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ij ARASTIRMA

D-GALAKTOZ ENJEKSIYONU iLE iN ViVO
OLARAK OLUSTURULAN DENEYSEL
ALZHEIMER HAYVAN MODELINDE
ERITROPOETININ TERAPOTIK ETKISi*

Oz

Giris: Eritropoietin (Epo), stroke ve parkinsonizm gibi akut ve kronik bir ¢cok santral sinir sis-
temi hastaliginin hayvan modellerinde koruyucu etkinligi gésterilmis bir molekdildir. In vitro néral
kdltdrde amiloid beta toksisitesinde koruyucu etki gdsteren Epo’nun, bu calismada in vivo Alz-
heimer hastaligi hayvan modelinde koruyucu etkisi olup olmadigi incelenmistir.

Gereg ve Yéntem: Calismaya alinan 21 disi rat, kontrol(sham) (n=7), overektomize ve 2 ml
%0.9 izotonik + 20 mg/gtin D-galaktoz uygulanan (n=7); overektomize, D-galaktoz uygulamasina
ek olarak 40 mg/kg dozunda haftada 3 kez iP Epo enjeksiyonu yapilan(n=7) olmak tizere 3 gru-
ba ayrilmistir. Epo’nun hastalik modeli tGizerine etkisi, hipokampus ve serebral kortekste asetilkolin
esteraz aktivitesi ve Cell death ELISA plus yéntemi apoptozis analizi kullanilarak arastiriimistir.

Bulgular: Asetilkolin esteraz dlzeyi, Epo grubunda kontrol grubuna yakin ve dustk olarak
saptanmakla beraber istatiksel olarak anlamli bulunmamistir. Ayrica apoptozis dlizeyi acisindan
her 3 grup arasinda istatistiksel acidan farkllik bulunmamistir.

Sonug: Epo’nun bu hayvan modelinde néroprotektif etkisi gésterilemedi. Ancak overektomi
ve D-galaktoz grubunun da incelenen parametreleri kontrolden farkli degildi. Bu nedenle baska
bir AH hayvan modelinde Epo’nun néroprotektif etkisi incelenmelidir.

Anahtar Sézctikler: Alzheimer hastali§l; Hastalik hayvan modeli; D-galaktoz; Eritropoietin;
Né&roproteksiyon; Apoptozis.
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THERAPEUTIC EFFECT OF ERYTHROPOIETIN IN
AN EXPERIMENTAL IN VIVO ALZHEIMER'S
DISEASE ANIMAL MODEL MODERATED BY
D-GALACTOSE INJECTION AT
OVARIECTOMIZED RATS

ABSTRACT

Introduction: Erythropoietin (Epo) is a molecule which has shown to have neuroprotective
effects on animal models of chronic and acute central nervous system disorders like stroke and
parkinsonism. Epo shows neuroprotective effect on amiloid beta toxicity in vitro neuronal cell
culture. In this study we searched neuroprotective effect of Epo on in vivo animal model of
Alzheimer’s disease.

Materials and Method: In this study female rats divided into 3 grups like control (sham),
ovarectomized and injected 2 ml salin+ 20 mg/day D-galactose, and third grup is injected
intraperitoneal 40 mg/kg Epo 3 days per week addition to d-galactose injection. The effects of
erythropoietin on the animal model is researched at the hipocampus and cerebral cortex by
acetylcholine esterase activity, and apoptosis detection with Cell death ELISA plus kit.

Results: Acetylcholin esterase levels were low in grup Epo is similar to control grup but there
is no statistical difference. And there was no statistical difference in 3 grups results about the
apoptosis.

Discussion: Epo was not neuroprotective on this animal model of AD. But we did not find
any difference at any parameter between control and overectomy+D-galactose group. For this
reason, neuroprotective effect of Epo should researched other animal model of AD.

Key Words: Alzheimer's Disease; Disease model animal; D-galactose, Erythropoietin;
Neuroprotection; Apoptosis.
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GiRis mustir . Epo’in beyin dokusunda glutatyon peroksidaz ekspres-

lzheimer Hastali1 (AH), ileri yastaki demanslarin en stk
Aformudur. Kognitif fonksiyonlarda ilerleyici bozulma ile
karakterizedir. Klinik pratikte, AH nin kesin kriterlerine rag-
men tanist sekonder nedenlerin ve diger demansif hastaliklarin
diglanmasi ile konur. Beyin dokusunda ¢ok sayida noritik
plaklarin ve nérofibriler yumaklarin bulunmas ile karakterize
progresif ve norodejeneratif bir hastaliktir. Tanida altin stan-
dart klinik AH tanist almig kiside 6liim sonrasi yapilacak
otopside beyinde tipik néropatolojik degisikliklerin g6zlen-
mesidir. Toplumdaki genel 6liim nedenleri siralamasinda dor-
diincii sirada yer almaktadir. Tiptaki gelismeler neticesinde ar-
tan yagam siiresi ve yaslanan niifus nedeni ile prevalansi her yil
daha da artmaktadir. 60-64 yas aras: prevalans %1 iken, 85 yas
ve iizerinde prevalansi %10-40’lara ulagmaktadir. Hasta sayi-
sinin 2047 yilinda 8.64 milyona (4.37-15.4 milyon) ulagmas:
beklenmektedir. Bu nedenle AH giiniimiizde ve gelecekte sa-
dece norodejeneratif bir hastalik olmaktan da 6te ciddi bir sos-
yal, ekonomik halk saglig: sorunu haline gelmistir.

Son yillarda deneysel Alzheimer hayvan modelleri iizerine
yapilan caligmalar patogenez mekanizmalarinin aydinlatilma-
s1 ve patogeneze yonelik yeni tedavi yontemleri gelistirilmesi
konusunda 6nem kazanmustir. Ostrojen deprivasyonu ve d-
galaktoz enjeksiyonu ile yaratilan oksidatif stresle disi ratlar-
da olugturulan hayvan modelinde , her iki faktoriin sinerjistik
bir sekilde AH benzeri histopatolojik goriiniim yarattig: ve
davranis testleri ile benzer bulgularin elde edildigi gosteril-
mistir (1).

Eritropoetin (Epo); sinir sisteminde de varligi gosterilen
mekanizmalari tam olarak saptanamamis olmakla beraber n6-
roprotektif etkileri gosterilmis olan hematopoetik bir sitokin-
hormondur (2). Son yillarda beyinde ve noronal ve glial hiicre-
lerde kendisinin ve reseptoriiniin varligi ve ¢ok sayida degisik
in vivo ve in vitro noronal hasar modelinde néroprotektif et-
kinligi gosterilmis olan Eritropoietin (Epo) boyle bir molekiil-
diir (3-10). Epo’in birgok diZer noroprotektif maddeye gore
avantajt uzun yillardir anemi endikasyonuyla klinik kullanim-
da olmas: ve kan beyin bariyerini gegebilmesidir. Yeni ¢alig-
malarda Epo’in anti-apoptotik, anti-oksidan ve anti-inflama-
tuvar etkiler gosterdigi bildirilmistir. Epo’in néron koruyucu
etkilerinin kesin mekanizmasi tam olarak bilinmese de hiicre
canlili@ini arttirict yolaklari uyardigs, antiapoptotik proteinle-
rin ekspresyonunu arttirdigs, hiicre i¢i kalsiyum metabolizma-
sint diizenledigi, nitrik oksid iiretimini azalttigs, glutamat sa-
linimint baskiladigi, anjiyojenezi ve nérogenezi uyardigi, no-
rotrofik faktor sentezini arttirdigs, antiapoptotik, antioksidatif
ve anti-inflammatuar etki gosterdigi bildirilmigtir (11-15).
Ancak bu etkilerinin mekanizmalari tam olarak aydinlatilama-

yonunu arttirict etkisi ise etanol, hipoksi ve MPTP hasar mo-
dellerinde gosterilmigtir. Bu bulgular Epo’in anti-oksidan ve
anti-inflamatuvar etkili bu molekiillerin ekspresyonunu esgii-
diimlii olarak uyarabildigini diisiindiirmektedir.

GEREC VE YONTEM

okuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri
DYerel Etik Kurulu'ndan gerekli onay ve izinler alinarak
baglanan ¢aligmada 21 adet Sprague Dawley cinsi digi rat kul-
lanilmigtir. Ratlar dogumdan itibaren santral sinir sistemi ge-
lisiminin tamamlandig: 20. haftadan sonra caligmaya dahil
edilmigtir. Ratlar standart rat yemi ve su ile beslenerek , labo-
ratuvar kosullarinda 12 saat gece 12 saat giindiiz fotoperiyodi
uygulanmigtir. Randomize olarak 3 gruba ayrilan ratlardan 1.
grup olan sham grubuna cerrahi uygulanmig ancak ovaryum-
lar eksize edilmemis diger 2 gruptaki ratlara bilateral overek-
tomi yapilmigtir.

3 gruba ayrilan ratlardan overektomi uygulanmayan 1.
gruba (sham) es miktarda izotonik sivi, 2. ve 3. gruba ise 2
ml %0.9 izotonik + 20 mg D-galaktoz her giin giinde bir kez
intraperitoneal (ip) olarak 5 hafta boyunca uygulanmigtir. 3.
gruba D-galaktoz ile birlikte 40 mg/kg dozunda haftada 3
kez ip olarak Eritropoietin enjeksiyonu yapilmistir (16).

Caligma sirasinda kontrol ve D-galaktoz grubundan 2 rat,
eritropoietin grubundan 1 rat operasyon komplikasyonlar: ve
enfeksiyon gibi nedenlerle kaybedilerek ¢aligma diginda bira-
kildi. 5 hafta sonunda 5 adet kontrol, 5 adet overektomize+
d-galaktoz uygulanan, 6 adet overektomize + d-galaktoz+
Epo uygulanan rat deneyi tamamladi.

Caligmada kullanilan ratlar 5 hafta sonunda 100 mg/kg
sodyum tiopental ile sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen hayvan-
lardan serebral doku 6rnekleri alinirken hipokampus ve sereb-
ral kortex ayri olarak -80 ° C’ de dondurularak saklanmistir.
Tiim analizler hem hipokampus hem serebral korteks 6rnek-
lerinde ve ¢ift olarak ¢aligilmigtir. Analiz 6ncesi beyin doku-
lar1 sonikasyonla pargalanmistir. Protein drneklerinde Asetil
kolin esteraz aktivitesi ve apoptoz degerlendirilmistir. Apop-
toz icin Cell death ELISA plus kiti (Roche, Almanya) kulla-
nilmugtir. Kitin talimatlarina uygun yapilan analiz gr protein
bagina absorbans olarak verilmigtir. Asetil Kolin esteraz (Ach
E) aktivite ol¢iimii i¢in Detex X (Arboy Assay, Amerika) kiti
kullanilmigtir. Floresan bir yontem kullanan kit ile kitin tali-
matlarina uygun olarak caligilmistir. Sonuglar gr protein ba-
sina verilmistir.

Istatistiksel analizlerde SPSS programinin 15.0 versiyonu
kullanilmigtir. Gruplar arasi anlamliligin belirlenmesinde
Mann Whitney U testi kullanilmustir. Istatistiksel anlamlilik
i¢in p< 0.05 degeri kullanilmistir.
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BULGULAR

ch E aktivitesi beyinde gr bagina kontrol grubunda 2009.3
A: 705.0, overektomi + D-galaktoz grubunda 2009.4 =
177.0, overektomi + Epo grubunda 1976.2 + 597.0 olarak bu-
lunmustur. Ach E aktivitesi hipokampusta gr bagina kontrol
grubunda 2765.7 = 341.9, overektomi + D-galaktoz grubun-
da 2801.1 + 530.9, overektomi + Epo grubunda 2545.6 +
211.9 olarak bulunmustur. Her {i¢ deney grubu Asetil kolin
esteraz aktivitesi agisindan kargilagtirildiginda hem serebral
kortekste hem hipokampusta tiim gruplar arasinda istatiksel
anlamlilikta fark bulunmamigtir (Sekil 1A,B).

Apoptoz i¢in beyinde gr basina absorbans sonucu, kontrol
grubunda 0.137 = 0.005, overektomi + D-galaktoz grubun-
da 0.140 = 0.004, overektomi + Epo grubunda 0.141 =
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Sekil 1— Serebral kortekste (A) ve Hipokampusta (B) Asetil kolin este-
raz aktivitesi: D-Galaktoz ve overektomi uygulanan grupta Ach E aktivi-
tesinde degisiklik saptanmamistir. Epo uygulanan grubun Ach E aktivi-
tesi kontrol grubundan ve D-Galaktoz ve overektomi uygulanan grup-
tan farkli bulunmamistir.

0.005 olarak bulunmugtur. Hipokampusta gr bagina absor-
bans kontrol grubunda 0.136 + 0.006, overektomi + D-ga-
laktoz grubunda 0.136 = 0.009, overektomi + Epo grubunda
0.140 = 0.008 olarak bulunmustur. Her ii¢ deney grubu
apoptoz agisindan karsilagtirildiginda hem serebral kortekste
hem hipokampusta tiim gruplar arasinda istatiksel anlamli-
likta fark bulunmamustir (Sekil 2A,B).

TARTISMA

po, pek ¢ok norolojik hastaligin hayvan modelinde tedavi
Eamac1yla denenmis ve noroprotektif etkisi gosterilmis bir
molekiildiir (11). AH'nin patogenezinin bir parcasinda so-
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Sekil 2— Serebral kortekste (A) ve Hipokampusta (B) apoptoz: D-Galak-
toz ve overektomi uygulanan grupta apoptozda kontrole gére degisik-
lik saptanmamistir. Epo uygulanan grubun apoptoz dtizeyi de kontrol
grubundan ve D-Galaktoz ve overektomi uygulanan gruptan farkli bu-
lunmamistir.
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rumlu tutulan amiloid beta nérotoksisitesinde in vitro néron
kiiltiiriinde Epo koruyucu etki gostermistir (17). Bu bulgu-
lardan yola ¢ikarak AH’nin in vivo hayvan modelinde
Epo’nun etkisini incelemeyi amagladik. AH nin hayvan mo-
delinin se¢iminde hastaligin tiim bulgularini yansitabilecek,
sporadik AH modeli sectik. Sporadik AH'nin in vivo modeli
olabilecek ii¢ hayvan modeli sézkonusudur. Bunlar: yiiksek
kolesterolle besleme, streptozotosin enjeksiyonu, D-galaktoz
uygulamasi ile birlikte yada tek basina overektomidir (18).
Biz galigmamizda D-galaktoz uygulamas: ile birlikte overek-
tomi AH modeli olarak kullanilmistir. Bu model Hua ve ark
tarafindan 2006 yilinda ilk kez tanimlanmigtir (1). Hua ve
ark. Overektomi sonrasi 6 hafta D-galaktoz uyguladiklarin:
bildirdiler. Ancak biz ¢alismamizi araya giren enfeksiyonlar
nedeniyle 5 haftada sonlandirmak zorunda kaldik. Bu neden-
le overektomi uygulamas: AH nin hayvan modelinde ilk sece-
nek olmamalidir.

AH hayvan modellerinde hastaligin bir giostergesi olarak
kolinerjik noron kaybi s6z konusudur. Kolinerjik néron kay-
bin1 gostermek i¢cin AchE ve Kolin asetil transferaz antikorla-
r1 ile immunohistokimya ve biyokimyasal yontemlerle AchE
aktivitesini degerlendirilmektedir (1). Caligmamizda koliner-
jik noron kaybini degerlendirmek amaciyla biyokimyasal flo-
resan bir yontemle AchE aktivitesini degerlendirdik. AH nin
hayvan modelinde AchE aktivitesinde azalma beklenir (1,18).
Caligmamizda ne beyinde ne de hipokampusta AchE aktivite-
sinde azalma saptanamamuistir. Bunun nedeni AchE aktivite-
sinin degerlendirilmesinde beyinden protein eldesinde néron
harici hiicrelerinde varlig: olabilir. Bu bizim AchE aktivite-
sindeki degisikligi tespit edememizin bir nedeni olabilir. Bu
nedenle immunohistokimya yontemiyle AchE diizeyinin be-
lirlenmesi hiicresel degisiklikleri daha iyi ayirt etmemizi sag-
layabilir. Ayni modeli kullanan bir ¢aligmada hipokampusta
AchE aktivitesinde azalma saptanmistir. Ancak yine bu ¢alig-
mada kullanilan yontem bizim kullandigimiz yonteme benzer
olmakla birlikte ayni degildir. Bizim kullandigimiz kit flore-
san deteksiyon yapar iken, diger ¢aligmadaki kit kolorimetrik
deteksiyon yapmaktadir (19).

Calismamizda degerlendirdigimiz parametre apoptozdur.
Norodejeneratif hastaliklarda néronal 6liimiin en bilinen for-
mudur. Calismamizda ne beyin 6rneklerinde ne de hipokam-
pus orneklerinde kontrole gbre apoptoz artigt gosterilememis-
tir. Bunun nedeni apoptoz degerlendirilmesinde beyinden
protein eldesinde néron harici hiicrelerinde varligi olabilir.
Bu bizim apoptoz degisikligi tespit edememizin bir nedeni
olabilir. Bu nedenle immunohistokimya yontemiyle apopto-
zun belirlenmesi hiicresel degisiklikleri daha iyi ayirt etme-
mizi saglayabilir.

Calismamizda D-galaktoz ve overektomi ile olusturulan
AH hayvan modelinde Epo’nun etkisinin incelenmesi amag-
lanmuisti. D-galaktoz + overektomi +Epo uygulanan grup, D-
galaktoz ve overektomi uygulanan gruba gore AchE aktivite-
sinde ve apoptoz gostergesinde bir fark giostermemigtir. So-
nuglarimiz Epo’'nun bu modelde néroprotektif olmadigint
gostermektedir. Ancak modelde gozlenen enfeksiyon gibi so-
runlar bu sonucun dogmasinda etkili olabilir. Bu nedenle
Epo’'nun bagka bir AH hayvan modelinde etkisini inceleyen
caligmalar yapilmas: gereklidir.
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