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1. GIRIS

En yaygin demans tiirli olan Alzheimer hastaligi; nihayetinde 6liime yol agan,
biligsel fonksiyonlarin ileri kaybiyla karakterize ve yasam kalitesini oldukca
diisiiren norodejenaratif bir hastaliktir. Alzheimer hastali§1 6zellikle orta yas ve
ileri yasta biligsel bozukluklara ve davranig degisikliklerine yol agmaktadir (1).
Alzheimer hastalifinin ilerlemesi sirasinda amiloid beta (APB) monomerleri
toplanir, polimerlesir ve bilissel bozukluklara neden olan nérotoksik oligomerleri
olusturur (2). Alzheimer hastaliginda amiloid beta 1-42 (AP 1- 42)’nin klirensinde
bozulma vardir. Merkezi sinir sisteminde biriken AP 1-42 o6zellikle hastaligin
gelisiminden sorumlu tutulmaktadir (1).

Deneysel Alzheimer hastaligt modeli olusturmak i¢in ¢esitli yontemler
bulunmaktadir. Bunlardan biri kemirgenlerin farkli beyin bdlgelerine sentetik
amiloid beta tiirlerinin enjekte edilmesidir (3). Uygulanan bu AP tiirlerinin
deneysel modellerde hafiza kayiplarina ve davranis bozukluklarma yol actig
gosterilmistir  (4,5). Noronal toksisite ile iliskisi gosterilen AP 1-42’nin
intraserebroventrikiiler (isv) enjeksiyonu deneysel Alzheimer hastaligi modeli
olusturmak i¢in tercih edilen bir yontemdir.

Bir tasiyict protein olan transtiretin (TTR) 6zellikle tiroksin hormonu ve
retinoliin tasinmasindaki roliiyle bilinmektedir (6). Ismini de tasidig1 bu iki
maddeden almaktadir. TTR eskiden prealbumin olarak biliniyordu. Daha sonra
tiroksin baglayan prealbumin olarak anildi. Simdilerde ise transtiretin olarak
isimlendirilmektedir. TTR’nin AP 1-42 i¢in de bir tasiyict oldugu
diisiiniilmektedir. Transtiretin amiloid beta peptidini baglayarak perifere tasir ve
boylece toksisitesini onler (6).

Literatiirdeki bazi calismalarda Alzheimer hastalarinda TTR diizeyi serumda
ve beyin omurilik sivisinda azalmistir. Bu da TTR’nin Alzheimer hastaligi i¢in bir
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir (7,8).

Transtiretin amiloid betay1 beyinden perifere tasir ancak periferden beyne
tekrar tagimaz. Ancak bu taginmanin ayrintisi tam olarak bilinmemektedir. Bu tek
yonlii tasinmanin kan beyin bariyerinin sadece beyin tarafinda bulunan “diisiik
molekil agirlikli lipoprotein (LDL) iliskili protein-1” (LRP-1) reseptdr proteini
aracilifiyla oldugu diisiiniilmektedir. LRP-1 ¢ok yonlii bir reseptor proteinidir ve
pek ¢ok ligand1 baglayabilmektedir. Bu baglanmalar sonucunda pek ¢ok sinyal
yolagini aktive etmektedir (9).

Transtiretin ayn1 zamanda kardiyak transtiretin amiloidozunda kalpte primer
olarak biriken amilodogenik proteindir. TTR’e bagh kalp amiloidozunda biriken
TTR formu toksik olan monomer formdur. Alzheimer hastaliginda AB’1 tagiyarak



koruyucu olarak goérev yaptigi diisiiniilen form ise ilk tiretilen stabil form olan
tetramer formdur (10).

TTR’e bagl kalp amiloidozunda da Alzheimer hastalig1 gibi kiiratif bir tedavi
bulunmamaktadir. TTR, Alzheimer hastaliginda AP tasiyicisi olarak koruyucu
ozelligiyle diisliniilirken; kalp amiloidozunda primer olarak biriken
amiloidogenik proteindir. Beyin ve kalp amiloidozu arasinda iligki bulunabilecegi
diistiniilmektedir (11).

Alzheimer hastalig1 ile demir (Fe), bakir (Cu), ¢inko (Zn), mangan (Mn) gibi
metal katyonlar arasinda iliski bulunmaktadir. Alzheimer hastalarinda, Wilson
hastalarinda oldugu gibi serum bakirinin yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica
Alzheimer hastalarinda idrar Cu atiliminin da kontrol grubuna gore fazla oldugu
belirtilmistir (12).

Bu iligkinin esas olarak beyindeki amiloid plaklarda metal katyonlarin
birikiminden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Alzheimer hastalarinda AP senil
amiloid plaklarinin yiiksek oranda Fe, Cu, Zn igerdigi gosterilmistir (12).

Taurin amino asidi (2-aminoetan siilfonik asit) gii¢lii anti-oksidan ve anti-
apoptotik Ozellikleriyle bilinmektedir. Taurin baslica beyin ve karacigerde
sentezlenmekte ve beyin hiicrelerinin  proliferasyonunu  artirict  etki
gostermektedir. Taurinin kronik uygulanmasinin Alzheimer hastaligi modeli
olusturulmus deney hayvanlarinda hipokampiis bagimli biligsel bozulmay1 6nemli
olctide iyilestirdigi gosterilmistir (13).

Taurin amino asidinin amiloid beta peptidinin kiimelenmesini dnleyebilecegi
ve bu kiimelenme igin zayif bir inhibitér oldugu vurgulanmaktadir (14). Bazi
caligmalarda ise Alzheimer hastaligi modelinde bilissel fonksiyonlarda iyilesme
saglarken amiloid beta peptidi birikimi {izerinde degisiklik yapmadigi
gozlemlenmistir (15). Taurinin TTR’e bagl kalp amiloidozunda Doksisiklin ile
kombine edilerek kullanimi kalp amiloidozu ve néropatinin ilerlemesini
durdurmustur. Taurin, TTR’nin toksik olan monomer formu iizerinde fibril
bozucu etki géstermistir (16,17).

Antioksidan ve antiapoptotik etkileri iyi bilinen taurin agir metal
zehirlenmesini tedavi etmek i¢in kullanilabilir. Demir, bakir, ¢inko gibi metallerin
olusturdugu toksisitede taurin iyilestirici etki gosterebilmektedir (18).



Bu bilgiler dogrultusunda ¢alismamizda;

Intraserebroventrikiiler (isv) AP 1-42 uygulamasiyla Alzheimer hastalig
modeli olusturulan yaslh siganlarda plazma TTR, plazma AP 1-42, plazma metal
katyon (Fe, Cu, Zn, Mn) diizeylerini tespit ederek bu parametrelerin Alzheimer
hastalig1 icin kan bazli bir biyobelirte¢ olarak kullanilip kullanilamayacagin
degerlendirmek amaglanmistir. Beyin LRP-1 diizeyi tespiti ile TTR’nin AP 1-42
tasima mekanizmasi hakkinda bilgi edinmek istenmigstir. Ayrica kalp TTR ve AP
1-42 diizeyleri de Olgiilerek kalp ve beyin amiloidozu arasindaki iliskinin
arastirilmast amaclanmistir. Boylece Alzheimer hastaliginda karsilagilabilen
kardiyak  patolojilerin  kaynagi  hakkinda bilgi sahibi  olunabilecegi
disiinilmektedir. Son olarak da o6lgiilen biitiin parametreler {izerinde taurin 6n
takviyesinin olas1 olumlu etkisi arastirilacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastahgi

2.2. Transtiretin Tasiyic1 Proteini ve Alzheimer Hastahgindaki Rolii
2.3. LRP-1 Reseptor Proteini ve Alzheimer Hastalig1 icin Onemi
2.4. TTR iliskili Kalp Amiloidozu

2.5. Beyin Amiloidozu ile Kalp Amiloidozu iliskisi

2.6. Taurin Amino Asidi, Alzheimer Hastah@indaki Rolii ve TTR Proteini ile
Tiskisi

2.7. Metal Iyonlarimin Alzheimer Hastalig1, TTR Proteini ve Taurin Amino
Asidi ile Tliskisi



2.1. Alzheimer Hastahgi

Demans kisilerin bilissel yeteneklerinde birka¢ ay veya birka¢ yi1l oncesine
gore kotiilesmeye neden olan, giinliik yasam aktivitelerinde de bozulmayla
seyreden noropsikiyatrik tibbi bir durumdur. Demansit olan kisiler hafiza
sorunlarinin yaninda dil, muhakeme, planlama, dikkat gibi pek cok biligsel
yetenek tiiriinde zorluk yasar (19). Insan émriiniin uzamas: ile demans goriilme
sikligr artmistir. Cesitli demans tiirleri bulunmakla beraber en sik goriilen formu
Alzheimer hastaligidir (20).

Alzheimer hastaligi genellikle ileri yasta ortaya c¢ikan bir hastalik olmakla
birlikte normal yaslanmanin bir parcasi degildir. Alzheimer hastaligi diislinme,
bellek, dil fonksiyonlarinda bozulma ve kisilik degisikligi gibi sonuglari olan

ayrica giinliik aktiviteleri yapabilme yeteneginin de kaybiyla sonuglanan bir
hastaliktir (19,20).

Alzheimer hastaliginda baslica patolojik bulgular hiicre i¢i birikim gdsteren
noritik plaklar ve ndrofibriler yumaklar, hiicre dis1 amiloid beta peptit birikimi ve
serebral atrofi ile karakterizedir. Ayrica iliskisi gosterilmis baska yolaklar da
bulunmaktadir. Kolinerjik kayip, oksidatif stres, apoptoz ve ndroinflamasyon
bunlardan bazilaridir. Bu nedenle Alzheimer hastaligi multifaktoriyel bir hastalik
olarak degerlendirilmektedir (21). Ancak patogenezde en kabul géren yaklagimlar
amiloid kaskad hipotezi ve kolinerjik hipotezdir. Kolinerjik noronlardan
sentezlenen asetilkolin norotransmitteri beyinde 6zellikle bellek, dikkat, duyusal
bilginin islenmesi, O6grenme gibi kritik fonksiyonlarla iliskilidir. Alzheimer
hastaliginda meydana gelen kolinerjik néronlarda dejenerasyon ile biligsel
fonksiyon ve bellek bozukluklarinin yasandigi disiiniilmektedir (21).

Amiloid kaskad hipotezine gore AP molekiillerinin birikimi sonucu néronlar
arasi iletisim bozulmakta, néron Sliimii artmakta ve meydana gelen sinaptik ve
noral kayip makroskopik atrofi olarak da goriilebilmektedir (22,23) (Sekil 2.1).
Alzheimer hastaliginda yaygin beyin atrofisi s6z konusudur. Atrofi 6zellikle
frontal, temporal ve pariyetal loblarda belirgindir. Beyin giruslarinda daralma,
sulkuslarda genisleme ve ventrikiillerin hacminde artis goriilmektedir (23).

Normal Alzheimer

Sekil 2.1: Alzheimer hastaliginda makroskopik atrofi



Alzheimer hastaligi en yaygin demans tiirii olarak diinya genelinde pek ¢ok
insan1 etkilemektedir (24). Alzheimer hastalart biligsel fonksiyon kayiplarinin
yan1 sira hem Kkendilerini hem de bakim verenlerini pek ¢ok yonden olumsuz
etkileyen zorluklar yasamaktadir. Alzheimer hastalarinin %40 ila 50’sinde
depresif semptomlar goriilmektedir. Alzheimer hastalarinda depresyon ve
psikolojik stres sikligr artmustir (24). Ayni zamanda hastalarin bakim verenlerinde
de psikolojik sorunlarin sikligi artmistir. Ekonomik agidan da yiik getirmesi
nedeniyle hastalarin bakim verenleri zorluklar yasamaktadir (25).

Alzheimer hastaliginin ilk tanimlanmasi Alman psikiyatrist ve ndropatolog
Doktor Alois Alzheimer tarafindan 1906 yilinda yapilmistir. Doktor Alzheimer,
ileri biligsel ve davramigsal bozukluklar gosteren hastasi Auguste Deter’in
Oliimiinden sonra otopsisini yapmis ve Alzheimer hastalig1 i¢in karakteristik
Ooneme sahip olan amiloid plaklar1 ve norofibriler yumaklari tanimlamistir. Daha
sonra bu alanda g¢alisan bilim insanlar1 bu hastaligi Doktor Alois Alzheimer’a
ithafen Alzheimer hastaligi olarak isimlendirmislerdir (26).

W\
Alois Alzheimer

Auguste Deter

Sekil 2.2: Alzheimer hastaliginin tanimlanmasi

En yaygin norodejeneratif bozukluk olan Alzheimer hastaligi patolojisinin
beyinde orta yasta birikmeye basladigina dair artan kanitlar olsa da ilk klinik
semptomlar genellikle 65 yasindan sonra ortaya ¢ikmaktadir (27). Alzheimer
hastalig1 prevalansi hizla artmaktadir, bunun nedeninin 65 yas ve {istli insanlarin
oraninin diinya ¢apinda giderek artmasi oldugu diisiiniilmektedir (28).

Alzheimer hastaliginda en 6nemli ve degistirilmesi miimkiin olmayan risk
faktorii yastir. Hastaligin riskinin 65 yasindan sonra her bes yilda bir iki katina
ciktig1 belirtilmektedir (24). Ileri yas Alzheimer hastaligi gelisimi i¢in en biiyiik
risk faktorii olmasina ragmen tek basina yas, Alzheimer hastaligina neden olmak
icin yeterli degildir (29).



Alzheimer hastaligi i¢in diger énemli risk faktorleri arasinda bir veya daha
fazla apolipoprotein gen E4 alelinin varligi, diisiik egitim diizeyi ve diisiik mesleki
basari, ailede Alzheimer hastaligi Oykiisii olmasi, orta veya siddetli travmatik
beyin yaralanmalari, ¢esitli norotoksinlere maruziyet ve kardiyovaskiiler risk
faktorleri yer almaktadir (29). Aile Oykiisii 6zellikle 70 yasindan once baslayan
Alzheimer hastaliginda onemli olmakta ve birinci derece akrabalarda Alzheimer
hastalig1 6ykiisii olmasi hastaligin gelisme riskini artirmaktadir (29). Literatiirdeki
calismalarin cogunlugunda erkek ve kadin cinsiyet arasinda goriilme sikligi
acisindan bir fark bulunmamustir (30). Ayrica Down sendromlu bireylerde
Alzheimer hastaligi siklig1 artmistir ve hastalik daha erken yasta gelismektedir.
Ileri yastaki cogu Down sendromlu bireyde Alzheimer hastaligi bulunmaktadir.
Iki hastalikta da etkilenen genetik bolgenin 21. kromozom olmasi ilgingtir. Down
sendromu trizomi 21 iken Alzheimer hastaliginin gelisiminde mutasyonlari
genetik faktor olarak rol oynayan amiloid prekiirsor protein 21. kromozomda yer
almaktadir (31).

Ayrica tip 2 diyabetes mellitus ile AH arasinda bir iligki bulundugu kuvvetle
diistiniilmektedir. Diyabet amiloid-p ve taunun islenmesini etkileyerek Alzheimer
hastaliginin baslica ndropatolojik 6zellikleri olan senil plaklarin ve norofibriler
yumaklarin olusum hizimi artirabilir. Hiperinsiilinemi, amiloid-p birikimi ile
iliskilidir ve tau fosforilasyonunu etkilemektedir. Diyabette artan oksidatif stres,
inflamatuar yollar1 aktive eder ve bu nedenle Alzheimer hastalig1 néropatolojisini
siddetlendirebilir. Mitokondriyal disfonksiyon ise hem tip 2 diyabet hem de
Alzheimer hastalig ile iliskilidir ve hiicre i¢i kalsiyum diizensizligine ve amiloid
oncii proteinin anormal islenmesine yol agabilir (32).

Tip 2 diyabetes mellitusun serebrovaskiiler hastalik riskini artirdigi
bilinmektedir. Ayn1 zamanda ge¢ yasamin norodejeneratif demanslarim 6zellikle
de Alzheimer hastaligi riskini 6nemli 6lgiide artirir. Beyin hiicrelerinin insiiline
normalde oldugu gibi yanit verememesi durumu beyin insiilin direnci olarak
adlandirilmaktadir. Bu durum tip 2 diyabetes mellitustaki insiilin direnci ile
benzerlik gostermektedir. Bunun sonucunda beyinde sinaptik, metabolik ve
immiin yanit islevlerinde bozulmalar meydana gelmektedir. Dahasi Tip 2
diyabetes mellitus beyin insiilin direnci ile iligkilidir ve ¢alismalar beyin insiilin
direncinin Alzheimer hastaliginin bir 6zelligi oldugunu ileri siirmektedir. Bu
bilgiler 1s181nda bu iKi hastaligin iliskili oldugu disiiniilmektedir (33).

Ayrica bazi oral antidiyabetik ilaglar Alzheimer hastalig1i tedavisi igin
denenmekte ve Alzheimer hastalig1 tedavisi icin umut vadetmektedir. Ozellikle
thiazolidinedione bazli niikleer peroksizom proliferator aktive edici reseptor-y
agonistleri ve glukagon benzeri peptit-1 hedefli ilaglar beyin hiicreleri tizerindeki
insiilin  duyarlilastirict ~ etkileri ile ve diger karmasik sinyalleme etki
mekanizmalart yoluyla Alzheimer hastaliginda olumlu etkiler gdstermekte ve
calismalara konu olmaktadir (33)



Multifaktoriyel olan ve heniiz tiim mekanizmalarmin kesfedilememis oldugu
diistiniilen Alzheimer hastaligi icin en kabul goéren yaklagim amiloid kaskad
hipotezidir. Insanlarda iki baskin amiloid beta formu iiretilir. Bunlar Ap 1-40 ve
AP 1-42°dir. Daha uzun form olan AP 1-42 kiimelenmeye daha yatkindir ve
Alzheimer hastaligr olusumu agisindan daha toksiktir. Ap molekiilleri birikerek
oligomerleri ve fibrilleri olusturur. Boylece Alzheimer hastalig1 gelisimine zemin
hazirlar (34).

Amiloid prekiirsor protein proteolitik enzimler araciligi ile metabolize edilir.
Bu proteolitik boliinmeler a-sekretaz, B-sekretaz ve y-sekretaz olarak adlandirilan
enzimler araciligi ile gerceklesir. a-sekretaz tarafindan gergeklestirilen proteolitik
bolinme AP olusumunu engeller bdylece agregatlarin ve plaklarin olusum
olasiligin1 ortadan kaldirir. Bu nedenle a-sekretaz aktivitesi amiloidojenik
olmayan amiloid prekiirsor protein boliinmesi olarak kabul edilir. Ayrica a-
sekretaz ile olan boliinme sirasinda olusan tiirevlerin bazi néroprotektif 6zelliklere
sahip oldugu diisiiniilmektedir. Amiloid prekiirsor protein -sekretaz ve y-sekretaz
ile boliindiigiinde ise AP formlari olusur (Sekil 2.3) (35).
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Sekil 2.3: Amiloid prekiirsor proteinin amiloidogenik yolla ve amiloidogenik
olmayan yolla parcalanmasi (35)

Alzheimer hastaliginda ndron kaybi1 ozellikle entorinal korteksin 2.
tabakasinda belirgindir. Noron kaybi hipokampusa yakin parahipokampal
giruslarda, amigdalada, anterior talamik ¢ekirdeklerde goriilmektedir. Alzheimer
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hastaliginda 6grenme ve hafiza i¢in ¢ok énemli olan hipokampusun CAl, CA2 ve
CA3 alanlarindaki piramidal hiicrelerde kayip belirlenmistir (36). Alzheimer
hastaliginda ilk etkilenen beyin bolgelerinden biri hipokampustur. Hipokampusun
erken donemlerde etkilenmesi Alzheimer hastaliginda hafiza ve oryantasyon
bozukluklarinin erken donemde kendini gostermesine neden olur (37). Noron
kayb1 ve sinaptik kayip ile Alzheimer hastaliginin ilerlemesine neden olan noritik
plaklar, hiicre i¢i ndrofibriler yumaklar ve hiicre dis1 AP birikimi 6zellikle biligsel
islevler icin ¢ok Onemli olan neokorteks, hipokampus ve diger subkortikal
bolgelerde ortaya gikar (35).

Tau proteini mikrotiibiil ile iligkili bir protein olarak kesfedilmistir. Alzheimer
hastaliginda ise hiperfosforile formlarmin hiicre i¢i birikimi patogenezin bir
parcast olarak kabul edilmektedir. Beyin AP yikii ile Alzheimer hastalig
olusumunda sinerjistik etki gosterdigi diisiiniilmektedir (35).

Alzheimer hastaliginin giiniimiizde halen kiiratif bir tedavisi ve kan bazl bir
biyobelirteci bulunmamaktadir. Kan bazli minimal invaziv bir biyobelirtecin
varligi Alzheimer hastaliginin erken tanisini saglayarak hastalar i¢in oldukca
yararli olacaktir. Ayrica bir biyobelirte¢ gelistirilmesi heniiz tam olarak
aydinlatilamamis olan Alzheimer hastaligi patogenezi konusunda fikir vererek
etkili bir tedavinin gelistirilmesine de olanak saglayabilecektir. Alzheimer
hastalig1 icin cesitli biyobelirte¢ Onerileri bulunmaktadir. Bunlar direkt olarak
hastalik tanis1 koyamasa da tam1 konusunda yardimci olmakta ve spesifiteyi
artirmaktadir (24,38).

Alzheimer hastaliginin kesin tanisinin konulabilmesi igin otopsi veya biyopsi
yapilmasi gerekmektedir. Patolojik tani senil plaklar ve norofibriler yumaklarin
sayist ve yerlesim yerleri goz Oniinde bulundurularak yapilmaktadir (39).
Alzheimer hastaliginin tanisinda detayli alinan hasta Oykiisii ve bilissel durum
testleri klinikte kullanilmaktadir (40). Alzheimer hastaligi tanisi igin gelistirilmis
cesitli tam kriterleri, glinliilk hayatt devam ettirebilme durumunu belirleyebilmek

icin “Giinliik Yasam Aktiviteleri Envanteri”, “Fonksiyonel Aktiviteler Olgegi”
gibi envanterler ve bilissel durumunu degerlendirmek i¢in “Mini Mental Durum
Testi” ve “Saat Cizme Testi” gibi noropsikiyatrik envanterler bulunmaktadir
(40,41). Ayrica Alzheimer hastaligi siiphesi olan hastalarda norogoriintiilleme
teknikleri de tan1 koyma asamasinda ¢ok Onemlidir. Bilgisayarli tomografi ve
manyetik rezonans goriintiileme tetkikleri 6zellikle Alzheimer tipi demansi
organik patolojilerden ayirmak amaciyla 6nerilmektedir (42). Klinik olarak siiphe
bulunan hastalarda pozitron emisyon tomografisinin de fonksiyonel
norogoriintiileme yontemi olarak kullanimi 6nerilmektedir (43).

Alzheimer hastalifinin  baslangici  hastalarda genellikle tam olarak
bilinmemektedir. Genellikle unutkanlik, isteksizlik gibi belirtiler ile baglayan
hastalik temel olarak ii¢ evrede degerlendirilmektedir. Hafif, orta ve siddetli
Alzheimer hastalig1 olarak siniflandirabilecegimiz gibi ilk donemler olan
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presemptomatik, preklinik ve olast Alzheimer hastaligi doénemlerini de
siiflandirmaya ekleyebiliriz. Hastaligin evresi ilerledik¢e siddeti ve klinikteki
bozulma miktar1 da artmaktadir (44). Giiniimiizde Alzheimer hastaliginin kiiratif
bir tedavisi bulunmamaktadir. Alzheimer hastalig1 i¢in mevcut olan ve onay1 olan
ilaglar ancak semptomatik tedavi segenegi saglamaktadir. Asetilkolinesteraz
inhibitorleri olan donepezil, rivastigmin, galantamin ve NMDA reseptor
antagonisti memantin Alzheimer hastaligi i¢in onayli ve kullanilan ilaglardir (45).
Amerika Gida ve Ilag Dairesi tarafindan 2021 yilinda aducanumab isimli
monoklonal antikor 6zellikli ilag onaylanmistir (46).

Heniiz etkili bir tedavisi olmayan Alzheimer hastalig1 kisilerde agir bilissel ve
davranigsal bozukluklara yol agmakta ve hem hastanin hem de yakinlarinin yasam
kalitesini oldukca diistirmektedir. Etkilenen hasta sayisi oldukc¢a fazla olan
Alzheimer hastaliginda tan1 ve tedavi konusundaki eksiklikler bilim insanlarini bu
alanda c¢alisma yapmaya yonlendirmektedir. Bu hastalik ile ilgili deneysel
caligsmalar da oldukca 6nemlidir.

Deneysel Alzheimer hastaligi modeli olusturmak igin literatiirde transgenik
hayvan modelleri, tau patolojisi iligkili sican modelleri, viriis aracili modeller,
intraserebroventrikiiler — streptozotosin  veya AP ile uyarilan modeller
bulunmaktadir. Intraserebroventrikiiler AP 1-42 ile indiiklenen Alzheimer
hastaligt modelinin siganlarda bilissel islev bozukluguna neden oldugu,
ogrenmeyi bozdugu, hipokampiiste noronal kayba yol agtig1 ve noérodejeneratif
stiregleri tetikledigi gortilmiistiir (47,48) .
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2.2. Transtiretin (TTR) Tasiyic1 Proteini ve Alzheimer Hastahgindaki Rolii

TTR, tiroksin hormonu ve retinol i¢in bir tastyici proteindir. Bu maddelerin
kanda tasginmasina aracilik etmektedir. 1942 yilinda insan plazma ve beyin
omurilik s1vis1 numunelerinin elektroforezi sirasinda albuminin 6niine ge¢mesiyle
tanimlanmistir. TTR bu 6zelligi ile prealoumin olarak adlandiriliyordu. Daha
sonra tiroksin baglayan prealbumin olarak adlandirilmistir. Giiniimiizde
transtiretin olarak adlandirilmaktadir. TTR tasiyici proteininin AR 1-42°1 de
tastyabilecegi bilinmektedir. TTR’nin AP 1-42’i sadece beyinden perifere tasidig
gosterilmistir (6,49). AP 1-42’1 tekrar santrale tasimamasi beyinde amiloid yiikiin
azalmasina katkida bulunabilecegini akla getirmektedir. Bu tek yonlii tasima
TTR’nin Alzheimer hastaliginda en kabul gdren yaklagim olan amiloid kaskad
hipotezine gore AP 1-42 yiikiinii beyinde azaltabilecegini diisiindiirmektedir.

TTR tasiyic1 proteini Ozellikle karacigerde ve beyindeki koroid pleksusta
sentez edilmektedir. Plazma TTR’nin esas kaynagi karaciger, beyin omurilik
sivisindaki TTR’nin esas kaynagi ise koroid pleksustur. Karaciger ve koroid
pleksus disinda TTR kaynaklari; retinal pigment epiteli, pankreas adacik hiicreleri
ve az miktarda tiretim yapan kalp, iskelet kasi, dalak ve plasental trofoblastlardir.
TTR’nin metabolize edilme yerleri ise karaciger, kas ve deridir. Ayrica
bobreklerde, yag dokuda ve testislerde de TTR’nin degradasyonu
gergeklesmektedir. TTR’nin biyolojik yar1 6mrii yaklasik olarak insanlarda 2-3
giin, maymunlarda 23 saat ve Buffalo si¢anlarinda 29 saattir (49).

Tastyict 6zelligi yaninda TTR’nin beyinde ndrogenezde, sinir rejenerasyonu
ve aksonal biiyiimede rol alabilecegi diistiniilmektedir (49). TTR’nin proteolitik
aktivitesi de bulunmaktadir. AP klirensine aracilik etmenin yaninda proteolitik
aktivitesi ile fibrillerin par¢alanmasinda da rolii olabilecegi diisiiniilmektedir (49).
Transgenik fareler ile yapilan bir ¢alismada kontrol grubuna kiyasla TTR geni
icermeyen farelerde biligsel performansin azaldigi gosterilmistir (50). Ayrica
yaslanma ile normal TTR geni igeren farelerde kotiilesen bilissel performans
beyin omurilik sivis1 (BOS) TTR diizeylerinin diistikliigi ile korele bulunmustur
(51). Bu galismalar TTR’nin biligsel fonksiyondaki 6nemini ortaya koymaktadir
(50,51).

Plazma TTR seviyeleri 50 yasindan sonra diismeye baslar (52). Bilindigi
tizere Alzheimer hastaligi goriilme siklig1 da ileri yas ile artmaktadir. Alzheimer
hastaliginin ileri yasta goriilme sikligindaki artisin, TTR diizeylerinin azalmasi ile
iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (49).

Ayrica saglikli yenidoganlarda TTR seviyeleri yetiskinlere kiyasla daha
diistiktiir. TTR seviyeleri yas diginda cinsiyete gore de farklilik gostermektedir.
TTR sentezi steroid hormonlar tarafindan kontrol edilmekte ve kadinlardaki
seviyeler erkeklerden biraz daha diisiik olmaktadir (49).

11



TTR
(mg/L)

350
300 | Femae Praiiihne. S
./0"’/0/” m

o

150
1mo ;‘l ; ; ' 1 1 1 1 () L 1 ¥ - L
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
YEARS

Sekil 2.4: TTR plazma diizeylerinin kadinlarda ve erkeklerde yasa gore degisimi
(52)

Literatiirdeki g¢aligmalarda bilissel bozuklugu olan Alzheimer hastalarinda
plazma TTR seviyelerinin kontrollerden anlamli olarak daha diisikk oldugu
gosterilmistir (7). Yapilan diger ¢alismalarda TTR diizeylerinin Alzheimer
hastalarinda BOS’ta da karsilastirmali kontrollerine goére daha diisiikk oldugu
bulunmustur (8).

TTR’nin Alzheimer hastalig1 i¢in bir biyobelirte¢ olarak diisiiniilmesinin yan
sira hizli ilerleyen ve yavas ilerleyen Alzheimer hastalifi ayrimi yapabilecegi
vurgulanmaktadir. Ayrica hafif biligssel bozukluktan Alzheimer hastalifina gecis
asamasinda TTR seviyelerinin 6nemli oldugu belirtilmektedir. TTR tasiyici
proteininin ayn1 zamanda hastalarin prognozu hakkinda fikir verebilecegi ve kisa
zamanda hizli biligsel diistis gosterebilecek hastalarin tespitinde kullanilabilecegi
diistiniilmektedir. Alzheimer hastalarinda BOS ve plazma TTR diizey distikliigi
ne kadar fazla ise hastaligin o kadar agresif seyredecegi belirtilmektedir (53).

Alzheimer hastaliginin erken tanisin1 koyabilecek kan bazli minimal invaziv
bir biyobelirte¢ halen bulunmamaktadir. Alzheimer hastaligi tanisini
dogrulayabilecek cesitli biyobelirte¢ Onerileri bulunmaktadir. Ancak bu onerilen
biyobelirtegler heniiz kesin ve kolay bir sekilde tan1 koyamamaktadir. Alzheimer
hastalig1 tanis1 i¢in Onerilen biyobelirtegler genomik bazli belirtegler, plazma
belirtegleri ve beyin omurilik sivisit belirtegleri olarak smiflandirilabilir (54).
Genomik bazli biyobelirte¢ olarak ge¢ baslangicli Alzheimer hastaligi ile
iliskilendirilen apolipoprotein E4 aleli diisiiniilmektedir. Ancak genetik testler
rutin kullanim i¢in kolay uygulanabilir degildir. Plazma biyobelirtecleri olarak
kan lipid panelleri, mikro RNA analizleri, plazma Ap 1-42 / AR 1-40 orani
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onerilmektedir. Kan bazli bir biyobelirte¢ gelistirilmesi tan1 kolayligi agisindan
cok dnemlidir. Beyin omurilik s1visi biyobelirteci olarak ise BOS tau diizeyi, BOS
AP peptit diizeyleri, BOS AP 1-42 / toplam tau oram gibi belirtegler
onerilmektedir. Ancak hastalardan BOS 6rnegi alinmasi kan 6rnegi alinmasindan
daha zor ve invaziv oldugu icin kan bazli bir biyobelirteg gelistirilmek
istenmektedir (54). Klinik olarak faydali bir biyobelirte¢ yiiksek ozgiilliik ve
duyarlilik gostermelidir. Bu sartlar1 saglamak igin bu belirteglerin birkaginin
birlikte kullanimi 6nerilmektedir (54).

Alzheimer hastaliginin kesin tanismi erken siliregte koyabilecek minimal
invaziv bir biyobelirte¢ gelistirilebilmesi i¢in konu ile ilgili daha ¢ok insan ve
hayvan calismasina ihtiya¢ vardir. TTR seviyelerinin Alzheimer hastalarinda
BOS’ta ve plazmada diisiik bulunmasi bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi
fikrini dogurmustur.

TTR’nin AP 1-42’1 santralden perifere tek yonlii tasimasinin mekanizmasi
halen tam olarak bilinmemektedir. Bu tasimanin kan beyin bariyerinin sadece
beyin tarafinda bulunan ve boylece tek yonlii tasimaya yol agan diisiik molekiil
agirlikl lipoprotein (LDL) iliskili protein-1 (LRP-1) reseptor proteini araciligiyla
gergeklestigi diistiniilmektedir (6).
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Sekil 2.5: TTR tasiyici proteininin kan beyin bariyerinde fonksiyonlari (55)

Plazma transtiretin diizeyi ayn1 zamanda beslenme durumunu degerlendirmek
i¢in de bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir. Malnutrisyonda prognoz gostergesi
olarak TTR diizeyi degerlendirilmektedir. Yetersiz beslenme riskini gostermede
tamamlayici bir belirteg olarak onerilmektedir (56).
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2.3. LRP-1 Reseptor Proteini ve Alzheimer Hastahg icin Onemi

LRP-1 reseptor proteini diisiik molekiil agirlikli lipoprotein (LDL) reseptor
ailesinin bir iiyesidir. LRP-1 ¢ok ydnlii bir reseptdr proteinidir ve pek ¢ok ligandi
baglayabilmektedir. Bu baglanmalar sonucunda pek cok sinyal yolagini aktive
etmektedir (9).
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Sekil 2.6: LRP-1 reseptoriine ligand baglandiginda aktive olan sinyal yolaklari
(57)

LRP-1 proteini iki alt tiniteden olusmaktadir. 515 kDa agirligindaki a zinciri
(LRP-1a) ve 85 kDa agirligindaki B zinciri (LRP-1p) bulunmaktadir (57).

Western blotting yontemiyle LRP-1 proteini ol¢iimlerinde genellikle 85
kDa’luk kii¢iik B alt tinitesinin tayini yapilmaktadir.
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Sekil 2.7: LRP-1 reseptdr proteininin yapisi (58)

LRP-1 reseptoriiniin AP klirensinde gorev aldigi disiiniilmektedir. TTR
tastyict proteini AP’1 santralden perifere tasirken kan beyin bariyerinde bir
reseptor kullanmaktadir. Bu reseptoriin LRP-1 oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica
calisgtlan in vitro kan beyin bariyeri modellerinde bu reseptoriin kan beyin
bariyerinin sadece santral tarafinda bulundugu, kan tarafinda bulunmadigi
gosterilmistir. TTR’nin AB’1 tek yonli tasimasimin bu sayede gerceklestigi
diistiniilmektedir (6).

Ayrica transgenik fareler ile yapilan calismalarda TTR geni igermeyen
farelerde (TTR -/-) LRP-1 ekspresyonunun kontrollere gore disiik oldugu
belirlenmistir. TTR genini ¢ift tarafli iceren transgenik farelerde (TTR +/+) ise
hem beyin LRP-1 ekspresyonunun daha yiiksek oldugu hem de plazma amiloid
yiikiiniin daha az oldugu gosterilmistir. Bu bulgular TTR’nin LRP reseptor
proteininin ekspresyonunu da diizenledigini diisiindiirmektedir (6).

Alzheimer hastaligindan o6lenlerin  sayist giin gectikce artmaktadir.
Arastirmalar pek ¢ok hastaligin tani, tedavi ve onlenmesinde ilerleme kaydetmis
olsa da Alzheimer hastalig1 i¢in ayni seyi sOylemek pek miimkiin degildir. Ciinkii
Alzheimer hastaliginin baglamasina ve daha sonra ilerlemesine yol acan patolojik
stirecler hakkinda heniiz ¢cok az fikir sahibiyiz. Kan beyin bariyeri maddelerin
tasinmasini kontrol ederek beyin homeostazinda ¢ok 6nemli rol oynamaktadir.
Kan beyin bariyerinde bulunan proteinlerin ekspresyonlarini modiile ederek
hastaliklar i¢in yeni tedaviler gelistirilmesi planlanmaktadir. Endositik bir reseptor
olan LRP-1 kan beyin bariyeri endotelyal hiicrelerinde bol miktarda eksprese
edilmektedir. LRP-1’in beyinden perifere AP tasinmasinda rol alan reseptor
oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica pek ¢ok sinyal yolagini aktive edebilmektedir.
Yapilan ¢aligmalar beyin LRP-1 ekspresyonunu artirmanin beyin islevi agisindan
olumlu etki gosterebilecegini vurgulamaktadir (59).

15



2.4. TTR iliskili Kalp Amiloidozu

Transtiretin aym1 zamanda TTR iligkili kalp amiloidozunda kalpte primer
olarak biriken amilodogenik proteindir. Kalp amiloidozunda biriken TTR formu
toksik olan monomer formudur. Alzheimer hastalifinda AB’1 tasiyarak koruyucu
olarak gorev yapan form ise ilk tiretilen stabil form olan tetramer formudur (10).
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Sekil 2.8: TTR’nin monomer ve tetramer formu (60)

Tetramerik TTR’nin AP kiimelenmesinin engellenmesi iizerinde esas role
sahip oldugu tahmin edilmektedir. Tetramerik form, Alzheimer hastaliginda esas
toksik etkiden sorumlu olan AP oligomerlerinin monomerlerden olusumunu
engellemektedir (60). Yapilan bir g¢alismada tim TTR formlarmmin AB’nin
oligomer formuna daha iyi baglandigi gosterilmistir. TTR bu o6zelligi ile
Alzheimer hastaligina esas neden olan AP oligomer formunu etkisiz hale
getirebilecegi icin dnem kazanmaktadir (60).

TTR iliskili kalp amiloidozunun iki formu vardir. Kalitsal form TTR
proteininin genetik mutasyonu sonucu erken yasta goriilmektedir. Bu formda
ailesel amiloid polindropati ve ailesel amiloid kardiyomiyopati goériilmektedir.
Kalitsal olmayan, ileri yasta goriilen formunda (wild-type) ise kalpte mutant
olmayan TTR’nin monomer formu birikmektedir. Bu form o&zellikle 80 yasin
tizerindeki bireylerde goriilmektedir. Bu nedenle eskiden senil sistemik kalp
amiloidozu olarak adlandirilmaktaydi (49).

TTR iliskili amiloidozda da Alzheimer hastaligi gibi kiiratif bir tedavi
bulunmamaktadir. Tedavide endike ilag secenekleri gelistirilmeden Once
hastalikta tek tedavi secenegi olarak TTR’nin en fazla tretildigi yer oldugu i¢in
karaciger transplantasyonu diisiiniiliiyordu. Ancak bu tedavi hem ¢ok zordu hem
de kiiratif degildi. Son yillarda TTR iligkili kalp amiloidozu igin ¢esitli ilag
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tedavileri gelistirilmistir. Bunlardan bir tanesi de Taurin-Doksisiklin kombinasyon

tedavisidir (10).
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Sekil 2.9: TTR proteini iliskili amiloidoz formlari (49)
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Sekil 2.10: TTR iliskili kalp amiloidozunda yillar iginde gelistirilen tedavi

secenekleri (10)
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2.5. Beyin Amiloidozu ile Kalp Amiloidozu Iliskisi

TTR, Alzheimer hastaliginda AP tasiyicist olarak koruyucu o6zelligiyle
diistiniiliirken; TTR iliskili kalp amiloidozunda primer olarak biriken
amiloidogenik proteindir. Ayrica Alzheimer hastalarinda kalp patolojileri
sikligmin arttigin1 belirten ¢aligmalar vardir. Alzheimer hastalarinin cesitli aort
kapak sorunlari, aort yetersizligi ve sol ventrikiil hipertrofisi dahil subklinik kalp
hastaliklar1 olabilmektedir. Ancak Alzheimer hastaliginda kalp hastaliklarindaki
bu goriilme sikligi artiginin sebebi agiklanmamistir (11).

Alzheimer hastalarinda kalpte de amiloidogenik bir birikim olabilir ancak
literatiirde bu biriken proteinin tiirii hakkinda yapilmis c¢ok az calisma
bulunmaktadir. Alzheimer hastaligi modelinin periferik bir organ olan kalpteki
etkisini gormek, iki farkli amiloidoz formu arasindaki iligkiyi arastirmak ig¢in
faydali olacaktir.

32 Alzheimer hastas1 ile yas ve cinsiyet uyumlu 34 saglikli kontrolii
karsilagtiran bir calismada yapisal ve fonksiyonel kalp anomalileri Alzheimer
hastaligi grubunda anlamli olarak daha fazla goriilmistiir. Bu ¢alismada
degerlendirme elektrokardiyografi ve ekokardiyografi ile yapilmistir (11).

TTR iliskili kalp amiloidozunda ise klinik belirtiler kalpte TTR birikiminden
yillar sonra ortaya c¢ikmaktadir. 80 yasin iizerindeki kisilerin otopsisinde kalp
amiloidozu goriilme sikligt %30’dur. Yani TTR kalp amiloidozu tanisi
konulmamis olsa bile 80 yasin iizerindeki kisilerde kalpte TTR birikimi
goriilmektedir (11).

AP 1-40 ve AB 1-42'nin Alzheimer hastalarinin kKalbinde kardiyomiyositlerde
ve intersitisyumda bulundugu gosterilmistir. AB’nin Alzheimer hastalarinda
kardiyak disfonksiyonda rol oynayabilecegi seklinde yeni bir hipotez One
siriilmektedir. Bu hipotezi destekler sekilde kalpte AP formlar1 birikiminin
diyastolik ve miyokardiyal disfonksiyon ile iliskili oldugu diisiinilmektedir (11).

Alzheimer hastaligi sadece beyin ile sinirli bir hastalik degil, sistemik bir
hastaliktir (4,11).

Bu bilgiler 1s18inda Alzheimer hastaligi konusunda ¢ok fazla ¢alisma
bulunmayan periferik bir organ olan kalbi incelemek degerli olacaktir.
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2.6. Taurin Amino Asidi, Alzheimer Hastahigindaki Rolii ve TTR Proteini ile
Mliskisi

Taurin (2-aminoetan siilfonik asit) giiglii anti-oksidan ve anti-apoptotik
ozellikleriyle bilinen baslica beyin ve karacigerde sentezlenen ve beyin
hiicrelerinin proliferasyonunu artirict etki gosteren bir amino asittir (4).

Taurin karacigerde safra asidi konjugasyonunda rol almakta, viicutta oksidan
stresi azaltict etki gostermektedir (61). Antioksidan Ozelliginin yaninda
ozmoregiilatdr, néromodiilatér ve kalsiyumun hiicreye girisini diizenleyici rolii
bulunmaktadir. Alzheimer hastalarinda beyin ve beyin omurilik sivisi taurin
diizeylerinin azaldigi bildirilmektedir. Taurinin = Alzheimer hastaliginda
patogenezden sorumlu tutulan AP’nin agregasyonunun zayif bir inhibitori
olabilecegi one siiriilmektedir (14).

Taurinin kronik uygulanmasinin Alzheimer hastaligi modeli olusturulmus
deney hayvanlarinda hipokampiis bagimli biligsel bozulmayi onemli odlgiide
iyilestirdigi gosterilmistir (4,13,62).

20 hasta ile yapilan bir ¢alismada 12 ay boyunca Doksisiklin ve Tauro Urso
Deoksikolik asit (TUDCA) tedavisi oral olarak uygulandiginda (hastalardan 17’si
kalitsal TTR kalp amiloidozu, 2’si yasa bagli TTR kalp amiloidozu ve 1 hasta da
domino alicist olmak iizere) tedaviyi tamamlayan hastalarda 1 yil boyunca TTR
amiloidozuna bagh kardiyak tutulumun ve ndropatinin ilerlemedigi goriilmiistiir.
Doksisiklin ve . TUDCA kombinasyonunun TTR amiloid birikimini &nledigi
diistiniilmektedir (16).

Yine Doksisiklin ve TUDCA kombinasyonunun TTR iliskili kalp
amiloidozunda 1iyilestirici etkisini gOstermek ic¢in yapilan baska bir ¢alismada
TTR birikiminin 6nlendigi ve bu kombinasyonun fibril bozucu olarak gorev
yaptig1 gosterilmistir. TUDCA’nin 6zellikle TTR’nin prefibriler formu tizerinde
etkili oldugu gozlenmistir. Antioksidan ve antiapopitotik 6zelligi iyi bilinen
taurinin TTR birikimi nedeniyle hasar goren dokularda oksidan strese karsi da
koruma saglayabilecegi diistiniilmektedir (17).
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2.7. Metal Iyonlarimin Alzheimer Hastaligi, TTR Proteini ve Taurin Amino
Asidi ile Tliskisi

Alzheimer hastalarinin  plazma ve idrar metal katyon diizeylerinde
degisiklikler gesitli calismalarda tespit edilmistir (63,64).

Alzheimer hastalarinda AP senil amiloid plaklarinin yiiksek oranda Cu, Fe,
Zn igerdigi gosterilmistir. Wilson hastalarinda ve bakir tasiyici defekti olan
farelerde serum bakir1 yiiksek oldugunda serum amiloid plak ve AP 1-42
diizeylerinin diisiik oldugu goriilmiistiir. Ayrica Alzheimer hastalarinda idrar Cu
atiliminin yiiksek oldugu belirlenmistir (12).

Ek olarak Alzheimer hastalii i¢in onay1 bulunan giliniimiizde kullanilmakta
olan asetilkolin esteraz inhibitorlerinin sadece sinaptik asetilkolin diizeyini
artirmadig1, c¢esitli sistemleri de etkileyebildigi disiiniilmektedir. Etkiledigi
parametrelerden bir tanesi de metal katyon diizeyleridir. Alzheimer hastaligi
tedavisinde kullanilan asetilkolin esteraz inhibitorlerinin 6zellikle bakir ve ¢inko
metabolizmasini degistirdigine dair ¢alismalar bulunmaktadir (64).

Tedavi amaci ile asetilkolin esteraz inhibitorii kullanan Alzheimer
hastalarinda daha 6nce bu tedaviyi almamis hastalara gore yiiksek plazma ¢inko
ve diisik plazma bakir degerleri tespit edilmistir (64). Hayvan modelleri ile
yapilan c¢alismalar asetilkolin esteraz inhibitorlerinin beyin AP plak yiikiini
azaltarak biligsel bozulma iizerinde olumlu etki yaptigini gostermektedir (65).
Muhtemelen aradaki bu iliskide beyin amiloid plaklarinda metal katyon
birikiminin de rolii bulunmaktadir.

Metal katyonlarin Alzheimer hastaligi iizerindeki etkisini TTR araciligiyla
gosterdigi One siiriilen hipotezlerden bir tanesidir. Metal katyonlar transtiretinin
amiloid beta peptidine baglanma afinitesini degistirebilmektedir (63).

Transtiretin bakir, demir, ¢inko, mangan gibi metal katyonlarina maruz
kaldiginda konformasyonel bir degisiklige ugrar. Bu metal iyonlar: transtiretinin
AP’a baglanma afinitesini degistirir. TTR, AP’1 temizleyen bir proteaza doniisiir
ve boylece AP eliminasyonu artmis olur (63).

Taurinin (2-aminoetan siilfonik asit) amino grubunun metal katyonlara
baglanmasi beklenir. Taurin bakir ile orta derecede kararli kompleksler
olusturabilir. Ayni zamanda cinkoya da baglanabilmekte ve Taurin - Cinko
kompleksi olusabilmektedir (66). Giiglii bir antioksidan olan taurin agir metal
zehirlenmesini tedavi etmek i¢in kullanilabilir. Cinko, demir, bakir gibi metallerin
olusturdugu toksisitede taurin iyilestirici etki gosterebilmektedir (18).
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3.1. Gerec¢

3.1.1. Deney Hayvanlari

Bu calismada kullamlan dokular, daha 6nce Gazi Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 16.08.2017 tarih ve 66332047-604.01.02-
E.116581 sayili karar ile alman G.U.ET17.058 etik kurul kod numarali onay
sonrasinda Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama
Merkezinden (GUDAM) temin edilmis ve ayn1 merkezde uygulamalarin yapilmis
oldugu sicanlardan alinmistir. Bu sicanlarin dokular1 kullanilarak ilgili
parametreleri arastirmak {izere planlanan c¢alisma igin Yyeniden etik kurul
bagvurusu yapilmis ve 66332047-604.01.02-E.72419 sayili karar ile 09.07.2020
tarihinde G.U.ET-20.033 kod numarast ile etik onay alinmistir.

Calismada 30 adet Wistar albino cinsi erkek si¢an kullanilmistir. Hayvanlarin
deney siiresinde bakimlart GUDAM tarafindan saglanmustir. Hayvanlar tek tek
kafeslerde tutulmus, ad-libitum pelet yem ve musluk suyu ile beslenmistir. Yeme
ve icmeye erisim standart olarak saglanmistir. 12:12 saatlik aydinlik-karanlik
dongiisii uygulanmistir. Siganlarin bakimi standart laboratuvar kosullar1 altinda
yapilmistir. Stereotaksik cerrahi GUDAM’da gerceklestirilmistir.

3.1.2. Kullanilan Laboratuvar Aletleri ve Cihazlar

Calismada kullanilan Gazi Universitesi Fizyoloji, Tibbi Biyoloji ve
Immiinoloji Arastrma Laboratuvarlarina ait donanimlar Tablo 3.1.1°de
marka/model 6zellikleri ile listelenmistir. Bu ¢izelgede Tibbi Biyoloji Anabilim
Dalina ait kullanilan bir adet cihaz TB seklinde ve Immiinoloji Anabilim Dalina
ait kullanilan bir adet cihaz I seklinde gosterilmistir. Ayrica plazma metal katyon
diizeyleri (Fe, Cu, Zn, Mn) ‘Baran Medikal Limited Sirketi’ tarafindan hizmet
alim1 araciligiyla kendi laboratuvarinda bakilmistir.
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Tablo 3.1.1: Laboratuvar Donanimlari

Alet/Cihaz ad1 Marka/Model
Stereotaksi Cihazi Stoelting, USA
Hamilton Enjektor (700 series. Sul) Hamilton

Cerrahi Malzemeler

Derin Dondurucu (-80°C)

WiseCyro, Simplifed Freezing System

Buzdolab:

Argelik

Sogutmal1 Santrifiij

MPW-350R

Hassas Terazi

SHIMADSU, AX200

Saf Su / DI Cihazi MES, mpMINIpure

pH metre Eutech Instruments, Singapur
Vorteks VELP, Scientifica, Mixer

Doku Homojenizatorii Sonics Vibracell, VCX130FSJ
Spektrofotometre Spektrostar nano microplate reader

Elektroforez ve Blotting Cihaz1

Mini protean system, BIO-RAD,
Hercules, CA, USA

Gili¢ Kaynag

Consort, E835, Electrophoresis Power
Supply

Western Blot Goruintiileme Sistemi

Kodak Gel Logic, 2200 Pro (TB)

Isitic1

Eppendorf, Thermomixer Compact

Isiticilt Manyetik Karistiric

Assistent, TMA 2071

Calkalayic1 (Shaker)

Mini Rocker MR-1, BOECO

Otomatik mikropipetler

Ergo-one Star Lab Single channel
pipetler ve Gilson Multichannel pipet

Otomatik pipet uclari(10, 100, 1000pl)

IsoLab ve Neptune

Falcon tiip (15, 50 ml) Ildam Kimya
Eppendorf Tiipleri (1,5 ve 2 ml) [ldam Kimya
Washer (Yikayici)-Elisa kit i¢in 1))

3.1.3. Kullanilan Kimyasallar, Elisa Kitler ve Antikorlar

Calismada kullanilan kimyasal malzemeler Tablo 3.1.2’de ve Western blot
yontemi i¢in kullanilan LRP-1 antikoru Tablo 3.1.3’te imalatg1 firma, katalog
numaralar1 gibi 6zellikleri ile listelenmistir. Elisa kitler ise 6zellikleri ile Tablo

3.1.4°te belirtilmistir.
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Tablo 3.1.2: Kimyasal Malzemeler

Kimyasal/Malzeme Ad1 Katalog No Imalatc1 Firma

Amiloid beta protein A9810 Sigma-Aldrich, USA

fragmenti 1-42

Taurin TAU303.1 Bioshop Canada Inc.

Lizis Tamponu (RIPA Lysis | Sc-24948 Santa Cruz

Buffer) Biotechnology, TX,
USA

Sigir Serum Albumini 11943.01 SERVA, Germany

(BSA)

PierceTm ECL Western K820-500 Biovision Inc.

Blotting Substrate

Sodyum Dodesil Siilfat 20765.01 SERVA, Germany

Acyramide-Bis Soliisyon 10680.01 SERVA, Germany

%40, 29:1

Fosfat Buffer Salin (PBS) 15S-10-05 SNP Biyoteknoloji

pH:7.4

BLUeye prestained protein | 773302 BioLegend CNS Inc.

standard

Nitroseliilloz membran 10600043 GE Healthcare Life

(0,2um) Sciences, Germany

Amonyum Per Siilfat (APS) | 13376.02 SERVA, Germany

Tetrametil-etilendiamin 35930.02 SERVA, Germany

(TEMED)

Bradford Reagent 39222.03 SERVA, Germany

Sample (Blue Loading) 7722S Cell Signaling

Buffer Technology Inc.

Running Buffer 42529.01 SERVA, Germany

Transfer Buffer 12539S Cell Signaling
Technology Inc.

TBST Buffer 9997S Cell Signaling
Technology Inc.

Tablo 3.1.3: Antikorlar

Antikor MA Katalog No Imalatci Firma

LRP-1 (anti rabbit | 85 kDa 64099S Cell Signaling

monoclonal) Technology Inc.

 Actin (anti rabbit | 45 kDa bsm-54638R Bioss, USA

monoclonal)

Goat anti rabbit - R-05072-500 Advansta

IgG-HRP
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Tablo 3.1.4: Elisa Kitler

Elisa Kit Katalog No Imalatci Firma
TTR (Transtiretin) E0295Ra BT-Lab
AB 1-42 E0093Ra BT-Lab

3.1.4. Calismada Kullanilan Cozeltiler

Western blot yontemi sodyum dodesil siilfat — poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS-PAGE) i¢in gerekli ¢ozeltiler:

Jel dokiimi icin hazirlanan ¢ozeltiler:

SDS %10

1,5 gram SDS 15 ml’ye distile su ile tamamlanir.
APS %10
0,1 gram APS 1 ml’ye distile su ile tamamlanir, taze olarak hazirlanip kullanilir.

1.5 M Tris HCI (pH:8.8)

- MA: 121,14 g/mol

- 36,342 g tris base 150 ml distile su ile ¢oziiliir.
- HCl ile pH ayar1 yapilir.

- Son hacim 200 ml'ye tamamlanir.

Avirma jeli (resolving gel) %10'Tuk (2 jel icin 10 ml)

- 4 mldistile su

- 3,3 ml %40'lik Acrylamide/Bis soliisyonu
- 2,5ml 1,5 M tris (pH 8.8)

- 100 pl %10Tuk SDS

- 100 pl %10Tuk APS

- 6 ul TEMED
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Yiginlama jeli (stacking gel) %4'luk (2 jel icin 5 ml)

3,075 ml distile su
0,67 ml %40'l1ik Acrylamide/Bis soliisyonu
- 1,25ml 1,5 M tris (pH 8.8)
- 50 ul %10'luk SDS
- 25 ul %10'Tuk APS
- 5 ul TEMED

Ponceau staining soliisyon % 0,1

- lg Ponceau red tartilir.

Distile su ile ¢ozdiiriliir.

- 50 ml asetik asit eklenir.

Son hacim 1L'ye distile su ile tamamlanur.

Steril filtreden gegirilir.

%3 BSA
- 0,3 gram BSA 10 ml TBST i¢inde ¢oziiliir.

Membran Bloklama ve Antikorlar icin Tampon Cozelti:

Bloklama islemi icin BSA kullanilmistir. Transfer islemi sonrasinda
membranlar tampon ¢o6zelti iginde %3 BSA ile bloklanmistir. Primer antikolarin
da uygun diliisyonlar1 (LRP-1 i¢in 1:1000, Beta Aktin i¢in 1:650) tampon
¢Ozeltide coOzdiiriilen BSA i¢inde hazirlanmis ve iginde membranlar inkiibe
edilmigtir. LRP-1 ve Beta Aktin primer antikorlari i¢in +4°C’de gece boyu
inkiibasyon uygulanmustir. Sekonder antikor i¢in uygun diliisyon olarak 1:10000
kullanilmistir. Membranlar 3 kez 5’er dakika yikama tamponu ile yikandiktan
sonra oda sicakliginda 2 saat kadar sekonder antikor ile muamele edilmistir.
Sonrasinda 3 kez 5’er dakika yikama tamponu olan TBST ile yikanma sonrasi
membranlar dijital goriintiileme sistemi ile gorlintiilenmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Arastirma Plan1 ve Deney Gruplari

Calismada 28+4 aylik yashi 30 adet Wistar albino cinsi erkek sigan
kullanilmistir. Siganlar her grupta 6 adet olacak sekilde gruplandirilmistir (n=6).
Toplamda 5 grup bulunmaktadir.

Gruplar:
1- Kontrol grubu, sadece stereotaksik cerrahi uygulanan grup

2- Stereotaksik cerrahi uygulanan ve intraserebroventrikiiler olarak 10 mM steril
PBS (pH: 7.4) (SNP Biyoteknoloji 15S-10-05) enjekte edilen grup

3- Stereotaksik cerrahi uygulanan ve isv olarak PBS i¢inde ¢ozdiiriilmiis beta
amiloid 1-42 (Sigma-Aldrich USA), (lateral ventrikiillere, 5’er ul) enjekte edilen

grup

4- 6 hafta icme suyuyla 1000 mg/kg/giin oral taurin (BioShop Canada Inc.) alan
(6n takviye) ve sonrasinda stereotaksik cerrahi ile isv olarak PBS enjekte edilen

grup

5- 6 hafta igme suyuyla 1000 mg/kg/glin oral taurin alan (6n takviye) ve
sonrasinda stereotaksik cerrahi ile isv olarak PBS’de ¢ozdiiriilmiis beta amiloid
(lateral ventrikiillere, 5’er ul) enjekte edilen grup

Calisma grubunu olusturan tiim sicanlar laboratuvar ortaminda, 12 saat
aydinlikta ve 12 saat karanlikta olacak sekilde normal musluk suyu ve standart
sigan yemi ile beslenmistir. Stereotaksik uygulamadan iki hafta sonra sicanlar
ketamin hidrokloriir (90 mg/kg) ve xylazine hidrokloriir (10 mg/kg) anestezisi
altinda intrakardiyak kan alma yontemiyle feda edilerek organlar hizla
cikarilmistir. Doku 6rnekleri ¢alisilana kadar -80°C’de muhataza edilmistir.

3.2.2. Taurin Uygulamasi

Taurin (2-aminoetansiilfonik asit) (BioShop Canada Inc.) igme suyuna
1000mg/kg/giin dozunda eklenerek 6 hafta verilmistir. Taurin uygulamasi 4. ve 5.
gruplara yapilmustir.
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3.2.3. Stereotaksik Uygulama

Siganlara intraperitoneal (ip) 90mg/kg ketamin ve 10 mg/kg xylasin anestezisi
sonrasi stereotaksik cerrahi uygulanmistir. Grup 3 ve 5’e toplam 10 pl (her bir
lateral ventrikiiler 5’er ul olacak sekilde) isv AP 1-42 enjeksiyonu, grup 2 ve 4’
ise ayn1 miktarda PBS enjeksiyonu yapilmistir. Hayvanlar tespit edildikten sonra
Hamilton mikro enjektorii ile isv AP 1-42 enjeksiyonu yapilmstir (Sekil 3.2.1).

Sekil 3.2.1: Stereotaksik cerrahi ile Ap 1-42 enjeksiyonu (4)

3.2.4. Plazma Metal Katyon Diizeyleri Tayini

Plazma demir, bakir, ¢inko, mangan diizeyleri hizmet alim1 araciligiyla Baran
Medikal Ltd. Sti. firmasinin laboratuvarinda bakilmistir. Demir, bakir, ¢inko,
mangan iyonlarinin tayini i¢in Mindray marka BS300 model tam otomatik
biyokimya cihazi kullanilmis ve ICP-MS yontemiyle kolorimetrik olarak 6lgiim
yapilmigtir.

3.2.5. Elisa Kit Caligsmasi

Tablo 3.1.4’te katalog numaralar1 belirtilen BT Lab markali elisa kitler
plazma ve kalp dokusunda transtiretin ve AP 1-42 tayini i¢in ¢alisilmigtir. Hem
plazmada hem de doku homejenatinda ¢alismaya uygun olan bu kitlerin plazma
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orneklerinde ¢alisilmasi sirasinda plazma ornekleri 2 kez santrifiij edilerek olasi
partikiillerin giderilmesi saglanmistir. Kalp dokusu ise once kiigiik parcalara
ayrilmis daha sonra olusan fazla kanin tayin sonucunu etkilememesi i¢in PBS (pH
7.4) ile yikanmistir. Fazla soliisyondan arindirilan dokudan her bir 6rnek i¢in 0,2
gram tartilarak 9 kat (1,8 ml) PBS ile sonikatdr araciligiyla homojenize edilmistir.
Sonikator %50 amplitiide ayarli iken 15 saniye kadar buz i¢ginde homojenizasyon
yapilmigtir.

Homojenizatlar kuru buz iizerinde 15 dakika inkiibe edildikten sonra +4°C’de
3000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Supernatanlar temiz ependorflara
alimarak soguk ortama kaldirilmistir. Uygun sicakliklarda muhafaza edilen kit
soliisyonlarindan biri olan standart soliisyonu, yine kit bileseni olan standart
seyreltici soliisyon ile seyreltilerek Ol¢limiin standartlar1 hazirlanmistir. Standart
konsantrasyonlar1 plazma ve kalp TTR i¢in 64, 32, 16, 8, 4 ng/ml olacak sekilde
hazirlanmistir. Plazma ve kalp AP 1-42 tayini i¢in ise 1200, 600, 300, 150, 75
pg/ml standart konsantrasyonlar1 hazirlanmistir.

Kit igeriginde bulunan 6nceden antikor emdirilmis olan plate kuyucuklarina
oncelikle standartlar ve ornekler yiiklenmistir. Sonrasinda biyotinlenmis antikor
sadece ornek kuyucuklarina eklenmistir. Sonrasinda enzim igeren Streptavidin
HRP soliisyonu blank hari¢ tiim kuyucuklara eklenmistir. Bu asamadan sonra
plate tizeri kapatilarak 60 dakika 37°C’de inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda
kuyucuklar kit bileseni olan yikama tamponu ile otomatik yikama cihazi
araciligiyla 5 kez yikanmistir. Kuyucuklardaki fazla sivi alindiktan sonra her
kuyucuga kit bileseni olan substrat A soliisyonu ve hemen ardindan substrat B
soliisyonu eklenmigtir. Substrat B sollisyonu 1518a duyarli oldugu igin 151k
almamasina Ozen gosterilmis ve plate yiiklemesi yapildiktan sonra iizeri
aliminyum folyo ile kapatilarak 151k almasi engellenmistir. Bu asamada da 10
dakika karanlikta 37°C’de inkiibasyon yapilmistir. Inkiibasyon sonrasi kit bileseni
olan asidik durdurucu soliisyon her kuyucuga eklenerek mavi rengin hizla sari
renge doniistigii gézlemlenmistir. Vakit kaybedilmeden spektrofotometrede 450
nm’de okutulmustur.

Ayn1 marka olan TTR ve AP 1-42 kitleri i¢in Onerilen aynmi protokol
uygulanmistir.

3.2.6. Western Blot Yontemi / SDS-PAGE

Western blot yontemi dokudaki spesifik bir proteini analiz etmemizi saglayan
bir molekiiler biyoloji teknigidir. Bu yontem araciligiyla dokuda bulunan bir

proteinin varlig, bliyiikliigii, konsantrasyonu arastirilabilir (67).
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Calismamizda LRP-1 reseptor proteini total beyin dokusunda western blot
yontemi araciligiyla ol¢lilmiistiir. Yiikleme kontrolii olarak B-aktin kullanilmistir.

Proteinlerin ekspresyonlar1  goriintiilleme sonrast elde edilen bantlar
aracilifiyla imagej programi kullanilarak degerlendirilmistir. Aranan proteinin

ozelliklerine bagli olarak bu yontemin asamalar farklilik gosterebilmektedir.

Orneklerin hazirlanmasi:

Total beyin LRP-1 proteini tayini i¢in;

- Beyin dokusundan 20 mg kuru buz iizerinde tartildi.

- Ornekler iizerine 300 pl lizis tamponu (RIPA Lysis Buffer System, Santa
Cruz Biotechnology, TX, USA pH 7,4) eklendi. Bu tampon 1 ml'de 10 ul
200 mM phenylmethanesulfonyl floride, 10 pl 100 mM sodium
orthovanadate ve 10 pl proteaz inhibitor kokteyli icerecek sekilde
hazirlanmustr.

- Sonikatdr araciligiyla (Sonics vibracell, %50 amplitiid, 15-20 sn) beyin
dokusu homojenize edildi.

- Homojenizatlar kuru buz tizerinde 15 dakika kadar inkiibe edildikten sonra
+4°C'de 10 dk santrifiij islemi gerceklestirildi.

- Temiz ependorf tiiplere alinan siipernatanlar aliquotlanarak hizla — 80°C'e

kaldirildi.

Bradford metodu (Total protein diizeylerinin 6lcimii):

Total protein diizeylerinin 6l¢iimii i¢cin Bradford metodu kullanilmistir (68).
Bradford tarafindan gelistirilen bu yontem organik boyalarin, proteinlerin asidik
ve bazik gruplanyla etkileserek renk olusturmasi esasina dayanir. Coomassie
brillant mavisi G-250 boyast kuvvetli bir asitte ¢oziindligli zaman,
protonlanmadan dolay1 kirmizi-kahverengi arasi bir renge doniisiir. Art1 yiiklii bir
proteine baglandiginda ise renk maviye doniisiir. Yontem bu boyanin farkli
konsantrasyonlardaki protein ¢dOzeltilerinde farklt siddette mavi renk
olusturmasindan yararlanilarak gelistirilmistir. 595 nm'de maksimum absorbans

Olciiliir. Protein standardi olarak sigir serum albumini (BSA) kullanilmistir. BSA
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ile elde edilen konsantrasyon absorbans egrisi, orneklerdeki protein miktarini

belirlemek i¢in kullanilmaktadir.

Bradford metodu ile protein tayini:

2 mg BSA (SERVA, Germany 11943.01) tartildi ve 1 ml PBS (SNP
Biyoteknoloji 155-10-05) (pH:7,4) icinde ¢oziildii. 2 mg/ml'lik stok BSA
elde edildi.

Stok BSA'nin uygun diliisyonlar1 hazirlanarak 8 adet standart olusturuldu..
Bradford metodunda kullanilan protein standartlarinin konsantrasyonlari:
1,5 mg/ml, 1 mg/ml, 0,75 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,375 mg/ml, 0,25 mg/ml,
0,125 mg/ml ve 0,05 mg/ml olarak hazirlandu.

Mikroplaka kuyucuklarina iicer tekrarli olmak iizere blank (PBS),
standartlar ve Orneklerden 10 pl yiikleme yapildi. Total beyin dokusu
ornekleri PBS ile 20 kat diliie edilmistir.

Blank, standartlar ve 6rnekler lizerine 200 pl hazir Bradford Reagent (1:5
diliie edildi) (SERVA, Germany, 39222.03) eklendi.

15 dk oda sicakliginda inkiibasyon sonrasi spektrofotometrede 595 nm'de
absorbans degerleri okutuldu.

Standartlarin  konsantrasyon-absorbans egrisi olusturuldu. Bu lineer
egrinin denklemi (ycons=aXabstb) Orneklerdeki protein miktarinin (mg/ml)
hesaplanmasinda kullanildi. Ornekler 20 kat diliie edildigi igin elde edilen
sonug diliisyon katsayisi olan 20 ile ¢arpildi.

SDS-PAGE jel dokiimii:

SDS-PAGE i¢in 10 ml %10'luk ayirma jeli (resolving gel) ve 5 ml %4'lik
yiginlama jeli (stacking gel) daha 6nce verilen oranlarda dokiildii.

Jel dokiim islemi i¢in BIO-RAD, Mini protean system (Hercules, CA,
USA), jel dokme standlari, camlari, taraklar1 ve diger aparatlar1 kullanildi.
%10 ve %4'lik jeller, calismamizda kullandigimiz proteinlerin molekiiler

agirliklar: (Tablo 3.1.3) gz Oniine alinarak tercih edildi.
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Jel dokiim isleminde APS ve TEMED en son eklendi ve eklendikten sonra
hizlica temiz cam plakalarin arasina dokiildii.

Ayirma jelinin polimerize olmast 30 dakika beklendikten sonra ayirma
jelinin lizerine yiginlama jeli i¢in hazirlanan c¢ozelti (2,5 ml kadar)
dokiildii.

Yiikleme kuyucuklarinin olugmasi igin tarak (10 kuyulu) yerlestirildi.

Jelin polimerizasyonu i¢in 30 dk beklendi.

Yiikleme cozeltisinin hazirlanmasi ve jele yiklenmesi:

7 wl hazirlanan stok ornek tamponu (Blue Loading Buffer 3X, Cell
Signaling Technology Inc. 77228S, 3X) 3 ul 6rnek, 11 pl distile su (6rnek
hacmi distile su ile 21 pl'e tamamlanir) olacak sekilde son hacmi 21 pl
yiikleme ¢ozeltisi hazirlandi.

Her bir 6rnek icin 20 pg protein yiiklemesi yapabilmek icin yiikleme
cozeltisinin icerigi; hacim = 20 / protein konsantrasyonu formiilii ile
hesaplandi (6rnegin; 3 =20/ 6,66).

Bu hesaplama teknigi ile her bir 6rnek i¢in ylikleme ¢dzeltisi hazirlandi.
Yiikleme ¢ozeltileri protein denatlirasyonu i¢in 95 °C'de 5 dk kaynatildi
(Eppendorf, Thermomixer Compact). Soguyan yiikleme ¢ozeltileri (21 pl)
jel kuyularma yiiklendi.

Her jelin ilk kuyusuna molekiiler agirliklarin belirlenmesinde referans olan
protein standardindan (BLUeye prestained protein standard, BioLegend
CNS Inc. 773302) 4 pul yiikleme yapild1 (Sekil 3.2.2).
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el
Sekil 3.2.2: Western blot deneyi jele yiikleme islemi

Jel elektroforezi:

- Elektroforez tanki (BIO-RAD, Mini protean system, Hercules, CA, USA)

yeterli miktarda yliriitme tamponu (Running Buffer, SERVA, Germany
42529.01) (pH:8,3) ile dolduruldu.

- Gii¢ kaynag1 (Consort E835, Electrophoresis Power Supply) sabit 100 V
ve 2 saat siireye ayarlandi.

- Elektroforez islemi ile proteinlerin jelde molekiiler agirliklarina gore

ayrigsmasi saglandi (Sekil 3.2.3).

Sekil 3.2.3: Western blot deneyi jel elektroforezi islemi
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Proteinlerin membrana transferi:

Jelde molekiiler agirliklarina gore ayrisan proteinlerin nitroselliilloz
membrana transferi i¢in 1slak transfer modiilii (BIO-RAD, Mini protean
system, Hercules, CA, USA) kullanildi.

Transfer modiiliine yerlestirilecek kasetin aparatlari, siingerler ve filtre
kagitlar1 hazir transfer tamponu (Cell Signaling Technology Inc. 12539S )
icinde 1slatild1.

0,2 um’lik Nitroselliloz membran (10600043, GE Healthcare Life
Sciences, Germany) 5 dk kadar distile su i¢inde bekletildi.

Elektroforez islemi tamamlaninca cam plakalar distile sudan gegcirildi.
Cam plakalar ayiric1 aparat ile acildi ve jel dikkatlice ¢ikarilip transfer
tamponu i¢ine alindi.

Transfer kasedi, art1 kutuptan eksi kutba dogru sirasiyla; siinger, filtre
kagidi, membran, jel, filtre kagidi, siinger olacak sekilde hazirlandiktan
sonra kasetler transfer modiiliine yerlestirildi.

Tank uygun miktarda transfer tamponu ile dolduruldu.

Gii¢ kaynagi sabit 250 mA ve 2 saat siireye ayarlandi.

Transfer islemi ile jelden membrana proteinlerin transferi saglandi (Sekil

3.2.4).

Sekil 3.2.4: Western blot deneyi jelden membrana transfer islemi

Membranin Boyanmast:

Membran boyanmasinda total protein Oziitinde mevcut olan tiim

proteinlerin isaretlenmesi i¢in kullanilan anyonik boyalardan biri olan
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Ponceau red boyasi kullanilmistir. Bu boya ile proteinler geri doniisiimlii

olarak boyanir.

Membran, % 0,1'ik Ponceau staining soliisyonu ile 5 dk calkalandiginda

ylizeyde pembe-kirmizi renkte protein bantlar1 gozlenmistir (Sekil 3.2.5).

Membran aranan proteinin molekiil agirhigmma baglh olarak uygun
boyutlarda kesildi.
Boyanin membrandan uzaklagsmasi i¢in yikama tamponu (TBST, Cell

Signaling Technology Inc. 9997S) kullanild:.

Membran yikama tamponu ile 3 kez, S'er dk yikandi ve bdylece boyanin

membrandan uzaklagmasi saglandi.

- »

.,

Sekil 3.2.5: Western blot deneyi transfer kontrolii i¢cin membranin ponceau red

boyasi ile boyanmasi

Bloklama ve antikor viikleme:

Hedef protein icin membranlar {zerindeki non-spesifik baglanma
bolgelerinin engellenmesi i¢cin membranlar, %3'liik BSA ile hazirlanan
bloklama tamponu i¢ine alind1 ve oda sicakliginda 2 saat ¢alkalayici (Mini
Rocker MR-1, BOECO) iizerinde inkiibe edildi.

Bloklama isleminden sonra membranlar yikama tamponu ile 3 kez, 5'er dk

yikandi.

Hedef proteinler icin se¢ilen primer antikorlarin (LRP-1, B-aktin) uygun
diltisyonlar1 (1:1000 ve 1:650) % 3'liik BSA ile hazirlandi. Membranlar
primer antikorlar ile +4 °C'de calkalayici iizerinde gece boyunca inkiibe

edildi.
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Primer antikorlarla inkiibasyon isleminden sonra membranlar yikama

tamponu (TBST) ile 3 kez, 5'er dk yikandu.

Sekonder antikor HRP (horseradish peroxidase)-konjuge, % 3'likk BSA ile
hazirlanan antikor tamponuyla uygun oranda diliie edildi (1:10000) ve

membranlar oda sicakliginda, 2 saat boyunca sekonder antikor ile inkiibe

edildi.

Sekonder antikorlarla inkiibasyon igsleminden sonra membranlar yikama

tamponu ile 3 kez, 5'er dk yikandi.

Gorintuleme ve analiz:

Hedef protein bantlarinin goriiniir hale getirilmesi i¢in kemiliiminesans kit
(PierceTM ECL Western Blotting Substrate, Biovision Inc. K820-500)
kullanildi. Kit icinde bulunan iki tampon ¢ozelti 1:1 oraninda karistirilarak
hazirlandi.

Membran yiizeyi bu karigim ile kaplandi ve kisa siireli inkiibe edildi.
Karanlik odada hizlica goriintiileme sistemi (Kodak Gel Logic, 2200 Pro)
kullanilarak hedef protein bantlar1 goriintiilendi.

Bant yogunluklarinin hesaplanmasinda Image J (Windows version of NIH
image) programi kullanildi.

Hedef proteinlerin bant yogunluklar1 yiikleme kontrolii olarak segilen [-

aktine oranlanarak hesaplandi.

3.2.7. Istatistiksel Analiz

Verilerin analizi i¢in Kruskal Wallis testi ve sonrasinda post-hoc Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi kullanilmis, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Plazma Metal Katyon (Fe, Cu, Zn, Mn) Diizeyleri

Plazma demir diizeyleri AP 1-42 grubunda azalmis olmakla beraber bu
azalma istatistiksel olarak anlamli farklihga erismemistir (p>0.05). Isv Ap 1-42
uygulamasi plazma demir diizeyini diisiirmiis, taurin 6n takviyesi ise bu diisiisii
bir miktar normal diizeye getirmis gibi gériinmektedir (Sekil 4.1.1).

Plazma Fe

50

40

30
—
“u
=

20

10

0

Kontrol Sham AP 1-42 Taurin Taurin+AB 1-42

Sekil 4.1.1: Plazma demir diizeyleri

Plazma bakir diizeyleri AP 1-42 grubunda kontrol ve sham gruplarina goére
anlamli olarak (p<0.05) daha diisiik saptanmistir (Sekil 4.1.2).

AP 1-42 enjeksiyonu deney hayvanlarinda plazma bakirimi azaltic1 etki
gostermistir. Taurin uygulamast ise bu azalmayr bir miktar normal diizeye
getirmis olsa da Taurin + AP 1-42 grubundaki plazma bakir diizeyi ile AB 1-42
grubunun plazma bakir diizeyi arasinda istatistiksel olarak fark saptanmamaistir
(p>0.05). Deneysel Alzheimer hastaligi modelinde plazma bakir diizeyinin
degismis olmasi metal katyonlar ile Alzheimer hastalig1 gelisimi arasinda bir iligki
oldugunu dogrular niteliktedir.
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Sekil 4.1.2: Plazma bakir diizeyleri
* p<0.05

Plazma ¢inko diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel fark
bulunmamaistir (p>0.05) (Sekil 4.1.3).

Plazma Zn
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Sekil 4.1.3: Plazma ¢inko diizeyleri

Plazma mangan diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel fark
bulunmamustir (p>0.05) (Sekil 4.1.4).
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Plazma Mn
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Sekil 4.1.4: Plazma mangan diizeyleri

4.2. Plazma Ap 1-42 ve TTR Diizeyleri

Plazma AP 1-42 diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark
saptanmamustir (p>0.05) (Sekil 4.1.5).

Plazma AP 1-42
300

200
s
o
100
0

Kontrol Sham AP 1-42

Taurin Taurin+Ap 1-42

Sekil 4.1.5: Plazma AP 1-42 diizeyleri

Plazma TTR diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark saptanmamigtir
(p>0.05) (Sekil 4.1.6).
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Sekil 4.1.6: Plazma TTR diizeyleri

Tablo 4.1: Gruplarin plazma bulgulari

PLAZMA
Kontrol | Sham AB1-42 Taurin | Taurin+tAp1-42

Demir ug/L 40.02+3.72 39+2.28 27.20+4.55 32.30+1.32 31.81+1.79

Bakir ug/dL 11.66+2.10 10.89+0.82 6.39+1.43 #& | 8.75+1.51 8+2.68

Cinko ug/dL 43.57+3.62 49.33+£3.51 49+2.61 53.83+4.40 53+2.82

Mangan ug/L 2.47+0.92 2.72+0.31 2.62+0.52 2.45+0.74 2.73+0.40

AB1-42 pg/mL 230.58+6.13 162.88+5.41 | 217.294+6.63 204.06+3.23 | 222.28+5.53

TTR ng/mL 34.33+£2.33 33.15+2.53 35.53+£5.19 32.89+2.07 31.90+4.40

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
# Kontrol grubuna gore anlamli farki ifade etmektedir (p<0.05).
& Sham grubuna goére anlamli fark: ifade etmektedir (p<0.05).

4.3. Kalp Ap 1-42 ve TTR Diizeyleri

Kalp AB 1-42 diizeyleri; Ap 1-42 grubunda ve Taurin + Ap 1-42 grubunda
kontrol grubuna gore anlamli olarak daha disiik bulunmustur (p<0.05). (Sekil
4.1.7)

Periferik bir organ olan kalpte AP 1-42 diizeyi Alzheimer hastalii modeli
olusturulan grupta daha diisiik tespit edilmistir. Alzheimer hastaligit modelinde
amiloid birikiminin merkezi dokularda yogunlasmasi nedeniyle Ap 1-42
diizeyinin kalpte azalmasi olasidir. Isv A 1-42 enjeksiyonu yapilan Taurin + AB
1-42 grubunda da bu azalmanin goriilmesi bu diisiinceyi desteklemektedir.
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Sekil 4.1.7: Kalp dokusu AP 1-42 diizeyleri
* p<0.05

Kalp TTR diizeyleri; AP 1-42 grubunda kontrol ve taurin grubuna goére
anlamli olarak daha diisiik bulunmustur (p<0.05). Kalp dokusunda TTR diizeyi
AP 1-42 enjeksiyonu ile Alzheimer hastaligi modeli olusturulan grupta daha
diisiik tespit edilmistir (Sekil 4.1.8).

AB 1-42’nin tasinmasma aracilik eden TTR’nin Alzheimer hastalig
modelinde kullaniminin artmasiyla kalp dokusunda diizeyi azalmis gibi
goriinmektedir.
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Sekil 4.1.8: Kalp dokusu TTR diizeyleri

*p<0.05

Tablo 4.2: Gruplarin kalp dokusu bulgulari

*
I I

Taurin+Ap 1-42

KALP
Kontrol | Sham APB1-42 Taurin | Taurin+Ap1-42
ABI_42 pg/mL 123.09+6.31 | 101.70+5.01 | 93.40+3.32 # | 117.89+4.05 | 84.47+1.34 #
TTR ng/mL 7.224+0.95 6.50+0.72 5.95+0.76 Ha| 7.74+£0.91 7.40+1.32

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

# Kontrol grubuna gore anlamli farki ifade etmektedir (p<0.05).

A Taurin grubuna gore anlaml farks ifade etmektedir (p<0.05).
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4.4. Beyin LRP-1 Diizeyleri

Western blot analizi ile elde edilen sonuglara gore total beyin dokusunda
LRP-1 diizeyi AP 1-42 grubunda kontrol, sham ve Taurin + AB 1-42 grubuna gore
anlamli olarak daha diisiik bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.1.9).

AP 1-42 grubundaki LRP-1 diizeyleri, literatiirdeki LRP-1 diizey dusiikligi
ile Alzheimer hastaligi iligkisini dogrular niteliktedir. Taurin + AB 1-42 grubunda
AP 1-42 grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek LRP-1 diizeyleri olmasi, taurin
on takviyesinin olumlu etkisini gostermektedir. Taurin, Alzheimer hastalig1
modelinde LRP-1 diizeylerini artiric1 etki gostermistir.

Kontrol Sham  AB1-42 Taurin T-+AR1-42

LRP-1 - - — —

B-aktin —— — ——

% Beyin LRP-1 *
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Kontrol Sham AP 1-42 Taurin Taurin+Ap 1-42

Sekil 4.1.9: Western blot yontemiyle elde edilen total beyin LRP-1 diizeyleri

Bant yogunluklari yiikleme kontrolii olan -aktine oranlanarak (LRP-1/ B-aktin)
standardize edilmistir.

*p<0.05
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Tablo 4.3: Gruplarin total beyin dokusu bulgulari

BEYIN
Kontrol | Sham AP1-42 Taurin | Taurin+tAp1-42
LRP-1/ p-aktin | 138.03x6.60 | 141.82£4.02 | 40.10+1.79 79.97+1.42 | 100.14+3.49
#& A

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

# Kontrol grubuna gore anlamli farki ifade etmektedir (p<0.05).

& Sham grubuna goére anlamli fark: ifade etmektedir (p<0.05).

A Taurin + AB 1-42 grubuna gore anlamh farki ifade etmektedir (p<0.05).




5. TARTISMA

Giliniimiizde en biiyiik saglik problemlerinden biri olan Alzheimer
hastaliginda halen tani, tedavi ve korunmada kesin kriterler ortaya konamamustir.
Literatiirde yer alan bircok ¢alisma bu kriterleri belirlemeye yoneliktir. Ozellikle
tan1 asamasinda invaziv olmayan yontemlerle Olglilebilecek kan bazli bir
biyobelirte¢ belirlenmesi konusunda gittik¢e artan sayida calisma yapilmaktadir.
Alzheimer hastalarinda ve deneysel Alzheimer hastalifi modellerinde plazma
metal katyon diizeyleri, plazma AP 1-42 diizeyleri ve plazma TTR diizeyleri olasi
biyobelirtecler olarak degerlendirilmektedir (53,69,70).

Bu calismamizda isv AP 1-42 enjeksiyonu ile siganlarda olusturdugumuz
deneysel Alzheimer hastaligi modelinde plazma metal katyon (demir, bakir,
¢inko, mangan) diizeyleri ile plazma TTR ve plazma AP 1-42 diizeylerini
belirlemek ve bu parametreler tizerinde 6 hafta siireyle ve 1000 mg/kg/giin dozda
uyguladigimiz taurin 6n takviyesinin etkilerini aragtirmak amaglanmustir.

Caligmamizda plazma diizeylerinin yani sira, kalp dokusunda da TTR ve AB
1-42 diizeyi tayinleri ile Alzheimer hastalig1 modelinde bu biyobelirteglerin kalpte
de degisip degismedigi ve taurin uygulamasinin bu diizeyler iizerinde bir etkisinin
olup olmadigi belirlenmek istenmistir.

Son olarak da Alzheimer hastaliginda beyinden perifere TTR aracili AB 1-42
tasinmasinda rolii oldugu bilinen LRP-1 protein diizeylerinin total beyin
dokusunda tayini ile taurin 6n takviyesinin bu protein diizeyleri iizerinde etkisi
hakkinda da fikir sahibi olmak istenmistir.

Alzheimer hastalarinda plazma ve idrar metal katyon diizeylerinde kontrol
gruplarina gore degisiklikler oldugu saptanmistir (12). 336 saglikli kontrol, 385
Alzheimer hastasit ve 9 Wilson hastasi ile yapilan bir calismada plazma bakir
diizeyi Alzheimer hastalarinda Wilson hastalarina benzer sekilde daha yiiksek
bulunmustur. Bu bulgu Alzheimer hastaliginda bakir homeostazinda bozulmanin
gostergesi olarak yorumlanmustir. Ayni calismada 24 saatlik idrar Ol¢timiinde
saglikli kontroller ile karsilastirildiginda Alzheimer hastalarinda idrar bakir atilimi
daha fazla bulunmustur (12).

Literatiirde Alzheimer hastalarinda plazma bakir diizeyleri yani sira ¢inko ve
demir diizeylerinde degisiklikler tespit eden ¢alismalar da bulunmaktadir (69,71).
50 Alzheimer hastasi ve 50 saglikli kontrol ile yapilan bir ¢alismada plazma
demir, bakir ve ¢inko seviyeleri Alzheimer hastalarinda anlamli olarak daha diisiik
bulunmustur. Metal iyonlardaki bu diizey degisikliklerinin Alzheimer hastaliginda
enzimatik siiregleri etkileyebilecegi vurgulanmistir (69). Bu c¢alismada ayrica
metal katyonlarin kofaktor olarak rol aldigi antioksidan enzimler olan superoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz ve katalaz diizeyleri de oOlgiilmiis ve
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Alzheimer hastalarinda daha diisiik bulunmustur. Antioksidan siireclerde rol alan
enzimlerin yapisina katilan metal katyon seviyelerinin Alzheimer hastaliginda
azalabilecegi belirtilmektedir (69).

Oksidatif stresin 6n planda oldugu Alzheimer hastaliginda taurin antioksidan
etkisiyle iyilestirici etkiler gostermektedir (62). Taurinin kronik uygulanmasinin
Alzheimer hastalifi modeli olusturulmus deney hayvanlarinda hipokampiis
bagimli biligsel bozulmayr O6nemli Olclide iyilestirdigi gdosterilmistir (62).
Boliimiimiizde daha 6nce yapilan bir ¢alismada isv AP 1-42 enjeksiyonu ile
Alzheimer hastaligt modeli olusturulan sicanlarda uzaysal Ogrenmenin ve
hafizanin bozuldugu morris su tanki testi ile gdsterilmistir. Ayrica bu ¢alismada
AP 1-42 enjekte edilen grupta korteks ve hipokampus Malondialdehit (MDA)
seviyeleri yiiksek bulunurken korteks Katalaz ve hipokampus Glutatyon (GSH)
seviyeleri diisiik bulunmustur. Taurin grubunda ise GSH anlamli olarak daha
yliksek tespit edilmistir. Taurin antioksidan kapasiteyi artirict etki gostermistir (4).

Metal katyonlar ile Alzheimer hastaligi iligkisi henliz tam olarak
bilinmemekle beraber literatiirdeki bazi ¢alismalarda AP klirensinde gorev aldig
diistiniilen TTR’nin etkinliginin metal katyonlarin  varliginda degistigi
gosterilmistir. TTR in-vitro ortamda bu metal katyonlara maruz birakildiginda
AP’a baglanma afinitesi artmakta, hatta AB’1 perifere tasimanin yaninda onu
temizleyebilen bir proteaz gorevi yapmaktadir (63).

Alzheimer hastaliginda senil plaklarin yiiksek oranda bakir, demir ve ¢inko
icerdigi ve bu iyonlarin AP birikimini tetikleyebilecegi belirtilmektedir (63). Bu
bilgiler 1s181nda calismamizda deneysel Alzheimer hastaligi modelinde plazma
metal katyon (demir, bakir, ¢inko, mangan) diizeyleri l¢tilmiistiir.

Calismamizda plazma demir, ¢cinko ve mangan diizeylerinde gruplar arasinda
herhangi bir anlamli degisiklik saptanmamustir (p>0.05). Bulgularimizda plazma
demirinin deneysel Alzheimer hastaligit modeli olusturulan grupta daha diisiik
oldugu dikkat ¢ekmektedir. Ancak bu diizey diisiikliigii istatistiksel anlamliliga
erismemistir (p>0.05).

Plazma c¢inko disiikliigiiniin enfeksiyon, kanser veya inflamasyon
durumlarinda olabilecegi ve Alzheimer hastaliginda da inflamasyon ve oksidatif
stres artis1 nedeniyle plazma c¢inko diizeyinin diisiikk beklendigi belirtilmektedir
(71).

Literatiirde Alzheimer hastaligi olan insanlarda veya Alzheimer hastaligi
modeli olusturulan deney hayvanlarinda plazma ¢inko diizeylerinde (72,73),
plazma demir diizeylerinde (72) ve plazma mangan diizeylerinde (72) anlamli
degisiklik saptanmayan ¢esitli caligmalar bulunmaktadir. 26 Alzheimer hastasi ve
28 saglikli kontrol ile yapilan bir ¢alismada hem beyin omurilik sivisi hem de
plazma ¢inko, demir ve mangan diizeyleri 6l¢lilmiistiir. Plazma ¢inko, demir ve
mangan diizeyleri Alzheimer hastalarinda anlamli farklilik géstermemistir (72).
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Bir ¢alismada hafif-orta klinige sahip 18 Alzheimer hastasi, 19 hafif biligsel
bozuklugu olan hasta ve 16 kontrol arasinda plazma ¢inko diizeyleri
karsilagtirilmistir. Ancak bu gruplar arasinda plazma ¢inko diizeyleri agisindan
anlaml1 bir fark saptanmamustir (73).

Plazma metal katyon diizeylerinde anlamli fark tespit edilen ve edilmeyen
calismalarda farkli sonuglarin nedeni olarak oncelikle bu iyonlarin Alzheimer
hastaligindaki roliiniin tam olarak anlasilamamis olmas1 vurgulanmaktadir
(73,74).

Beyin ve plazma metal katyon seviyeleri ile Alzheimer hastaligi gelisimi
arasinda bir baglanti olduguna dair kanitlar olsa da muhtemelen ilgili yolaklarin
karmagikligindan dolay1 epidemiyolojik iligki kesin olarak ortaya konulamamustir.
Metallerin norodejenerasyonu etkiledigi mekanizmalar olmasina ragmen bugiine
kadar yapilan calismalarin ¢ogu AP ve metal iyonlar1 arasindaki etkilesime
odaklanmistir. Muhtemelen Alzheimer hastaligi ile metal iyonlar arasinda ortak
enzimatik siiregler nedeniyle bir etkilenim s6z konusudur. Ancak heniiz molekiiler
temeller agikliga kavusturulamamistir (74).

Plazma metal katyon diizeylerinde degisiklik bulunmasi baz1 lokal faktorlere
bagh gibi goriinmektedir. Ozellikle hastalarin plazma metal iyon diizeyi
Olciildiigiinde Alzheimer hastaligi siddetinin ve baslangicindan itibaren gegen
zamanin énemli olmasi olasidir.

Literatiirde plazma demir, ¢inko ve mangan diizeylerinde anlaml1 fark tespit
etmeyen c¢alismalar oldugu gibi Alzheimer hastalarinda bu metallerin plazma
diizeylerinde anlamli fark tespit eden g¢alismalar da bulunmaktadir (69,71,75).
Metal iyon fonksiyon bozuklugunun bu iyonlarin kan beyin bariyerinden geg¢isini
bozacag belirtilmektedir. Sonug olarak beyinde birikerek hasara neden olan metal
iyonlarin Alzheimer hastalig1 gelisiminde ve ilerlemesinde etkili olabilecegi
vurgulanmaktadir (75).

Metal katyonlar ile Alzheimer hastaliginin iligkisinin anlagilmasini zorlagtiran
faktorlerden biri de hi¢ siiphesiz Alzheimer hastaligi gelisimine yol agan
yolaklarin heniiz tam olarak aydinlatilamamis olmasidir. Ancak literatiirdeki
calismalar Alzheimer hastaligi ile metal iyonlar arasinda kesin bir iliskinin
oldugunu gostermektedir. Alzheimer hastalarinin beynindeki metal iyonlarin
yanlis lokalizasyonu, hastaligin gelisiminde metallerin fazlaligi veya
eksikliginden daha 6nemli bir rol oynuyor gibi goriinmektedir (74). Merkezi sinir
sistemindeki amiloid plaklarda metal iyonlarin birikiminin gosterilmesi de bu
iligkiy1 dogrular niteliktedir.

Metal iyon homeostazinin diizeltilerek Alzheimer hastaliginin tedavisinin
gerceklestirilebilmesi veya plazma ve idrar metal iyon degisiklikleri ile Alzheimer
hastaliginin erken tanisinin konulabilmesi gelecekteki hedefler arasindadir.
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Calismamizda AP 1-42 enjeksiyonu ile olusturulan Alzheimer hastaligi
modeli grubunda plazma bakir diizeyleri kontrol ve sham gruplarina gére anlaml
olarak diisiik tespit edilmistir (p<0.05). Ap 1-42 enjeksiyonu deney hayvanlarinda
plazma bakirini azaltici etki gostermistir. Taurin tedavisi ise bu azalmay1 bir
miktar normal diizeye getirmis olsa da Taurin + AP 1-42 grubundaki plazma bakir
diizeyi ile AP 1-42 grubundaki plazma bakir diizeyi arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmamustir (p>0.05).

Son yillarda metal diizey degisiklikleri ile Alzheimer hastalig1 iliskisi
yakindan takip edilmektedir. Plazma diizeylerinin olas1 bir biyobelirte¢ olarak
kullanilma ihtimali olmasi1 bu ¢alismalara hiz kazandirmstir.

Literatiirde plazma bakirini Olgen calismalardaki sonuglar Alzheimer
hastalarindaki Ol¢limler ve deneysel Alzheimer hastalifi modeli olusturulan
hayvanlardaki oOlgiimler seklindedir. Literatiirde genel olarak Alzheimer
hastalarinda plazma bakir diizeyi analizlerinde kontrol grubuna goére daha yiiksek
degerler elde edilmistir (76,77). 50 Alzheimer hastasi, 24 vaskiiler demans hastasi
ve 30 saglikli kontrol ile yapilan bir ¢alismada plazma bakir diizeyleri Alzheimer
hastalarinda ve vaskiiler demans grubunda anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur (76). Oksidatif stresin periferal belirteci olarak kullanilabilen plazma
bakirint Alzheimer hastaliginda yiiksek bulan bir calisma, bakir toksisitesinin A3
kiimelenmesine katkida bulundugunu belirtmektedir (76). 79 Alzheimer hastasi ve
76 saglikli kontrol ile yapilan bagka bir ¢alismada plazma bakir1 Alzheimer
hastaligi grubunda yiiksek bulunmustur. Bu c¢alismada Alzheimer hastaliginin
karakteristigi olan senil plaklarda ve norofibriler yumaklarda bakir birikimi
vurgulanmakta ve bakirin oksidatif siire¢lerdeki rolii belirtilmektedir (77). Bu
metallerle ilgili en 6nemli olan konu dengedir ve dengenin iki yone de bozulmasi
hastaliklar ile iligkili gibi gériinmektedir.

Literatiirde plazma bakirin1 Alzheimer hastalarinda diigiik bulan bir ¢alismada
ise SOD gibi antioksidan enzimlerin yapisina katilan bakirin diizeyinin
diisebilecegi vurgulanmistir (69).

Alzheimer hastalarindaki ¢aligmalar goéz oniine alindiginda plazma bakiri
biligsel bozulma arttik¢a yiikselme egilimi gosterirken, demir ve ¢inko hastaligin
ilerlemesiyle diisme egilimi gosterir. Arastirmalara gore Alzheimer hastaligindaki
metal iyon dengesizlikleri esas olarak metallerin degismis dengesi ve bunlarin kan
beyin bariyerinden gecisi ile beyne alinmasi, sonrasinda da beyinde oksidatif
siregler ve glikoz metabolizmasinda bozukluklara yol agmasiyla iligkili gibi
goriinmektedir (75).

Demir, bakir, ¢inko, mangan gibi metaller, hafif biligsel bozukluktan
Alzheimer hastaligina kadarki siirecte ve Alzheimer hastaliginin ilerleme siirecleri
boyunca ndrodejenerasyonun ilerlemesi ile diizeylerinde degisiklikler gosterirler.
Norodejenerasyon siirecindeki bu diizey degisikliklerinin biligsel bozukluklar ile
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iligkili olabilecegi diistinilmistir (75). Bu nedenle plazma metal katyon
diizeylerinin deneysel modellerde Alzheimer hastaliginin gelisimi ve siddetine
gore belirli zaman araliklarinda 6l¢iimiinlin yapilabilecegi ¢alismalara ihtiyag
vardir.

Demir, bakir, ¢inko ve mangan, diger bircok eser element gibi kan beyin
bariyerini rahatlikla gegebilmektedir. Metaller bu gecis esnasinda genel olarak
cesitli reseptorleri ve tastyicilart kullanmaktadir  ancak bazilarinin  gegis
mekanizmalari heniiz netlesmemistir. Metal iyonlarinin kan-beyin bariyerini gegis
ozellikleri (78-80) Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi gibi nérodejeneratif
stireglerde siklikla arastirilmaktadir (80).

Glinlimiizde Alzheimer hastaligi tedavisi i¢in onayr bulunan asetilkolin
esteraz inhibitdrlerinin ¢esitli yolaklar1 etkiledigi gosterilmistir. Bunlardan bir
tanesi de metal katyon diizeyleridir. Bu ilaglar bakir ve ¢inko metabolizmasini
degistirebilmektedir. Tedavi amact ile asetilkolin esteraz inhibitorii kullanan
Alzheimer hastalarinda daha 6nce bu tedaviyi almamis hastalara gore yiiksek
plazma ¢inko ve diisiik plazma bakir degerleri tespit edilmistir. Ayn1 zamanda
asetilkolin esteraz inhibitdrlerinin beyin amiloid plak yiikiinii azaltabilecegine dair
calismalar vardir. Beyin amiloid plaklarimin da metal iyonlarint igerdigi
bilinmektedir (64,65). Bu nedenle asetilkolin esteraz inhibitorleri ile metal iyon
diizey degisiklikleri iliskili goriinmektedir.

Transgenik fare modeli ile yapilan bir arastirmada beyin amiloid plaklarinin
bakir igerdigi ve bakirin bu plaklarda birikerek plazmada azalabilecegi hipotezi ile
Alzheimer hastali1 transgenik fare modelinde ve kontrol grubunda beyin ve
plazma bakir diizeyleri Sl¢iilmistiir. Sonuglar istatistiksel anlamliliga erismemis
olsa bile 3,6,9 ve 12. aylarda yapilan olglimlerde plazma bakir diizeyi kontrol
grubuna gore diisme egilimi gostermistir (81). Ayrica bu c¢alismada fare plazma
bakir izotopu ile insan plazma bakir izotopu arasinda farklilik olabilecegi ve
parametrelerin insana bakir izotopu benzerligi agisindan gelisimsel olarak daha
yakin olan deney hayvanlarinda tekrarlanmasinin faydali olacagi belirtilmistir
(81). AP plaklarinin olusumunun beyinde serbest bakir iiretimini artirdigi ve bu
nedenle oksidatif hasar1 indiikledigi bilinmektedir. Beyin amiloid plaklarindaki
bakir artiginin plak dis1 beyin dokusunda bakirin azalmasina neden olabilecegi
savunulmaktadir (81,82).

Ayrica bakir, superoksit dismutaz gibi antioksidan savunma mekanizmasina
katilmaktadir. Alzheimer hastalarinin beyninde artan oksidatif stres etkisiyle
kullanilan antioksidan mekanizmalar ile de beyin bakiriin tikendigi
savunulmaktadir (82).

Calismamizda AP 1-42 enjeksiyonu ile Alzheimer hastaligi modeli
olusturulan sicanlarda beyin amiloid plak olusumunun indiiklendigini ve bu

49



plaklarda bakir birikmesi nedeniyle plazma bakirinin diisiik tespit edildigini
diistinmekteyiz.

Taurin 6n takviyesi Alzheimer hastaligi deney modeli grubunda plazma bakir
diizeyindeki azalmay1 bir miktar artirsa da Taurin + AP 1-42 grubunun plazma
bakir diizeyi ile AP 1-42 grubunun plazma bakir diizeyi arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmamistir (p>0.05). Taurin uygulanan gruplarin plazma
bakir diizeyinin kontrol grubuyla benzer olmasi, taurinin plazma bakir iyon
dengesizligi konusunda olumlu etki yapabilecegini diistindiirmektedir.

Plazma AP 1-42 diizeyi de Alzheimer hastalig1 icin olasi bir biyobelirte¢
olarak degerlendirilmektedir. Erken tani konulmasi i¢in saptanmasi kolay bir
biyobelirte¢ bulunmasi, hastalarin daha iyi klinik seyirde oldugu erken evrelerde
yakalanmasini1 saglayabilecektir. Plazma bazli biyobelirteclerin avantaji ise
biyopsi ya da lomber ponksiyon gibi invaziv islemler gerektirmeden tani olanagi
saglamasidir. Alzheimer hastalifi gelisiminde en kabul goéren yaklasim olan
amiloid kaskad hipotezi dogrultusunda BOS AB 1-42 diizeyi, BOS Ap 1-42 /
toplam tau orani ve ayrica BOS tau proteini diizeyi 6lgiimleri Alzheimer hastaligi
tanis1 koymak amaciyla denenmektedir. Bu biyobelirtecler i¢in hem 6rnek alimi
goreceli olarak zor olmakta hem de tek bir parametre icin yeterli ozgiillik ve
duyarlilik  saglanamamaktadir. Bu parametrelerden birkaginin  birlikte

kullaninminin  yeterli 6zgillik ve duyarlilik diizeyine erisebilecegi ifade
edilmektedir (83).

Alzheimer hastalig1 biyobelirteci olarak plazma AP 1-42 diizeyi ve plazma
AP 1-42 / AP 1-40 orami yine Ol¢iilen parametreler arasindadir. Bu bilgiler
15181nda ¢alismamizda plazma AP 1-42 diizeyi dl¢lilmistiir. Calismamizda plazma
AP 1-42 diizeyi gruplar arasinda anlaml farkliliga erismemistir (p>0.05).

Literatiirde bu konuda yapilan bazi ¢alismalarda plazma AB 1-42 diizeyinin
Alzheimer hastalarinda arttig1 gosterilmistir (70,84). Diger bir grup ¢alismada ise
Alzheimer hastalarinda ve Alzheimer hastaligi modeli deney grubunda plazma AP
1-42 diizeyi agisindan herhangi bir degisiklik bulunmamustir (85,86). Literatiirde
bazi caligmalarda plazma AP 1-42 diizeyinin ve plazma AP 1-42 / Ap 1-40
oraninin beyin AP yiikii ve BOS A 1-42 diizeyi ile korele oldugu bulunmustur.
Ayrica plazma AP 1-42 dizeyinin ICP-MS Kkiitle spektrometrisi ile
degerlendirilmesinin daha dogru sonuglar verebilecegi vurgulanmaktadir (70).
Bazi caligmalarda Alzheimer hastalarinda BOS AB 1-42 diizeylerinde artis tespit
edilmig, ancak bunun plazma AP 1-42 diizeyi ile korelasyon gostermedigi
vurgulanmistir (85,86).

Alzheimer hastaligi bulunmayan saglikli yaslilarda da plazma Ap 1-42
diizeyinin yas ile arttig1 tespit edilmistir (87).

Ayrica ilging bir sekilde bazi ¢alismalarda diistik plazma AP 1-42 diizeyinin
Alzheimer hastaligi gelisimi igin bir risk faktorii oldugu tespit edilmistir (88). Bir
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calismada da saglikli yash insanlarda diisiik plazma AP 1-42 diizeyinin hafif
biligsel bozukluk ve Alzheimer hastaligi i¢in risk faktorii olabilecegi
vurgulanmigtir (88). Bu konudaki ilk diisiincelerde Alzheimer hastalarinda plazma
ve BOS AP 1-42 diizeylerinin yiiksek olmasi beklenmistir. Ancak diisiik plazma
ve BOS AP 1-42 diizeyinin Alzheimer hastalig1 i¢in risk faktorii oldugunu belirten
caligmalarda beyinde meydana gelen AP formlarmin kiimelenmesinin BOS ve
plazmada AP 1-42 seviyelerini diislirdiigli 6ne siiriilmektedir (88).

Literatiirde Alzheimer hastaliginda plazma AP 1-42 seviyeleri degisimi i¢in
farkli sonuglar bulan ¢caligmalar bulunmaktadir. Plazma AP 1-42 diizeyini saglikli
yaslilarda, Alzheimer hastalig1 gelisiminden Once, hafif bilissel bozukluk
evresinde ve erken-orta-ge¢ Alzheimer hastalig1 evrelerinde inceleyebilecek daha
kapsamli ¢caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Plazma TTR seviyelerinin ileri yas ile diismeye basladigi bilinmektedir (52).
Literatiirdeki ¢alismalarda bilissel bozuklugu olan Alzheimer hastalarinda plazma
TTR seviyelerinin kontrollerden anlamli olarak daha diisiik oldugu gdsterilmistir
(7). Alzheimer hastaligindaki TTR diizeylerindeki degisiklik ilk olarak BOS
orneklerinde ¢alisilmistir. Alzheimer hastalarinda BOS TTR diizeyleri kontrollere
gore anlamli olarak daha diisik bulunmustur (8). Alzheimer hastaliginda TTR
tastyict proteininin BOS ve plazma diizeylerinin degisiklik gostermesi bu
parametrenin erken tani konulmasimi saglayabilecek bir biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecegi diigiincesini akla getirmistir.

TTR, AB’nin merkezi sinir sisteminden tek yonlii ¢ikisina aracilik etmektedir.
TTR’nin Alzheimer hastalif1 icin 6nemi sadece AP tasiyicisi olmasi degildir.
Bunun yam sira hizhi ilerleyen ve yavas ilerleyen Alzheimer hastali§i ayrimi
yapabilecek prognostik bir belirteg olarak da diisiintilmesidir. Plazma ve BOS
TTR diizeyleri ne kadar diisiik ise Alzheimer hastaliginin da o kadar siddetli
oldugu belirtilmektedir (53).

Bu bilgiler 1s18inda ¢alismamizda isv A 1-42 enjeksiyonu ile Alzheimer
hastaligi modeli olusturulan yasli sicanlarda plazma TTR diizeylerini Olgerek
literatlire katki saglamak amaclanmistir. Ancak gruplar arasinda plazma TTR
diizeyleri arasinda anlamli fark bulunmamstir (p>0.05).

Literatiirdeki bir grup calismada da Alzheimer hastalarinda kontrollere gore
TTR seviyelerinde anlamli fark saptanmamistir. 59 Alzheimer hastasi ve bunlarin
sagliklt kontrolleri ile yapilan bir ¢calismada Alzheimer hastaligi grubunda beyin
omurilik sivis1 TTR diizeylerinde anlamli farklilik bulunmazken ilging bir sekilde
asetilkolin esteraz inhibitorii tedavisi alan Alzheimer hastalarinda almayanlara
kiyasla BOS TTR diizeylerinin anlaml olarak daha diisiik oldugu tespit edilmistir
(89). Asetilkolin esteraz inhibitorleri daha 6nce de belirtildigi tizere g¢esitli
yolaklart etkileyebilmektedir. Metal katyon metabolizmasini degistirebilecegi gibi
bu iyonlarla iliskili oldugu diistiniilen TTR diizeylerini de etkilemektedir.
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Literatiirde Alzheimer hastalifinda TTR diizeyleri konusunda farkli sonuglar
bulan ¢alismalar bulunmaktadir.

Caligmamizda iSv AP 1-42 uygulamasinin ardindan 2 hafta sonra anestezi
altinda kan ve doku alimi gergeklestirilmistir. Plazma TTR diizeylerinde gruplar
arasinda anlamli fark saptanmamasimin nedeni iki hafta sonra yapilan tek bir
Ol¢iim ile bu siirecteki degisikliklerin tespit edilememis olmasi olabilir.

Hayvanlarin feda edilip kan ve dokularinin alindigi dénem plazma TTR gibi
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecek parametrelerin heniiz degisiklik gdstermedigi
bir kompanzasyon donemi olabilir veya parametrelerin degisip daha sonra
dengelendigi bir donem yasanmis olabilir. Bu nedenle belirli araliklarla
hayvanlardan kan alinarak plazma TTR diizeylerinin degerlendirilebilecegi bir
model ile degerlendirmek uygun olacaktir. Ayrica TTR diizeylerinin BOS’ta da
bakilarak degerlendirilmesi bulgularin yorumlanmasi acgisindan fikir verici
olacaktir.

Alzheimer hastaliinda daha c¢ok merkezi sinir sistemi hasarlarina
yogunlasilmaktadir. Ancak periferik organ tutulumlart da goriilmektedir.
Alzheimer hastalarinda normal kontrollere goére kalp patolojilerinin sikliginin
arttig1 bildirilmistir. Kalp yetmezligi, koroner arter hastaligi, atriyal fibrilasyon ve
vaskiilopati gibi kalp hastaliklarinin Alzheimer hastaligr ile iliskili oldugu
savunulmaktadir. Ayrica periferik organlarin da Alzheimer hastaligindan
etkilendigi ve Alzheimer hastalarinin otopsilerinde bu organlarda da amiloid
birikiminin gézlendigi vurgulanmaktadir (90).

Kalp yetmezligi ile Alzheimer hastaliginin ortak genetik patern olarak Apo E
polimorfizmi gosterdigi belirtilmektedir. Kalp hastaliklari ile Alzheimer hastaligi
iliskisi ile ilgili olarak 6ne siiriilen bir hipotez, ozellikle kalp yetmezliginde
serebral  perfiizyonun bozulmast ile Alzheimer hastaligi  gelisiminin
indiiklenmesidir (91). Literatiirdeki ¢alismalarda beyin kan akiminin bozulmasina
neden olarak kalp hastaliklarinin Alzheimer hastaligi icin bir risk faktori
olabilecegi ve ayni zamanda Alzheimer hastalarinin otopsilerinde kalp A
birikiminin gosterilmesiyle Alzheimer hastaliginin da kalp hastaliklar1 igin bir risk
faktorii olabilecegi vurgulanmaktadir (90,91).

Biz de bu nedenle ¢alismamizda isv AP 1-42 enjeksiyonu ile Alzheimer
hastalig1 modeli olusturulan yash siganlarda kalp dokusunda AP 1-42 diizeylerine
bakarak amiloid birikimi olup olmadigini gérmek istedik.

Kalp AP 1-42 diizeyleri; Alzheimer hastaligi modeli grubunda ve Taurin +
AP 1-42 grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak daha diisiik bulunmustur

(p<0.05).
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Periferik bir organ olan kalpte AP 1-42 diizeyi Alzheimer hastaligi modeli
olusturulan grupta daha diisiik tespit edilmistir. Alzheimer hastaligi modelinde A
1-42 birikimi temel olarak merkezi dokularda gergeklesiyor gibi goriinmektedir.

Alzheimer hastalarinda siire¢ ile iligskili olarak kalp AP 1-42 birikimi
gorlilmekle birlikte Alzheimer hastaligt modeli olusturulan deney hayvanlarinda
bu konuda yapilmis bir caligmaya rastlanmamistir. Bizim c¢alismamizda kalp
dokusunda AP 1-42 diizeyleri; Alzheimer hastaligi modeli grubunda ve Taurin +
AP 1-42 grubunda kontrol grubuna gdre anlamli olarak daha diisiik bulunmustur
(p<0.05). Alzheimer hastaligi modeli olusturmak i¢in isv olarak enjekte edilen AP
1-42 muhtemelen beyinde amiloid plak olusumunu baslatmistir. Bu plak olusumu
sirasinda santral AP 1-42 yiikii artarken periferik dokularda azalmis gibi
goriinmektedir.

Beyinde AP amiloid plaklarda yogun olarak birikmektedir (92). Plak disi
beyin dokusunda oldugu gibi periferde de baslangicta diisik AP 1-42 diizeyleri
beklenebilmektedir. Plazma AP 1-42 diizeyleri tartisthirken belirtildigi gibi
Alzheimer hastalarinda yiiksek plazma AP 1-42 diizeyi beklenirken bazi
calismalarda diisik bulunmustur. Periferik AB 1-42 diizeylerinin Alzheimer
hastalarindaki diisiikligii beyinde amiloid plaklarda yogun olarak AP birikimiyle
aciklanmaktadir (88). Benzer bir mekanizma ile Alzheimer hastaligi modeli
olusturulmus deney hayvanlarinda kalp AP 1-42 diizeyinin kontrol grubuna gore
bu nedenle diisiik saptandigini diisiinmekteyiz.

Kalp AP 1-42 diizeyleri; AR 1-42 grubunun yani sira Taurin + Ap 1-42
grubunda da kontrol grubuna gore anlamli olarak daha diisiikk bulunmustur
(p<0.05). Taurin + AP 1-42 grubuna da isv AP 1-42 enjeksiyonu yapildigi i¢in bu
grupta da beyin amiloid plak olusumunun tetiklenmesiyle periferik AP 1-42
diizeyinin diisiik tespit edildigini diistinmekteyiz. Taurin 6n takviyesi uygulanan
grupta ise kalp AP 1-42 diizeyleri kontrol grubuyla benzer ¢ikmistir. Taurin 6n
takviye grubunda beyinde amiloid plak birikimini tetikleyici bir faktdr olmadig:
icin kontrol grubu ile benzer kalp AP 1-42 diizeylerine sahip gibi goriinmektedir.

Bu bilgiler 151ginda kalp AP 1-42 diizeylerinin Alzheimer hastaligi deney
modeli olusturulmus hayvanlarda belirli araliklarla Ol¢lilmesini saglayabilecek
birka¢ basamaktan olusan bir deney modeli olusturulmasi uygun olacaktir.
Ozellikle heniiz preklinik evrede ve sonrasinda erken-orta-ge¢ Alzheimer hastalig
evrelerinde periferik Ap 1-42 diizey 6l¢iimii daha saglikli sonug verecektir.

TTR, Alzheimer hastalig1 i¢in 6nleyici bir protein olarak diisiiniiliirken aym
zamanda TTR iligkili kalp amiloidozunda kalpte primer olarak biriken
amilodogenik proteindir. Bu iki hastalikta etkili olan TTR formu farklidir.
Alzheimer hastaliginda koruyucu rolii ile 6n plana ¢ikan TTR formu tetramer
formdur. Kalp amiloidozunda amiloidogenik protein olarak biriken form ise
monomer formdur (10).
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TTR iligkili amiloidozda da Alzheimer hastaligi gibi kiiratif bir tedavi
bulunmamaktadir. Ayrica TTR iliskili kalp amiloidozu da Alzheimer hastalig1 da
ileri yas ile siklig1 artan hastaliklardir (10).

Bu nedenler ile biz de ¢alismamizda isv AP 1-42 enjeksiyonu ile Alzheimer
hastaligi modeli olusturdugumuz yash si¢canlarda TTR nin kalp dokusunda birikip
birikmedigini gormek ve taurin 6n takviyesinin kalp TTR diizeylerine etkisini
incelemek istedik.

Literatiirde taurin uygulamasinin kalp amiloidozuna etkilerini inceleyen kisith
sayida caligma bulunmaktadir.

20 hasta ile yapilan bir ¢aligmada 12 ay boyunca Doksisiklin ve TUDCA
(Tauro Urso Deoksikolik asit) tedavisi oral olarak uygulandiginda (hastalardan
17’si kalitsal ATTR, 2’si yasa bagli ATTR ve 1 hasta da domino alicis1 olmak
izere) tedaviyi tamamlayan hastalarda 1 yil boyunca TTR amiloidozuna baglh
kardiyak tutulumun ve noropatinin ilerlemedigi goriilmistiir. Doksisiklin ve
TUDCA kombinasyonunun TTR amiloid birikimini Onledigi diisiiniilmektedir
(16).

Yine Doksisiklin ve TUDCA kombinasyonunun ATTR’deki iyilestirici
etkisini gostermek i¢in yapilan baska bir ¢calismada TTR birikiminin 6nlendigi ve
bu kombinasyonun fibril bozucu olarak gorev yaptig1 gosterilmistir. TUDCA’ nin
ozellikle TTR’nin prefibriler formu iizerinde etkili oldugu gdzlenmistir.
Antioksidan ve antiapoptotik 6zelligi iyi bilinen taurinin TTR birikimi nedeniyle
hasar goren dokularda oksidan strese karsi da koruma saglayabilecegi
diistiniilmektedir (17).

Caligmamizda kalp dokusu TTR diizeyleri; AB 1-42 grubunda kontrol ve
taurin gruplarina gére anlamli olarak daha diisiik bulunmustur (p<0.05).

Literatiirde ¢esitli calismalarda Alzheimer hastalarinda ve Alzheimer hastaligi
deney modelinde BOS ve plazma TTR diizeylerinde diisiikliik tespit edilmistir
(7,8,53). Alzheimer hastaliginin TTR diizeylerini disiiriicii etkisi, hastaligin
koroid pleksus yapisini bozmasiyla TTR {iretiminin azalmasi ve amiloid birikimi
sirasinda  TTR  diizeylerinin tiikenmesi olarak agiklanmaktadir (93,94).
Literatiirdeki c¢esitli ¢alismalarda TTR’nin Alzheimer hastalifi iizerindeki esas
etkisinin AP’ ’nin karacigerde yikilmak iizere merkezi sinir sisteminden taginmasi
oldugu vurgulanmaktadir (6,49).

Biz de bu bilgiler 1s1ginda isv AP 1-42 enjeksiyonu ile beyin amiloid plak
olusumu indiiklenen siganlarda AP 1-42°nin tasinmasina aracilik eden TTR’nin
kullaniminin arttifin1 ve bu nedenle kalp dokusunda diizeylerinin azaldigini
diisiinmekteyiz. Literatiirde Alzheimer hastaliginda ve Alzheimer hastaligi deney
modelinde BOS ve plazma TTR diizey distkligi gosterilmistir (7,8). Biz de
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periferik bir organ olan kalpte Alzheimer hastaligi modelinin etkisiyle TTR
diizeyinin azaldigini bu ¢alisma ile gostermis bulunmaktayiz.

Taurin grubunda AP 1-42 grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek kalp TTR
diizeyi tespit edilmesi taurin grubunda TTR’nin tiikenmesine yol acacak AP
yiikiiniin az olmasindan kaynaklaniyor gibi goriinmektedir.

Etkileri genellikle merkezi sinir sistemi {izerinde arastirilan Alzheimer
hastaligi multisistemik bir hastaliktir ve periferik organlart da etkilemektedir.
Alzheimer hastaliginin periferik etkileri ile ilgili, 6zellikle de kalp tutulumundaki
mekanizmanin agikliga kavusturulmas: konusunda daha ¢ok ¢alismaya gereksinim
duyulmaktadir.

Alzheimer hastalig1 gelisiminde norotoksin olan beta amiloidin birikimi temel
faktordiir. Bu yolakta AB’nin homeostazi, iiretimi ve beyinden ¢ikarilmasi olmak
izere li¢ dnemli basamak bulunmaktadir. AR nin kan beyin bariyeri aracilig ile
beyinden ¢ikarilmasinda LRP-1  reseptér proteininin  gorev  aldig
diistiniilmektedir. Endoteliyal hiicre ylizey reseptorii olan LRP-1 farkli biyolojik
siireclerde pek cok yolagi aktive etmektedir. Bu siireglerden bazilari; hiicre sinyali
yolaklar1, lizozomal enzimlerin aktivasyonu, lipoprotein metabolizmasi ve hiicre
dis1 ligandlar araciligiyla bakteriyel toksinlerin ve/veya viriislerin endositozudur.
LRP-1, beyin hiicrelerinde yliksek oranda eksprese edilir. Kan beyin bariyerinden
LRP-1 aracili AP ¢ikist goriilmektedir. LRP-1 ayn1 APP gibi sekretaz enzimleri
araciligryla boliinebilir. LRP-1’deki sekretaz enzimleri aracili bu islemenin AR
tasimasini etkileyebilecegi diistiniilmektedir (59).

Literatiirde ¢esitli ¢alismalarda Alzheimer hastalarinda LRP-1’in oksitlenerek
islevini kaybettigi gosterilmistir (95). Cesitli ¢alismalarda da saglikli yaglilarda ve
Alzheimer hastalarinda total beyin dokusunda ve beyin kapillerlerinde LRP-1
diizeyinin azaldigi gosterilmistir (95-98). Literatiirde ¢ogu ¢alismada Alzheimer
hastaliginda LRP-1 seviyelerinin azaldig1 gosterilmigsse de ilging bir sekilde
arttigin1  gosteren c¢alismalar da bulunmaktadir (99). Literatiirde Alzheimer
hastaliginin hayvan modellerinde LRP-1 protein miktarinin azaldigr cesitli
calismalarda gosterilmistir (95,96,100).

Bu nedenler ile ¢alismamizda beyin dokusu LRP-1 diizeylerine bakilmistir.
Western blot analizi ile elde edilen sonuglara gore total beyin dokusunda LRP-1
protein diizeyi AP 1-42 grubunda kontrol, sham ve Taurin + Ap 1-42 gruplarina
gore anlamli olarak daha diisiik bulunmustur (p<0.05).

Calisgmamizda AP 1-42 grubundaki LRP-1 diizeylerinin distkligd,
literatiirdeki LRP-1 miktar azligi ile Alzheimer hastalig1 iliskisini dogrular
niteliktedir. Taurin takviyesi ise Alzheimer hastaligt modeline goére LRP-1
miktarin1 Taurin + Ap 1-42 grubunda anlamli olarak artirmistir. Taurinin Af’nin
beyinden uzaklastirilmasinda rol alan reseptér olan LRP-1’1 artirmast Alzheimer
hastalig1 iizerindeki olumlu etkilerini aciklayici mekanizmalardan biri olarak
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diistiniilebilir. Literatiirde Alzheimer hastaliginda taurin amino asidi ile LRP-1
diizeyi iliskisini inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle de
calismamiz Ozgiin bir deger tagimaktadir. Taurin amino asidinin ortamda hasar
yapict herhangi bir ajan bulunmadigi durumlarda profilaktik olarak
uygulanmasimin olumsuz etkileri olabilecegi de ayrica vurgulanmaktadir (101,
102). Taurin grubunda kontrol grubuna goére azalmis olarak goriinen LRP-1
seviyeleri de buna kamit olarak gdsterilebilir. Burada taurin 6n takviyesinin
dozunun ve uygulama siiresinin de ¢ok Onemli oldugunu belirtmek gerekir.
Taurinin yiiksek dozlarda uzun siire uygulanmasinin pro-oksidan 6zellik
gosterebilecegi belirtilmektedir (103).

Alzheimer hastaliginda LRP-1 seviyelerinde daha biiylik bir grup calismada
azalma bulunurken diger bir grup caligmada artis bulunmasi diger pek c¢ok
parametre gibi numune alma zamanindaki Alzheimer hastaliginin evresine bagh
gibi gorliinmektedir. Alzheimer hastaliginin gelisim evresine, lokal ve zamansal
faktorlere bagli olarak sonuclarin farklilik géstermis olmasi olasidir.

Tim bu bulgular LRP-1’in Alzheimer hastalifinda AB’nin TTR aracili
beyinden uzaklastirilmasinda rol aldigin1 dogrular niteliktedir. Bu tasinimdaki
mekanizmalarin daha ayrintili anlasilabilmesi i¢in ilgili konuda caligmalarin
artmasi gerekmektedir.

Ayrica bu bilgiler dogrultusunda Alzheimer hastalarinda kan beyin bariyeri
LRP-1 diizeyini artirmak bir tedavi hedefi olarak karsimiza g¢ikmaktadir (59).
Boylece miktar1 artan LRP-1’in AP birikimine karsi koyabilecegi ve biligsel
diisiisti engelleyebilecegi diistiniilmektedir (59).

Sonug olarak ¢alismamizda Alzheimer hastaligi i¢in olast biyobelirtegler olan
plazma metal katyon (demir, bakir, ¢inko, mangan) diizeyleri, plazma TTR
diizeyleri, plazma AP 1-42 diizeyleri tayin edilmistir. Ozellikle plazma bakir
diizeyinin  Alzheimer hastaligt modelinde diisiik bulunmasi Alzheimer
hastaliginda bakir metabolizmasinda bozukluk oldugunu desteklemektedir. Kalp
dokusu TTR ve AP 1-42 tayinleri ile Alzheimer hastaliginin kalp tizerindeki
etkileri arastirilarak multisistemik olan bu hastaligin periferik etkileri goriilmeye
calisiimigtir. Kalpte TTR diizeyi farklilig: ilgingtir ve Alzheimer hastaliginda A
birikimi sirasinda TTR’nin tastyict protein olarak kullanimi  hipotezini
desteklemektedir. Kalp AP 1-42 diizeylerinin periferik diisiikliigi hem
literatiirdeki bir grup caligma ile benzerlik gostermekte hem de Alzheimer
hastaliginda AP 1-42 birikiminin deney modelimizde santral olarak gergeklestigini
desteklemektedir. Son parametre olarak total beyin dokusu LRP-1 reseptor tayini
ile literatiir bulgularinin biiyiik kismina benzer olarak Alzheimer hastalifi deney
modelinde digiik LRP-1 diizeyleri tespit edilmistir. Bu da Alzheimer hastaliginda
LRP-1’in AB’nin TTR aracili beyinden uzaklastirilmasina aracilik ettigi hipotezini
destekler niteliktedir.
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Taurin amino asidi ise kalp TTR diizeyini korumakta, kalp AP 1-42 diizeyini
diistirmekte ve beyin LRP-1 diizeyini artirmaktadir. Ayrica plazma bakir
dengesizligini de bir miktar normal diizeye getirmistir. Taurinin biligsel bozulma
iizerindeki ve oksidatif stres {izerindeki olumlu etkilerinin yani sira bu etkilerinin
de Alzheimer hastalig1 iizerindeki olumlu etkilerinden oldugu diisiiniilebilir.
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6. SONUCLAR

Calismamizda elde ettigimiz bulgulardan ¢ikardigimiz sonuglar:

Plazma bakir diizeyinin Alzheimer hastaligi modelinde diisiik bulunmasi
Alzheimer hastalifinda bakir metabolizmasinda bozukluk oldugunu
desteklemektedir. Bu bulgumuz Alzheimer hastalarinda metal katyon
diizeylerinde dengesizlik olabilecegi sonucuna varmamiza neden olmustur.
Plazma metal katyon diizeyleri Ozellikle de bakir diizeyi Alzheimer
hastaligi icin bir biyobelirte¢ olarak kullanim potansiyeline sahiptir ancak
bir standardizasyon gereklidir. Bakilacak bakirin serbest halinin, bagh
halinin, bizim 6l¢tiigiimiiz gibi total formunun, farkli izotoplarinin hatta
seruloplazmin ile oranlarimin kullanildigi cesitli calismalar vardir. Bu
nedenle Alzheimer hastalig1 i¢in bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilmesi
icin standardize edilmesi gerekmektedir.

Plazma TTR ac¢isindan gruplar arasinda anlamli fark bulunmamasinin
stereotaksik uygulamadan 2 hafta sonraki tek bir Ol¢im ile diizey
degisikliklerini saptayamamis olmamizdan kaynaklandigini
diisinmekteyiz. Bu nedenle farkli Alzheimer hastaligt donemlerinde
plazma TTR diizeylerinin olgiilebilecegi basamakli bir modelin uygun
olabilecegi ve bu durumda anlamli sonuglar bulunabilecegi kanaatindeyiz.
Plazma AP 1-42’nin Alzheimer hastalig1 i¢in biyobelirteg olarak kullanimi1
giiven vermemektedir. Ancak belirli yas araliklarinda belirli referans
degerler belirlenip standardize edilerek kullanomi veya diger
biyobelirtegler ile birlikte kullanim1 6nerilebilir.

Calismamizda periferik bir organ olan kalpte AP 1-42 diizeyinin
Alzheimer hastaligit modeli olusturulan gruplarda daha diisiik tespit
edilmesi AP 1-42 birikiminin merkezi sinir sisteminde yogunlastigini
diistindiirmektedir. Beyin amiloid plak olusumu sirasinda merkezi Ap 1-42
yiikii artarken periferik dokularda azalmis gibi goriinmektedir.

TTR, Alzheimer hastalif1 icin Onleyici bir protein olarak diisiiniiliirken
ayn1 zamanda monomer formuyla TTR iliskili kalp amiloidozunda kalpte
primer olarak biriken amilodogenik proteindir. Kalp TTR diizeylerinin
azalmasi, Alzheimer hastaligi modelinde koroid pleksus yapisinin
bozulmasiyla TTR {iretiminin azaldig1 ve artan amiloid yiikiin taginmasi
esnasinda  TTR  diizeylerinde  tilkenme  yasandigi  hipotezini
desteklemektedir.
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Total beyin LRP-1 reseptor diizeylerinin azalmasi ise AP tiirevlerinin
beyinden perifere tasinirken bu reseptdriin gorev aldigi hipotezini
desteklemektedir. Bu bulgu Alzheimer hastaligi mekanizmasinin
aciklanmasina yardimec1 olmaktadir. Ayni zamanda Alzheimer hastaligi
icin kan beyin bariyeri yapisinin modiile edilmesi konusunda caligmalar
bulunmaktadir. Kan beyin bariyeri LRP-1 reseptor proteini ekspresyonunu
artirma temelli tedaviler Alzheimer hastalig1 i¢cin gelecekte diisiiniilebilir.
Taurin amino asidi ise kalp TTR diizeyini korumakta, kalp AP 1-42
diizeyini diisiirmekte ve beyin LRP-1 diizeyini artirmaktadir. Ayrica
plazma bakir dengesizligini de bir miktar normal diizeye getirmistir.
Taurin, bu parametrelere olumlu etkileri ile Alzheimer hastaliginda ve
benzeri ndrodejeneratif siireglerde proflaktik bir destek olma potansiyeli
tastyor gibi goriinmektedir. Ancak uygulanan taurin takviyesinde oksidan
ve beklenmedik olumsuz etkilerin goériillmemesi i¢in dozun ve kullanim
siiresinin belirlenmesi acisindan daha cok calismaya ihtiya¢g vardir.
Taurinin profilaktik kullaniminin saglikli geng eriskinlerden ziyade
Alzheimer hastalig1 agisindan yiiksek riskli kisiler i¢in uygun olabilecegi
kanaatindeyiz.
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8. OZET

DENEYSEL ALZHEIMER HASTALIGI MODELi OLUSTURULAN
YASLI SICANLARDA TAURIN ON TAKVIYESININ KALP VE PLAZMA
AMILOIDOGENIK PROTEIN DUZEYLERINE (TRANSTIRETIN, Ap 1-
42), PLAZMA METAL KATYON DUZEYLERINE VE BEYIN LRP-1
DUZEYLERINE ETKIiSi

(Tipta Uzmanlik Tezi)

Esra TEKIN

GAZI UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
Ekim 2021

OZET

Bu ¢alismada intraserebroventrikiiler Ap 1-42 uygulamasiyla Alzheimer
hastaligi modeli olusturulan yasl siganlarda plazma TTR, AP 1-42 ve metal
katyon (Fe, Cu, Zn, Mn) diizeylerini tespit ederek bu parametrelerin Alzheimer
hastalig1 i¢in kan bazli bir biyobelirteg olarak kullanilip kullanilamayacagini
degerlendirmek amaclanmistir. Beyin LRP-1 diizeyi tespiti ile TTR nin AP 1-42
tasima mekanizmasi hakkinda bilgi edinmek istenmistir. Ayrica kalp TTR ve AB
1-42 diizeyleri de olgiilerek kalp ve beyin amiloidozu arasindaki iliskinin
arastirilmasi amaglanmistir. Ayrica 6l¢iilen biitiin parametreler lizerinde taurin 6n
takviyesinin olast olumlu etkisi goriilmek istenmistir. Calismamizda 30 adet 28+2
aylik Wistar albino cinsi erkek sigan kontrol, sham, AP 1-42, taurin ve taurin + A}
1-42 olmak iizere n=6 olacak sekilde 5 gruba ayrilmistir. Taurin ve taurin + A 1-
42 gruplarindaki siganlara igme suyuna karistirtlarak 1000 mg/kg/giin taurin 6n
takviyesi yapilmistir. Daha sonra A 1-42 ve taurin + AP 1-42 gruplarina isv A
1-42 enjeksiyonu yapilarak Alzheimer hastaligi modeli olusturulmustur. 2 haftalik
bekleme siirecinin ardindan hayvanlar anestezi altinda feda edilmistir.
Calismamizda plazma metal katyon diizeyleri ICP-MS yontemiyle, plazma ve
kalp TTR ile AP 1-42 diizeyleri elisa kit aracilig1 ile spektrofotometrik yontem
kullanilarak, beyin dokusu LRP-1 diizeyleri ise western blot deneyi ile tespit
edilmistir. Verilerin analizi igin Kruskal Wallis testi ve sonrasinda post-hoc
Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi kullanilmig, p<0.05 anlamli kabul
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edilmistir. Bulgularimiza gore plazma bakir, kalp Ap 1-42, kalp TTR ve beyin
LRP-1 diizeyleri Alzheimer hastaligi modeli olusturulan Af 1-42 grubunda
azalmig olarak tespit edilmistir (p<0.05). Plazma demir, ¢inko, mangan diizeyleri
acisindan ve plazma TTR ile AP 1-42 diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlaml
farklilik bulunmamustir. Degerlendirilen bu parametrelerin Alzheimer hastalig
igin biyobelirte¢ olarak kullanim potansiyelinin oldugu ancak standardize edilmesi
icin bu konuda daha ¢ok ¢aligmaya ihtiyag oldugu sonucuna varilmigtir. Taurin
amino asidi ise kalp TTR diizeyini koruyarak, kalp Ap 1-42 diizeyini distirerek,
beyin LRP-1 diizeyini artirarak ayrica plazma bakir dengesizligini de bir miktar
normal diizeye getirerek Alzheimer hastalig izerinde olumlu etkiler gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastaligi, taurin, transtiretin, LRP-1, metal
katyonlar
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9. SUMMARY

THE EFFECT OF TAURINE PRE-SUPPLEMENTATION ON HEART
AND PLASMA AMYLOIDOGENIC PROTEIN LEVELS
(TRANSTHYRETIN, Ap 1-42), PLASMA METAL CATION LEVELS AND
BRAIN LRP-1 LEVELS IN ELDERLY RATS WITH EXPERIMENTAL
ALZHEIMER’S DISEASE MODEL

(Thesis in Medicine)

Esra TEKIN

GAZI UNIVERSITY FACULTY OF MEDICINE
October 2021

SUMMARY

In this study, it was aimed to determine the plasma TTR, AP 1-42 and metal
cation (Fe, Cu, Zn, Mn) levels in aged rats in which Alzheimer's disease model
was created by intracerebroventricular AR 1-42 administration and to evaluate
whether these parameters can be used as a blood-based biomarker for Alzheimer's
disease. With the detection of brain LRP-1 level, it was desired to obtain
information about the AP 1-42 transport mechanism of TTR. In addition, it was
aimed to investigate the relationship between heart and brain amyloidosis by
measuring cardiac TTR and AP 1-42 levels. In addition, it was desired to see the
possible positive effect of taurine pre-supplementation on all measured
parameters. In our study, 30 male Wistar albino rats, aged 28+2 months, were
divided into 5 groups as control, sham, AP 1-42, taurine and taurine + AP 1-42,
n=6. Rats in taurine and taurine + AP 1-42 groups were pre-supplemented with
1000 mg/kg/day taurine by mixing them with drinking water. Then, an
Alzheimer's disease model was created by injecting intracerebroventricular A 1-
42 to AP 1-42 and taurine + AP 1-42 groups. After a 2-week waiting period, the
animals were sacrificed under anesthesia. In our study, plasma metal cation levels
were determined by ICP-MS method, plasma and cardiac TTR and AP 1-42 levels
were determined by elisa kit using spectrophotometric method, and brain tissue
LRP-1 levels were determined by western blot experiment. The Kruskal Wallis
test and then the post-hoc Mann Whitney U test with Bonferroni correction were
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used for the analysis of the data and p<0.05 was considered significant. According
to our findings, plasma copper, cardiac AP 1-42, cardiac TTR and brain LRP-1
levels were found to be decreased in the Alzheimer's disease model AP 1-42
group (p<0.05). There was no significant difference between the groups in terms
of plasma iron, zinc, manganese levels, and plasma TTR and AR 1-42 levels. It
was concluded that these evaluated parameters have the potential to be used as a
biomarker for Alzheimer's disease, but more studies are needed to standardize
them. The amino acid taurine, on the other hand, showed positive effects on
Alzheimer's disease by protecting the cardiac TTR level, decreasing the cardiac
AP 1-42 level, increasing the brain LRP-1 level and also bringing the plasma
copper imbalance to a normal level.

Keywords: Alzheimer's disease, taurine, transthyretin, LRP-1, metal cations
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