trizol’un igerisinde fenol red vardir ve bu madde ugucu ve zararlidir. Ayrica igerisinde
guanidyum, timin gibi maddeler vardir ve bu maddeler hiicreleri lizis ederek hiicre
iceriginin disar1 ¢ikmasini saglar. Ayni zamanda proteinleri, RNA ve deoksiriboniikleik
asit (DNA)’y1 ayristirir.

Tiplere alinan igerikler 120000 RCF’de 10 dk 4 °C de sogutmali santrifiijde santrifiij
edildi. Santriflij sonunda iistte olusan siv1 ayr1 bir ependorfa alind1 ve iizerine RNA’y1
iceren soliisyondan lipitleri uzaklastirmak amaciyla 200 pl kloroform eklendi. Daha

sonra 15 saniye vortekslendi ve 3 dk oda 1sisinda bekletildi. Bekleme sonunda 120000
RCF 4°C’de santrifiij edildi. Olusan iist faz tekrar ayr bir tiipe alindi. Uzerine 500 ul
izopropanol eklendi. Amag glikojen baglarini yikmakti. Izopropanol eklendikten sonra
10 dk oda sicakliginda bekletildi ve ardindan yine 120000 RCF 4°C de 10 dk santrifiij
edildi. Santrifiijden sonra iistte olusan faz atildi, altta kalan RNA peletine 1 ml %75’1ik
etanol konuldu ve pipetlemeyle peletler ¢oziildii. Daha sonra 15 saniye vortekslendi ve
7500 RCF 4°C ‘de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiijden sonra RNA peleti dipte kaldi
iistteki alkol atildi. Kalan alkolii ugurmak i¢in 30 dk oda 1sisinda yatay konumda

kurumaya birakildi. Kurumanin sonunda her bir tiipe 20 pul RNaze free water eklendi ve
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(OD 260nm ve 280nm’de) RNA/DNA oraniyla safliklar1 belirlendi. 1.7 ve {izerinde

saflik degeri olanlar ¢alismada kullanilda.

3.4. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyon (RT-PCR) Analizleri

TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12, BCL2, BAX, Cas-3, Cas-8 transkripsiyon diizeyleri
RT-PCR yontemi ile belirlendi.

PCR reaksiyonunda kalip olarak kullanilmak iizere her bir 6rnege ait RNA’dan 1pg
alinarak once reverz transkriptaz (RT) ile komplementer DNA (cDNA) sentezi yapildi.
Bu amagla komplementer DNA kitinin prosediirii uygulandi. Her bir 6rnek i¢in 10xRT
buffer’dan 2ul, 25xdNTP mix(100mM)’dan 0.8ul, 10xRT random primer’den 2ul,
multi scribe reverse transkriptase’dan 1pul ve RNase free water’dan 3.2ul ve safliklar
belirlenen RNA’larda 1pug olacak sekilde hazirlandi ve asagida (Tablo 3.1) verilen

sicaklik ve siirelerde 1s1 diizenleyici (thermal cycler) cihazinda inkiibe edildi.

1. Adim 2. Adim 3. Adim
Sicaklik 25°C 37°C &5 °C
Zaman 10 dakika 120 dakika 5 dakika

Tablo 3.1. Calismada cDNA sentezi i¢in kullanilan sicaklik ve siireler.

cDNA eldesi yapildiktan sonra her bir 6rnege ait cDNA ‘dan 1ul alinarak yine her bir
ornek i¢in 6 pl SYBR Green master mix (Power SYBR Green PCR master mix 5 ml),
bir ¢ift primerin geri ve ileri primerlerinden (Tablo 3.2’de verilen primer sekans
dizaynlar1 kullanildi) 0.3’er ul ve 4.4 ul RNase free water konularak uygun tasarim ve
protokol hazirlanarak asagida (Tablo3.3) verilen sicaklik ve siirelerde inkiibasyona
birakildi. DNA amplifikasyonu PCR yoOntemiyle anlik PCR Applied Biosystems
StepOnePlus real-time PCR systems sistemi kullanilarak yapildi. Amplifikasyon
isleminden sonra elde edilen amplifikasyon egrilerine ait kopya esigi (Ct) degerleri

karsilagtirilarak, hedef genlerin mRNA transkripsiyon diizeylerinin nisbi degisimleri 2-

DDCt

metodu ile hesaplandr Bu hesaplamada; DDCt = (Ct; . q.¢ gen'Ct'BaCtin)denek
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grubu'(Cthedef gen'CtB'aCtin)kontrol grubu formiilii uygulandi; hesaplanan deger her bir
-DDC
gen i¢in 2 konularak mRNA transkripsiyon diizeyi yiizde olarak down- ya da up-
regiile seklinde belirlendi. Her 6rnek i¢in kontrol gen olarak kabul edilen B-actin geni
(housekeeping gen) diizeltme faktorii amaghi her RNA 0Ornegi icin reaksiyona tabi
tutuldu. Real Time-PCR sisteminde Syber Green boyas: ¢ift iplik¢ikli DNA pargasina
baglanarak elektriksel impuls ile birlikte floresan 1s1ma yapar ve bu 1s1ma sistemin lazer
dedektorii tarafindan almarak bilgisayar ortaminda grafik formatma gevirilir. Olgiilen
floresan siddeti PCR {iriiniin miktar1 ile dogru orantilidir. Daha sonra gruplar arasindaki

farklar grafiklerde verildi.
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SITOKIN

B-Actin(Beta aktin)

TNF-a(Tiimor Nekroze

Edici Faktor alfa)

IL-1p (Interlokin 1 beta)

IL-6 (interlokin 6)

BAX (BCL2-iliskili X

protein)

BCL2 (B-hiicre CLL/

lenfoma 2)

(CAS-3) Kaspaz-3

(CAS-8) Kaspaz-8

IL-12 (interlokin-12)

IL-10 (interlokin 10)

Ileri primer (Forward)

House keeping gen

5’-
AGCCGATGGGTTGTACCTT
GTCTA-3

5-
TTGTGGCTGTGGAGGGGCT
GT-3’

5’-
ATCCAGTTGCCTTCTTGGG
ACTGA-3

5’ -
TTCATCCAGGATCGAGCAG
A-3’

5’-
ATGTGTGTGGAGAGCGTCA
A-3

5’GGTATGAGACAGACAGT
GG-3’

5’CTGGGGATGGCCACTGT
G-3

5’ TGGGTCTATTCCGTTGTG
TC-3’

5’TCAAACAAAGGACCAGC
TGGACAACATACTG-3’

Geri primer (Reverse)

5’-
TGAGATAGCAAATCGGCTG
ACGGT-3’

5’-
AACGTCACACACCAGCAG
TT-3

5’-
TAAGCCTCCGACTTGTGAA
GTGGT-3’

5’-
GCAAAGTAGAAGGCAACG
30

5’-
ACAGTTCCACAAAGGCATC
C-3

5’CATGGGATCTGTTTCTTT
GC-3°

5’TCGCCTCGAGGACATCG
CTCTC-3’

5’-
CCAAGAACTTGCAGCTGA
AG-3

5’CTGTCTAGGTCCTGGAGT
CCAGCAGACTCA-3’

Tablo 3.2. Calismada RT-PCR ile gen ekspresyon analizlerinde kullanilan
primer sekanslarin listesi.
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Yapilan deneyde Applied Biosystems StepONePlus real-time PCR systems cihazi
kullanildi ve deney siiresinde kullanilan protokol asagidaki tabloda  (Tablo 3.3)
verildigi gibi uygulandi.

Sicakhik Siire Asama Dongii sayis1
95 °C 5 dakika Ik denatiirasyon | Yalnizca 1 dongii
95 °C 15 saniye Denatiirasyon
60 °C 40 saniye Baglanma 40 dongii
70 °C 45 saniye Uzama

Tablo 3.3. Applied Biosystems StepOnePlus real-time PCR Systems cihazi PCR protokolii.
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4. BULGULAR

4.1. Spektrofotometrik analizler

4.1.1. Hiicre Viabilite Testlerinin Istatistiksel Analizi

Y %95 Giiven
‘. N .
Degisken n X+SD M (min-max) aralig: (mean) P
Fasudil
+ = -
2.51M) 4 79,38+15,85 | 81,70 [58,60- 95,53] | (54,17-100,00)
Amiloid
+ - -
Betaspvy | O | 18:68+230 11892[16,05-22,13] | (1583-21.54) | 4pg g9
Fasudil+
+18,14 1,47- 4.07-99.12
paflarlie | o || Cestasleslia IR [DIe bl (iR )

Tablo 4.1. Hiicre viabilitesi tek yonlii varyans analiz tablosu

Bagimsiz gruplar olarak calisilan deneme dizaynimizda yilizde degerine gore ¢alisilan 3
ayr1 bagimsiz grup arasinda istatistiksel agidan farklilik olup olmadigi Tek yonli
varyans analizi (one-way ANOVA) testi ile analiz edilmistir ve gruplar arasinda *
(p=0,001) istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur. Daha sonra bu anlamli
farkliligin hangi gruplar arasinda olduguna dair yapilan Tukey testinde (herbir ikili
karsilastirmada) (Fasudil 2,5 pM ile Amiloid Beta 5 pM)arasinda (p=0,001) olarak
hesaplanmis olup iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir.
Benzer sekilde (Fasudil Amiloid beta ile Amiloid Beta 5 pM) arasinda (p=0,001)
olarak hesaplanmis olup ilgili iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur. Son olarak (Fasudil+ Amiloid beta ile Fasudil 2,5 pM) arasinda
(p=0,952) olarak hesaplanmis ve ilgili gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunamamustir.
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Ortalama

%95 giiven

L. II. P
grup srup Fark (I-II) arahg
Amiloid beta . (35,7237
1
5 M 60,70090 0,00 85.6781)
Fasudil 2,5 uM
Fasudil+ Amiloid (-22,1939
2,78333 0,952
beta ’ ’ 27,7606)
-85,6781
Fasudil 2,5 uM -60,70090 | 0,001 (-85,
Amiloid beta -35,7237)
S uM Fasudil+ Amiloid (-81,4663
-57,91757* | 0,001 ’
beta ’ ’ -34,3688)
-27,7606
Fasudil 2,5 uM -2,78333 0,952 -27,
Fasudil+ 22,1939)
Amiloid beta 10i
Amiloid beta 57.91757" 0,001 (34,3688
5 uM 81,4663)

Tablo 4.2. Hiicre viabilitesinin TUKEY testinde (herbir ikili karsilastirmada) Anlamlilik diizeyleri
Tablo 4.2 de gorildiigii gibi [Fasudil 2,5 pM ile Amiloid Beta 5 pM] arasinda

istatistiksel anlamlilik hesabi (p=0,001) olup iki grup ortalamalar1 arasi fark 60,70

olarak hesaplanmistir. Benzer sekilde [Fasudil Amiloid beta ile Amiloid Beta 5 uM]

arasinda istatistiksel anlamlilik hesab1 (p=0,001) olarak hesaplanmis ve ilgili gruplar

arasindaki ortalamalar aras1 fark 57,92 olarak hesaplanmustir.
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4.1.2. Farkh konsantrasyonlardaki AB’nin hiicre viabilitesi iizerine ertkisi

96 kuyucuklu kiiltiir kaplarindaki astrosit hiicrelerine (C8-D1A hiicreleri) Ap’nin farkli
konsantrasyonlar1 (2,5-80 uM) eklendi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
MTT metoduyla viabilite kontrolleri yapildi. Buna gore 5 uM AP eklenen grupta, canli
hiicre sayis1 kontrol grubuna gore anlamli bir diizeyde azaldig: tespit edildi. (Sekil 4.1)

100

Hiicre viabilitesi (%)
[ ~J
(@) (9}

[\
(V)]

0 - . . . . . ' . ' . ' . '
2,5 5 10 20 40 80

Kontrol
Amiloid Beta(uM)

Sekil 4.1. AB’nin farkli konsantrasyonlarinin hiicre viabilitesi iizerine etkisi

Inkiibasyon sonras1 5 pM AP eklenen gruptaki hiicre kayiplar1 kontrol grubuna gére
onemli oranda artig gosterdigi tespit edildi. (p<0.001). Aragtima siiresince AP ‘nin 5
uM’lik konsantrasyonu hiicrede stres olusturmak amaciyla kullanildi. Kontrol 100 kabul
edildi ve viabilite degerleri ise; 2,5 uM: 20,10, 5 uM: 18,68, 10 uM: 22,34, 20 uM:
22,63, 40 uM: 23,41, 80 uM: 22,43 olarak bulundu.
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4.1.3. Farkh konsantrasyonlardaki Fasudil’in hiicre viabilitesi iizerine etkisi

Astrosit hiicrelerinde (96 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda) farkli konsantrasyonlarda
(2,5-80 uM) Fasudil eklenerek, ¢alismada kullanilacak etkili konsantrasyon tespiti igin

hiicre viabilitesi kontrolleri MTT metoduyla degerlenrildi.

100
75
5
| I
5 10 15 20 40 80

Kontrol 2.5

(=]

Hiicre viabilitesi (%)

(=]

Fasudil (uM)

Sekil 4.2. Farkli Fasudil konsantrasyonlarinin hiicre viabilitesi lizerine etkisi

Buna gore 24 saat inkiibasyon sonrasi 2,5 uM Fasudil eklenen grupta kontrol grubuna
gore belirgin diizeyde azalma (Sekil 4.2) tespit edildi (p<0.001). Kontrol 100 kabul
edilerek viabilite degerleri; 2,5 uM: 79,38, 5 uM: 63,7, 10 uM: 42,27, 15 uM: 53,32, 20
uM: 60,50, 40 uM: 71,72, 80 uM: 66,69 olarak belirlendi. En fazla hiicre kayb1 10 uM

Fasudil grubunda goriiliirken en az hiicre kayb1 2,5 uM eklenen grupta goriildii.
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Kontrol AP Fasudil Ap+Fas

Sekil 4.3. AB (5 uM) ile birlikte Fasudil (2,5 pM) konsantrasyonunun hiicre viabilitesi {izerine etkisi

Fasudil’in 2,5 uM konsantrasyonuna A eklenen grupta, yalniz Ap eklenen gruba gore
meydana gelen hiicre kayiplarin1 Fasudil’in 6nemli diizeyde iyilestirdigi (76,60%18,14)
(Sekil 4.3) saptandi (p<0.001). Kontrol 100 kabul edildi ve viabilite degerleri; Af 5 uM
yaklagik 36,20, Fasudil 2,5 uM yaklasik 51,89 ve AB+Fasudil ise yaklasik 40,86 olarak

tespit edildi.

4.2. AP ile muamele edilen astrosit hiicrelerinin morfolojisinde Fasudil tedavisi

Astrosit hiicrelerine Fasudil (2,5 uM) ve akabinde AP (5 puM) eklenerek 24 saat
maruziyeti saglandi. Siire sonunda elde edilen hiicre 6rneklerinden invert mikroskobun
40X biytitmeli objektifi ile ¢ekilen fotograflar incelendiginde, hiicre oliimlerinin AP
uygulanan grupta (Sekil 4.5) kontrol grubuna (Sekil4.4) gore 6nemli oranda artirdigi,
tek basina Fasudil uygulamasinda hiicre 6liimlerinin daha az oldugu (Sekil 4.6) ancak
Fasudil tedavisinin (Sekil 4.7) A ‘nin neden oldugu hiicre 6liimlerini 6nemli derecede

azalttig1 saptanda.
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Sekil 4.4. Astrosit hiicreleri kontrol grubu 24. Saat mikroskop goriintiileri (40X biiyiitme)
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Sekil 4.5. Astrosit hiicreleri AB (5 pM) eklenen grupta 24. saat mikroskop goriintiileri (40X biiyiitme)
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Sekil 4.6. Astrosit hiicrelerine Fasudil (2,5 uM) eklenen grupta 24. saat mikroskop goriintiileri (40X
biiyiitme)
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Sekil 4.7. Astrosit hiicrelerine AP muamelesi sirasinda Fasudil eklenen grupta 24. saat mikroskop
goriintiileri (40X biiyiitme)
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4.3. RT-PCR sonuglar
Astrosit hiicre kiiltiir ortamina (25 cm? flasklarda) amiloid beta (5 uM) ve takiben (2.5

uM) fasudil eklendi. 24 saatlik inkiibasyon sonunda elde edilen RNA orneklerinden
cDNA sentezi yapilarak belirli genlerin (sitokinlerden TNF-a, IL-12, IL-6, IL-10, IL-1
ve apoptotik genlerden (Cas-3, Cas-8, BCL-2, BAX) mRNA transkripsiyon seviyeleri
spesifik primerler kullanilarak RT-PCR yo6ntemiyle arastirildi.

4.3.1. Istatistiksel Sonuclar

_ %95 Giiven
Degisken n| XxSD M(min-max) araligi (X) P
Kontrol 9| 1,00 = 0,00 [ 1-1] (--)
Amiloid
B:t'; o 9| 4,95+430 @ 2,82[1,93-14,12] | (1,64 8,26)

*P=0,001

Fasudil 9| 0,88+£034 = 0,92[0,17-1,28] | (0,62 1,14)
AB+Fas 9| 0,71£047 | 0,53 [027-1,74] | (0,35 1,07)

Tablo 4.3. PCR sonuglari tek yonlii varyans analiz tablosu

Bagimsiz gruplar olarak calisilan AACq degerinin ortalamalar1 arasinda istatistiksel
acidan anlamli bir farklilik olup olmadig: Tek yonlii Varyans analizi (one-way ANOVA)
testi ile analiz edilmis ve gruplar arasinda anlamlilik diizeyinin *(p=0,001) istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik yarattii tespit edilmistir. Daha sonra bu farkliligin hangi
gruplar arasinda olduguna dair yapilan Tek yonlii varyans analizi Post-Doc testlerinden
Tukey Testine gore ikili gruplardan  [Kontrol-Amiloid Beta] arasinda (p=0,003),
[Fasudil-Amiloid Beta] arasinda (p=0,002) ve [AB+Fas-Amiloid Beta] arasinda

(p=0,001) istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir.
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%95 Giiven Arahgi
Ortalama
@ @)) . P
Fark (I-J) Alt Ust Simir
Sinir
Amiloid Beta | -3,94889" | -6,7223 -1,1755 0,003
Kontrol
ontro Fasudil 0,12111 | -2,6523 2.8945 0,999
AB+Fas 029111 | -2,4823 3,0645 0,992
Kontrol 3,94889" | 1.1755 6,7223 0,003
Amiloid
miiot Fasudil 407000° | 12966 6,8434 0,002
Beta
AB+Fas 424000 | 14666 7.0134 0,001
Kontrol 20,12111 | -2,8945 2,6523 0,999
Fasudil Amiloid Beta | -4,07000° | -6,8434 -1,2966 0,002
AB+Fas 0,17000 | -2,6034 2.9434 0,998
Kontrol 2029111 | -3,0645 2.4823 0,992
AB+Fas Amiloid Beta | -4,24000° | -7,0134 -1,4666 0,001
Fasudil -0,17000 | -2,9434 2,6034 0,998
*(p<0,05)

Tablo 4.4. Tukey Testi Sonuglarina gore ikili karsilastirmalar tablosu

Tablo 4.4 de goriildiigii gibi [Kontrol ile Amiloid Beta ] arasinda istatistiksel anlamlilik
hesab1 (p=0,003) olup iki grup ortalamalar1 arasi fark -3,95 olarak hesaplanmistir.
Benzer sekilde [Fasudil ile Amiloid Beta] arasinda istatistiksel anlamlilik hesabi
(p=0,002) olarak hesaplanmis ve ilgili gruplar arasindaki ortalamalar arasi fark -4,07
olarak hesaplanmistir. [AB+Fas ile Amiloid Beta] arasinda istatistiksel anlamlilik hesab1

(p=0,001) olup iki grup ortalamalar1 arasi fark -4,24 olarak hesaplanmigtir
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Istatistiksel Detay

Arastirmada elde edilen veriler SPSS 20 (Statistical Package for Social Sciences)
programinda, One-way Anova varyans analizi yontemi kullanilarak yapildi. Gruplar
arasindaki istatistiksel farklar Tukey testi ile belirlendi. Istatistiksel olarak p<0.05 ve alti
onemli kabul edildi. Tanimlayict istatistiklerden ortalama + standart sapma (S.D)
kullanildi.

Yapilan c¢alismada kullanilan istatistik metodlar su sekildedir. Oncelikle herbir
degiskenin AACq degerleri bakimindan dagilimmin Normal dagilima uygunlugu
Shapiro-Wilk testi ile analiz edilmistir ve degiskenlerin dagilimimin Normal dagilima
uygunlugu tespit edilmistir. Bunun akabinde Tek yonlii varyans analizi ile (one-way
ANOVA) testi ile 4 degiskenimizin istatistiksel olarak ortalamalar bakimindan anlamli
bir fark gosterip-gostermedigi sinanmustir. Son olarak bagimsiz degiskenlerde rastlanan
farkliligin hangi gruplar arasinda olduguna Tek yonlii varyans analiz testinin Post-doc

testi olan Tukey testi ile analiz edilmistir.
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4.3.2. TNF-0. mRNA ekspresyonu

Calismadan yaklasik 24 saat once 25 cm?’lik flasklara boliinen astrosit hiicreleri lizerine
5 uM diizeyinde amiloid beta ve takiben 2.5 pM fasudil ilave edilerek 24 saatlik
inkiibasyonlar1 saglandi, bu siire sonunda elde edilen RNA 6rneklerinden cDNA sentezi
yapildi ve yangi Onciili bir sitokin TNF-o. mRNA ekspresyon seviyeleri RT-PCR

yontemiyle arastirildi.

2,25

Relatif TNF-a mRNA
ekspresyonu
p .

Kontrol Amiloid Beta Fasudil AB+Fas
Sekil 4.8. TNF-a mRNA ekspresyon seviyeleri (24 saat).

0

TNF-o mRNA ekpresyon seviyesinin amiloid beta eklenen grupta kontrol grubuna gore
%221 uyarildig1 ancak fasudil tedavisinin bu uyarilmay1 %28 iyilestirdigi saptandi
(Sekil 4.8).

4.3.3. IL-18 mRNA ekspresyonu
25 cm’lik flasklarda biiyiitiilen hiicreler amiloid beta ve fasudil eklenerek inkiibasyona
birakildi. 24 siire sonunda elde edilen RNA 6rneklerinden cDNA sentezi yapildi. Yangi

onciilii sitokinlerden olan IL-1f ekspresyon seviyeleri RT-PCR ydntemiyle analiz edildi.
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Kontrol Amiloid Beta Fasudil AB+FAS

Sekil 4.9. IL-1B mRNA ekspresyon seviyeleri (24 saat)

Buna gore; IL-1p mRNA ekspresyon seviyeleri, amiloid beta eklenen grupta kontrol

grubuna gore %177 uyarildigi, ancak amiloid beta muamelesi ile birlikte eklenen

fasudilin bu artig1 %51 iyilestirdigi saptandi (Sekil.4.9).

4.3.4. IL-12 mRNA ekspresyonu
Astrosit hiicrelerine amiloid beta ve akabinde fasudil eklendi. 24 saat inkiibasyon
sonrasinda elde edilen RNA orneklerinden cDNA sentezi yapildi. Yangi baslatict

sitokinlerden olan IL-12 mRNA ekspresyon seviyeleri RT-PCR ydndemiyle analiz
edildi.
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Kontrol Amiloid Beta Fasudil AB+Fas
Sekil 4.10. IL-12 mRNA ekpresyon seviyeleri (24 saat)

o

Buna gore; IL-12 geni mRNA ekpresyonu, amiloid beta eklenen grupta kontrol grubuna

gore %98 uyarildigi, ancak fasudil muamelesi sonras1 amiloid beta eklenen grupta bu

artigin fasudil tarafindan %70 baskilandigi saptandi (Sekil 4.10).

4.3.5. IL-10 mRNA ekspresyonu

25 em’lik hiicre kiiltiir kaplarinda biiytitiilen astrosit hiicrelerine amiloid beta ve fasudill
eklenerek inkiibasyona birakildi. 24 saat sonunda elde edilen RNA 6rneklerinde cDNA
sentezi yapildi. Anti-enflamatuar bir sitokin olan IL-10 mRNA ekspresyon seviyeleri
RT-PCR yontemiyle analiz edildi.

3

2,25 2,1
1
0,83
0,75
0,37
0 []

Kontrol Amiloid Beta Fasudil AB+Fas
Sekil 4.11. IL-10 mRNA ekspresyon seviyeleri (24 saat)

Relatif IL-10 mRNA ekspresyonu
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Buna gore; IL-10 geni mRNA ekspresyonu, amiloid beta uygulanan grupta kontrol
grubuna gore %221 uyarildigi, ancak fasudil uygulmasinin amiloid beta uygulanan

gruptaki artis1 %37 baskiladigi saptandi (Sekil 4.11).

4.3.6. IL-6 mRNA ekspresyonu
Astrosit hiicrelerine amiloid beta ve fasudil eklendi. 24 saat inkiibasyonun sonunda elde
edilen RNA o6rneklerinde cDNA sentezi yapildi. Beta-amiloid peptidin indiikledigi sinir

hasarini artirdigi bilinen bir sitokin olan IL-6 ekspresyon seviyeleri RT-PCR yontemiyle

analiz edildi.
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Kontrol Amiloid Beta Fasudil AB+Fas
Sekil 4.12. IL-6 mRNA ekpresyon seviyeleri (24 saat)

Buna gore; IL-6 geni mRNA ekspresyon seviyesi, amiloid beta uygulanan grupta
kontrol grubuna gore %193 uyarildig1, ancak amiloid beta ile birlikte fasudil eklenen

grupta bu artis1 fasudilin %27 baskiladig1 saptandi (Sekil 4.12).

4.3.7. Kaspaz-3 mRNA eskpresyonu

25 em’lik flasklarda ¢ogaltilan astrosit hiicrelerine amiloid beta ve fasudil eklendi. 24
saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi elde edilen RNA orneklerinde cDNA
sentezi yapildi. Apoptotik bir gen olan Cas-3 ekpresyon seviyelerine gercek zamanli

PCR metoduyla analiz edildi.
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Kontrol Amiloid Beta Fasudil AB+Fas
Sekil 4.13. Cas-3 mRNA ekspresyon seviyeleri (24 saat)

Relatif Cas-3 mRNA ekspresyonu

0

Buna gore; Cas-3 geni mRNA ekspresyon seviyesi, amiloid beta uygulanan grupta

kontrol grubuna gore %278 arttif1, ancak fasudil eklenen grupta bu artisin %174

baskilandig1 saptand1 (Sekil 4.13).

4.3.8. Kaspaz-8 mRNA ekspresyonu
Amiloid beta ve fasudil ile muamele edilen astrosit hiicreleri inkiibasyona birakildi. 24
saat sonunda elde edilen RNA orneklerinden cDNA sentezi yapildi. Apoptozun devam

ettirilmesinde rolii olan Cas-8 geni ekspresyon seviyelerine RT-PCR metoduyla analiz

edildi.

N

w

3
E

Relatif Cas-8 mRNA ekspresyonu
N

o

Kontrol Amiloid Beta Fasudil AB+Fas
Sekil 4.14. Cas-8 mRNA ekspresyon seviyeleri (24 saat)
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Buna gore; Cas-8 geni ekspresyonu, amiloid beta eklenen grupta kontrol grubuna gore
%348 uyarildigi, ancak amiloid beta ile indiiklenen gruba eklenen fasudilin bu artis1

%110 baskiladig1 saptand (Sekil 4.14).

4.3.9. Bcl-2 mRNA ekspresyonu

24 saat boyunca amiloid beta ve fasudil ile inkiibasyona birakilan astrosit hiicrelerinden
elde edilen RNA orneklerinden ¢cDNA sentezi yapildi. Anti-apoptotik Bcl-2 geninin

ekspresyon seviyelerine RT-PCR yontemiyle analiz edildi.
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Kontrol Amiloid Beta Fasudil AB+Fas

Sekil 4.15. Bel-2 geni mRNA ekspresyon seviyesi (24 saat)

Buna gore; Bcl-2 geni ekspresyon seviyesinde, amiloid beta eklenen grupta kontrol
grubuna gore %282 artisa neden oldu. Ancak amiloid beta uygulanan gruba eklenen

fasudilin bu artis1 %53 baskiladig: saptandi (Sekil 4.15).

4.3.10. Bax mRNA ekspresyonu
Astrosit hiicreleri 25 cm’lik kiiltiir kaplarinda cogaltildi. Amiloid beta ve fasudil
eklendikten sonra 24 saat inkiibasyona birakildi. Elde edilen RNA o6rneklerinde cDNA

sentezi yapildi. Bax geni ekspresyon diizeylerine gercek zamanli PCR metoduyla analiz

edildi.
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Kontrol Amiloid Beta Fasudil AB+Fas
Sekil 4.16. Bax mRNA ekspresyon seviyesi (24 saat)

0

Buna gore; Amiloid beta uygulanan grupta kontrol grubuna gore Bax geni ekspresyon

seviyesinde %200 artis gdzlendi. Ancak fasudil ve amiloid beta’nin birlikte uygulandigi

grupta fasudilin bu artis1 %100 baskiladig1 saptandi (Sekil 4.16).

43



BESINCI BOLUM

5. TARTISMA

Alzheimer hastalig1 ilerleyici nérodejeneratif bir hastaliktir ve yaslhilarda demansin en
yaygin nedenidir. Alzheimer hastaliginin insidansi hizla artmakta ve gelismis tilkelerde
Alzheimer hastaligi dordiincii 6liim nedenine doniismektedir (142, 143). Alzheimer
hastalikli beyinlerin ortak 6zelligi; senil plaklar, beta-amiloidin birikimiyle meydana
gelen amiloid plaklar ve hiperfosforile tau proteininin olusturdugu norofibriller
yumaklardir. Rho GTPaz aktivitelerine aracilik eden ve serin/treonin kinazlardan biri
olan Rho kinaz (ROCK), ROCKI1 ve ROCK2 olmak iizere iki aile iiyesinden olusur
(144). Aktin sitoskeletonun diizenlenmesindeki tipik etkisinin yani sira, ROCK’un hiicre
gocli, kemotaksis, adezyon, reaktif oksijen tiirli olusumu ve apoptozda kritik bir rol
oynadig1 bildirilmistir (145). ROCK’u inhibe etmek noéroenflamasyonu ve daha ileri
noronal hasar1 6nlemek i¢in faydalidir. Fasudil giiglii bir ROCK inhibitoriidiir. Bu tez
caligmasinda fare kokenli astrosit hiicreleri kullanilarak A ile olusturulmus Alzheimer
modeline ve enflamasyona kars1 Fasudil’in etkinligi arastirildi.

Astrositlerin insan noral hiicrelerinin %30 ila 50°sini temsil ettigi tahmin edilmektedir
(146) ve uzun siiredir ndronlar ic¢in trofik ve metabolik destek sagladigi kabul
edilmektedir. Alzheimer hastaligi olan beyinde astrosit morfolojisinde, gen
ekspresyonunda, protein kompozisyonunda ve aktivitede astrosit fonksiyonundaki
degisikliklere bagl farkliliklar vardir (147). Onemli olan: sinapslarda fosforile tau’nun
varhig1 ile birlikte astrosit aktivasyonu, AH’deki biligsel diisiisiin en iyi biyolojik
korelasyonlarindan biridir. (148). Astrogliosis, nitrik oksit (NO), reaktif oksijen tiirleri,
pro-enflamatuvar sitokinler (TNFa, IL-1p ve IL-6 gibi) ve prostaglandin salinimi1 da
dahil olmak tizere bir dizi hiicresel olay ile iliskilidir. Son yillarda yapilan arastirmalar,
astrositlerin AP tarafindan aktive edildigini ve bu da AH hiicre modellerinde sinaptik ve
noronal sagligi bozan enflamatuvar faktdrlerin salindigini ortaya koymustur (149, 150,
151). Onemli olan, astrositler AP'nin tau fosforilasyonuna ve bdliinmesi iizerindeki
etkilerine aracilik etmek zorundadir ve bu, IL-1p3, TNFa ve IL-6 da dahil olmak iizere
enflamatuvar mediyatorlerin salinimina baghdir (150).

Yapilan deneysel kanitlar; ndroinflamasyonun basit ‘seyirci’ bir patoloji olmasindan

ziyade, AH nin gelisiminde ve ilerlemesinde aktif rol oynadigin1 gostermektedir (152,

44



153). AP iltihapli sinyal iletiminin indiiksiyonu ile birlikte astrositlerin ve
mikroglialarin aktivasyonuna neden oldugu bilinmektedir (149, 150). Hem mikroglia
hem de astrositler farkli kosullar altinda sayisiz pro ve antienflamatuar sitokin salgilar.
Hiicresel cevredeki degisiklikler, iyi tanimlanmamis veya Ongoriilemeyen g¢esitli
cevaplar ortaya cikarmaktadir ve muhtemelen, hastalik modellerinde glial
stimiilasyonun hem koruyucu hem de ndrotoksik etkilerinin raporlarini i¢cermektedir
(150, 154).

Bu calismada AP uyarimli inflamasyondaki hiicre 6liimlerine kars1 Fasudil’in etkinligi
arastirildi. Bu amagla AP aracili Alzheimer modeli olusturularak hiicre canlilik testleri
yapildi. Astrosit hiicrelerine 5 UM AP 24 saatlik inkiibasyonu sonrasi hiicre viabilite
kontrolleri incelendiginde, AP eklenen grupta kontrol grubuna gore anlamli hiicre
Oliimlerinin sekillendigi, ancak 2,5 uM fasudil ile birlikte AP maruziyeti eklenen grupta
ise bu hiicre kayiplarinin anlamli derece giderildigi gosterildi. Satoh ve ark. (2006)
(155) Fasudil’in gecikmeli uygulamasinin gerbil hipokampusunun CA1 bolgesindeki
iskemi kaynakli hiicre kayb1 iizerine etkisini arastirmislardir ve edvaron (3, 10 mg/kg)
ile olusturulan gecikmis iskemik ndéron hasarina kars1 Fasudil’in (10 mg/kg) koruyucu
etkinligini gostermisglerdir.

Yangi (inflamasyon) yliksek yapili organizmalarin patojenler, fiziksel etkiler ve bir¢cok
kimyasal maddenin dokularda olusturdugu hasara karsit gelistirdigi savunma

mekanizmasidir. Sitokinler yanginin baslamasi ve devamini saglayan proteinlerdir.

TNF-o pro-enflamatuvar bir sitokindir. Son yillarda yapilan calismalar AH'nin
patogenezinde TNF-o'nin roliinii incelemistir. IL-1B, in vivo akut ndroenflamatuvar
sireclerin detaylandirilmasinda yakindan yer alir. AP tarafindan indiiklenen
proenflamatuar sitokinler, pro-apoptotik ve sinaptotoksik etkilere neden olabilir ve bu
ndronlar i¢in son derece toksiktir (156). Dahasi, inflamasyonun agregasyona ugramis
AP ve senil plaklarin olusumunda katkida bulunan bir faktér olabilecegini gdsteren
kanitlar vardir ve bu nedenle AH patolojisinde 6nemli bir rol oynamaktadir (157).
Dolayisiyla, AP ile indiiklenen proenflamatuvar sitokin iiretimini inhibe etmek, AH’ n1
onleme ve tedavi i¢in ilaglarin gelistirilmesinde cazip bir stratejidir. Yung Son ve ark.

(2013) (158) yaptig1 bir calismada ratlarin hipokampusuna AP ile enjekte edilen
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Fasudil’in ROCK inhibisyonunu saglayarak IL-1p ve TNF-a artisin1t ELISA yontemiyle

yaptiklar sitokin deneyinde gostermislerdir.

Interlokin-6 (IL-6) baslangicta B hiicresi farklilasma faktdrii olarak tanimlanan ve B
hiicrelerinin antikor iireten hiicrelere doniismesini tetikleyen bir sitokinidir. IL-6 sinir
sistemi de dahil olmak {izere baslica fizyolojik sistemlerde birgok kritik rol alir.
Alzheimer hastaliginda (AH), plaklarda IL-6 immiinreaktivitesi daha Onceden
bulunmustur (159). Daha yakin zamanlarda, yiiksek konsantrasyonlarda IL-6, AH olan
beyinlerde biyokimyasal olarak tespit edilmistir (160). Dahasi, IL-6'min transgenik
farelerde amiloid patolojisinin yoklugunda norodejenerasyona neden oldugu
gosterilmistir (161). Interlokin-12 yardime1 T lenfositlerinin farklilsamasini ve
aktivasyonunu saglayan bir sitokindir (162). interlokin-10 antienflamatuvar bir

sitokindir.

Apoptozun noronal 6liimle sonuclanan birincil mekanizmalardan biri olabilecegi one
siriilmistiir (163). Apoptoz, sitoplazmik ve niikleer proteinlerin proteolitik
bozunumuna, niikleer yogunlasmaya, DNA bozunumuna ve nihayetinde hiicre 6liimiine
aracilik eden kaspazlarin aktivasyonuna yol acan mitokondriyal disfonksiyon ile
karakterize edilir (164). Apoptotik programdaki baslica uygulayicilar kaspazlar olarak
bilinen proteazlardir (sisteine bagimli, aspartat 6zgii proteazlar) (165, 166). Kaspazlar,
aktive edildiginde hiicresel altyapinin ana bilegenlerini yok ederek ve hiicrelere zarar
verecek faktorleri aktive ederek 6liim programini baslatan latent onciilerdir. D’ Amelio
ve ark. (2011) (167) calisma Oncesi yaptiklart aragtirmada insan APP’lerini barindiran
ailesel Alzheimer hastaligina bagli mutant alel Tg2576 transgenik fare modelinin
hipokampal sinaplarindaki kaspaz-3 aktivitesini analiz ettmislerdir ve Amiloid plak
birikimi saptanabilir hale gelmeden 6nce 3. ayda Tg2576 hipokampus sinapslarinda
kaspaz-3 aktivitesinin arttigin1 bulmuslardir (168). BCI-2 mitokondriyal membranlarda
bulunan bir proteindir. Oksidatif stres de dahil olmak iizere ¢ok cesitli apoptotik
uyaranlara kars1 hiicreleri koruma yetenegine sahiptir. Bcl-2, Alzheimer hastalarinda
DNA hasarina sahip ndronlarda yukari-regiile edilir, ancak yumak olan noronlarda
asagi-regiile edilir (169). Bel-iligkili X proteini, Bcl-2 ailesinin bir iiyesidir. Bax, Bcl-2

proteini ile kapsamli amino asit dizilimi homolojisine sahiptir (170) ve merkezi ve
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periferik sinir sisteminin noronlarinda eksprese edilir (171). Bax proteinin asir1
ekspresyonunun apoptotik hiicre o6liimiinii indikledigi bilinmektedir (170). Bu
calismada kullanilan astrosit hiicrelerin 24 saat siiresince AP ile maruziyeti baz1 yangi
oncili sitokinlerden IL-1B, TNF-a, IL-12, IL-6, IL,10°’un ve bazi1 apoptotik genler
cas-3, cas-8, Bcl-2 ve Bax’in ekspresyon seviyeleri analiz edildi. Buna gore; Ap’nin bu
sitokinlerin ekspresyon seviyelerini 6nemli derecede artirdig1 saptandi. Bu sonuglar ve
daha once yapilan caligmalar Fasudil’in Alzheimer hastaliginda tedavi edici bir ajan

olabilecegini gostermektedir.
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ALTINCI BOLUM

6. SONUC

Sonug olarak; C8-D1A fare astrosit hiicrelerinde Af uyarimli enflamasyon modelinde
Rho-kinaz inhibitorii olan Fasudil’in anti-enflamatuvar etkinligi arastirildi. Ap ‘nin
enflamasyonu etkin bir sekilde uyararak yogun hiicre kayiplarina sebep oldugu saptandi.
Fasudil ise Amiloid beta’nin meydana getirdigi bu olumsuz tabloyu, etkin bir sekilde
giderdigi, bu arastirma sonuclaria gore tespit edildi. Bu durumda Fasudil’in amiloid
beta aracili enflamasyonun baskilanmasi tiizerine koruyucu etkisi ile tedavide
kullanilanacak bir ajan olabilecegi diisiiniilebilir. Bu tez ¢alismasinda alinan sonuglar; in
vitro kosullarda Fasudil’in Alzheimer hastaliginda farmakolojik bir yaklasim olup
olmadig1 konusunda sonraki yapilacak kapsamli c¢aligmalar i¢cin bir kaynak olarak
kullanilabilecegi gibi, ayn1 zamanda literatlirdeki bosluklarin doldurulmasina da biiyiik

katkilar saglayacaktir.

48



10.

11.

12.

KAYNAKLAR

Gilman S. Alzheimers disease. Perspect Biol Med. 1997;40(2):230-45.

Lle6 A, Greenberg SM, Gowdon JH. Current pharmacotherapy for
Alzheimers disease. Annu Rev Med 2006;57:513-33

Feri CP, Prince M, Brayne C. , et al. Global prevalence of demantia:a Delphi
consensus study. Lanset 2005; 366:2112-7.

Katzman R, Saitoh T. Advances in Alzheimer’s disease. FASEB J 1991; 5:
278-86.

Taneli B, Sivrioglu Y, Taneli T. Alzheimer disease. In: H Aydin, IT Uzbay
eds. Giilhane Psychopharmacology Symposium. 1. Basim. Ankara: Giilhane
Millitary Medical Academy Printing Office; 1999: 31-80

Oztirk GB, Karan MA. Alzheimer hastaliginin fizyopatolojisi. Klinik
Gelisim Dergisi 2009; 22/3: 36-45

Glenner GG, Wong CW. Alzheimer’s disease: initial report of the
purification and characterization of a novel cerebrovascular amyloid protein.
Biochem Biophsy Res Commun 1984; 120:885-90

Masters CL, Simms G, Weinman NA, et al. Amyloid plaque core protein in
Alzheimer disease and Down syndrome. Proc Natl Acad Sci U S A. 1985; 82
4245-9.

Clarkson AN, Sutherland BA, Appleton 1. The biology and pathology of
hypoxia-ischemia: an update. Arch Imminol Ther Exp. 2005; 53: 213-25.
Ramirez MR, Muraro F, Zylbersztejn DS, Abel CR, Arteni NS, Lavinsky D,
et al. Neonatal hypoxia-ischemia reduces ganglioside, phospholipid and
cholosterol contents in the rat hippocampus. Neuroscience Research. 2003;
46(3): 339-47.

Benveniste EN, Nguyen VT, O’Kecfe GM. Immunological aspects of
microglia: relevance to Azheimer’s disease. Neurochem Int. 2001;
39:381-91.

Akiyama H, Barger S, Barnum S, Bradt B, Bauer J, et al. Inflammmation

and Alzheimer’s disease. Neurobiol Aging 2000; 21: 383-421.

49



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Kara I, Miidiiroglu A. inflamasyon ve Norodejeneratif Hastaliklar. Tiirkiye
Klinikleri J Med Sci 2008; 28(Suppl): 115-8.

Leung T, Manser E, Tan L, Lim L. A novel serine/threonine kinase binding
the Ras-related RhoA GTPase which translocates the kinase to peripheral
memranes. J Biol Chem 1995; 270: 29051-4

Samanta MK, Wilson B, Santhi K, Kumar KP, Suresh B. Alzheimer disease
and its management: a review. Am J Ther 2006; 13(6): 516-26.

Friedlander AH, Norman DC, Mahler ME, Norman KM, Yagiela JA.
Alzheimer’s disease: psychopathology, medical management and dental
implications. J Am Dent Assoc 2006; 137(9): 1240-51.

Kelley BJ, Petersen RC. Alzheimer’s disease and mild cognitive impairment.
Neurol Clin 2007; 25(3): 577-609.

Lewy-Lahad E and Bird TD. Genetic factors in Alzheimer’s disease: a
review of recent advances. Ann Neurol 1996; 40:829-84

Wang XP, Ding HL. Alzheimer’s disease: epidemiology, genetics, and
beyond. Neurosci Bull 2008; 24(2): 105-9.

Williamson J, Goldman J, Marder KS. Genetic aspects of Alzheimer disease.
Nippon Rinsho 2009; 67(4): 835-44.

Ertekin Taner N. Genetics of Alzheimer’s disease: a centennial review.
Neurol Clin 2007; 25(3): 611-67.

Maccioni RB, Muioz JP, Barbeito L. The molecular bases of Alzheimer’s
diesease and other neurodegenerative disorders. Arch Med Res 2001; 32(5):
367-81.

Edelberg HK, Wei JY. The biology of Alzheimer’s disease. Mech Ageing
Dev 1996; 91(2): 95-114.

Kok E, Haikonen S, Luoto T, Huhtala H, Goebeler S, et al. Apolipoprotein
E-dependent accumulation of Alzheimer disease-related lesions begins in
middle age. Ann neurol 2009; 65(6): 650-7.

Edelberg HK, Wei JY. The biology of Alzheimer’S disease. Mech Ageing
Dev 1996; 91(2): 95-114.

50



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Baysal Al, Yesilbudak Z. Alzheimer Hastaligi’nin Klinik Bulgular1. Tiirkiye
Klinikleri Noroloji Dergisi 2003; 1(1): 1-5.

Lopes JP, Oliveira CR, Agostinho P. Cell cycle reentry in Alzheimer disease:
a major neuropathological characteristic? Curr Alzheimer Res 2009; 6(3):
205-12.

Duyckaerts C, Panchal M, Delatour B, Potier MC. Morphologic and
molecular neuropathology of Alzheimer’s disease. Ann Pharm Fr.
2009;67(2):127-35.

Octave JN, Pierrot N. Alzheimer’s disease: cellular and molecular aspects.
Bull Acad Natl Med 2008;42(8):467-74.

Chung SH. Aberrant phosphorylation in the pathogenesis of Alazheimer’s
disease. BMB Rep 2009;42(8):476-74.

Mohandas E, Rajmohan V, Raghunath B. Neurobiology of Alzheimer’s
disease. indian J Psychiatry 2009;51(1):55-61.

Hooper NM. Roles of proteolysisand lipid rafts in the processing of the
amyloid precursor protein and prion protein. Biochem Soc Trans 2005;33(Pt
2):335-8.

Kolev MV, Ruseva MM, Harris CL, Morgan BP, Donev RM. Implication of
complement system and its regulators in Alzheimer’s disease. Curr
Neuropharmacol 2009;7(1):1-8.

Silvestrelli G, Lanari A, Parnetti L, Tomassoni D, Amenta F. Treatment of
Alzheimer’s disease: From pharmacology to a beter understanding of disease
pathophsiology. Mech Ageing Dev 2006;127(2):148-57.

Reddy PH, Beal MF. Amyloid beta, mitochondrial dysfunction and synaptic
damage: implications for cognitive decline in aging and Alzheimer’s disease.
Trends Mol Med 2008,14(2):45-53.

Braak H, Braak E. Neuropathological stageing of Alzheimer-related changes.
Acta Neuropathol 1991; 82: 239-59.

Bennet DA, Schneider JA, Wilson RS, et al. Neurofibrillary tangles mediate
the association of amyloid load with clinical Alzheimer disease and level of

cognitive function. Arch Neurol 2004; 61: 378.

51



38.

39.
40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

Iwatsubo T, Odaka A, Suzuki N, et al. Visualization of A beta 42(43) and A
beta 40 in senile plaques with end-spesific A beta monoclonals: evidence that
an inititally deposited species is A beta 42(43). Neuron 1994; 13: 45-53.
Cummings JL. Alzheimer’s disease. N Engl Med 2004; 351: 56.

Naslund J, Haroutunian V, Mohs R, et al. Correlation between elevated
levels of amyloid beta-peptide in the brain and cognitive decline. JAMA
2000; 283: 1571.

Georganopoulou DG, Chang L, Nam JM, et al. Nanoparticle-based detection
in cerebral spinal fluid of a soluble pathogenic biomarker for Alzheimer’s
disease. Proc Natl Acas Sci USA 2005; 102: 2273.

NIA: Consesnsus recommendations fort the postmortem diagnosis of
Alzheimer’s disease. Neurobiol Age. 1997; 18: S1-S2.

R. Mitchell, R. Cotran. ‘Accute and chronic inflammation’, in Robbins Basic
Pathology, V. Kumar, R. Cotran, and S. Robbins, Eds., Saunders,
Philadelphia, Pa, USA, 2003.

Akiyama H, Barger S, Barnum S, et al., Inflammation and Alzheimer’s
disease. Neurobiology of Aging. 2000; 21: 383-421.

W. S. T. Griffin, R. E. Mrak, ‘Interleukin-1 in the genesis and progression of
and risk for development of neuronal degeneration in Alzheimer’s disease,’
Journal of Leukocyte Biology. 2002; 72: 2, 233-238.

C.E. Finch and T. E Morgan, Sistemic inflammation, infection, ApoE allels,
and Alzheimer disease: a position paper, Current Alzheimer Research, vol.4,
no. 2, pp. 185-189, 2007.

Tuppo EE, Arias HR. The role of inflammation in Alzheimer’s disease. Int J
BiochemCell Biol 2005;37:289-305

Griftin WST, Sheng JG, Royston MC, et al. Glial-neuronal interactions in
Alzheimer’s disease: the potential role of a ‘cytokine cycle’ in disease
progression. Brain Pathology. 1998; 8-1:65-72.

Mrak RE, Sheng JG, Griffin WST. Glial cytokines in Alzheimer’s disease:
review and pathogenic imlications. Human Pathology. 1995; 26(8): 816-823.

52



50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

Town T, Nikolic V, Tan J. The microglial ‘activation’ continuum: from innate
to adaptive response. Journal of Neuroinflammation. 2005; 2(24).

Laming PR, Kimelberg H, Robinson S, Salm A, Hawrylak N, et al.
Neuronal-glial interactions and behaviour. Neurosci Biobehav Rev 2000; 24
(3):295-340.

Raivich G, Bohatschek M, Kloss CU, Werner A, Jones LL, Kreutzberg GW.
Neuroglial activation repertoire in the injured brain: graded response,
molecular mechanisms and cues to physiological function. Brain Res Brain
Res Rev. 1999; 30 (1): 77-105.

Overmyer M, Helisalmi S, Soininen H, Laakso M, Riekkinen P, Alafuzoff I.
Reactive microglia in aging and dementia: an immunohistochemieal study of
postmortem human brain tissue. Acta Neuropathol. 1999: 97: 383-392.

Perez JMR, Ruiz JMM. Inflammatory process in Alzheimer’s disease, role of
cytokines. The Scientific World Journal. 2012 : 1-15

Dickson DW. The pathogensisn of senil plaques. Journal of Neuropathology
and Experimental Neurology. 1997; 56: 321-339.

Robner S, Lange-Dohna C, Zeitschel U, Perez-Polo JR. Alzheimer’s disease
B-secretase BACEI is not a neuron —spesific enzyme. Journal of
Neurochemistry. 2005; 115(9): 226-234.

Steinman L. A brief history of TH17, the first major revision in the T H1/
TH2 hypothesis of T cell-mediated tissue damage. 2007: 13(2): 139-145.
Hopkins SJ, Rothwell NJ. Cytokines and the nervous system I: expression
and recognition. Trends in Neuroscience. 1995; 18: 83-88.

Walker D, McGeer E, McGeer P. Involvement of inflammation and
complement in Alzheimer’s disease. Clinical Neuroimmunology. 1997:
172-188.

McGeer E, McGeer P. Inflammatory cytokines in the CNS. CNS Drug. 1997,
7:214-288.

Weiner HL, Salkoe DJ. Inflammation and therapeutic vaccination in CNS

diseases. Nature. 2002; 420: 879-884.

53



62.

63

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

Breitner JC. Inflammatory processes and antiinflammatory drugs in
Alzheimer’s disease: acurrent apprasial. Neurobiol Aging. 1996; 17:

789-794.

.McGeer PL. Cyclo-oxygenase-2 inhibitors: rationale and therapeutic

potential for Alzheimer’s disease. Drug Aging. 200;17: 1-11.

McGeer PL, McGeer EG. Polymorphisms in inflammatory genes and the
risk of Alzheimer’s disease. Arch Neurol. 2001;58: 1790-1792.

Greun JR, Weissman SM. evolving views of the major histocompatibility
complex. Blood. 1997; 90: 65-4252.

Makhatadze NJ. TNF locus: genetic organisation, and biological
implications. Hum Immunol. 1998; 59: 9-571.

Bales KR, Du Y, Holtzman D, Cordell B, Paul SM. Neuroinflammation and
Alzheimer’s disease: critical roles for cytokine/AB-induced glial activation,
NF-kB, and apoliprotein E. Neurobiol. 2000; 21: 427-432.

Proescholdt MG, Chakravarty S, Foster JA, Foti SB, Briley EM, Herkenham
M. Intracerebroventricular but not intravenous interleukin-1 beta induces
widespread vascular-mediated leukocyte infiltration and immun signal
mRNA expression followed by brain-wide glial activation. Neuroscience.
2002; 112(3): 731-749.

Shatfel SS, Krykanides S, Olschowka JA, Miller JN, Johnson RE, O’Banion
MK. Sustained hippocampal IL-1 beta overexpression mediates chronic
neuroinflammation and ameliorates Alzheimer plaque pathology. J Clin
Invest. 2007; 117(6): 1595-1604.

Depino A, Ferrari C, Pott Godoy MC, Tarelli R, Pitossi FJ. Differantial
effects of interleukin-1 beta on neurotoxicity, cytokine induction and glial
reaction in specific brain regions. J Neuroimmunol. 2006; 168(1-2): 96-110.
Basu A, Krady JK, O’Malley M, Styren SD, DeKosky ST, Levison SW. The
type 1 interleukin-1 receptor is essential for the efficient activation of
microglia and the induction of multiple pro-inflammatory mediators in

response to brain injury. J Neurosci. 2002; 22(14): 6071-6082.

54



72.

73.

74.

75.

76.

7.

78.

79.

80.

81.

Lin HW, Basu A, Druckman C, Cicchese M, Krady JK, Levison SW.
Astrogliosis is delayed in type 1 interleukin-1 receptor-null mice following a
penetrating brain injury. J Neuroinflmmation. 2006; 3:15.

Hirano T, Taga T, Nakano N, Yasukawa K, Kashiwamura S, et al.
Purification to homogeneity and characterization of human B-cell
differentiation factor (BCDF or BSFp-2). Proc Natl Acad Sci U S A. 1995;
82: 5490-4.

Kishimoto T, Akira S, Narazaki M, Taga T. Interleukin-6 family of cytokines
and gp130. Blood. 1995; 86: 54-1243.

Bauer J, Strauss S, Schreiter-Gasser U, Ganter U, Schlegel P, Witt I, et al.
Interleukin-6 and alpha-2 macroglobulin indicate an acute-phase state in
Alzheimer’s disease cortices. FEBS Lett. 1991; 285: 4-111.

Hampel H, Haslinger A, Scheloske M, Padberg F, Fischer P, et al. Pattern of
interleukin-6 receptor complex immunoreactivitiy between cortical regions
of rapid autopsy normal and Alzheimer’s disease brain. Eur Arch Psychiatry
Clin Neurosci. 2005; 255: 78-269.

Qui Z, Gruol DL. Interleukin-6, beta-amyloid peptide and NMDA
interactions in rat cortical neurons. J Neuroimmunol. 2003; 139: 7-51.
Chakrabarty P, Jansen-West K, Beccard A, Ceballos-Diaz C, Levites Y, et al.
Massive gliosis induced by interleukin-6 supresses Abeta deposition in vivo:
evidence aganist inflammation as a driving force for amyloid deposition.
FASEB J. 2010; 24: 59-548.

Opal SM, Huber CE. The role of interleukin-10 in ciritical illnes. Curr Opin
Infect Dis. 2000; 13: 221-226.

Strle K, Zhou JH, Shen WH, et al. Interleukin-10 in the brain. Crit Rev
Immunol. 2001; 21: 427-449.

Ledeboer A, Breve JJ, Poole S, Tilders FJ, Van Dam AM. Interleukin-10,
interleukin-4, and transforming growth factor-f differentially regulate
lipopolysacharide-induced production of pro-inflammatory cytokines and

nitric oxide in co-cultures of rat astroglial and microglial cell line. Glia.

2000; 30: 134-142.

55



82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

Szczepanik AM, Funes S, Petko W, Ringheim GE. IL-4, IL-10 and IL-13
modulate AB(1-42)- induced cytokine and chemokine production in primary
murine microglia and a human monocyte cell line. J Neuroimmunol. 2001;
113: 49-62.

Plasman BL, Havlik RJ, Steffens DC, et al. Documented head injury in early
adulthood and risk of Alzheimer’s disease and other dementias. Neurology.
2000; 55: 1158-1166.

McGeer EG, McGeer PL. The importance of inflammatory mechanisms in
Alzheimer’s disease. Exp Gerontol. 1998; 33: 371-378.

Remarque EJ, Bollen EL, Weverling-Rijinsburger AW, Laterveer JC, Blauw
GJ, Westendorp RG. Patients with Alzheimer’s disease display a pro-
inflammatory phenotype. Exp Gerontol. 2001; 36: 171-176.

Dantzer R. Cytokine-induced sickness behavior: where do we stand?. Brain
Behav Immnun. 2001; 15: 7-24.

Moore KW, de Waal Malefty R, Coffman RL, O’Garra A. Interleukin-10 and
the interleukin-10 receptor. Annu Rev Immnumol. 2001;19: 683-765.

Yuan J, Yankner BA,. Apoptosis in the nervous system. Nature. 2000; 407:
9-802.

Martin LJ. Neuronal cell death in the nervous system development, disease,
and injury. Int J Mol Med. 2001; 7: 78-455.

Martin JB. Molecular basis of the neurodegenerative disorders. N Engl J
Med. 1999; 340: 80-1970.

Emery E, Aldana P, Bunga MB, et al. Apoptosis after traumatic human spinal
cord injury. J Neurosurg. 1998; 89: 20-911.

Crowe MJ, Bresnahan JC, Shuman SL, Masters JN, Beattie MS. Apoptosis
and delayed degeneration after spinal cord injury in rats and monkeys. Nat
Med. 1997; 3: 6-73.[Erratum, Nat Med. 1997;3 : 240.]

Rink A, Fung KM, Trojanowski JQ, Lee WM, Neugebauer E, McIntosh TK.
Evidence of apoptotic cell death after experimental traumatic brain injury in

the rat. Am J Pathol. 1995; 147: 83-1575.

56



94. Thomas LB, Gates DJ, Richfield EK, O’Brien TF, Schweitzer JB, Steindler
DA. DNA end labeling (TUNEL) in Huntington’s disease and other
neuropathological conditions. Exp Neurol. 1995, 133: 72-265.

95. Smale G, Nichols NR, Brady DR, Finch CE, Horton WE Jr. Evidence for
apoptotic cell death in Alzheimer’s disease. Exp Neurol. 1995; 133: 30-225.

96. Hengartner MO. The biochemistry of apoptosis. Nature. 2000; 407: 6-770.

97. Wyllie AH, Kerr JF, Currie AR. Cell death: the significance of apoptosis. Int
Rev Cytol. 1980; 68: 251-306.

98. Kerr JF, Wyllie AH, Curri AR. Apoptosis: a basic biological phenomenon
with wide-ranging implications in tisue kinetics. Br J Cancer. 1972; 26:
57-239.

99. Wyllie AH. Glucocorticoid-induced thymocyte apoptosis is associated with
endogenous endonuclease activation. Nature. 1980; 284: 6-555.

100. Liu X, Zou H, Slaughter C, Wang X. DFF, a heterodimeric protein that
function downstream of caspase-3 to trigger DNA fragmentation during
apoptosis. Cell. 1997; 89: 84-175.

101. Cotman CW, Su JH. Mechanisms of neuronal death in Alzheimer’s disease.
Brain Pathol. 1996; 6: 493-506.

102. Shimohama S. Apoptosis in Alzheimer’s disease- an update. Apoptosis.
2000; 5: 9-16.

103. Yuan J, Shaham S, Ledoux S, Ellis HM, Horvitz HR. Cell. 1993; 19:
641-652.

104. Thornberry NA, Bull HG, Calaycay JR, Chapman KT, Howard AD,
Kostura MJ et al. A novel heterodimeric cysteine protease is required for
interleukin-1 beta processing in monocytes. Nature. 1992; 356: 768-774.

105. Van de Craen M, Vandenabeele P, Declercq W, Van den Brande I, Van Loo
G, Molemans F, Schotte P, Van Criekinge W, Beyaert R, Fiers W. FEBS Lett.
1997; 403: 61-69.

106. Shimin H, Snipas SJ, Vincenz C, Salvasen G, Dixit VM. J. Caspase-14 is a
novel developmentally regulated protease. Biol. Chem. 1998; 273:
29648-29653.

57



107. Martin SJ, Gren DR, Cotter TG. Dicing with death: dissecting the
components of the apoptotic machinery. Trends Biochem. Sci. 1994; 19:
26-30.

108. Cohen GM. Biochem. J. Caspases: the executioners of apoptosis. 1997;
326: 1-16.

109. Nicholson DW, Thornberry NA. Caspases: killer proteases. Trends
Biochem Sci. 1997; 22: 299-306.

110. Cryns V, Yuan J. Proteases to die for. Genes Dev. 1998; 12: 1551-1570.

111. Li H, Zhu H, Xhu C, Yuan J. Cleavage of BID by caspase 8 mediates the
mitochondrial damage in the Fas pathway of apoptosis. Cell. 1998; 94:
491-501.

112. Luo X, Budihardjo I, Slaughter C, Wang X. Bid, a Bcl2 interacting protein,
mediates cytochrome c release from mitochondria in response to activation
of cell surface death receptors. Cell. 1998; 94: 481-90.

113. Markesbery WR. Oxidative stress hypothesis in Alzheimer’s disease. Free
Radic Biol Med. 1997; 23(1): 134-47.

114. Reddy VP, Zhu X, Perry G, Smith MA. Oxidative stress in diabetes and
Alzheimer’s disease. J Alzheimers Dis. 2009; 16(4): 763-74.

115. Vural H, Sirin B, Yilmaz N, Eren I, Delibas N. The role of the arginine-
nitric oxide pathway in patients with Alzheimer disease. Biol Trace Elem
Res. 2009; 129(1-3): 58-64.

116. Aliyev A, Seyidova D, Rzayev N, Obrenovich ME, Lamb BT, Chen SG, et
al. Is nitric oxide a key target in the pathogenesis of brain lesions during the
development of Alzheimer’s disease?. Neurol Res. 204; 26(5): 547-53.

117. Snyder SH. Nitric oxide and neurons. Curr Opin Neurobiol. 1992; 2(3):
73-96.

118. Law A, Gauthier S, Quirion R. Say NO to Alzheimer’s disease: the putative
links between nitric oxide and dementia af the Alzheimer’s type. Brain Res

Rev. 2001; 35(1): 73-96.

58



119. Leung T, Manser E, Tan L, Lim L. A novel serine/threonine kinase binding
the Ras-related RhoA GTPase wich translocates the kinase to peripharel
memrane. J Biol Chem. 1995; 270: 29051-4.

120. Ishizaki T, Maekawa M, Fujisawa K, Iwamatsu A, Fujita A, et al. The small
GTPbinding protein Rho binds to and activates a 160 kDa Ser/Thr protein
kinase homologous to mytonotic dystrophy kinase. EMBO J. 1996; 15:
1883-93.

121. Coleman ML, Sahai EA, Yeo M, Bosch M, Dewar A, Olson MF. Membran
blebbing during apoptosis results from caspase-mediated activation of
ROCK I. Nat Cell Biol. 2001; 3: 339-45.

122. Sebbagh M, Renvoize C, Hamelin J, Riche N, Bertoglio J, Breard J.
Caspase-3-mediated cleavage of ROCK I induces MCL phosphorylation and
apoptotic membrane blebbing. Nat Cell Biol. 2001; 3: 346-52.

123. Sebbagh M, Hamelin J, Bertoglio J, Solary E, Breard J. Direct cleavage of
ROCK II by granzyme B induces target cell membrane blebbing in caspase-
independent manner. J Exp Med. 2005; 201:465-71.

124. Wheeler AP, Ridley AJ. Why three Rho proteins? RhoA, RhoB, RhoC, and
cell motility. Exp Cell Res. 2004;15:43-9.

125. Amano M, Fukata Y, Kaibuchi K. Regulation and functions of Rho-
associated kinase. Exp Cell Res. 2000;261:44-51.

126. Shi J, Wei L. Rho kinase in the regulation of cell death and survival. Arch
Immunol Ther Exp (Warsz). 2007;55:61-75.

127. Satoh S, Utsunomiya T, Tsurui K, Kobayashi T, lkegaki I, et al.
Pharmacological profile of hydroxy fasudil as a selective rho kinase inhibitor
on ischemic brain damage. Life Sci. 2001;69:1441-1453.

128. Rikitake Y, Kim HH, Huang Z, Seto M, Yano K, A et al. Inhibition of rho
kinase (ROCK) leads to inreased celebral blood flow and stroke protection.
Stroke. 2005;36:2251-2257.

129. Shin HK, Salomone S, Potts EM, Lee SW, Millican E, et al. Rho-kinase
inhibition acutely augments blood flow in focal cerebral ischemia via

endothelial mechanisms. J Cereb Blood Flow Metab. 2007;27:998-1009.

59



130. Gisselsson L, Toresson H, Ruscher K, Wieloch T. Rho kinase inhibition
protects CA1 cells in organotypic hippocampal slices during in vitro
ischemia. Brain Res. 2010;1316:92-100.

131. Castro-Alvares JF, Gutierrez-Vargas J, Darnaudery M, Cardona-Gomez GP.
ROCK inhibition prevents tau hyperphosphorylation and p25/CDKS5 increase
after global celebral ischemia. Behav Neurosci. 2011;125:465-472.

132. Yamashita K, Kotani Y, Nakajima Y, Shimazawa M, Yoshimura S. Fasudil,
a Rho kinase (ROCK) inhibitor, protects againts ischemic neuronal damage
in vitro in vivo by acting directly on neurons. Brain Res.
2007;1154:215-224.

133. Yano K, Kawasaki K, Hattori T, Tawara S, Toshima Y, et al. Demonstration
of elevation and localization of Rho-kinase activitiy in the brain of a rat
model of celebral infarction. Eur J Pharmacol. 2008;594:77-83.

134. Lingor P, Tonges L, Pieper N, Bermel C, Barski E, et al. ROCK inhibition
and CNTF interact o intrinsic signalling pathways and differentially regulate
survival and regeneration in retinal ganglion cells. Brain. 2008;131:250-263.

135. Shimokawa H, Rashid M. development of rho-kinase inhibitors for
cardiovascular medicine. Trends Pharmacol Sci. 2007;28:296-302.

136. Satoh, S, Utsunomiya T, Tsurui K, Kobayashi K, Ikegaki I, et al.
Pharmacological profile of hydroxyphasudil as a selective rho kinase
inhibitor on ischemic brain damage. Life Sci. 2001;69:1441-1453.

137. Hitomi A, Satoh S, Ikegaki I, Suzuki Y, Shibuya M, Asano T.
Hemorheological abnormalities in experimental cerebral ischemia and
effects of protein kinase inhibitor on blood fluidity. Life Sci. 2000;67:1929—
1939.

138. Shibuya M, Suzuki Y, Sugita K, Saito I, Sasaki T, et al. Effect of AT877 on
cerebral vasospasm after aneurysmal subarachnoid hemorrhage. J
Neurosurg. 1992;76:571-577.

139. Satoh S, Kobayashi T, Hitomi A, Ikegaki I, Suzuki Y, et al. Inhibition of
neutrophil migration by a protein kinase inhibitor for the treatment of

ischemic brain infarction. Jpn J Pharmacol. 1999;30:41-48.

60



140. Fournier AE, Takizawa BT, Strittmatter SM. Rho kinase inhibition
enhances axonal regeneration in the injured. CNS J Neurosci. 2003;23:1416—
1423.

141.Arai M, Sasaki Y, Nozawa R. Inhibition by the protein kinase inhibitor
HA1077 of the activation of NADPH oxidase in human neutrophils.
Biochem. Pharmacol. 1993:46:1487-1490.

142. Aguzzi A, O’Connor T. Protein aggregation diseases: pathogenicity and
therapeutic perspectives. Nat Rev Drug Discov 2010;9:237-248.

143. Citron M. Alzheimer’s disease: strategies for disease modification. Nat Rev
Drug Discov 2010;9:387-398.

144. Ishizaki T, Maekawa M, Fujisawa K, Okawa K, Iwamatsu, A, F, et al. The
small GTP-binding protein Rho binds to and activates a 160 kDa Ser/Thr
protein kinase homologous to myotonic dystrophy kinase. Embo J. 1996;15,
1885-93.

145. Doe C, Bentley R, Behm DJ, et al. Novel Rho kinase inhibitors with anti-
inflammatory and vasodilatory activities. J Pharmacol Exp Ther.
2007;320:89-98.

146. Lent R, Azevedo F.A, Andrade-Moraes C.H and Pinto AV. How many
neurons do you have? Some dogmas of quantitative neuroscience under
revision. Eur. J. Neurosci. 2012; 35, 1-9.

147. Sofroniew M.V. and Vinters H.V. Astrocytes: biology and pathology. Acta
Neuropathol. 2010;119, 7-35

148. Perez-Nievas B.G, Stein T.D, Tai H.C, Dols-Icardo O, Scotton T.C, et al.
Dissecting phenotypic traits linked to human resilience to Alzheimer’s
pathology. Brain . 2013;136, 2510-2526

149. Jana A. and Pahan K. Fibrillar amyloid-B-activated human astroglia kill
primary human neurons via neutral sphingomyelinase: implications for
Alzheimer’s disease. J. Neurosci. 2010; 30, 1267612689

150. Garwood C.J, Pooler A.M, Atherton J, Hanger D.P and Noble W.
Astrocytes play a key role in AP-induced tau phosphorylation and
neurotoxicity in primary culture. Cell Death Dis. 2012 ;2, e167

61



151.Furman J.L, Sama D.M, Gant J.C, Beckett, T.L, Murphy M.P, B et al.
Targeting astrocytes ameliorates neurologic changes in a mouse model of
Alzheimer’s disease. J. Neurosci. 2012;32, 16129-16140 .

152. McGeer E.G. and McGeer P.L. Neuroinflammation in Alzheimer’s disease
and mild cognitive impairment: a field in its infancy. J. Alzheimers Dis.
2010; 19, 355-361.

153. Zhang B, Gaiteri C, Bodea L.G, Wang Z, McElwee J, et al. Integrated
systems approach identifies genetic nodes and networks in late-onset
Alzheimer’s disease. Cell 2013;153, 707-720.

154. Perry V.H. Contribution of systemic inflammation to chronic
neurodegeneration. Acta Neuropathol. 2010;120, 277-286.

155. Satoh S, Toshima Y, Ikegaki I, Iwasaki M, Asano T. Wide therapautic time
window for fasudil neuroprotection against ischemia-induced delayed
neuronal death in gerbils. Brain Research. 2007; 1128: 175-180.

156. Li B, Zhong L, Yang X, Andersson T, Huang M, Tang SJ.

WNTS5A signaling contributes to Ab-induced neuroinflammation and
neurotoxicity. PLoS ONE. 2011;6: €22920.

157. Johnston H, Boutin H, Allan SM. Assessing the contribution of
inflammation in models of Alzheimer’s disease. Biochem Soc Trans
2011;39:886-890.

158. Song Y, Chen X, Wang LY, Gao W, Zhu MJ. Rho kinase inhibitor Fasudil
Protects aganist - amyloid-induced hippocampal neurodegeneration in rats.
CNS Neurosciense & Therapeutics. 2013.

159. Bauer J, Strauss S, Schreiter-Gasser U, Ganter U, Schlegel P, Witt I, et al.
Interleukin-6 and alpha-2 macroglobulin indicate an acute-phase state in
Alzheimer's disease cortices. FEBS Lett. 1991; 285: 111-4.

160. Wood JA, Wood PL, Ryan R, Graff-Radford NR, Pilapil C, et al. Cytokine
indices in Alzheimer's temporal cortex: no changes in ma- ture IL-1 beta or
IL-1RA but increases in the associated acute phase pro- teins IL-6, alpha 2-

macroglobulin and C-reactive protein. Brain Res. 1993; 629: 245-52.

62



161.Campbell IL, Abraham CR, Masliah E, Kemper P, Inglis JD, et al
Neurologic disease in transgenic mice by cerebral overex- pression of
interleukin 6. Proc Natl Acad Sci USA. 1993; 90: 10061-5.

162. Sinigaglia F, D'Ambrosio D, Panina-Bordignon P, Rogge L. Regulation of
the IL-12/IL-12R axis: a critical step in T-helper cell differentiation and
effector function. Immunol. Rev 1999. 170: 65-72.

163. Cotman CW, Su JH. Mechanisms of neuronal death in Alzheimer’s disease.
Brain Pathol. 1996;6:493-506.

164. Bamberger ME, Landreth GE. Inflammation, Apoptosis, and Alzheimer’s
disease. Neuroscientist 2012;8(3):276-283.

165. Hengartner MO. The biochemistry of apoptosis. Nature 2000;407:770-6.

166. Alnemri ES, Livingston DJ, Nicholson DW, et al. Human ICE/CED-3
protease nomenclature. Cell 1996;87:171.

167. D’Amelio M, Cavallucci V, Middei S, Marchetti C, Pacioni S, et al.
Caspase-3 Triggers early synaptic dysfunction in a mouse model of
Alzeheimer’s disease. Nature Neuroscience. 2011; 14: 69-76.

168. Mattson M.P, Keller J.N. & Begley J.G. Evidence for synaptic apoptosis.
Exp. Neurol. 1998; 153, 35-48.

169. Su J. H., Satou T., Anderson A. J. and Cotman C. W. Up- regulation of
Bcl-2 is associated with neuronal DNA damage in Alzheimer's disease.
Neuroreport. 1996; 7, 437+440.

170. Oltvai ZN, Milliman CL, Korsmeyer SJ. Bcl-2 heterodimerizes in vivo with
a conserved homolog, bax, that accelerates programmed cell death. Cell.
1993;74:609-19.

171. Krajewski S, Krajewski M, Shabaik A, Miyashita T, Wang HG, Reed JC.
Imminohistochemical determination of in vivo distribution of Bax, a

dominant inhibitor of Bcl-2. Am J Pathol. 1994;145:1323-36.

63



OZGECMIS
1991 yilinda dogdu. ilk ve orta dgrenimini Gaziantep’te tamamladi. 2009 yilinda
Dumlupinar Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimiinii Kazandi. 2014

yilinda mezun oldu.

64



