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Giris: Ari siitiinlin amiloid betal-42 enjekte edilerek Alzheimer modeli olusturulan sicanlarda, bilissel islevin azalmasina
ve sinir hiicresi inflamasyonuna karsi doza bagh etkisini arastirmay1 amacladik.

Yontemler: Calismada, 35 adet 4 aylik 280-310 g agirliginda Wistar-Albino erkek sigan kullanildi. Her grupta 7 sigan
olacak sekilde 5 grup olusturuldu. AB1-42, hamilton mikroenjektorii ile hipokampiise cift tarafli 4ug/taraf enjekte edildi.
Kontrol grubuna Af1-42 yerine, ayni miktarda serum fizyolojik enjekte edildi. Hipokampiis icine Ap1-42
uygulamasindan dnceki 7 giin ve sonraki 10 giinden sonra, ar1 siitii si¢can gruplarina sirasiyla 30 mg/kg, 100 mg/kg, 300
mg/kg mide sondasi ile uygulandi. Bu uygulamalar bittikten sonra iki giin siirecek olan Pasif Sakinma testi, sonra bes giin
stirecek olan Morris Su Tanki deneyleri uygulandi. Hipokampiis dokularinda TNF-a ve IL-1f diizeyleri olciildii.
Immiinohistokimyasal incelemelerde GFAP ve Ibal boyanma siddeti ve yayginligi, ayrica astroglia ve mikroglia
hiicrelerinin aktive olmus morfolojiye sahip olup olmamalari esas alind1.

Bulgular: Gruplar karsilastirildiginda, pasif sakinma testi ve morris su tanki testleri uygulanan sicanlarda Af1-42
uygulamasiyla 6grenme ve hafizada gerileme olustu. An siti 30 mg/kg, 100 mg/kg ve 300 mg/kg uygulamasinda
O6grenme ve hafizada olusan gerilemenin geri doniisiinde istatistiksel anlamlilik elde edilemedi. Alzheimer hastalig:
grubunda gozlenen astrosit ve mikroglia aktivite artisinin, 30 mg/kg grubu hari¢ diger tedavi gruplarinda baskilandig
gorildi. Hipokampiiste TNF-a ve IL-1f diizeylerinin, AB1-42 uygulamasi ile arttig1 goriildii ve tedavi gruplarinda ari siitii
30 mg/kg grubu haric diger iki grupta (100 ve 300 mg/kg) bu artisin baskilandigini tespit edildi.

Sonug: Alzheimer modellememizdeki bulgularimiza gére ar1 siitii uygulamasi sonucu, olusan astoglial ve mikroglial
aktivite ve inflamasyon yapici sitokin artisinin baskilandig gorilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Alzheimer hastaligy, sican, amiloid beta, ar1 siitii
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Effects of royal jelly on rats with amyloid beta in experimental Alzheimer's model
Abstract

Objective: The aim of this study was to evaluate the dose-dependent effect of royal jelly against reduction of cognitive
function and neuroinflammation in rats that were injected with amyloid betal-42 peptide in Alzheimer's model.

Methods: In the study, 35 4-month-old Wistar-Albino male rats weighing 280-310 g were used. 5 groups were formed
with 7 rats in each group. The AB1-42 peptide was injected 4pg/side to be bilateral into the hippocampus with the
Hamiltonian microinjector. The control group was injected with the same amount of saline, instead of AB1-42 7 days
before and 10 days after AB1-42 administration into the hippocampus, royal jelly was administered to the rat groups at
doses of 30 mg/kg 100 mg/kg, and 300 mg/kg, respectively, by gastric gavaj. After these applications were completed,
the Passive Avoidance test, which would last for two days, and then the Morris Water Tank experiments, which would
last for five days, were applied. TNF-a and IL-1f3 levels were measured in the hippocampus tissues. For the evaluation of
immunohistochemical staining for immunohistochemical examinations, the severity and extent of staining for GFAP and
Ibal, and whether astroglia and microglia cells have activated morphology were taken as basis.

Results: When the groups were compared, there was a decline in learning and memory with the application of AB1-42
in rats undergoing Passive Avoidance test and Morris Water Tank tests. After administration of royal jelly doses of 30
mg/kg, 100 mg/kg and 300 mg/kg, there was no improvement in learning and memory decline. The increase in astrocyte
and microglia activity observed in the Alzheimer's disease group was suppressed in treatment groups with other doses,
except for the as 30 mg/kg group. TNF-a and IL-1f3 levels in the hippocampus were increased with the administration of
AB1-42 peptide, and we found that this increase was suppressed in the treatment groups in the other two groups (100
and 300 mg/kg), except for the dose group of royal jelly 30 mg/kg.

Conclusion: According to our findings in our Alzheimer's model, the application of royal jelly was found to suppress the
resulting astoglial and microglial activity and inflammatory cytokine increase.

Keywords: Alzheimer's disease, rat, amyloid beta, royal jelly.

GIRIS (NFY) olusumunu tespit etmistir. Ayrica AH’'nin
reaktif astroglia, distrofik norit, noéronlarin
olimi ve sinaps kaybi gibi durumlar, beynin
entorhinal korteks, hipokampus, serebral
korteks ve amigdalada meydana gelir. Ancak
beynin en fazla zarar goren bdolgeleri
hipokampus ve serebral kortekstir34. Hastaligin
patolojisinin ne zaman basladig1 tespit
edilememektedir. AH'nin tespitinde ilerlemeler
olmasina ragmen, hastalifin semptomlarini
tetikleyen molekiiler mekanizmalar1 gosteren,
spesifik biyobelirtecler hakkinda kesin bilgi
bulunamamistir. AH’nin en yaygin tipi Sporadik
AH’dir, diger tipi olan Ailevi AH’de hastalarin
yaklasik %5-15'ni ilgilendirir2>.

Alzheimer hastaligi (AH), ilerleyici hafiza ve
bilissel kayip ile karakterize yasa bagh bir
hastaliktir. AH, geri doniisii olmayan sinir
hiicresi harabiyetine ve beynin sonradan
kiiciilmesine neden olur. Bugiine kadar AH ve
diger sinir hiicresi harabiyetinin neden oldugu
demanslar i¢gin gercekten etkili bir tedavi tespit
edilememistirl2, Mevcut AH’de kullanilan
tedaviler, yalmizca semptomlar1 hafifletir.
AH'nin patofizyolojisinin tespit edilmesi, erken
teshis ve spesifik etkili tedavilerin gelistirilmesi
icin gereklidir. Ancak halen AH'nin kesin nedeni
bilinmemektedir. Bununla birlikte
arastirmacilar, = AH patogenezinin  ana

bilesenleri tlzerinde bir fikir birligine varmig
olup, patolojik belirtileri arasinda amiloid beta
(AB) protein kiimeleri igeren hiicre dis1 amiloid
plaklarin ve hiicre icinde hiperfosforile tau
proteininden olusan noérofibriler yumaklarin

An siti (AS), genc isci arilarin (Apis mellifera)
cene ve hipofaringeal bezlerinden salgilanan
beyaz veya sarimsi jelatinimsi bir maddedir®.
Arastirmalar, tiim yasamlar1 boyunca AS ile
beslenen kralice arilarin, bal ve polenlerle
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beslenen is¢i arilara gore daha fazla 6grenme ve
hafiza gelisimi gosterdigini tespit etmislerdir’.
AS asidiktir (3.6-4.2), ana bileseni %60-70 orani
ile sudur. Ayrica Dbilesiminde %11-23
karbonhidrat, %9-18 protein, %4-8 lipitler, az
miktarda vitamin, mineral tuzlar ve baska
maddeler de mevcuttur. AS’nin kuru madde
agirhginin %50'sini proteinler, bunlarin da
cogunu suda c¢ozlinmeyen major ar1 suti
proteinleri olusturur®8. Ar1 siitiinlin tespit
edilmis cok sayida biyolojik aktivitesi vardir. Ar1
sitlii biyoaktif bilesiklerin yiliksek icerigi
sayesinde, insan saghg icin faydali olan genis
bir biyolojik etkiye sahiptir.
Antihiperkolesterolemik etkiler, anti-
enflamatuvar faaliyetler, antitimor etkileri,
antimikrobiyal etkiler, immiinomodiilator, anti-
alerjik ve hipoglisemik etkiler gibi etkileri
vardir. AS kozmetiklerde, takviye edici
gidalarda ve terapotik Urtinlerde
kullanilmaktadir?10, AS, kralice ar1 tarafindan
tiim yasamlar1 boyunca tiiketilen tek besindir.
AS’nin kralice arinin uzun Omir, yiiksek
dogurganlik, miikemmel 06grenme ve hafiza
yetenegine katkida bulundugu one
suriilmektedir’. Bu nedenle AS’nin, ileri
yaslanmada ve AH'de bilissel islevlere olan
etkisine bakilmis, AH patolojisini
degistirebilecegi 6ne siirilmustiir>911,

Bu calismamizda AH gelisiminde AfB’nin 6nemli
bir rol oynadig1 ve inflamatuvar cevabi
arttirarak  noéronal  hasar  olusturdugu
diistincesiyle, sicanlarda hipokampiis i¢cine A3
enjeksiyonu ile AH modeli olusturduk. Anti-
enflamatuvar  6zelliginden dolay1 bir¢cok
hastalikta denenmis olan ar1 siitiin{n,
Alzheimer hastalik modeli (AHM) olusturulan
sicanlara da uygulayarak hastalik tizerindeki
etkilerini inceledik. Hayvanlarin 6grenme ve
hafiza islevlerinin yani1 sira, hipokampiiste
astroglial ve mikroglial hiicre aktivasyonunda,
inflamasyona neden olan sitokinlerde olusan
degisiklikleri inceledik. Kisaca ¢alismamiz, ari
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stitiinlin noroprotektif etkilerinin varlhigr ve
inflamasyonla iliskisini incelemeye yoneliktir.

YONTEMLER

Bolu Abant izzet Baysal Universitesi Hayvan
Yerel Etik Kurulundan 19.04.2018 tarih ve
2018/16 karar numaral Etik Kurul belgesi
alindiktan sonra ¢alismaya baslandi. Toplamda
35 adet 4 aylik 280-310 g agirhiginda Wistar-
Albino erkek sican kullanildi. Her grupta 7 sican
olacak sekilde 5 grup olusturuldu. Bunlar
sirasiyla kontrol, AH, AS-A (Mide sondasi ile 30
mg/kg/giin Arn siitii uygulandi), AS-B (Mide
sondasi ile 100 mg/kg/gilin Ar1 stitli uygulandi),
AS-C (Mide sondasi ile 300 mg/kg/giin Ar1 siiti
uygulandi) gruplaridir. AS, distile su igerisinde
coziillerek +4°C’de saklandi. AHM olusturmak
amaciyla, APB1-42 c¢ozeltisi hazirlanmasinda
AB1-42 peptidinin 1 mg1 250 pl distile suda
¢ozuldi. 7 gin 37°C’deki etiivde inkiibasyona
birakildi. Hipokampiis icine AB1-42
uygulamasindan onceki 7 giinden itibaren AS
gruplarina belirlenen dozlarda mide sondasi ile
uygulandi, bu uygulama AB1-42
uygulamasindan sonraki 10 giine kadar devam
etti. Kontrol ve hastalik gruplarina AS yerine,
ayni hacimde distile su verildi.

Alzheimer Modelinin Olusturulmasi

Gruplardaki sicanlara, intraperitonal
ketamin/ksilazin (100/5 mg/kg) ile anestezi
yapildi. Hayvanlarin kafa derisi agildiktan sonra
bregmanin koordinatlari bulundu.
Hipokampiisiin koordinatlar1 Paxinos&Watson
sican beyin atlasina gore belirlendil2. Kemik
dokusu, mikrodelici ile sagital kesiklerden
acildi. AB1-42 peptidi, Hamilton
mikroenjektori ile hipokampis icine AP:-3,5
mm, ML:+2.0 mm, DV:-2.8 mm koordinatlarinda
cift tarafli 1 pl/taraf enjekte edildi. Kontrol
grubuna ayni miktarda serum fizyolojik 1 pul/dk
hizinda enjekte edildi. Sonrasinda kesi yeri 3/0
mm cerrahi ipligi kullanilarak kapatildi.
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Davranis Deneyleri

AS ve distile su uygulamalar bittikten sonra
Pasif sakinma testi (PST), sonrasinda Morris su
tanki (MST) deneyleri uygulandi. PST’de si¢can
ilk giin aydinlik bélmeye 20 saniye birakilds,
sonra giyotin kapi acildi, hayvanin karanlhk
bélmeye gecme siiresi not edildi. 60 saniyede
gecmeyen, deney dis1 birakildi. Hayvan karanlik
bélmeye gectiginde kap1 kapatildi;, 0,5 mA
elektrik soku uygulandi. Deneyden 24 saat
sonra hayvan tekrar aydinlik bélmeye birakildi
ve giyotin kap1 acildi. 300 saniyeye kadar
hayvanlarin karanlik bolgeye ge¢me siiresi not
alindi. Bu siirede gecmeyenler 6grenmis kabul
edildi.

MST testinde daha oOnceki c¢alismalarda
uygulanmis MST test diizenegi kuruldul3. Tiim
hayvanlar sirayla ayni noktalardan birakilds,
bilgisayara bagh olan kameranin algilamasiyla
deney otomatik olarak baslayarak, 90 saniye
boyunca hayvanin hareketleri kaydedildi.
Belirlenen stire igerisinde platformu bulamayan
sicanlara, platformun yeri gosterilerek 20
saniye platform iizerinde kalmalar1 saglandi.
Dort gliniin sonunda, 20 defa platformu bulma
alistirmalar1 yapilmis olan sicanlar besinci
giinde teste alindi. Testte platform kaldirilarak
tanka birakilan hayvanlar 60 saniye ytizduruldi
ve program tarafindan o6nceden platformun
oldugu kadranda gecirilen siire kaydedildi.

Davranis deneylerinden sonra, intramiiskiiler
ketamin/ksilazin (100/5 mg/kg) ile anestezi
yapilan sicanlarin dokulart alindi. Beyin
dokulari ¢ikarilarak sag hemisfer hipokampiisii
biyokimyasal analizler icin PBS ile dolu kaplara,
sol hemisfer histolojik incelemeler i¢in formol
ile dolu kaplara konuldu. Sonrasinda beyin
dokular1 -80°C’de muhafaza edildi.

Proenflamatuvar Sitokin Ol¢iimleri

Sicanlarin  hipokampiislerinde ELISA kitleri
kullanilarak TNF-a ve IL-1f diizeyleri lireticinin
talimatlar1  dogrultusunda standart egri
kullanilarak pg/ml doku olarak hesaplandi.

Hipokampiis dokular1 sonikatérde homojenize
edildi. Dokular santrifiij edildikten sonra
supernatant alinarak seyreltildi ve kuyucuklara
100 pL standart eklenerek kuyucuklar kaplandi.
Oda sicakliginda inkiibe edildi. 4 defa yikama
solisyonu ile yikandi. Ardindan kuyucuklar
bosaltildi. 100 pL biyotinlenmis TNF-a ve IL-13
Deteksiyon Antikoru her bir kuyucuga eklendi.
Plak hafifce calkalanarak oda sicakliginda
inkiibe edildi. Kuyucuklardaki S1V1
uzaklastirilarak yikama islemi tekrarlandi. 100
uL. HRP-Streptavidin soliisyonu kuyucuklara
eklendi ve yavasca c¢alkalanarak oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra yikama
islemi tekrarlandi. 100 pL. TMB tek-basamak
substrat reaktifi her bir kuyucuga eklendi ve
karanlikta calkalanarak inkiibe edildi. 50 pL
Stop Soliisyonu kuyucuklara eklendi ve 450
nm’de okuma yapildi.

immiinohistokimyasal incelemeler

Formalin fikse parafine gomilii beyin
dokularindan 3mm  kalinliginda Kkesitler
hazirlandi. Kesitler etiivde 72°C’de bekletildi.
Antikorlar; Ibal (Iyonize Kalsiyum Baglayici
Adaptor Molekiiliil) (1:8000), GFAP (Glial
Fibriler Asidik Protein) (1:100) oraninda
seyreltildi. Deparafinizasyon ve rehidratasyon
islemi sonras1 Ibal igin 40 dk EDTA
cOzeltisinde, GFAP icin 5 dk sitrat ¢ozeltisinde
antijen ve retrival islemi gerceklestirildi.
Ardindan yikama soliisyonuyla 3’er defa
yikandh. Ornekler %3’lik hidrojen
peroksidazda bekletildikten sonra yikama
islemi tekrarlanip, primer antikor ile 30 dk
inhiibasyon yapildi. Yikama isleminin ardindan

lamlara sirasiyla sekonder antikor ve
streptavidin peroksidaz damlatilarak 8'er
dakika Dbekletildi. Sonra yikama islemi,

deiyonize suyla yapildi. Ornekler sirayla DAB
Kromojen damlatildiktan sonra bekletildi.
Yikama islemleri sonrasi hematoksilende
boyanip, alkol/ksilolden gecirilen kesitler
kapatildi. Immiinohistokimyasal boyanmanin
degerlendirilmesinde GFAP ve Ibal igin
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boyanmanin siddeti ve yayginhgi, ayrica
astroglia ve mikroglia hiicrelerinin aktive olmus
morfolojiye sahip olup olmamalar1 esas alindi.
Immiinhistokimyasal boyanmanin siddeti ve
yayginligt 0’dan +3’e kadar say1 ile semi-

kantitatif olarak skorlandi (0=Yok, +1=Az,
+2=0rta, +3=Siddetli).

Istatistik Analizi

Deney calismalarindaki veriler Statistical

Package for Social Sciences (SPSS) for Windows
15 programi ile degerlendirildi. Gruplar arasi
degerlendirmede normal dagihm gosterip
gostermemelerine baglh olarak One-way ANOVA
testi ve devaminda Post-hoc Bonferonni testi
veya Kruskal Wallis Analizi ve onu takiben
Mann-Whitney U Testi kullanilarak yapildi.
Grafikleri olusturmada GraphPad Prism 7
kullanild1. istatistiksel anlamliik i¢in p<0.05
degeri referans alindu.

BULGULAR
Davranis Deneylerinin Bulgulari

Pasif sakinma deneyinin ilk giinii aydinhk
kompartmana konan hayvanlarin karanhk
kompartmana gecis siireleri Kontrol 14.1+3, AH
10.46+4.17, AS-A 17+8.3, AS-B 7.03+1.75, AS-C
17.5+6.8 gruplan arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunmadi (p>0.05). ikinci giin
karanlik bolmeye gecis sitireleri Kontrol
256.03+27.6, AH 49.54+11.5, AS-A 44+25.57,
AS-B 71.2+40.8, AS-C 90.37+45.4 karsilastirildi.
Kontrol grubuna gore tedavi gruplarinda
degisim olusmasina ragmen AH grubu ile
istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (Sekil 1).

Morris su tankinda platformu bulma siireleri
gruplar arasi kiyaslandiginda ilk giln
istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik
gozlenmedi. Kontrol ile AH grubunun platformu
bulma stirelerinde iki, ii¢ ve dérdiincii glinde de
anlamli bir farklilik g6zlenmedi.
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Karanlik Bélmeye Gegis Siresi
Karanlik Bélmeye Gegis Slresi

Sekil 1: Pasif Sakinma deney sonuglarl. (A) Pasif sakinma
testinin ilk glinlinde deney gruplarinin karanlik bélmeye gecis
stiresi, (B) Pasif sakinma testinin ikinci glinlinde deney
gruplarinin karanhk bolmeye gecis siiresi. (***p<0.001 Kontrol
grubuna gore, AH grubuna gore kiyaslamayi géstermektedir.
AH: Alzheimer Hastalik grubu AS-A: 30 mg/kg, AS-B: 100
mg/kg, AS-C: 300 mg/kg Ari siitii uygulanan gruplar

Proenflamatuvar Sitokin Ol¢iimlerine Iliskin

Bulgular

AH grubu, 196.16%x24 TNF-a diizeylerinde
Kontrol grubuna 51.7+5.7 gore yuksek bulundu
(p<0.001). Tedavi gruplar1 AS-B 134.86%13.6
(p<0.05), AS-C 131.7+11.26 (p<0.05), TNF-«
diizeylerinin ise AH’ye gore disik oldugu
belirlendi. AH grubu 121.93+11.83 IL-1f
diizeylerinin, Kontrol grubuna 37.2+4.78 gore
yliksek oldugu bulundu (p<0.001). Tedavi
gruplart AS-B  73.89+4.96 (p<0.05), AS-C
77.84+8.8 (p<0.05) IL-1f diizeylerinin ise AH’ye
gore diisiik oldugu belirlendi (Sekil 2).

TNF -z (pgiml}
LA (pgiml)

{9\\

Sekil 2: Hipokampiisde IL-1f ve TNF-a diizeyleri. (***p<0.001
Kontrol grubuna gore, #p<0.05, AH grubuna goére kiyaslamayi
gostermektedir. AH: Alzheimer Hastalik grubu, AS-A: 30 mg/kg,
AS-B: 100 mg/kg, AS-C: 300 mg/kg Ar1 siitlii uygulanan grupla)

immiinohistokimyasal Bulgular
GFAP boyama sonuglar1 incelendiginde AH
grubunun 2.86%0.14 Kontrol grubuna 1.57%0.2

gore boyanma skorunun yiiksek oldugu gozlendi
(p<0.001). Tedavi gruplar1 AS-B 1.86+0.26
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(p<0.05), AS-C 1.83+0.31 (p<0.05), GFAP
boyanma skorunun AH grubuna goére anlamh
Olgciide diisik oldugu gozlendi. Anti-Ibal ile
yapilan imminohistokimyasal boyama ile
mikroglia hiicreleri boyandi. Mikroglia sayis1 ve
aktive olan mikroglia orani1 goz oniine alinarak
semi-kantitatif skorlama yapildi.

Boyanma skorlar1 incelendiginde AH grubunun
2.57+0.20 boyanma skorunun Kontrol grubuna
1.2940.18 gore arttig1 gozlendi (p<0.001). Tedavi
gruplar1 AS-B 1.71+0.29 (p<0.05), AS-C 1.67+0.21
(p<0.05), boyanma skorunun AH grubuna goére
anlamh 6l¢ide diisiik oldugu bulundu (Sekil 3)
(Sekil 4) (Sekil 5).

" w -

GFAP boyanma skoru

&
&

Sekil 3: Immiinohistokimyasal GFAP ve Iba-1 boyanma
skorlar1. (***p<0.001 Kontrol grubuna gore, #p<0.05 AH
grubuna gore kiyaslamay1 gostermektedir. AH: Alzheimer
Hastalik grubu, AS-A: 30 mg/kg, AS-B: 100 mg/kg, AS-C:
300 mg/kg ar siitli uygulanan gruplar)

Sekil 4: Iimmiinohistokimyasal GFAP boyamalar1 (40 x
biiylitme). GFAP ile boyanan astroglia hiicreleri okla
gosterilmistir. (AH: Alzheimer Hastalik grubu, AS-A: 30
mg/kg, AS-B: 100 mg/kg, AS-C: 300 mg/kg ar siitii
uygulanan gruplar). GFAP ile boyanan astroglia hiicreleri
okla gosterilmistir.

Sekil 5: immiinohistokimyasal Iba-1 boyamalar1 (40 x
biiyiitme). Aktive olan mikroglia hiicreleri okla
gosterilmistir. (AH: Alzheimer Hastalik grubu, AS-A: 30
mg/kg, AS-B: 100 mg/kg, AS-C: 300 mg/kg ar1 sitii
uygulanan gruplar) Aktive olan mikroglia hiicreleri okla
gosterilmistir.

TARTISMA

AH olusturulmus deneysel modeller, hastaligin
patogenezini daha iyi anlamak icin
kullanilmaktadir. Calismalarda transgenik fare
modelleri ailevi AH’yi  yansitmak igin
kullanirken en yaygin tipi olan sporadik AH'nin
patolojisinin aydinlatilmasinda yetersiz
kalmaktadir. Peptit enjekte edilmis sicanlar
genetik faktorlerin disinda kalan sporadik AH
patolojisine benzer sekilde inflamasyon ve
diger patolojik degisiklikleri taklit ettigi icin

hayvan modellerinde kullanilmaktadir. AH
modeli olusturmak igin sican beynine
AB1-42'nin  intrahipokampal enjeksiyonu

Onerilmistir'415, Yapilan bir calismada siganlara
bilateral hipokampusta AB1-42 enjeksiyonu
uygulandiktan sonra morris su tanki testi
uygulanmis ve noronal apoptozu uyardigi,
bilissel islevin bozuldugu goriilmistiir. Bu ve
baska calismalarda, intrahipokampal Af1-42
enjeksiyonunun AH ile iliskili bir sinir hiicresi
harabiyetine neden oldugu dogrulanmistir?e.
Arastirma bulgular;, AS'nin 6grenmeyi ve
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hafizay1 korumanin yani sira bilissel davranis
eksikliklerini 6nleme ve tedavi etme yetenegini
vurgulamaktadir. AH arastirmalarinda
kemirgenler, dogal yaslanma ve AHM
olusturularak yaygin sekilde kullanilmaktadir®.
Ayrica Klinik oncesi deneyler AS'nin, AHM
olusturulmus sicanlarda A sentezini azalttigy,
AB klirensini artirarak amiloidogenezin
patolojilerini  diizelttigini gostermektedir?’.
Calismalarin ¢ogunda hayvanlar, agizdan veya
gavaj yoluyla uzun bir siire (10 giin veya daha
fazla) AS ile tedavi edilmistir. Taradigimiz
calismalarda antienflamatuvar olarak
kullanilan AS dozlar1 25 - 500 mg/kg viicut
agirhigi/giin arasinda oldugu goriildii*1819, Arzi
ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada,
AS’nin 25 mg/kg dozda antienflamatuvar
etkinliginin olmadigi goriilmiisken 50 mg/kg ve
Ustlinde  etkinlik  basladigi  gorilmis?o.
Calismamizda da AS'nin 30 mg/kg dozda
antienflamatuvar etkinligi goriilmezken, artan
dozlarda; 100 mg/kg ve 300 mg/kg dozlarinda
bu etkinlik gorildi.

Deney protokoliimtize gore AB
enjeksiyonundan 10 giin sonra si¢anlarda
o0grenme ve bellek islevlerini test etmek
amaciyla yapilan PST, ilk giin karanlik bélmeye
gecis stiirelerinde gruplar arasinda fark
bulunmazken, deneyin ikinci gini AH
grubundaki tiim sicanlarin karanlik bélmeye
gectikleri gozlendi. AH grubunun Kkaranlik
bolmeye gecis siireleri Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamh diizeyde diisiik
oldugu tespit edildi. AB enjeksiyonu ile olusan
o0grenme ve hafiza islevlerindeki bu disiisiin,
AB uygulamas ile bilissel islevlerde bozulma
olusturdugunu dogruladi. AS, sican gruplarina
sirasiyla 30 mg/kg, 100 mg/kg, 300 mg/kg
dozlarda uygulandiktan sonra, PST
uygulamamizda iki ylksek dozumuzda bir
miktar bilissel acidan diizelme gozlendi. Fakat
istatiksel olarak anlamli 6l¢lide degildi. PST
bittikten sonraki giin MST deneyinde, siganlarin
etrafa  yerlestirilen isaretler yardimiyla
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platformun yerini 6grenme ve referans bellegini
kullanarak platformu bulabilme kabiliyetleri
Olgiildi. AH grubundaki sicanlarin alistirma
testlerinde platformu bulmak i¢in daha uzun
zaman harcamalari, AB uygulamasi ile bilissel
islevlerde bozulma olustugunu dogruladi. Af
uygulamasi ile olusan bu bozulma sonrasi, AS
gruplarina sirasiyla 30 mg/kg, 100 mg/kg, 300
mg/kg dozlarda uygulanan si¢anlarda, PST'de
oldugu gibi bilissel islevde bir miktar diizelme
olustu ancak istatiksel acidan anlamli degildi.
Sicanlarda  serebroventrikil icine  STZ
enjeksiyonu ile olusturulan AH modelinde, 2
hafta boyunca AS ile oral tedavinin etkisinin
morris su labirenti testiyle degerlendirildigi bir
calismada, uzun stireli AS kullaniminin tedaviye
olumlu bir etkisi oldugunu gostermistir4. AH
modelleri olarak kullamilmis APP/PS1 Fare
Modeli 3 ay AS tedavisi uygulandiktan sonra
davranis deneylerinden MST testinde ve
kademeli PST’ye tabi tutuldular ve farelerin
davranigsal bozukluklarinin iyilestigi
gorilmiistiirl’. Baska bir ¢calismada, kisa siireli
AS uygulamasi (6 glin) yash sicanlarda uzamsal
hafizay1 degistirmedigi gorilmiis ve kisa siireli
kullaniminin  yeterli olmadigi sonucuna
varilmisi8. Bizim calismamizda da Af’nin yol
actig1 bilissel gerilemenin bir miktar diizeldigi
ama anlamh aralikta olmadig1r gorildi.
Sonug¢larimiz bu ¢alismay1 desteklemektedir.

Daha once yapilan calismalarda AfB’nin glial
sekresyonu artirdigi  gorilmiistiir.  Artan
astrosit aktivitesinin dogrudan A liretmedigi
ama farkli yollardan Af'nin eliminasyonunu
etkiledigi tespit edilmistir. AHM’de,
hipokampiis i¢cine AB1-42 enjeksiyonu sonrasi
gelisen  reaktif  gliozisi  6lgmek  i¢in
immiinohistokimyasal Iba-1 (mikroglia i¢in) ve
GFAP (astrositler i¢in) boyamalarinin yararh
olacagi belirtilmis ve calismalarda
kullanilmistir. Ayrica mikroglialar sitokinleri
(IL-1B, TNF-a) aktive ettikten sonra bu
sitokinlerin astrositleri aktive ettigi One
strilmustiir2021,  Calismamizda hipokampiis
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icine cift tarafli AB1-42 enjeksiyonu ile AHM
olusturulan sigan gruplarina, AS’nin sirasiyla 30
mg/kg, 100 mg/kg, 300 mg/kg dozlarda oral
uygulamasinin etkisi hayvanlarin hipokampiis
dokularinda proenflamatuvar sitokin IL-18 ve
TNF-a diizeylerine bakarak ve Iba-1 ve GFAP
boyamalar1 yardimiyla mikroglia ve astroglia
aktivasyonlarini incelendi.

Iba-1, aktive edilmis mikroglia icin bir
immiinohistokimyasal belirtec olarak
kullanilmaktadir?2. GFAP, astrositler dahil glia
hiicreleri  icin  klasik  bir  belirtectir23.
Calismamizda mikroglial aktivasyonu
arastirmak amaciyla sicanlarin hipokampiis
kesitlerini, mikroglial aktivasyon belirteci olan
anti-lbal ile boyadik. Boyanma skorlari
incelendiginde @ AH  grubunun boyanma
skorunun, kontrol grubuna gore arttigi
gozlendi. Aktive olmus mikroglia sayisi;, AH
grubuna gore anlamh dilizeyde daha az
bulunurken, tedavi gruplarinda 100 mg/kg, 300
mg/kg dozlarin uygulanmasindan sonra Af
tetikli mikroglial aktivasyon artisini anlaml
diizeyde engelledigi bulundu. Yapilan bir
calismada, AP uygulamasi sonrasi anti-CD11b
ile yapilan incelemede, calismamiza benzer
sekilde mikroglia aktivitesinde artis gozlendi24.

Astrositler, AH noéroenflamasyonuna ve sinir
hiicresi harabiyetine neden olurlar.
Kemirgenlerde yapilan calismalarda,
astrositlerin AH’ye neden olan néroenflamatuar
ve norodejeneratif siireclere dogrudan bir

katkis1  oldugunu  géstermektedir?s.  Uclii
transgenik bir AH fare modelinin (3xTg-AH)
hipokampiistindeki astroglia sayisal

yogunlugunu arastirmak icin, belirte¢ olarak
GFAP boyamasi kullanilmis2é. Calismamizda
astrogliosisi degerlendirmek icin, sicanlarin
hipokampiis kesitlerinde anti-GFAP antikoru
boyanmasini kullandik. Tedavi gruplarinda 100
mg/kg, 300 mg/kg AS dozlarinin Af3 uygulamasi
ile artan astoglial aktivasyonu azalttig1 gorildii.

Noroenflamatuvar cevapta artis gosteren
enflamatuvar sitokinlerden TNF-a ve IL-1f

diizeylerinin, hipokampiise Af3 enjeksiyonu ile
arttigini, AS uygulamasinin ise bu artisi
azalttigini bulduk. Benzer bir calismada, A

enjeksiyonu ile olusturulan AHM’ye
enflamatuvar cevab1 baskilayan TGF-1
uygulamasi,  gliadindeki  proenflamatuvar

mediyatorlerin (TNF-o, IL-1 ve iNOS) artisini
onledigi gorilmiis?4. Calismamizda Af31-42
uygulamasiyla, mikroglia ve astroglialarin
aktivasyonu ile belirginlesen bilissel
islevlerdeki diisiis, AS uygulamalan ile
diizelmistir. AS 30 mg/kg dozunda uygulanmasi
ile AH patolojisinde anlaml diizeyde gerileme
gozlenmezken, 100 mg/kg ve 300 mg/kg
dozlar1 uygulanan gruplarda TNF-a ve IL-1f
diizeylerinin AH’e grubuna gore dustik oldugu
belirlendi ve enflamatuvar cevabin baskilandigi
goruldi. AS'deki 10-HDA ile yapilan bir
calismada, LPS ile uyarilan C57BL/6] fareleri ve
mikroglial BV-2 hiicreleri Oral olarak 10-HDA
verilince TNF-«, IL-1B seviyelerinin azaldigi
gorilmiistiir?’. Kadmiyum kaynakli Kkortikal
hasar olusturulmus fare modeline, intragastrik
yolla AS’nin iNOS, ROS, NOS, TNF-q, IL-1(3, Bax,
kaspaz-3 ve kortikal noéronlarda kadmiyum
seviyesini azalttig1 belirtilmig?28.

Sonug¢ olarak yapilan calismalarda gortlen;
davranis deneyleri ile biyokimyasal ve
histolojik incelemeler dikkate alindiginda,
hipokampiis i¢i AB uygulamas ile sicanlarin
hipokampiisiinde, astrogliosis ve mikrogliosis
artis1 gorilir. Buna paralel TNF-a ve IL-1f
sitokinlerinin arttigt ve bu artisin beyinde
enflamatuvar cevap olustugunu
gosterilmektedir. Bu asirn1  enflamatuvar
cevabin, AP tetikli patolojisini artirarak uzaysal
o6grenmede ve hafizada belirgin gerilemeye yol
actign  davranis testleri ile gorilmustir.
Calismamizda, AHM olusturulan siganlarin
bilissel islevlerindeki diisiis, PST ve MST
davranis testleri ile gosterilmistir. Ayni
zamanda hayvanlarin hipokampiislerinde Af1-
42 enjeksiyonunu takiben mikroglia ve
astroglia aktivitesindeki artis,
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immiinohistokimyasal incelemelerle ortaya
konmus ve bu hiicrelerin aktivitelerine paralel
olarak IL-13 ve TNF-a sitokin diizeylerinde artis
oldugu gorilmiistiir. Calismamizin davranis

testleri bulgularinda, 6grenme ve hafiza
islevleri diistisindeki geri dondiiriici etki
kismen goriilmekle birlikte istatistiksel

anlamlilik yakalanmadi. Bu sonuclar bizi,
davranis deneyleri bulgularinda en saghikli veri
elde edilmesi icin gruplardaki saymin daha
yiksek tutulmas1 gerektigi fikrine sahip
olmamiza gotiurdi. AHM ile olusturulan
norodejenerasyon ilerleyici nitelikte ve
tedavide AS wuygulama siiresinin belirleyici
oldugundan uzun vadeli degisimleri
gozlemlemek i¢cin ¢calisma stireleri uzatilabilir.

Deneysel olarak olusturulan AH
modellememizdeki bulgularimiza gore AS
uygulamasi sonucunda, olusan astoglial ve
mikroglial aktivite ve enflamasyon yapici
sitokin artisinin doza bagh olarak baskilandigi
gorildi. Bu sonug ar1 siitiiniin sinir hiicresi
enflamasyona  kars1  etkili  olabilecegini
diistindiirmektedir.
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