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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

IMINODIASETIK ASIDIN IN VITRO VE IN VIVO ANTIi-ALZHEIMER
POTANSIYELININ DEGERLENDIRILMESI

Tugba GEZMIS

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Hasan TURKEZ

Alzheimer hastaligi (AH), en sik goriilen norodejeneratif hastaliklardan biridir.
Diinya genelinde yash insanlardaki bunama olgusunun % 80' inden fazlasini
olusturmaktadir. AH patolojik olarak, hiicre i¢i norofibriler yumaklar ve hiicre disi
amiloid protein birikimleri ile karakterizedir. AH i¢in heniiz etkin bir tedavi yontemi
bulunmamaktadir. Bu nedenle, AH’ na karg1 onleyici veya yavaslatici terapotiklerin
gelistirilmesine yonelik arastirmalar biiyiik 6nem tasimaktadir. Mevcut tez calismamizda,
cesitli yararli biyolojik etkileri oldugu bilinen, iminodiasetik asit (IDA) aminoasidinin
anti-Alzheimer potansiyeli degerlendirilmistir. IDA aminoasidinin  potansiyel
noroprotektif etkisi, SH-SYS5Y hiicre hattiyla, WST-8 testi, LDH testi ve metal selatlama
caligmast yapilmistir ve AlClz maruziyetiyle indiiklenen deneysel AH modeli olusturulan
siganlarda biyokimyasal, hematolojik, histopatolojik degerlendirmeler ve bununla birlikte
molekiiler genetik analizler yapilarak belirlenmistir. Calismada 16 adet disi Sprague-
Dawley sigan kullanilarak 4 grup olusturulmustur. Grup 1: kontrol grubu (n=4); Grup 2:
AIClz maruziyeti ile deneysel AH olusturulan grup (n=4); Grup 3: tedavi amagli IDA
uygulanan grup (n=4); Grup 4: IDA grubu (n=4). AICI3 maruziyeti ile AH olusturulan
sicanlarda oksidatif stres ve norodejenerasyon gozlenmistir. Yapilan molekiiler genetik
analizler ile aliiminyumun B-sekretaz ve y-sekretaz aktivitelerini artirirken o-Sekretaz
aktivitesini azalttig1 ortaya konmustur. Bulgularimiz IDA aminoasidinin uygulanmasi ile
aliminyum toksisitesinin etkisiyle olusan norodejenerasyon ve oksidatif hasar
diizeylerinin azaltilabilecegini agikca ortaya koymustur. Bu tez ¢alismasi sonucunda elde
edilen verilerin AIClz’e bagh norodejenerasyon ve oksidatif strese karsi iyilestirici
potansiyele sahip yeni bilesiklerin sentezlenmesine ve yeni tedavi strateji arastirmalarina
farkl1 bir bakis ag¢is1 sunacagi kanaatindeyiz.

2019, 71 sayfa

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastaligi, AICls, iminodiasetik asit, Noroprotektif etki



ABSTRACT

MS. Thesis

EVALUATION OF IN VITRO AND IN VIVO ANTI-ALZHEIMER POTENTIAL
OF IMINODIASETIC ACID
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Alzheimer's disease (AD) is one of the most common neurodegenerative diseases
and accounts for more than 80% of the worldwide population of dementia in elderly
people. AD is pathologically characterized by the accumulation of intracellular
neurofibrillar tangles and extracellular amyloid protein. Yet, there is no fully qualified
treatment for AD. For this reason, therapeutic studies in the areas of AD prevention or
slowing down are of great importance. In the study, the anti-Alzhemer potential of
iminodiacetic acid (IDA) amino acid was investigated. The potential neuroprotective
effect of IDA amino acid, WST-8 test, LDH test and metal chelation study with SH-SY5Y
cell line and also biochemical, hematological, histopathological evaluations and
molecular genetic analyzes were determined in rats induced experimentally with ALCls
exposure. Four groups of female Sprague-Dawley rats were used in the study. These
groups were as; Group 1 control (n = 4), Group 2 AICI3z exposed experimental AH model
group (n = 4), Group 3 IDA (n = 4) and IDA 's neuroprotective effect on AD Group 4
AICIlz + IDA (n=4). Oxidative stress and neurodegeneration were observed in AD-
induced rats with AICIs exposure. Molecular genetic analysis revealed that aluminum
reduces P-secretase and y-secretase activity while reducing a-secretase activity. Our
results revealed that the application of IDA amino acid could reduce the levels of
neurodegeneration and oxidative damage caused by aluminum toxicity. We believe that
the data obtained from this thesis will give a different perspective to the synthesis of new
compounds with AIClz-dependent neurodegeneration and oxidative stress, and to new
treatment strategy researches.

2019, 71 pages
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler Acklama

© Derece

mg Miligram

L Litre

g Gram

mM Milimolar

cm Santimetre

sn Saniye

dk Dakika

uL Mikrolitre

Kisaltmalar

AA Askorbik Asit

AChE Asetilkolin Esteraz

ADAM Disintegrin ve metalloproteinaz
AH Alzheimer Hastalig1

Al Aliminyum

AICl3 Aliminyum Klortir

ApoE Apolipoprotein E

APP Amiloid Prekiirsor Protein

AP Amiloid Beta

BACE B Sekretaz Enzimi

BB-CK Beyin Tipi Kreatin Kinaz

BDNF Beyin Kaynakli Norotrofik Faktor
cDNA Komplementer deoksiriboniikleik asit
CK Kreatin Kinaz

EBAH Erken Baslangicli Alzheimer Hastalig1

Vi



EBAAH Erken Baglangicli Alzheimer Hastaligi

GBAH Gec Baglangighi Alzheimer Hastaligt

IDA Iminodiasetik asit

1GluR Iyonotropik glutamat reseptor

s) Intraperitoneal

LDH Laktat Dehidrogenaz

LIPUS Diisiik yogunluklu degiskenli ultrason

MRG Manyetik Rezonans Goriintiileme

MSS Merkezi sinir sistemi

MTT 4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
NFY Norofibriler Yumaklar

NMDA N-metil D-aspartat

PFK Prefrontal Korteks

PS1 Presenilin 1 geni

RNA Riboniikleik asit

ROS Reaktif oksijen tiirleri

RT-PCR Ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu
SEBAH Sporadik Erken Baslangi¢li Alzheimer Hastalig
TAK Toplam Antioksidan Kapasite

TOS Toplam Oksidatif Stres

TNF-a Tiimor Nekroz Faktor a

y-sekretaz Gama sekretaz

vii
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1. GIRIS

1. GIRIS

1.1. Alzheimer Hastaliginin Tanim ve Tarihgesi

Alzheimer hastaligit (AH), dejeneratif bir beyin hastaligt olup bunamanin
nedenlerinden en yaygin olanidir (De Strooper and Karran 2016; Waite 2015). 2015
yilinda diinya capinda demansla yasayanlarin sayist 47,47 ve bu saymin 2030’da 75,63
milyona, 2050°de ise 135,46 milyona ulasabilecegi tahmin edilmektedir (Lindsey 2010).

AH ilk olarak 1906 yilinda psikiyatrist Dr. Alois Alzheimer tarafindan bir
toplantida agiklanmigtir (Korolev 2014). Dr. Alois Alzheimer, ilk kez 1907 yilinda
yayinlanan ve daha sonra AH olarak adlandirilan olgunun ilk vakasi bellek kaybi ve
halsizlik ile baglayan, depresyon, halusinasyonlar ve bunama ile devam eden ve sonunda
oliimle sonuglanan kilinik belirtileri tasiyan 51 yasinda bir kadindir. Dr. Alzheimer,
hastanin beyninin yapisindaki anormal degisiklikleri mikroskop ile analiz ettiginde
beyinde, serebral kortekste lezyonlar, kortikal norofibrillerin sira dig1 kiimelenmesi ve

distorsiyonu ile birlikte atrofi oldugunu gézlemlemistir (Fox et al. 1999).

AH'nin ana klinik 6zelligi ilerleyici hafiza kaybidir. AH ayrica, konusma ve motor
yeteneklerinde bozukluk, depresyon, sanrilar, halusinasyonlar ve agrasif davranislar ile
de karakterize edilebilir (\VVoisin and Vellas 2009).

1.2. Alzheimer Hastaliginin Epidemiyolojisi

2005 yilinda diinya ¢capinda 24,2 milyon insana bunama tanist konulmustur ve her
yil 4,6 milyon yeni vaka ortaya ¢ikmaktadir. Bu vakalarin yaklagik % 70'i AH'ye aittir
(Alzheimer’s Association 2008). Tirkiye' deki Alzheimer hastalarinin sayis1 yaklasik
olarak 300.000°dir (Tasci et al. 2012). AH prevelansi yasla birlikte artmaktadir, 65-74 yas
araligin da AH’ye yakalanma riski % 3 artarken, 85 yas ve iizerindekiler i¢in bu risk %
50' ye ¢ikmaktadir (Castellani et al. 2010).



1. GIRIS

Erken baslangicli Alzheimer Hastalifi (EBAH) olan hastalarin prevalansi
diisiiktiir, ancak ¢aligmalarda % 6 ile % 16 arasinda degisiklik gostermektedir ve bazi

gozlemler,

EBAH'In ge¢ baslangigli Alzheimer hastaligi (GBAH)’na gore farkli ve daha
siddetli olabilecegini sunmaktadir (Panegyres and Chen 2014; Yokota et al. 2005).

Ayrica, AH’li bir ebeveyne, erkek kardese veya kiz kardese sahip olan bireylerin,
Alzheimer’in birinci dereceden akrabasina sahip olmayan kisilere gore hastaligi

gelistirme olasilig1 daha yiiksektir (Green 2002; Wilson et al. 2005).

1.3. Alzheimer Hastah@imin Patofizyolojisi

AH’nin kesin olarak teshisi ve etkin bir sekilde tedavi edilmesi, AH
patofizyolojisinin dogru bir sekilde anlasilmasina dayanmaktadir (Selkoe 2000). Bununla
birlikte, hastaligin patogenezinim anlasilmasindaki kayda deger gelismelere ragmen, son
birkag yilda yapilmig olan c¢alismalar AH'min mekanizmasini tam olarak
aciklayamamustir. Apolipoprotein E (APOE)’ nin genotiplemesi, sitoskeletal proteinlerin
hiperfosforilasyonu, oksidatif stres, anormal hiicre dongiisiine yeniden giris, inflamasyon
ve amiloid B (AB) metabolizmasi ile baglantili olarak patolojik lezyonlar: ve noéronal

sitopatolojiyi ele almak igin birkag farkli hipotez 6nerilmistir (Dong et al. 2012).

AH'nin altinda yatan norobiyolojik mekanizmalar, patolojinin anlagilmasinda kilit

bir unsur olmustur, su ana kadar tanimlanan en 6nemli hipotezler su sekildedir:

(1) kolinerjik hipotez,
(2) amiloid kaskad hipotezi,
(3) tau hipotezi,

(4) oksidatif stres ve kalsiyumun rolii

(Sanabria-Castro et al. 2017).
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1.3.1. Kolinerjik hipotez

AH, ilerleyici hafiza kayb1 ve diger entellektiiel islevlerle karakterize ilerleyici
ndrodejeneratif bir hastaliktir. On beyindeki kolinerjik noronlarin asir1 azalmasi ve
kortikal kolin asetiltransferaz aktivitesinin seviyesinin diismesi, AH ile karakterize olan
norobiyolojik degisikliklerin ve biligsel bozukluklarin derecesi ile iliskilidir (Perry et al.
1978; Whitehouse et al. 1981). Sonu¢ olarak, merkezi sinir sisteminde kolinerjik
fonksiyon kaybinin ileri yas ve AH ile iligkili bilissel gerilemeye énemli dlgiide katkida
bulundugunu belirten “kolinerjik hipotez” gelistirilmistir (Bartus 2000).

Kolinerjik hipotez, AH igin tedavi stratejileri ve ilag gelistirme yaklagimlarinin
¢ogunlugu i¢in bir temel olarak hizmet etmistir. Hali hazirda bilissel bozulma ile beyin
icindeki azalmis kolinerjik iletim arasindaki gozlenen iliskinin AH'de 6nemli bir rol
oynadig1 konusunda ortak bir goriis birligi vardir, ancak kendi basina hastalifin kesin

nedenselligini olusturmamaktadir (Pena et al. 2006).

1.3.2. Amiloid kaskad hipotezi

Amiloid kaskad hipotezi, beyindeki asir1 miktarda AP peptidinin (6zellikle AB42);
amiloid plaklar, norofibriler yumaklar, sinaps kayb1 ve nihai néronal hiicre 6liimii de dahil
olmak iizere AH ile iliskili patolojiden sorumlu oldugunu ortaya koymaktadir (Hardy and
Selkoe 2002). AH tasiyan beyinlerde kortikal plaklar biiyiik 6lgiide, amiloid beta oncii
proteininden (APP) iiretilen toksik AP peptidlerini icermektedir (Blennow et al. 2006).

AH’nin belirteglerinden biri olan AP, APP’ nin a-, B- ve y-sekretaz olarak
adlandirilan enzimler ya da enzim gruplart tarafindan ardisik endoproteoliziyle
tiretilmektedir (Frank M. LaFerla 2007). Disintegrin ve metalloproteinaz ailesine
(ADAM9,ADAM10 ve ADAMI17; ayni zamanda timor nekroz faktorii doniistiiriicli
enzim olarak bilinmektedir) ait o-sekretaz aktivitesi olan {i¢ enzim tanimlanmistir
(Allinson et al. 2003). ADAM ailesinin bir {iyesi olan ADAM10 (kromozom 15), APP'nin
birincil o-Sekretazi olarak tanimlanmistir ve AH'deki AP yiikiiniin hafifletilmesindeki
yararli rolii hem in vivo hem de in vitro arastirmalarda ortaya ¢ikarilmistir (Kuhn et al.

2010; Postina et al. 2004). Bununla birlikte, aspartil proteazin pepsin ailesinden tip 1
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integral membran proteini olan B-site APP pargalayan enzim 1 (kromozom 11, BACE 1),
[-sekretaz olarak tanimlanmistir (Sinha et al. 1999; Vassar et al. 1999). y-sekretaz ise,
PSEN 1 veya PSEN 2, nicastrin, anterior farinks defekt ve presenilin giiclendirici 2' den

olusan enzimlerin bir kompleksi olarak tanimlanmistir (Wolfe et al. 1999; Yu et al. 2000).

APP'nin boliinmesi ve islenmesi, amiloidojenik olmayan yolak ve amiloidojenik

yolak olarak iki ayr1 sekilde incelenmektedir (Sekil 1.1).

(A) Amiloidojenik olmayan (B) Amiloidojenik yolak

sAPPf

Presenilin 1/2
Nikastrin AP

PSEN 2
BACE 1 APHI
[EE——

C83 APP APP €99 AICD

Sekil 1.1. (A) Amiloidojenik olmayan yolak ve (B) Amiloidojenil yolak ile APP
proteolizi (LaFerla et al. 2007).

Yaygin amiloidojenik olmayan yolda APP, hiicre dis1 ortama salgilanan biiytik bir
amino (N)-terminal ektodomain (sAPPa) iireten, karboksi (C) terminalinden 83
aminoasitlik bir pozisyonda a-sekretaz ile parcalanmaktadir (Kojro and Fahrenholz
2005). Olusan 83-aminoasit C-terminali fragman1 (C83) membranda tutulmakta ve daha
sonra a-sekretaz ile parcalanarak, p3 adli kisa bir fragman olusturmaktadir. AP bolgesi
icinde meydana gelen, o-sekretaz ile yarilmanin sonucunda Afmin olusumunun

engellenmesi 6nemlidir (Haass et al. 1993).

Amiloidojenik yolak APP i¢in alternatif bir boliinme yolu olup A iiretimine yol
agmaktadir. Yolak da iki asamali bir kesim goriilmektedir. Ik asamada APP baslangicta
[B-sekretaz ile sAPPP'yi ekstraseliiler alana birakmak ve 99 aminoasit C-terminal

fragmanini (C99) zar iginde birakmak iizere yarilmaktadir (Selkoe 1994). ikinci asamada
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ise, C99; AP ve APP hiicre i¢i C-terminal domenini (AICD) serbest birakmak i¢in y-
sekretaz ile 38-43 aminoaside islenir. Bu islemin sonucunda % 90 oraninda AB40 ve %
10 oraninda toksik olan APB42 olusmaktadir. AP42 varyanti, AP40'a gore daha
hidrofobikdir, fibril olusumuna daha yatkindir ve daha uzun sekilli olup, ayn1 zamanda
serebral plaklarda bulunan baskin izoformdur. Yakin zamanda yapilan arastirmalarda, A
tretimi igin y-Sekretaz aktivitesinin o-sekretaz tarafindan da negatif bir sekilde
diizenlenebilecegi ve a yolu ile B yolu arasinda bir tartisma gosterdigi bulunmustur

(Findeis 2007; Jarrett et al. 1993; Tian et al. 2010).

Bu yolaklar lizerinde diyet, hormanal durum ve APP’nin islenmesini etkileyebilen
mutasyonlar gibi bir¢cok faktor bulunmasindan dolay1 yolaklarin nasil diizenlendigi tam

olarak aydinlatilamamistir (Krishnaswamy et al. 2009).

1.3.3. Tau hipotezi

Bu hipotezde, tau proteini nérodejenerasyona neden olan ikincil bir patojenik olay
olarak ortaya ¢ikmaktadir (Roberson et al. 2007). Noronlarda, mikrotiibiiller néronal yapi,
aksonal tasima ve sinaptik plastisite onarimi i¢in gereklidir (Cleveland and Hoffman
1991). Tau proteini esas olarak noéronlarda bulunur ve mikrotiibiiller ile iliskili
proteinlerin ailesine aittir (Tucker 1990). Ayrica bu mikrotiibiiller yapisal degisiklikler,
aksonal transport ve noronal bliylime igin destek saglamaktadir (Goedert et al. 2006).

Patolojik kosullar altinda, sitoplazmada hiperfosforile tau proteinlerinin
seviyelerinde anormal bir artis gozlenmistir (Kuret et al. 2005). Hiperfosforile olan Tau
proteinleri norofibriler yumaklari (NFY) olusturmaktadir. Hiperfosforile tau proteini;
sitoskeletal proteinler ile anormal agregasyon ve mikrotiibiillerle daha diisiik bir etkilesim
derecesi gostermektedir. Ayrica, hiperfosforile tau proteini, serbest Tau proteininin
artisina neden olmasindan dolayr daha yiiksek agregasyon ve fibrillizasyona yol
acmaktadir. Bu anormalliklerin sonucunda ise aksonal transportun bozulma miktarini

attirmaktadir (Kuret et al. 2005; Rafii and Aisen 2009).

Bilimsel literatiir, AH' nin patogenezinde ndronal disfonksiyondan sorumlu en

onemli faktorler olarak tau proteininde ve AP oligomerlerinde degisiklikler
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bildirmektedir (Sekil 1.2) (Stoothoff and Johnson 2005). Noropatolojik olarak AH tau
proteinlerinden  olusan intrandronal ndorofibriler lezyonlarin  varligi  olarak

tanmimlanmaktadir (Trojanowski and Mattson 2003).

Mikrotibdl

Dengesiz mikrotubdl

© >
Fosforile tau %—
proteinleri
% o’ Cift sarmal

filamentler

Sekil 1.2. AH'de, mikrotiibiillere baglanma ve mikrotiibiil diizenegini ylikseltme
yeteneginde bir azalma vardir. Hiperfosforile Tau, destabilize mikrotiibiil agina, aksonal
transportun bozulmasina ve nihayetinde nérofibriler yumak (NFY) olusumuna ve néronal
oliime katkida bulunabilmektedir (de Paula et al. 2009).

1.3.4. Oksidatif stres ve kalsiyumun rolii

Norodejeneratif hastaliklarda ortak 6zelliklerden birinin oksidatif stres (OS) ve
noronal apoptozis arasindaki iliski oldugu uzun zamandir bilinmektedir (Lin and Beal
2006). OS, aktif reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi ile antioksidanlarin seviyesi arasindaki
dengenin 6nemli 6l¢iide bozuldugu ve hiicre hasarina yol ac¢tigi bir durumdur (Gandhi
and Abramov 2012). AH’nin senil plaklardan ve norofibriler yumaklardan olugturulmus
patolojisine ek olarak, yaygin OS'min varligi, AH’n1 tasiyan beyinlerin bir diger
ozelligidir (Pratico 2008). Ayrica, AH bulunan beyinde proteomik analizi, enerji
metabolizmasi yolaklar1 gibi hayati hiicresel islevlerde 6nemli rollere sahip olan, biiyilik

olasilikla islevsiz olan ¢ok sayida oksitlenmis proteini tanimlanmistir (Reed et al. 2009).

AH patogenezinde OS 6nemli bir faktdr olmasina ragmen, redoks dengesinin
degistirildigi mekanizmalar ve serbest radikallerin kaynaklar1 tamamen bilinmemektedir

(Sanabria-Castro et al. 2017).
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Yaygin bir intraselliiler haberci olan kalsiyum, ¢oklu fizyolojik fonksiyonlar
diizenler, konsantrasyon gradyanlari olusturur, ¢esitli proteinlere, reseptorlere ve iyon
kanallarina baglanmaktadir. AH'de, néronlarin kalsiyumun girisini, ¢ikisini ve hiicre ici
boliimlenmesini diizenleyebilme yetenegi tehlikeye girmektedir (Wang and Sun 2010).
Kalsiyum bozulmasindan kaynaklanan degisiklikler; yasla iliskili OS, hastalik ile iliskili
AP oligomerlerin birikmesiyle birlikte metabolik bozuklugun ve presenilin kodlayan
genlerin mutasyonlariin varliginin sonucu olmaktadir (K.N. Green and I.F. Smith 2007).
Ozellikle AP varlig1 OS’yi indiikleyerek kalsiyumu asir1 yiiklemektedir (Crompton et al.
2002).

1.4. Alzheimer Hastaliginin Tiirleri

AH; erken baglangich ve gec baslangicli olarak iki temel gruba ayrilmaktadir.

1.4.1. Erken baslangich alzheimer hastaligi

65 yasin altindaki insanlarda demans siklikla erken baslangigli Alzheimer
Hastaligi (EBAH) olarak adlandirilmaktadir (van der Flier et al. 2011). EABH; AH’nin
% 10'nunu olusturmaktadir ve erken baslangi¢h ailesel AH (EBAAH) veya sporadik
erken baglangichh AH (SEBAH) olarak ikiye ayrilabilmektedir (Antonell et al. 2013).

EBAAH, 65 yasindan 6nce ve AH igin pozitif aile Oykiisii olan bunama ile
karakterize bir durumdur (Wu et al. 2012). EBAAH, 1930'lardan beri taninmaktadir
(Lowenberg and Waggoner 1934). Aile oykiisii, AH 'de yas faktoriinden sonra ikinci en
etkili risk faktorii olarak gosterilmektedir (Gatz et al. 2006; Tanzi and Bertram 2005).
EBAAH' ye amiloid beta 6ncii proteini (kromozom 21, APP) mutasyonu (EBAAH'nin%
10-% 15'i), presenilin 1(kromozom 14, PSEN1) mutasyonu (EBAAH'nin % 30-70'i) ve
presenilin 2 (kromozom 1, PSEN2) mutasyonu (EBAAH'nin % S5'inden fazlasi) neden
olmaktadir (Bird 1993).

En az 40 APP mutasyonunun, esas olarak otozomal dominant kalitim paterni ile
aktarilan ailevi AH'ye neden oldugu bilinmektedir. Bu olguyu destekleyen bir fenomen

de, 21 kromozom {igliisii nedeniyle APP'nin fazladan kopyasini tasiyan Down Sendromlu
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hastalarin genellikle erken yaglarda AH gelistirmesidir (Zekanowski and Wojda 2009).

PSEN1, Alzforum veri tabaninda patojen olarak rapor edilen 221 mutasyonla en
stk goriilen gendir, PSEN2 ise 19 farkli patojenik mutasyon rapor
edilmistir(https://www.alzforum.org/mutations). PSEN1 mutasyonlariin Ap42 ila AB40

oranini arttirdigr goriilmektedir, bu da y-sekretaz aktivitesinde azalmaya neden olan bir
fonksiyon degisikligine neden olmaktadir (De Strooper and Karran 2016). Ap42'nin
birikmesinin PSEN1 mutasyon tasiyicilarinda erken bir klinik ncesi olay olabilecegi 6ne
stiriilmiistiir. PSEN2 ile iligkili mutasyonlar ise, insanlarda ve farelerde AB42 ila AB40
oranini arttirdigi bildirilmistir (Scheuner et al. 1996).

SEBAH ise daha az goriilmekte ve aile Oykiisti tasimamaktadir (Antonell et al.
2013). SEBAH’nin, 65 yasm altindaki bireylerde ailesel Alzheimer hastaligi gibi
goriilmesine ragmen, herhangi bir gen ile veya yolla iliskilendirilmesinin daha zor oldugu
kanitlanmistir (Antonell et al. 2013). SEBAH’in gelisimi i¢in en onemli genetik risk
faktoric APOE geninin E4 varyantinin varligidir (Corder et al. 1993; Strittmatter et al.
1993).

1.4.2. Gec¢ baslangich alzheimer hastaligi

Gecg baslangicli Alzheimer hastaligi (GBAH), 65 yas {istii hastalarin klinik
semptomlar gosterdigi, en yaygin demans seklidir ve GBAH olan bireylerin sayis1 2050
yilina kadar {ic katma ¢ikacagi tahmin edilmektedir (Association 2014). ikiz calis-
malarda GBAH'm kalitim oranimin % 80 gibi yiiksek bir diizeyde oldugu tahmin
edilmektedir (Gatz et al. 2006). Apolipoprotein E (kromozom 19, APOE), GBAH igin en
onemli duyarlilik geni olarak kesin bir sekilde belirlenmistir (Genin et al. 2011).
Polimorfik APOE geninin en yaygin izoformlari; €2, €3 ve €4 olarak bulunmaktadir
(Nalbantoglu et al. 1994). APOE geninin &4 allelinin, AH icin gii¢lii bir genetik risk
faktorii oldugu kesfedilmistir (Dergunov et al. 2000; Ljungberg et al. 2003). ApoE, AH
hastalarinin beyindeki AP ile birlikte lokalize olmaktadir, bu da ApoE'nin, AB’nin
metabolizmasina, agregasyonuna ve / veya birikimine dahil olabilecegini
diisiindiirmektedir (Namba et al. 1991). AH, APOE geninin €4 seklini devralmasi, bir
bireyin AH gelistirecegini garanti etmemektedir (Association 2014).


https://www.alzforum.org/mutations
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Epigenetik mekanizmalar, gen transkripsiyonunda ve ekspresyonundaki tersinir
degisimlerle hareket etse de, giderek artan bir sekilde norolojik ve psikiyatrik
bozukluklarin karakteristigi olan uzun siireli ve progresif davranigsal anormalliklere yol
acan gen ekspresyonu lizerindeki kontrolde kalici degisiklikler uygulayabildigi kabul
edilmektedir (Tsankova et al. 2007). Hayvan calismalari, erken yastaki cevresel
uyaranlarin ~ metilasyon  paternlerini  degistirdigini, modifiye  davranislarla
sonuglanabilecek ya da yetiskinlikte hastalik riskini artirabilecek gen ekspresyon
degisikliklerine yol agabilecegini agik¢a gostermistir (Weaver et al. 2004). Davranissal
ve beslenme dengesizliklerine ek olarak, kimyasala maruz kalma da DNA metilasyonunu
engelleyebilmektedir (Poirier and Vlasova 2002). DNA metilasyonuna ek olarak,
cevresel ajanlar da kromatin yeniden yapilanmasini1 bozabilir ve gen ifadesinde uzun

vadeli degisiklikler yapabilmektedir (Schumacher et al. 2011).

GBAH, hastalik etiyolojisinde epigenetik bir bilesen oldugunu gdsteren birgok
Mendel dis1 anomaliyi sergiler (Wang et al. 2008). GBAH’n1 tasiyan beyin dokusunda
kontrollere gore anlamli epigenetik farklilik gdsterdigi ve epigenetik distans yasla arttigi,
AH’nin gelisiminde epigenetik etkilerin rol oynadigi gosterilmistir. Ozellikle PSEN1 ve
APOE, GBAH yatkinligina katkida bulunabilecek énemli bir bireyler arasi epigenetik
degiskenlik sergilemistir (Fuso et al. 2006).

Demans hastalarinin beyinlerinde anormal metilasyon yollar1 tespit edilmistir. Bu
degisiklikler demansin patolojik ve klinik degisikliklerinden ¢ok daha erken
saptanabilmesinden  dolay1  epigenetik  mekanizmanin GBAH'min  baslangic
asamasindayken etkileyebildigini gostermektedir (Alagiakrishnan et al. 2012). GBAH
olusumunda histon modifikasyonlar1 veya DNA metilasyonu gibi epigenetik
anormalliklerle goriilmektedir (Schumacher et al. 2011). Genetik olarak GBAH ile iliskili
olan genlerden APOE geni, DNA metilasyonunda en bilyiikk bireylerarasi varyansi

gostererek, en degisken metile edilmis dizileri sergilemistir (Wang et al. 2008).

1.5. Alzheimer Hastaliginin Risk Faktorleri

AH’nin nedeni tam olarak bilinmemesine ragmen bircok risk faktorii ile

iligskilendirilmistir. AH i¢in yas, genetik ve kafa travmasi gibi potansiyel risk faktorleri
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hakkinda c¢ok miktarda veri bulunmaktadir. Bazi risk faktorleri potansiyel olarak

degistirilebilmektedir (Ballard et al. 2011; Burns and Iliffe 2009).

AH icin risk faktorlerinden bazilar1 sunlardir;

1. Sosyodemografik faktorler;

e Yas: yasin ilerlemesi
e Cinsiyet: tutarli bir kanit yoktur

e Ulusal ve etnik profil: Bolgesel varyasyonlara dair baz1 kanitlar

2. Ailesel ve genetik faktorler;

e Aile 6ykiisii: Birinci derece akraba etkilendiginde 3,5 kat risk artisi

e Mutasyona neden olan hastaliklar: 1, 14 ve 21 numarali kromozomlardaki
mutasyonlar

e ApoE genotipi

e Down Sendromu: herbiri sonunda Alzheimer hastaliginin néropatolojik
ozelliklerini gelistirir

e Premorbid biligsel rezervleri: daha uzun egitim ve daha yiiksek zeka

korumasi

3. Tibbi Oykii ve tedaviler;

e [Kafa yaralanmalari: antienflamatuar ilaglar riskte azalma ile iligkilidir
e Ostrojen degisimi: tutarl bir kanit yoktur

e Vaskiiler risk faktorleri: hipertansiyon, diyabet, homosistein ve

kolesteroliin tamamu iligkilidir
e Depresyon: Alzheimer hastaligi ile iliskilidir

e Herpes simplex (Uguk hastaligi): ApoE e4'iin varliginda muhtemel bir risk

faktorudir.
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4. Aliskanliklar;

Tutarl1 bir kanit yoktur (Burns and Iliffe 2009).

1.6. Alzheimer Hastaliginin Tanis1

AH prevalansinin, Oniimiizdeki yillarda 6nemli Ol¢iide artacagi tahminiyle,
hastaligin erken teshisi i¢in etkili biyobelirteglerin gelistirilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir
(Kehoe et al. 2014). Son yillarda AP ve Tau gibi biyobelirteclerde, AH igin amiloid
goriintiilemede ve biligsel zayiflamada 6nemli gelismeler olmasina ragmen, 6zellikle
plazma AB ile ilgili galismalar ¢eligkili sonuglar dogurmustur. (Laske 2013; Roe et al.
2013). Bununla birlikte, AH i¢in terapétik miidahalelerin, ndrodejenerasyonun tersine
cevrilmesi yerine hastalik baslangicinin 6nlenmesi veya geciktirilmesinde daha bagarili
olmast muhtemeldir, bu nedenle AH'nin erken saptanmasi ¢ok onemlidir ve etkili
biyobelirteglerin gelistirilmesi gerekmektedir (Langbaum et al. 2013). Ayrica, dejeneratif
degisikliklerin baglangicinin klinik semptomlarin ortaya ¢ikmasindan 20-30 yil once

basladig1 diisiiniilmektedir (Pietrzak et al. 2018).

Norogorintilleme yontemleri, AH igin biyobelirtegler olarak biiyiik bir potansiyel
sunmaktadir ve 6zellikle manyetik rezonans tekniklerindeki son gelismeler, AH ile iligkili
erken beyin degisikliklerinin saptanmasinda etkili olmustur. AH tanisinda en c¢ok
kullanilan norogoriintiileme tekniklerinden birisi ise yapisal Manyetik Rezonans

Goriintilleme (MRG)’dir (Kehoe et al. 2014).

Ancak ytiksek 6zgiilliik tastyan ve dogru tani1 yontemleri ile dikkatli bir teshis
konulduktan sonra, gelecekte yenilikgi, onleyici ve hastalik modifiye edici tedaviler
uygulanabilir ve bu tan1 herhangi bir goriiniir hastalik kanit1 veya hafiza kayb1 meydana
gelmeden 6nce miidahaleyi baslatmak i¢in ¢ok 6nemlidir (Gotovac et al. 2014; Schwartz
2001).

1.7. Alzheimer Hastahgimin Tedavisi

AH, diinya ¢capinda bunamanin en yaygin nedenidir. Etiyoloji multifaktoryeldir ve
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hastaligin patofizyolojisi karmagsiktir. Bununla birlikte, AH vakalar1 hizla artmaktadir.
AH ayrica, hastanin ailesine ve topluluguna muazzam duygusal ve mali yiik
getirmektedir. Bu veriler, AH igin etkili bir tedavinin ne derece O6nemli oldugunu
gostermektedir (Anand et al. 2014). Ne yazik ki, biitiin bilimsel ¢abalara ragmen, su anda

AH'nin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in etkili bir farmakoterap6tik secenek bulunmamaktadir

(Yiannopoulou and Papageorgiou 2013). Kullanilan lisansli, farmakolojik ve
immiinoterapi tedavilerinden 6rnekler; semptomatik tedaviler (kolinesteraz inhibitérleri,
N-metil D-aspartat (NMDA) reseptér antagonistleri), noropsikiyatrik belirtiler igin
tedaviler (atipik antipsikotikler, antidepresanlar, antikonviilsanlar) ve onerilen hastalik
degistirici tedaviler (immunoterapi, sekretaz inhibitorleri, amiloid agregatlari, bakir ve
¢inko modiilatorler, Tau agregasyon inhibitorleri, glikojen sentez kinaz 3, dogal tiriinler

ve vitaminler) olarak verilebilir (Ballard et al. 2011).

AH'nin kolinerjik hipotezi, bazal Onbeyin igindeki kolinerjik sistemlerin,
asetilkolin ndéronlarinin kaybi, asetilkolin sentezi ve bozunmasi i¢in enzimatik fonksiyon
kaybi gibi hastalik siirecinin erken donemlerinde etkilendigi sonucuna varmaktadir, bu da
hafiza kaybma ve diger bilissel ve noropsikiyatrik belirtiler gibi bilissel olmayan
islevlerin bozulmasina neden olur. Sinaptik yarik arasindaki asetilkolin bozulmasim
geciktirmek i¢in asetilkolin inhibitdrleri kullanarak kolinerjik iletimi gelistirmeye yonelik
bir strateji onerilmistir (Bartus et al. 1982). Bugiine kadar, hafif ve orta siddette AH
tedavisinde ii¢ ayr1 asetilkolin inhibitdrii onaylanmstir, bunlar; donepezil, rivastigmin ve
galantamindir (Farlow vd 2000). Yaygin olarak kullanilan bu ii¢ kolinesteraz inhibitdrii,
hemen hemen aynmi genel etki mekanizmasina sahiptir, ancak giivenlik ve tolerabilite
profillerini etkileyebilecek diger farmakolojik ozellikler bakimindan biyiik 6lgiide
farklilik gostermektedirler (Lockhart et al. 2009).

Orta ve siddetli AH i¢in bagka bir terapotik secenek ise, memantindir. Bu ilag,
noronlar eksitotoksisiteden korudugu diisiiniilen, rekombinant, orta afiniteli bir NMDA
antagonistidir (Yiannopoulou and Papageorgiou 2013). Memantinin, davranigsal skorlari
ve Ozellikle ajitasyon ve agresif davranisla iligkili alt 6l¢ekleri iyilestirdigi gosterilmistir
(Wollen 2010). Memantin siklikla asetilkolin inhibitorleri ile kombinasyon halinde

kullanilmakta, Kklinik olarak anlamli gelismeler saglayip saglamadigi tartisilmaktadir

12



1. GIRIS

(Francis et al. 2012; Maelicke and Albuguerque 2000; Venneri et al. 2005).

Asetilkolin inhibitorleri ve / veya memantin ile semptomatik tedaviye dayanan bir
klinik yararin sadece 6 ila 12 ay siirdiigii kabul edilmektedir. Bu durum oldukga smirl
goriinse de, hem hastalik baslangicin1 hem de progresyonu sadece 1 yil geciktirebilecek
midahalelerin, 2050 yilinda hastaligin beklenen vakalarinin yaklasik 9,2 milyon kadar
azaltabilecegi distiniilmektedir (Brookmeyer et al. 2007). Dahasi, bir¢ok caligsma
asetilkolin inhibitorlerini 3-5 yillik bir siire i¢in bilissel gerilemeyi yavaslattigini ve
AH'nin erken doneminde asetilkolin inhibitor tedavisinin baslamasi halinde daha etkili
oldugunu gostermektedir. Boyle bir erken tedavi baslangici, bazi asetilkolin inhibitdrleri

igin Onerilen noroprotektif etkiler agisindan makul goriinmektedir (Wollen 2010).

1.8. Alzheimer Hastalig1 Modelleri

AH etiyolojisini anlamanin anahtari, hastaliga ait biitiin yonleri ideal olarak
Ozetlemesi gereken etkili hastalik modellerinin gelisiminde yatmaktadir. Yillar boyunca
AH' nin modellerinin gelistirilmesinde in vivo, in vitro ve in siliko platformlar: igeren
bir¢ok teknik kullanilmistir. Bu yaklasimlarin her biri, AH' nin bazi temel 6zelliklerini
ortaya ¢ikarmasina karsin, hicbiri AH insan beyninde gozlenen patolojik isaretleri tam

olarak taklit etmeyi basaramamistir (Ranjan et al. 2018).

Kullanilan AH modelleri sunlardir;

1) AH’nin in vitro modelleri

e Doku modelleri
e Hicre modelleri

e Molekiiler simiilasyon modelleri
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2) AH’nin transgenik hayvan modelleri

e APP transgenik fare modeli

e Tau transgenik fare modeli

e APP ve Tau ikili transgenik fare modeli
e Uglii transgenil fare modeli

e 5xTransgenik-AH modeli

e Transgenik sican modelleri

3) AH’nin transgenik olmayan hayvan modelleri

e Dogal AH modelleri
e Yiiksek yag diyeti ile indiiklenmis AH modelleri
¢ AH’ nin miidahale modelleri (Kimyasal olarak indiiklenmis AH modelleri

ve lezyon modelleri) (Li et al. 2016)

1.8.1. Aliiminyum maruziyeti ile olusturulan deneysel hayvan modeli

Aliminyum (Al), gli¢li bir pozitif yiik ve nispeten kiigiik iyonik yaricap ile
karakterizedir. Al’nin bu iyonik yarigapi, ¢esitli proteinlerin metal baglayict amino-
asitleri ile baglanmasini kolaylastirmaktadir (Kawahara and Kato-Negishi 2011). Al
bilinen bir norotoksindir ve Al maruziyetinin AH patogenezi i¢in bir risk faktorii oldugu
distiniilmektedir (Wang et al. 2016). Ancak, Al ve AH arasindaki iliski, AH
patogenezinin kesinlik kazanmamasindan dolay1 tartisma konusu olmaktadir (Bondy
2010; Kawahara and Kato-Negishi 2011; Yegambaram et al. 2015). Bu konu {iizerine
yapilan ¢aligmalar, cogu néronun bdliinmeyen dogasi ve oksidatif strese kars1 savunmasiz
olmalari nedeniyle beynin Al'ye duyarli oldugunu gostermistir (Liang et al. 2013; Wang
et al. 2014).

Al kan-beyin bariyerini gecerek beyinde birikebilir ve Al’nin beyinden atim1 diger
organlara gore daha yavas olmaktadir (Banks and Kastin 1989; Yokel and McNamara
2001). Ayrica Al, AH’nin belirteci olan AP ile kompleks olusturup, AP birikimini
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arttirabilmektedir. Bununla birlikte, Al ile birlesen Af'nin, membran bozulmasina,
kalsiyum homeostazinin kaybina, mitokondriyal solunumun pertiirbasyonuna ve son

olarak noronlarin 6liimiine neden olan normal AB'dan daha toksik oldugu bulunmustur

(Denise Drago et al. 2008; D. Drago and 2008; Kawahara and Kato-Negishi 2011b).

Oksidatif ve inflamatuar olaylarin AH siirecine katkida bulundugu aciktir (Yan et
al. 1995; Zhou et al. 1995). Bununla birlikte, 6nemli ¢alismalar Al'nin néroinflamatuar
bir yanit ortaya ¢ikarabilecegini; in vivo ve in vitro olarak beyindeki reaktif oksijen
tirlerinin olusumunu siddetlendirdigini gostermektedir (Bondy et al. 1998; Johnson and
Sharma 2003). Ayrica, Al’ye fazla maruz kalmanin AH patogenezinde ilerleyici bir
katkist oldugu yapilan beyin otopsi drneklerinin analizi ile kanitlanmistir (Exley and
Vickers 2014; Walton 2006).

AH’nin kimyasal olarak indiiklenmis modelleri, baslangicta, sicanlara AP enjekte
edilerek cevre ndronlardaki etkilerini arastirmak igin kurulmustur. AH benzeri bir
patolojiyi indiiklemek i¢in kullanilan maddeler arasinda kolinerjik néronlar i¢in nispeten
spesifik skopolamin, NMDA reseptorlerini aktive etmek igin L-metiyonin, tau
fosforilasyon i¢in okadaik asit, mitokondriyal disfonksiyon i¢in sodyum azid ve ayrica
reaktif oksijen tilirlerinin arttirilmasi i¢in Al gibi agir metaller bulunmaktadir. Bu
maddeler, néronal veya nérotransmitter yollarint bloke ederek hayvanlarda demansi
indiikler, bu da, hasarin biligsel islev tlizerindeki belirli bir ndrotransmisyon yoluna
etkilerini aragtirmak ve ayrica bu yollarda hedeflenen 6nemli ilaglar1 test etmek i¢in ayirt

edici bir arag¢ saglamaktadir (Li et al. 2016).

1.9. iminodiasedik Asit

Glutamat, glutamik asit anyonudur ve norolojide nérotransmitter olarak gorev alir.
Ayrica, bir sinir hiicresinin baska hiicrelere sinyal olarak gonderdigi kimyasallardan
birisidir ve omurgali sinir sisteminde biiyiik oranda bulunmaktadir (Meldrum 2000). N-
metil D-aspartat reseptorleri (NMDAR), beyin fizyolojisi ve biligsel islevlerin (6grenme
ve hafiza gibi) ¢esitli yonlerinde yer alan iyonotropik glutamat reseptérlerdir (iGIUR)
(Bliss and Collingridge 1993). Ayrica, eksitotoksisite, NMDAR aktivitesi arttikca,

Ornegin; ndronlar yaralandigi zaman, normal seviyelerdeki glutamatla bile devreye
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girebilmektedir (Lipton 2004). NMDAR, farkli fizyolojik ve patolojik siireglere aracilik
ettigine inanilan sinaptik ve ekstrasinaptik lokalizasyonlarda noronal hiicre zarlarinda
bulunmaktadir (Papouin et al. 2012). NMDAR, magnezyum (Mg ) blokajmin
uzaklastirilmasi, yiiksek kKalsiyum (Ca*?) gegirgenligi ve nispeten yavas ligand-bagimli
Kinetikleri yoluyla voltaj iligkili aktivasyonunda diger iGluR'lerden farklidir. Bu
benzersiz ozellikler, NMDAR" sinaptik fonksiyon ve plastisitede ¢ok dnemli bir rol igin

essiz ve vazgecilmez kilmaktadir (Collingridge and Singer 1990; Cotman et al. 1988).

AH ilerlemesi, bellek ve bilise karigan hassas beyin bolgeleri olan hipokampus ve
neokortekste islev ve yapidaki kademeli bir hasar ile iliskilendirilmistir. AH, sinaptik
kayip, AP plaklarinin birikmesi, NFY'ler ve hiperfosforile Tau ile karakterizedir. Bu
degisiklikler NMDAR’ lerinin aktivasyonu ve nihayetinde AH patolojisi ile sonuglanan
stres ile iliskilidir. Ayrica, AP birikiminin, oksidatif stres, bozulmus enerji metabolizmasi
ve defektif Ca*? homeostazinda yaslanma ile iliskili artislari siddetlendirebilecek
noronlarda NMDAR aracili Ca*? akisini, eksitotoksisite ve stresle iliskili sinyal yollarin

tetikledigi de bildirilmistir (Bezprozvanny and Mattson 2008).

AP birikiminin eksitotoksisite lizerindeki spesifik etkileri heniiz tam olarak
anlagilamamistir ve AH'de NMDAR aktivasyonunun tam rolii belirsiz olmasina ragmen,
birkag¢ ¢alisma AP agregasyonunun NMDAR'a baglanabildigini ve sinir hiicresine Ca*
akisinin arttigini kanitlamigtir (Molnar et al. 2004).

Bununla birlikte, sinaptik ve ekstrasinaptik NMDAR'larin sirasiyla farkli endojen
koagenler olan D-serin ve glisin tarafindan aktive edildigi bulunmustur (Papouin et al.
2012). Ayrica, NMDAR aktivasyonunun etki mekanizmasi net degildir, 6zellikle glisin
baglama yerlerinin endojen gegitleri ile ilgili temel bilgiler hala aydmlatilmamistir
(Johnson and Ascher 1987). NMDAR'larin aktive edilmek tizere, glutamatin ve baska bir
antagonistin baglanmasin1 gerektirir. Glisin (Sekil 1.3), ilk olarak NMDAR' larin
aktivasyonunda bir yardimcisi olarak hizmet ettigi onerilmistir (Forsythe et al. 1988;
Johnson and Ascher 1987; Kleckner and Dingledine 1988). Glutamat ve bir yardimci
ligand, noron postsinaptik depolarize bir durumda iken baglanirsa, NMDA kanallari
acilarak kalsiyumun hiicrelere girmesine izin vermektedir. Hiicrelere kalsiyum akisinin

artmasi, 6grenme ve hafiza altinda yatan mekanizmalar ile ilgili olduguna inanilmaktadir
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(Henneberger et al. 2010). Eger hiicre icindeki Ca*? miktar1 artarsa, NMDR’leri asir1
aktive olur ve bu artis hiicre 6liimiinii baslatan bir dizi siireci tetiklemektedir (Ferreira et

al. 2012).

O

OH
NH,

Sekil 1.3. Glisin’in Yapisi.

Eksojen kaynakli glisin, NMDAR'larin yanitlarini giiglendirmektedir (Forsythe et
al. 1988; Johnson and Ascher 1987; Kleckner and Dingledine 1988). Bununla birlikte,
ekstrasinaptik NMDAR ile indiiklenen yanitlar, AH' de meydana gelen fizyolojik
degisiklikler ile sik1 bir sekilde iliskili gériinmektedir (Léveillé et al. 2008). Ayrica, yakin
zamandaki bir calismada AP birikiminin néronal kayiplara neden olan ekstrasinaptik
NMDAR'lar1 aktive ettigini ve memantinin AP ile indiiklenen negatif etkileri antagonize

ettigini gostermistir (Talantova et al. 2013).

Iminodiasetik asit (IDA) bir poliamino karboksilli asittir. IDA anyonu, iki,
kaynasmis, bes iiyeli kenetleme halkalar1 ile bir metal kompleksi olusturmak i¢in bir

tridentat ligand olarak hareket edebilmektedir (Sekil 1.4).

O O

1 Z

HO OH

Sekil 1.4. IDA’nin Yapisi.

Bununla birlikte, iminodiasetik asit, nitrojene baglanan hidrojenlerden birinin bir
karboksimetil grubu ile ikame edilen bir amino dikarboksilik asittir. Ayrica, IDA’nin

nitrojen atomundaki proton, chelex 100 gibi bir iyon degisim re¢inesi olusturmak i¢in bir
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polimerin bir karbon atomu ile degistirilebilmektedir. Ayn1 zamanda IDA, glisin tiirevi
ve protein olmayan alfa-aminoasit olup, selatér olarak rol oynamaktadir. Giindelik
kullanimda ise IDA, karaciger, safra kesesi ve safra kanalinda c¢esitli hastaliklar1 teshis
etmek icin hepatobilier iminodiasetik asit taramasi olarak da adlandirilan HIDA
taramasinda kullanilmaktadir. Ayrica, yapilan baz1 ¢alismalarda IDA'nin AB42
agregasyonu iizerinde belirsiz bir etkiye sahip oldugunu gosterilmistir (Xie et al. 2017).

Biitiin verilen bilgiler 1s1ginda, IDA aminoasidinin potansiyel antioksidan ve
noroprotektif 6zellikleri, WST-8 testi, LDH testi, metal selatlama ¢alismas1 ve AlClzile
indiiklenen AH sigan modellerinde, biyokimyasal, hematolojik, histopatolojik ve
molekiiler genetik parametreler ile ortaya konulmasi amaglanmigtir. Bu aragtirmada, vaka
sayist hizla ivme kazanan ve heniiz tedavisi bulunamamis olan AH icin yeni bir terapotik

yaklasim stratejisi hedeflenmistir.

18



2. KAYNAK OZETLERI

2. KAYNAK OZETLERI

Lin et al. (2015), yaptiklar1 ¢alismada AH sigan modelinde diisiik yogunluklu
degiskenli ultrason (LIPUS) stimiilasyonunun aliiminyum kaynakli beyin hasarina karsi
koruyucu etkisini aragtirmiglardir. Norotrofik faktorlerin protein ifadeleri, beyindeki
LIPUS ile arttirilabilmektedir. LIPUS, her bir AICl3 uygulamasindan 7 giin once
uygulanmis ve es zamanli olarak 6 hafta boyunca giinliikk olarak AICIs verilmistir.
Hipokampusta norotrofik faktorler western blot analizi ile Olgiilmiistiir. Morris su
tankindaki davramis degisiklikleri ve yiikseltilmis art1 labirent, AlClz uygulamasindan
sonra siganlarda incelenmistir. Beyin hasarlarinin derecesini degerlendirmek i¢in gesitli
biyokimyasal analizler yapilmistir. LIPUS, sican beyninde beyinden tiiretilmis ndrotrofik
faktor, glial hiicre dizisi kaynakli ndrotrofik faktor ve vaskiiler endotelyal biiytime faktorii
seviyelerini uyarma yetenegine sahiptir. AlIClz uygulamast AICI3 ile muamele edilmis
sicanlarda aliiminyum konsantrasyonu, asetilkolinesteraz aktivitesi ve beta-amiloid (Ap)
birikiminde 6nemli bir artisa neden olmustur. LIPUS uyarimi, AlCI3 ile tedavi edilen
sicanlarda aliiminyum konsantrasyonu, asetilkolinesteraz aktivitesi, AR birikimi ve
karyopiknozu 6nemli 6lgiide azaltmistir. Ayrica, LIPUS, AICIs ile indiiklenen hafiza
bozuklugunda hafiza tutulumunu 6nemli Sl¢lide iyilestirmistir. Bu deneysel sonuglar,
LIPUS'un AICIs'iin neden oldugu serebral hasarlara ve bilissel islev bozukluguna karsi

noroprotektif etkilere sahip oldugunu gostermektedir.

Ulusoy vd (2015), AH'de gozlenen progresif norodejenerasyona benzer sekilde,
AICl3 norotoksisitesi, AH modelini tiretmek igin gesitli sekillerde AICI3 yonetiminde
kullanilmistir. Sigcanlarda uzun siire intraperitoneal olarak diisiik doz (4.2 mg / kg) AICI3
enjeksiyon bazi aragtirmacilar tarafindan tercih edilen yontemdir. Bu ¢alismada, bir AH
modelinin {retilmesi i¢in bu yodntemin etkinligi degerlendirilmistir. AICl3'lin
noropatolojisine ve AH' nin karakteristik lezyonlarina histolojik ve immiinohistokimyasal
tekniklerle bakilmistir ve AlCI3 ile tedavi edilen ve kontrol siganlarinin beyinlerinde
oksidatif stres belirleyicileri tanimlanmistir. Ayrica, hipokampusta elektrofizyolojik
kayitlar yapilmistir ve Morris su labirenti testi ile olast davramis degisikliklerini
degerlendirilmistir. Bununla birlikte, hipokampiiste uzun siireli giliglenme bozuklugu

disinda hayvanlarda herhangi bir patolojik degisiklik meydana gelmemistir. Bu
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calismanin bulgularina gore, iyi bir AH modeli liretmek i¢in, si¢anlarda diisiik miktarda

ip AlICI3 yeterli degildir. Bu nedenle, daha yiiksek dozlar (>10 mg / kg) kullanilmalidur.

Thenmozhi et al. (2016), bu c¢alismada, hesperidin'in AICI3 ile indiiklenmis
kognitif bozukluk, oksidatif stres ve apoptoza kars1 koruyucu etkisi incelenmistir. Erkek
Wistar sicanlari, kontrol grubuna ayrilarak, AICls ile (100 mg / kg), AICIs ve hesperidin
birlikte (100 mg/ kg) ve tek basina hesperidin ile muamele edilmistir. Kontrol ve deneysel
siganlarda, 6grenme ve hafiza bozuklugu radyal kol labirenti, yiikseltilmis art1 labirent ve
pasif kaginma testleri ile Olgiilmiistiir. Ayrica oksidatif stres, pro ve anti-apoptotik
belirteglerin ekspresyonu da degerlendirildi. AICl3'lin (100 mg / kg) 60 giin boyunca
intraperitoneal olarak enjeksiyonu, 6grenme ve hafiza bozukluklarini, tiyobarbitiirik asit
reaktif maddelerinin seviyelerini ve X iligkili Bifo lenfoma-2 protein (Bax)'1n ifadesini
onemli 6l¢iide arttirdi ve azaltilmis glutatyon diizeylerini, enzimatik antioksidanlarin
aktivitelerini ve Bcl-2’nin hipokampus, korteks ve serebellumdaki kontrol grubuna
kiyasla Bcl-2 ekspresyonunu azaltmistir. Hesperidin'in (100 mg / kg) 60 giin siireyle
birlikte uygulanmasi, kognitif bozukluklar, biyokimyasal anormaliler ve AlIClz tedavisi

ile uyarilan apoptozu 6nlemistir.

Asokan et al. (2017), ¢emen tohumu tozunun AICl3 indiiklii AH siganlarina karsi
noro-koruyucu etkisi analiz edilmistir. Davranigsal, biyokimyasal ve molekiiler
calismalar ile cemen otu tohumu tozunun birlikte uygulanmasinin, aktif siganlarin sinerjik
etkisine bagl olarak, AH siganlarda AICls ile indiiklenen hafiza aciklari, amiloid ve tau

patolojisi, oksidatif stres ve enflamasyonun 6nemli 6l¢iide azaldigini ortaya koymustur.

Olajide et al. (2017), burada, si¢anlarin prefrontal korteks (PFK) ve
hipokampusundaki AICl3 ile baslatilan davranigsal defisitleri ve norotoksik kaskadlari
tersine ¢evirmede askorbik asidin (AA) etkinligini aragtirilmistir. 15 giin boyunca giinliik
olarak oral AICI3 (100 mg/ kg) uygulanan bir grup sigan, kontrolle karsilastirildiginda
davranigsal degerlendirmeler sirasinda 6nemli kilo kaybi, azaltilmis hafiza, frontal-
bagimli motor defisitleri, biligsel gerileme, hafiza disfonksiyonu ve anksiyete ile
karakterize olan dejeneratif degisiklikler gostermistir. Sonraki analizler, tiikenmis
stiperoksit dismutaz ve lipit peroksidasyonu (glutatyon-S transferaz aktivitesi ile iligkili)

ile ortaya c¢ikan oksidatif bozuklugun, artmis noral asetilkolinesteraz (AChE)

ekspresyonu ve artmis laktat dehidrojenaz ile goriilen kolinerjik defisitlerin davranis
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degisiklikleri altinda yatan mekanizma oldugunu gostermistir. Ayrica, ndronal
aksonlarda ve dendritlerde azaltilmig Nissl profilleri ile PFK ve hipokampal kesitlerin
hematoksilin ve eosin boyamasinda gozlenen apoptotik degisikliklere karsilik gelen
proteoliz kanitlar1 gériilmiistiir. Bununla birlikte, AA (15 giin boyunca giinliik 100 mg /
kg), AlCl3 ile aktive edilen molekiiler ve hiicresel stresli proteinlerin inhibisyonu yoluyla
sicanlarda davranigsal bozukluklar 6nemli dl¢iide azaltmistir. Elde edilen sonuglar, AA
terapotik avantajlarinin altinda yatan temel mekanizmalarin serbest radikalleri temizleme,
membran lipid peroksidasyonunu 6nleme, néronal biyoenerjetikleri modiile etme, AChE
inhibitorii gibi davranma ve anti-proteolitik 6zellikleri ile yakindan iliskili oldugunu
gostermistir. Bu bulgular, endojen AA kapasitesinin farmakolojik alimi yoluyla
desteklenmesinin AH ile iligkili ndrodejeneratif siireclerin ve davranig degisikliklerinin

ilerlemesini 6nleyebilecegini gostermektedir.

Hend et al. (2018), s6z konusu ¢alisma, siganlarda agir metal kaynakli Alzheimer
benzeri hastaligi, AH'nin bir deneysel modeli olarak dogrulamay1 ve oksidatif stres-
inflamatuar yol tizerindeki etkisini izleyerek berberinin terapétik etkisini arastirilmasi
amaclanmistir. AH benzeri hastalik tasiyan sicanlarda {i¢ ay boyunca aliiminyum,
kadmiyum ve floriir karigimui ile oral olarak indiiklendi, bunu bir ay boyunca berberin ile
tedavi izlemistir. Berberin, Morris su labirent testindeki bilissel davranislar1 kontrole
kiyasla 6nemli Olciide iyilestirmistir ve agir metal kaynakli hafiza bozukluguna kars
koruyucu bir etki sunmustur. Silico calismasiyla eslesen, berberin AChE ekspresyonunu
azaltmis ve beynin dokularindaki aktivitesini inhibe etmistir. Ayrica, inflamatuar
elemanlarinin {iretimini normalize etmistir. Dahasi, antioksidan AP40'in {retimini
uyarmistir ve AP agregasyonlarindan sorumlu AB42'nin olusumunu inhibe etmistir.
Histopatolojik incelemeler berberinin noéroprotektif etkisini dogrulamistir. Mevcut
veriler, AH i¢in antienflamatuar / antioksidan mekanizma yoluyla berberinin terapdtik

modalitesi olarak potansiyel yararl etkisini savunmaktadir.
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3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasallar

Tez c¢alismasinda kullanilan kitler ve kimyasallarin listesi Cizelge 3.1°de

verilmigtir.

Cizelge 3. 1. Tez arastirmasi i¢in kullanilan kimyasal ve kitlerin isimleri ve alindiklari
firmalar.

Kimyasallar ve Kitler

Alindig1 Firma

AICls

Sigma-Aldrich®

cDNA Sentez Kiti

Applied Biosystems™®

CVDK-8 Kit Ecotech Biotechnology®
IDA Sigma-Aldrich®
DMEM-F12 Gibco®

DMSO Sigma-Aldrich®
Etanol Sigma-Aldrich®

FBS (Fetal Bovine Serum)

Gibco®

Giemsa

Sigma-Aldrich®

LDH Assay Kit Thermo Scientific™®
PBS Sigma-Aldrich®
Retinoik asit Sigma-Aldrich®
RNA Izolasyon Kiti Invitrogen™®
Sybr Green Master Mix Applied Biosystems™®
TAK Kiti Rel Assay Diagnostics®
TOS Kiti Rel Assay Diagnostics®

Tripan Mavisi

Sigma-Aldrich®

Tripsin/EDTA

Sigma-Aldrich®

3.1.2. Cihazlar

Tez ¢alismasi boyunca kullanilan cihazlarin listesi Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Arastirmada kullanilan cihazlar.

CiHAZIN ADI MODELI
-20 Sogutucu J.P. Selecta
+4 Sogutucu J.P. Selecta

Analitik Terazi

ShimadzuATX 224

Biyogiivenlik ESCO NordicSafe™
Kabini
CO>’li inkiibator ESCO Celculture

Derin dondurucu
— 86

Esco, uus-439b

Dijital
Mikrobiyolojik
Emniyet Kabini

ESCO, AC2-4E8M

Isitici-sogutucu Bioer, ch 202

Kuru Blok

Isitilict Manyetik Daihan, shr

Karistirici

Invert Leica DFC450C Model: CH-9435
Mikroskop

Masaiistii pH Adwa, AD1000
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3.2.Yontem

3.2.1. In Vitro ¢alismalar

3.2.1.1. Hiicre kiiltiirii

Arastirmamizda, insan noroblastoma kokenli SH-SYSY hiicreleri, tek katman
halinde, Dulbecco’nun modifiye Eagle besiyeri (DMEM) (igerisinde, %10 F&tal Dana
Serumu: FBS, %1 penisilin/streptomisin ve %1 L-glutamin bulunmaktadir.): F12
besiyerinde %5 oraninda CO2 bulunduran 37 °C’lik inkiibatorde yetistirilmistir. Hiicreler
takip edilerek %70-80 konfluense ulasildiginda haftada en az iki kere pasajlama
yapilmustir ve hiicre sayisi arttirilmaya devam edilmistir. Pasajlama islemi i¢in oncelikle
flasktaki besi ortami ¢ekilmistir. Sonrasinda fosfat tamponlu salin (PBS) ile besiyeri
iceren flask birkag¢ kez yikanmis ardindan %0,1 tripsin ve %0,04 EDTA soliisyonu ilave
edilmistir. Tripsinin aktivasyonu i¢in flasklar inkiibatorde 5 dakika (dk)’lik bekleme
sliresinden sonra, hiicrelerin hepsinin flask zemininden koptugundan emin olunmustur ve
flastaki tripsini inhibe edebilen FBS igeren besiyeri flaska eklenmistir. Flasklardan
hiicreler 15 ml’lik tiiplere toplanarak 3 dk boyunca 1500 rpm’de santrifiije tabi
tutulmustur, siire sonunda olusan pelet siipernatantan ayirilmig ve pelet besiyeriyle
¢Ozdiirlilmiistiir. Hiicre sayimmi tripan mavisi kullanilarak hemositometrde tespit
edilmistir. Hiicre ekimi 25 cm?- lik flasklara icerisinde 1x10° hiicre bulunacak sekilde

yapilmustir ve flasklardaki besiyerleri iki glinde bir yenilenmistir.

3.2.1.2. SH-SYS5Y Hiicrelerinin Farkhilastirilmasi

Bittencourt Pasquali et al. (2016) tarafindan 6nerilen yontem esas alinarak yapilan
farklilastirma isleminde, hiicreler ilk olarak 75cm? olan flasklarda 1,5 x 10* hiicre / cm?
bulunacak sekilde ekim yapilmistir, 24 saat sonra flask zeminine tutunmus olan hiicrelere
yeni besiyeri olarak isiyla inaktive hale getirilmis %1 FBS ve 10 uM retinoik asit (RA)
bulunduran DMEM:F12 verilmistir. Sonraki 11 giin siiresince, besi ortamlar1 3 giinde bir
yenilenmistir ve hiicrelerin morfolojisindeki degisiklikler ve farklilasmalar 151k

mikroskobu kullanilarak takip edilmistir.
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3.2.1.3. Hiicre canhlik testi (WST-8) ve LDH testi

Tetrazolyum tuzlari olan WST-8, MTT, XTT, MTS veya WST-1 arasinda
duyarliligi en yiiksek olan WST-8’dir. WST-8, hiicre kiiltiirii ortaminda ¢6ziiniir olan
turuncu renkli bir iiriin verecek sekilde hiicrelerde dehidrojenazlarla azaltilmaktadir.
Canli hiicrelerin dehidrojenazlarinin salgiladigi turuncu renkli formazan boyasinin
miktart canli hiicre sayisiyla paralellik gostermektedir. Bu nedenle ticari CVDK-8 kiti ile
WST-8 miktar tespit edilmistir. Farklilasmasi tamamlanmis SH-SY5Y hiicrelerinin 96
tane kuyu bulunduran plakalara ekimi yapildiktan 24 saat sonra plakalara tutunmus
hiicrelere 200 uM’ lik toksik doz olarak segilen AIClzile birlikte IDA aminoasidi 0-800
mg/L arasindaki farkli derisimlerde verilerek 24 saat siiresine inkiibasyona birakilmistir.
Hiicre canlilig1 tespiti igin kitteki prosediir izlenmistir ve bu prosediir 6zetlenirse, IDA ile
muamele hiicrelere 10 ul CVDK-8 reaktifi ilave edilmistir ve 37°C’de iki saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Orneklerin hepsinin ayr1 ayr1 450 nm dalga boyundaki

Olgtimleri ile hiicrelerin canliligt % deger olarak hesaplanmistir.

Laktat dehidrogenaz (LDH) neredeyse biitiin hiicrelerin sitoplazmasinda
bulunmaktadir ve hiicre membrani zarar gordiigiinde ortama salinmaktadir. Thermo
Scientific Pierce LDH Sitotoksisite Test Kiti, hiicresel sitotoksisite ve sitoliz igin
biyobelirte¢ olarak LDH kantitatif olarak Ol¢iilmesi igin giivenilir bir kolorimetrik
yaklagim sunmaktadir. Farklilagsmasini tamamlamig SH-SYS5Y hiicreleri 96’ lik plakalara
ekim yapilarak 24 saat boyunca bekletilmistir. Bu siire sonunda tutunan hiicrelere 200
uM’ lik toksik doz olarak secilen AICIs ile IDA aminoasidi 0-800 mg/L arasi farkli
derisimlerde verilerek 24 saat inkiibasyona birakilmistir ve siire bitiminden sonra Kitte
onerilen prosediir uygulanarak sitotoksisite tespit edilmistir. Ozetle, prosediirde, her
ornekten 50 ul serum farkli bir 96’ lik plakaya alinmistir ve 50 pl reaksiyon karisimi ile
karigtirllmigtir. Ardindan, oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyondan sonra plakaya, 50
ul reaksiyon durdurma soliisyonu ilave edilmistir. Sonrasinda, referans degeri olarak 680

nm se¢ilmis ve 490 nm dalga boyunda ayr1 ayr1 biitiin 6rneklerin absorbansi 6lgiilmiistiir.

Kit i¢inde bulunan 10X lizis tamponu en yiiksek LDH aktivitesini belirlemek i¢in

ve spontan LDH aktivitesi ise distile su kullanilarak tespit edilmistir.
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3.2.1.5. Metal Selatlama Calismasi

200 umol/L IDA, sadece IDA veya 200 umol/L hacimlerde olan AICls, FeCls,
CuSOs4 veya ZnCl; varliginda 30 dakika siiresince oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir ve siire bitiminden sonra, IDA’ nin emilim spektrumu UV-Vis
spektrofotometresi ile 200-500 nm araligindaki dalga boylar ile olglilmiistiir. Ayrica,

selatlama ¢aligmalart suda yapilmistir.

3.2.2. In Vivo ¢cahismalar

3.2.2.1. Deney hayvanlan

Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (AUHADYEK)
tarafindan verilen 10.05.2018 tarihli ve 77040475-000-E.1800140631-1851 sayil1 yazisi
ve 121 nolu karar ile ¢alismanin biitiin uygulamalari onaylanmistir (EK-1). Atatiirk
Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinden (ATADEM)), tez calismast igin kullanilmus
olan siganlar saglanmistir. Yaptigimiz deneyler boyunca yetiskin 200-300 gram arasi
agirliklara sahip saglikli Sprague Dawley 1rki toplamda 16 adet disi sigan kullanilmis olup
kayip olmadan 16 adet sigan ile uygulamalar gerceklestirilmistir. Biitiin hayvanlar 25°C’
de standart 1s1kda 12 saat aydinlikta ve 12 saat karanlik da tutulmustur, yeterli miktarda
su ve yem saglanarak standart plastik materyalli kafeslerde caligmanin sonuna kadar
yasamlarina devam ettirilmislerdir. Calisma gruplari ve hayvan sayilari asagidaki tabloda

belirtildigi sekilde kurulmustur (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. Arastirma I¢in Kullanilan Gruplar, Hayvan Sayilar1, Uygulanan Doz ve
Uygulama Siireleri.

Deney Gruplar: Hayvan Uygulanan Uygulama
sayisi (n) Doz Siiresi

Kontrol 4 - 4 hafta

Alzheimer 4 5 mg/kg/giin 4 hafta

(AIClI3)

IDA 4 3,6 mg/kg/giin 4 hafta

AICIs+IDA 4 5 mg/kg/giin, 4 hafta

3,6 mg/kg/giin

Alzheimer Grubu (AICI3) (n=4): Alzheimer hastaliginin si¢anlarda
olusturulmasi i¢in intraperitoneal (i.p.) yolla (Sekil 3.1) distile suda ¢6ziilen AlCI3 (5
mg/kg/giin) 4 hafta boyunca enjekte edilmistir.

IDA Grubu (n=4): Siganlara 4 hafta boyunca i.p. ile olarak 3,6 mg/kg/giin suda

¢Oziilmiis olarak IDA enjekte edilmistir.

AICI3 + IDA Grubu (n=4): Sicanlara 4 hafta boyunca i.p. AICls ve 3,6
mg/kg/giin IDA enjekte edilmistir.

Kontrol Grubu (n=4): Sicanlarin rutin yasamlar1 korunarak higbir bir uygulama

yapilmamustir.

Sekil 3.1. intraperitoneal Enjeksiyon Islemi.
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Biitiin siganlarin son uygulamalarinin ardindan iiretan enjekte edilerek (i.p.),
batinlar1 agilmis ve heparinli enjektor ile yaklasik 5 ml kan intrakardiyak yontem ile

heparinli tiiplere konulduktan sonra sicanlar dekapite edilmistir.

3.2.2.2. Viicut agirhg

Biitiin siganlarin uygulamalarin 6ncesinde viicut agirliklart tespit edilmistir ve
uygulamalarin baglamas ile siganlarin viicut agirliklart haftalik olarak tespit edilmistir.
Islemlerin bitiminde sicanlarin &lgiilen viicut agirliklar ile islemler éncesinde &lgiilen

agirliklar arasindaki degisimler tespit edilmistir.

3.2.2.3. Biyokimyasal analizler

Uretan anestezisi etkisindeki biitiin sicanlarn batini acgilmis, intrakardiyak
yontemle yaklasik 5 ml kan ¢ekilmis ve edetik asitli (EDTA) tiiplere alinmistir.
Numunelerin biyokimyasal analizleri Atatiirk Universitesi Arastirma Hastanesi,

Biyokimya laboratuvarlarinda hizmet alimi ile yapilmistir.

3.2.2.4. Hematolojik analizler

Uretan anestezisi etkisindeki biitiin sicanlarin batini acilarak heparinli enjektér ile
intrakardiyak yontemle yaklasik 5 ml kan heparinli tiplere alinmigtir. Numunelerin
hematolojik analizleri Atatiirk Universitesi Arastirma Hastanesi, Hematoloji

laboratuvarlarinda hizmet alimi ile yapilmistir.

3.2.2.5. Mikrogekirdek testi

Tolbert et al. (1992) ve Al-sabti et al. (1995)'in belirledigi prosediire goére
mikrocekirdek (MC) testi yapilmistir. Kan numuleri heparinli siringa ile alinmistir ve cam
slaytlara yayilarak preparatlar hazirlanmistir. Sonrasinda, 10 dk siiresince metanol i¢inde
sabitlenmis preparatlar, 12 boyunca oda sicakliginda gece kurumasi igin bekletilmistir.

Ardindan, kurumus olan slaytlar 10 dk %5’lik Giemsa boyas1 ile muamele edilmistir
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(Palhares and Grisola 2002). Boyama islemi sonrasinda preparatlar dikey olarak havada
kurutularak lamel ile tizeri kapatilmistir. Sonrasinda, 151k mikroskobunda incelemeleri
yapilmistir. Ayrica, her sigan igin iki preparat hazirlanmistir. Kan hiicrelerinde
cekirdeksel bozukluklar ve mikroniikleuslar1 tespit etmek i¢in her preparat i¢cin 1000

¢ekirdek skorlanmigtir.

3.2.2.6. Patolojik inceleme

Uretan anestezisi etkisindeki biitiin gruplardaki siganlarin beyin dokular
alimmistir ve bu dokular histolojik analiz i¢in PBS ile yikanarak %10’luk formaldehit
bulunan kaplarin igine konulmustur. Beyin korteksleri Hematoksin-eosin (H-E) ile

boyanmistir ve dokudan kesit alinarak kesitler 151k mikroskobunda incelenmistir.

3.2.2.7. Toplam antioksidan kapasite (TAK) ve toplam oksidatif stres (TOS) analizi

TAK, beyin doku orneklerindeki toplam antioksidan kapasitenin belirlenmesi
amactyla kullanilmistir. imalatginin dneride bulundugu prosediire gére, 30 ul beyin
homojenat 6rnegi ile 500 pl reaktif 1 karistirilmigtir ve 30 saniye bekletilmistir.
Sonrasinda, spektrofotometrede 660 nm dalga boyunda absorbans 6l¢tilmiistiir. Ardindan,
75 ul reaktif 2 ilave edilmistir ve 10 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Tekrardan 660 nm dalgaboyunda spektrofotometre 6lgiim yapilmistir. Aytica, deiyonize
su ve standart olarak 1mmol/L Trolox ekivalenti ile de ayni islemler yapilmstir.

Sonuglarin ifadesinde mmol/L birimi kullanilmistir.

Ticari TOS Kkitleri kullanilarak toplam oksidatif stres tespit edilmistir. Ureticinin
tavsiye ettigi prosediir gére, 75 pl beyin homojenati ile 500 ul reaktif 1 karigtirilmistir.
30 saniye beklemenin sonrasinda 530 nm dalga boyunda spektrofotometre ile 6lgiim
yapilmistir. Sonrasinda 25 pl reaktif 2 ilave edilerek oda sicakliginda 10 dakika boyunca
beklenmistir. Beklemenin sonunda 530 nm dalgaboyunda ikinci absorbans 6l¢iilmiistiir.
Deney, 200 mmol/L hidrojen peroksit ile kalibre edimistir. Sonuglarin ifadesinde pmol

H20. Equiv./L birimi kullanilmigtir.
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3.2.2.8. Molekiiler genetik analizler

3.2.2.8.1. Dokudan RNA izolasyonu

Uretan etkisindeki sigcanlardan alinan beyin dokular1 sivi azot igerisinde
dondurularak izolasyon yapilana kadar saklanmistir. Beyin dokusu metal boncuk ile
homojenizatorde 4 dk boyunca 40 rpm’de pargalanmistir. PureLink™ RNA Mini Kiti ile
homojenize dokularm RNA izolasyonu yapilmistir. Imalatginin tavsiyede bulundugu
prosediire gore drnekler oda sicakliginda 12.000xg’de 2 dk siiresince santrifiij yapilmistir.
Santrifiij sonrasinda RNA bulunduran sivi kismin tamamai ayri bir tiipe aktarilmistir ve
%70’1ik etanolden 500 pl tizerine ilave edilmistir. Ardindan, vorteks islemi yapilmistir.
Sonrasinda, her bir 6rnekden 700 pl kitde bulunan kolonlara aktarilmis ve 12.000xg’de
15 saniye(sn) siiresince oda sicakliginda santrifiij yapilmistir ve ayni islem kalan
orneklerede uygulanmistir. Kitde bulunan Wash 1 ve Wash 1II soliisyonlar1 ile yikama
islemleri gergeklestirilmistir. Kolondan gegirilmis olan numunelere 700 pul Wash I ilave
edilerek 12.000xg’de 15 sn boyunca santrifiij yapilmistir ve sonrasinda 6rneklere 500 pl
Wash II ilave edilerek 15 sn siiresince 12.000xg’de santrifiij yapilmustir. Ikinci ytkama
basamag: bir kere daha yapilmistir. Yikama isleminden sonra tiipiin altinda kalan sivi
atilarak tiip, 12.000xg’de 2 dk boyunca santrifiije tabi tutulmustur. Tiipden kolon kismi1
alinarak yeni tiiplere yerlestirilmis ve 30 pul RNase igermeyen su ilave edilerek 1 dk
boyunca oda sicakliginda beklemeye birakilmistir. Sonrasinda 2 dk boyunca 12.000xg’de
oda sicakliginda santrifiij yapilarak RNA numuneleri tiipte toplanmis ve kullanilincaya

kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2.8.2. Spektrofotometrik RNA dl¢iimii

Izolasyonu gergeklestirilen RNA numunelerinin saflig1 ve miktarlar1 Epoch cihazi
ile pg/ml birimi ile tespit edilmistir. Belirlenen en diisiik RNA miktari, CDNA sentezinin

kalibrasyonu i¢in se¢ilmistir.
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3.2.2.8.3. cDNA sentezi

“High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” ile cDNA sentezi yapilmistir.
Imalatcinin  tavsiyesi {izerine gerceklestirilen prosediire gore, CDNA sentezi
reaksiyonunda kullanilan bilesikler; 10ul RNA 6rnegi, 2 ul 10XRT random primer, 2 pl
10XRT buffer, 0,8 ul 25XdNTP mix, 4,2 ul niikkleaz igermeyen su ve 1ul
MultiScribe™Reverse Transkriptaz enzimidir. cDNA sentezi i¢in uygulanan PZR
programi, 25°C’de 10 dk, 37°C’de 120 dk, 85°C’de 5 dk ve 4°C’de « olarak kurulmustur.

Olusturulan cDNA numuneleri kullanilana kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2.8.4. Ger¢ek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PZR)

Olusturulan ¢cDNA’lar belirlenen genlere ait mRNA ifadelerinin tespiti igin bu
genlere 6zgii primerler kullanilarak Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)
ile c¢ogaltilmistir. Cizelge 3.4’de ¢ogaltilan genlere 0zgli primerlerin dizileri

bulunmaktadir.

Cizelge 3.4. RT-PZR’ de Kullanilan Genlere Ozgii Primerler.

Gen Forward Reverse

Sembolii
PSEN1 TGCACAGATGTCTGAGGACAG  TGCTCTATCACCTGCCTGGTA
MAPT CAGAAAGGCACATCCAATGC GTTGGTAGGGATGGGGTACG
APP GGAGGAGAGCGACAGCATC CTCCACATCCTCGTCATCCT
ADAM10 TGCCTCCCAAAGTCTCTCAT AGACGTTGCTCTCGCATACA
BACE1 ACTGTGCGTGCCAACATT GCTTCACCAGGGAGTCAAAA
PSENEN TGCCTTTTCTTTGGTTGGTC TGATCCAGGTGGTGAGAACA
EGFR TCATCAGGGGAAATGCTCTC GAGGATGGGGTTGTTGCTAA
APOE AACCGCTTCTGGGATTACCT AGCTGTTCCTCCAGCTCCTT
BDNF ACAGTATTAGCGAGTGGGTCAC GAACATACGATTGGGTAGTTCG
DAXX AGCCTCTGGTCCCTCTGAGT GCTGCAGTTTGTGGAGGAAC
VEGFA TCAGTTCGAGGAAAGGGAAA GCGAGTCTGTGTTTTTGCAG
APH1A GTGTTTTTCGGATGCACCTT CTGATCGGTCTGTCACATGG
TNF-a TGCCTCAGCCTCTTCTCATT CCCATTTGGGAACTTCTCCT
NCSTN ATTGTGTGGGGGAAACTCAG CCGTCAATACCCATTTCAGG
ACTB ATCGCTGACAGGATGCAGAAG AGAGCCACCAATCCACACAGA
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Real Time-PZR iglii tekrar seklinde gergeklestirilmistir ve ayri ayri biitiin
numuneler i¢in 2 pul cDNA, 5ul Sybr Green Master Mix, 2,0 ul niikleaz icermeyen su ve
0,5 pl primer igeren RT-PZR reaksiyon karisimi olusturulmustur. Olusturulan karigim
vortekslenmis ve orneklerin hem tamamen dibe ¢okmesi hem de olusan kabarciklarin
eliminasyonu amaciyla Mini spin cihazinda 1 dk boyunca santrifiij yapilmustir.
Hazirlanan 6rnekler Qiagen Rotor-Gene Q Real-Time PZR cihazinda, 1s1 sartlar1 50°C’de
2 dk, 95°C’de 10 dk X 40 dongii, 95°C’de 15 sn ve 60°C’de 1 dk olarak kurulmustur.
Ayrica, secilen referans gen Actb’dir. Analiz sonunda gen ifadelerindeki degisiklikler 2-

AACT metodu ile hesaplanmustir.

3.2.3. istatistiksel degerlendirme

SPSS® 21.0 programi ile elde edilen sonuglarin istatistiksel analizleri yapilmistir.
Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. Istatistiki analiz i¢in, tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ile post-hoc olarak Duncan’s testi tercih edilmistir.

Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 seklinde belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. In Vitro’ da AICI3’ iin Toksisite Sonuclari

Insan néroblastoma hiicresi olan SH-SY5Y hattinin, néronal benzeri hiicrelere
farklilagma siireci igin retionik asit (RA) kullanilmistir. SH-SYS5Y hiicrelerine genis doz
aralikli olarak AICIz (1,25, 2,5, 5, 10, 25, 50, 100, 200, 400 ve 800 uM) verilerek, anti-
Alzheimer potansiyel degerlendirmesi i¢in en ideal AICI3 konsantrasyonu belirlenmistir
(n=6). WST-8 analizi kullanilarak, hiicrelerinin % canlilik oranlar1 belirlenmistir. WST-
8 analizi sonuglari, ¢esitli konsantrasyonlara bagli AlCls toksisitesini gostermistir. Bu

sonuclar Cizelge 4.1’ de verilmistir.

Cizelge 4.1. RA ile Farklilastirilmigs SH-SY5Y Hiicrelerinde AlCl3'lin Sitotoksik
Etkileri.

AICls Konsantrasyonu (pM) % Hiicre Canhihg:
1,25 05,24 £ 4,22
2,5 91,12 +4,01
5 82,54 + 6,24
10 75,21 £7,32
25 72,24 +5,58
50 63,36 £ 3,32
100 60,27 + 6,49
200 52,02 + 5,07
400 32,25+ 5,39
800 15,36 £5,22
Kontrol 100
(p<0,05)

En yiiksek AICl3 konsantrasyonu olan 800 uM, hiicre kiiltiirlerinin canlilik oranini
%15,36’e diistirmiistiir. En diisiik AlCI3 konsantrasyonu olan 1,25 puM ise, kontrol

grubuna kiyasla %4,76 oraninda hiicre oliimiine neden olmustur. 200 puM AICl3
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uygulanmis hiicrelerde %52,02 canlilik orant goriilmiistir. Dolayisiyla, sonraki

caligmalarda, 200 uM AlClz dozunun uygulanmasi tercih edilmistir.

Bu sonuglar, AICI3 uygulamasi hiicrelerin canliligimi anlamli bir oranda
azaltmistir. Bununla birlikte, ortaya ¢ikan verileri destekleyici olarak, Rizvi et al. (2014),
SH-SY5SY hiicrelerini gesitli konsantrasyonlardaki AICl3’e maruz birakmistir ve 400
uM’lik AICIz’nin hiicre 6liimiine gotiiren yaklagik % 50'lik popiilasyondan % 31,6 hiicre,
% 16,19 nekrotik poplilasyona karsit apoptotik oldugunu gostermistir. Ayrica, AlICI3
maruziyeti AH patogenezinde olan, AP birikimini (Kawahara and Kato-Negishi 2011),
Tau hiperfosforilasyonunu (Walton 2010) ve oksidatif hasarini arttirdigi (Walton 2007)
bildirilmistir.

4.2. Metal Selatlama Calismalar: Sonug¢lar

Metal iyonlarinin beyinde, yaglanmanin yani sira AH de dahil olmak tizere ¢esitli
norodejeneratif bozukluklar sirasinda anormal sekilde biriktigi gosterilmistir ( Lovell et
al. 1998; Filiz et al. 2008). Bununla birlikte, AH etiyolojisinin diger dzelliklerin yan1 sira
karakteristik AP birikimi, siddetli oksidatif stres ve metal- A etkilesimlerini i¢erdigine
dair gii¢lii kanitlar bulunmaktadir (Khan et al. 2004; Cuajungco et al. 2005; Kirkitadze
and Kowalska 2005). Ayrica, son ¢alismalar, bakir (Cu), demir (Fe) ve ¢inko (Zn) gibi
fizyolojik gecis metallerini ve AICIs gibi fizyolojik olmayan prooksidant elementleri,
AH' nin patofizyolojisinde kilit faktorler olarak gostermistir ( Jagannatha 1999; Denise
Drago et al. 2008). AH tedavisi i¢in yeni ve daha etkili ilaglara olan talep artmaya devam
ettikce, beyin metal iyonlarin1 diistirmeyr ve AP / metal iyonlart etkilesimlerini
hedeflemeyi amaglayan farmakolojik stratejiler selasyon terapisi i¢in biiylik bir

potansiyel sunabilmektedir (Hegde et al. 2009).

Bu analizde, IDA aminoasidinin biyometal AI** Fe3*, Cu?* ve Zn?* varliginda
selatlama potansiyel etkisi, UV-Vis spektrometrisi ile incelenmistir. Analiz sonucunda
(Sekil 4.1) IDA’ nin absorbans spektrumu Fe®" ilavesinden sonra anlamli bir artis
gdstermistir. Bu artis IDA ile Fe®* arasinda bir selasyon gerceklestigini gostermektedir.

Ayrica Liu et al. ( 2017), yaptiklar1 ¢alismada iki fonksiyonlu nano-modiilatérde IDA
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gruplarinin, metal selatlayici olarak ¢alistigini ve AB42 agregasyonunun inhibisyonuna

katildigin1 sunmuglardir.
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Sekil 4.1. IDA’nin 200 umol/L APR* Fe3*, Cu?* ve Zn?* (200 umol/L) Varliginda UV-
Vis Spektrumu.

4.3. WST-8 ve LDH Analiz Sonuglari

IDA aminoasidinin koruyucu etkisinin farklilagsmis SH-SYS5Y hiicrelerine 200 uM
konsantrasyonunda AlCls uygulanarak olusturulan Alzheimer modelinde 10 farkli doz ile
WST-8 ve LDH yontemleri ile kolorimetrik ve kantitatif olarak saptanmistir. WST-8 testi,
mitokondriyal dehidrojenaz performans 6l¢iimii, hiicre metabolizmasini veya kullanilan
fonksiyonu 6l¢mek icin hiicre proliferasyonunun ve sitotoksisite kolorimetrik analizinin
hizli bir degerlendirmesidir. Hiicre i¢i laktat dehidrojenazin kaybi ve kiiltiir ortamina
salinmasi, hiicre zar1 hasarina bagli olarak geri doniisiimsiiz hiicre Oliimiiniin bir
gostergesidir ve LDH analizi hiicre dis1 ortamda laktat dehidrojenaz aktivitesinin
Olglilmesine dayanmaktadir (Decker and Lohmann-Matthes 1988; Fotakis and Timbrell
2006). Pozitif kontrol grubu olarak kiiltiir ortamina lizis tamponu (10X) eklenirken,

negatif kontrol olarak ise IDA aminoasidinin bulunmadig: kiiltiir vasati kullanilmustir.
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Cesitli IDA  konsantrasyonlart (1,5-800 mg/L) tek tek hiicre kiiltiirlerine
uygulandiginda kontrol gruba gore hiicre canliligi oranlarini degistirmemistir. Ayrica,
IDA doza bagl olarak aliiminyumun sitotoksisitesine karsi farkli seviyelerde onleyici etki
gOstermistir. In Vitro norotoksisite arastirmalardan elde edilen sonuglar asagidaki

grafiklerde gosterilmistir (Sekil 4.2 ve Sekil 4.3).

Farklilastirilmis SH-SY5Y hiicreleri 24 saat boyunca AlCI3 ile muamele edilerek
sitotoksisite potansiyeli WST-8 testi izlenmistir. Hiicre canliliginda AlCIl3 uygulamasi
Oonemli bir azalmaya yol agmistir (200 uM; yaklasik %49). Farkli konsantrasyonlarda
IDA uygulamalarinin AlClz kaynakli sitotoksisiteyi azalttigi gosterilmistir. AlCI3
maruziyetinin neden oldugu hiicre Oliimiinii IDA inhibe ederek, 200 mg/L

konsantrasyonda hiicre canliliginda anlamli bir oranda artig saglamistir.
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Sekil 4.2. In Vitro Deney Sisteminde AlCI3 Sitotoksisitesine Karsi IDA’nin Etkisi.

LDH testi ile farklilagtirllmig SH-SYSY hiicrelerinde 200 uM AICIs’e 24 saat
maruziyetten kaynakli hiicre zarinin hasari, apoptoza veya nekroza ugrayan bu hiicrelerin
ortama saldiklart LDH enziminin aktivitesinin 6l¢iilmesiyle tespit edilmistir. AICI3

maruziyeti, negatif kontrole kiyasla LDH seyiyesini anlamli bir sekilde yiikseltmistir.
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LDH testi sonuglarma gore, ¢esitli IDA aminoasitlerinin uygulamalarinin,
SH-SY5Y hiicre membran1 AICI3 ile indiiklenen sitotoksisiteye karsi onleyici etkisi
oldugunu gostermektedir. IDA, AlICI3 maruziyetinin dolay1 gergeklesen hiicre dliimiinii

inhibe ederek, 200 uM konsantrasyonda hiicre canliliginda anlamli bir oranda bir artis

saglamistir.
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Sekil 4.3. In Vitro Deney Sisteminde AlCIz Sitotoksisitesine Karsi IDA’nin LDH
Seviyesine Etkisi.

4.4. Viicut Agirhg1 Degisimi Sonuclar:

In vivo deney siiresince kontrol, AH, IDA ve AICIz+IDA gruplarmin haftalik
viicut agirliklar 6l¢tilmiistiir ve tily dokme durumlari takip edilerek kayit altina alinmistir.
Bu kayitlarin sonucunda, tiiy dokiimii herhangi bir hayvanda gézlenmemis olup deneysel
gruplar arasinda viicut agirliklarina dair istatistiki analizler sonucunda kontrol grubuna
kiyasla AH grubu, AICI3’lin toksik etkisiyle viicut agirliklarinda anlamli bir sekilde
azalma gostermistir. IDA grubunda, IDA pozitif bir etki gostererek viicuda herhangi bir
zararinin olmadig1 anlagilmaktadir. AICIs+IDA grubunda ise, viicut agirliklarinda AH
grubuna kiyasla anlamli bir artis gozlenmis olup, IDA’nin AICI3’lin toksik etkisini
onleyici bir etkisi oldugu anlasilmaktadir. Biitiin deney gruplarinin uygulama

baslangicinda ve sonunda 0l¢iilen viicut agirliklar1 Cizelge 4.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. Tiim Deneysel Sicanlarin Uygulama Oncesinde ve Sonundaki Viicut
Agirliklar.

Deney Uygulama Uygulama
Gruplan oncesi (gr) sonrasi (gr)
Kontrol 292,50+9,18 297,18+10,72
Alzheimer 283,20+11,82 273,31+10,74
(AICI53)
IDA 257,00+11,82 260,00+14,85
AICI3+IDA 270,50+£12,23 263,50+8,96
(p<0,05)

4.5. Biyokimyasal Analiz Sonuclar:

Biyokimyasal analizler, iiretan altindaki siganlardan alinan kan oOrnekleri ile
yapilmistir. Bu analizin sonuglart Cizelge 4.3’de verilmistir. Elde edilen sonuglarin
istatistiksel analizlerine gore kreatin kinaz (CK) ve iirik asit parametreleri kontrol grubu

ile diger gruplar arasinda kiyaslandiginda anlamli degisiklikler gostermislerdir.

Cizelge 4.3. Tiim Deneysel Gruplara Ait Biyokimyasal Analiz Sonuglari.

Parametre Kontrol Alzheimer IDA AICIz:+IDA
(AICI,)

CK 647,50+35,77° 474,60+85,532  656,50+41,70°  518,50+21,36°
AST 280,75+27,482 337,50462,90*8  268,25+40,08%  273,66+17,172
ALT 68,40+13,60? 79,33+7,732 72,7542,212 80,00+5,592
Total 78,00+2,82° 78,16+4,11° 65,00+9,27° 79,00+6,68"
kolesterol
P 8,300,602 7,9140,642 8,15+0,30? 8,07+0,092
Mg 3,15+0,35° 2,3140,152 2,6340,24" 2,83+0,67
Kreatin 0,40+0,08" 0,26+0,052 0,27+0,052 0,30+0,00?
Na 132,50+2,88° 126,16+2,222 127,25+2,752 126,75+3,302
K 13,87+0,942 15,76+1,722 13,87+2,832 15,07+0,212
Urik asit 7,07+1,05° 3,11+0,532 6,25+0,28" 3,82+0,872
(p<0,05)

CK, tersinir reaksiyonu katalize eden 0karyotik enerji metabolizmasinda anahtar
bir enzimdir: kreatint ATP <« kreatin fosfat+ ADP+ H* . CK reaksiyonu, oksidatif
fosforilasyondan veya de novo yolundan ¢ok daha yiiksek bir ATP sentez hizina sahiptir
ve boylece ATP' yi diger ATP sentez yolaklarindan daha kolay temin edebilmektedir
(David et al. 1998). CK, beyin hasar1 belirlenmesi gibi gesitli fizyolojik anormalliklerin
bir gostergesi olarak kullanilir ve CK, AH ¢oziiniir fraksiyonlarinda daha diisiik bir

aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Smith et al. 1991; Vazquez et al. 1995). Her yerde
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bulunan mitokondriyal CK ile birlikte sentezlenen sitosolik beyin tipi kreatin kinaz (BB-
CK), AH hastalarinda oksidasyon ile 6nemli 6l¢iide inaktive edilmektedir (Wallimann et
al. 1992). BB-CK, aktivitesinin ve AH' li beyindeki icerigin azalmasi, ciddi sekilde
etkilenen bolgelerdeki norodejenerasyon 6zellikleriyle iliskilidir (Hensley et al. 1995).
Elde edilen verilere gore, AH grubunun CK degeri, kontrol grubuna kiyasla beklenildigi
tizere anlamli bir sekilde azalmistir. Ayrica, IDA ve AICIz+IDA gruplarmin CK degerleri

ise AH grubunun degerlerine gore, kontrol grubuna daha yakin bir sonu¢ vermistir.

Urik asit, piirin metabolizmasimin son {iriinii olup sayisiz bobrek ve metabolik
bozukluklarin tanisinda kullanilan dl¢iimdiir (Al-khateeb et al. 2015). Urik asidin, AH'
nin gelisimi veya ilerlemesi i¢in 6nemli olup olmadig: net degildir (Rinaldi et al. 2003;
Irizarry et al. 2009). Ote yandan, kontrol deneklerine gére AH'de diisiik serum iirik asit
diizeyleri, AH' nin patogenezinde oksidatif yaralanmalarin 6nemli rol oynayabilecegine
dair ¢esitli hipotezler bulunmaktadir (Al-khateeb et al. 2015). Yapilan biyokimyasal
analize gore, kontrol grubunun {irik asit degerlerine kiyasla AH grubunun degerleri
anlamli bir sekilde azalmigtir. IDA ve AICIz+IDA gruplarinin {irik asit degerleri ise AH

grubunun degerlerine gore, kontrol grubuna daha yakin bir deger vermistir.

4.6. Hematoloji Analiz Sonuclari

Hematoloji analizleri, iiretan altindaki sicanlardan alinan kan Ornekleri ile
yapilmistir. Bu analizin sonuglar1 Cizelge 4.4’de verilmistir. Elde edilen sonuglarin
istatistiksel analizlerine gore, prokalsitonin (Procalcitonin: PCT) ve trombosit dagilim

genigligi (Platelet Distribution Width: PDW) degerleri anlamli sonuglar vermistir.
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Cizelge 4.4. Tim Deneysel Gruplara Ait Hematoloji Analizi Sonuglari.

Parametre Kontrol Alzheimer IDA ALCI:+IDA
(AICl3)
WBC 4,10+0,0092 6,48+0,55° 5,7340,06° 6,31+0,44°¢
MONO 0,95+0,57°¢ 0,31+0,20? 0,55+0,05° 0,33+0,03%
RBC 6,360,052 7,60+0,47° 6,15+0,042 7,45+0,05°
HGB 12,23+0,192 13,21+0,90P 12,27+0,352 13,36+0,22°
MCH 20,21+0,70° 16,91+0,642 20,10+0,27° 19,77+0,20°
MCHC 31,15+1,322 30,75+2,232 31,55+1,672 30,30+0,342
RDW-CV 15,25+0,622 21,76+2,61° 15,40+2,512 18,60+3,81°
MPV 8,000,002 8,48+0,522 8,12+0,252 8,15+0,172
PCT 0,47+0,092 0,59+0,07° 0,49+0,022 0,54+0,01b2
PDW 8,15+0,40° 7,20+0,582 8,12+0,49° 7,740,182
P-LCR 9,20+0,002 15,45+4,88P 9,87+3,922 12,10+1,03
(p<0,05)

Kalsitonin onciisii olan prokalsitonin (PCT) kanda ciddi sistemik bakteriyel
enfeksiyonlar ve sepsis i¢in belirlenmis bir belirtegtir (Ernst et al. 2007). PCT'nin plazma
veya serumda Ol¢limii rutin olarak yapilsa da, PCT'nin enflamasyon veya enfeksiyon
sirasinda beyin omurilik sivisindaki rolii heniiz belirsizligini korumaktadir (Gendrel et al.
1997; Jereb et al. 2001; Shimetani et al. 2001). Ayrica PCT’nin akut inflamasyonda
seviyesinin arttig1 kanitlanmistir. Daha az akut diizeyde noroinflamasyon gosteren,
demansin patogenezinde, dzellikle en sik goriilen demans sekli olan AH’ de dnemli bir
rol oynadig1 diistiniilmektedir (Akiyama et al. 2000; Minghetti 2005). Bununla birlikte,
yapilan arastirmalarda saglikli kontrollere goére demansli beyin omurilik sivisinda PCT
seviyesinin yiikseldigi gosterilmistir (Ernst et al. 2007). Yaptigimiz hematoloji analiz
sonuglarina gore AH grubunda PCT degerleri kontrol degerlerine kiyasla ylikselmistir ve

AICI3’ in bu etkisi iizerine, IDA aminoasidi azalatic1 bir rol tistlenmistir.

Trombositler néroinflamasyonda 6nemli bir rol oynamaktadir (Horstman et al.
2010) ve ayrica aktive edilmis trombositler asirt AP tiretimine neden olabilmektedirler
(Li et al. 1998). Bu nedenle, trombosit AH patogenez mekanizmalarini incelemek i¢in
ideal bir model olmaktadir. Bazi raporlar, trombosit APP'nin AH hastalar1 igin yeni bir
teshis belirleyicisi olarak tanimlandigini gostermistir (Borroni et al. 2010). PDW,
trombosit biyiikligindeki degisimi gostermektedir ve yapilan c¢alismalarda PDW
seyiyesinin saglikli kontrollere gore AH’de daha diisiik oldugunu gostermistir.
Hematoloji analiz sonuglarimiza gore, AICIz indiiklenmesi sonucu PDW degeri kontrole

kiyasla daha diisiiktiir ve IDA bu olumsuz etkiyi azalatic1 bir tesirde bulunmusgtur.
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4.7. Mikrocekirdek Testi Sonuclari

Hazirlanan mikrogekirdek (MC) preparatlarinin analizleri sonucunda (Cizelge
4.5), IDA uygulanan grubunun kan smear 6rneklerinde, kontrol grubuna kiyasla anlamli
bir artis gozlenmemistir. Bu durum IDA aminoasidinin genotoksik etkisinin
bulunmadigina isaret etmektedir. AH grubunda, kontrol grubuna kiyasla mikrogekirdek
sikliginda anlamli bir artig gozlenmistir. AICI3+IDA grubunda ise IDA aminoasidinin

AICI3’ln genotoksik etkisini 6nledigi gdzlenmistir.

Cizelge 4.5. Tiim Deneysel Gruplarin Kan Smear Orneginde Gdzlenen Mikrogekirdek
Frekanslart.

Gruplar M¢ PKE/1000 PKE
Kontrol 14,60+2,31°
Alzheimer (AICI5) 27,83+2.04°
IDA 13,10+2,352
AICIz+IDA 22,26+2,05°

(p<0,05)

4.8. Patolojik inceleme Sonuclar

Biitlin deneysel gruplarin beyin dokularmin nispi agirligi 6l¢iilmiistiir, degerler
Cizelge 4.6’de gosterilmistir. Sonuglara gore, kontrol degerine kiyasla AH grubunun
degerinde beklendigi iizere anlamli bir azalma gozlenmistir. AICIs+IDA grubundaki
degerler, AH grubu degerleri ile kiyaslandiginda IDA’nin AICI3’ {in toksik etkisini

azalttig1 gézlenmistir.

Cizelge 4.6. Tiim Deneysel Gruplarin Beyin Dokularmin Agirliklari.

Deneysel Gruplar Olciim (gr)
Kontrol 2,19+0,01°¢
Alzheimer (AICls) 1,70+0,06?
IDA 2,12+0,02°¢
AICI3+IDA 1,8440,09°

(p<0,05)
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Kontrol grubu, AH grubu ve AICI3+IDA grubunun si¢anlarinin beyin
kortekslerinin H-E ile boyanmis kesitleri Sekil 4.4’de verilmistir. Kesitler 151k
mikroskopu ile incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla, AICI3 maruziyetiyle olusturulan
AH grubunda mikroskobik diizeyde histopatolojik bulgularinda hipokampal néronlarda
belirgin dejeneratif degisiklikler gézlemlenmistir ve hiicresel hasarin gostergesi olan
sitoplazmik ve niikleer biizligme nedeniyle piknotik bir goriiniim kazanan noéronlarda
yogun bir sekilde boyanma goriilmiistiir. AICIs+IDA grubunda ise bu bulgularin daha az

oldugu goriilmiistiir. Bu durum ise IDA aminoasidinin koruyucu potansiyelinin varligini

kanitlar niteliktedir.
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Sekil 4.4. Kontrol Grubu (A), AH Grubu (B) ve AICIz+IDA Grubuna (C) Ait Beyin
Dokularinin Isik Mikrokobu Goriintiileri (NFY” ler oklar ile gosterilmistir).

4.9. TAK ve TOS Analizlerinin Sonuclar:

AH hastalarinin beyni, anormal seviyede belirgin AB birikimi ve nérofibriler
yumaklarin birikmesi ile iligkili olarak énemli 6lciide oksidatif hasar gdstermektedir
(Christen 2000). Oksidatif stres, genellikle reaktif oksijen tiirlerinin ve antioksidan
savunma sisteminin liretiminde dengesizlik ile karakterizedir (Harman 1981). Ayrica
AH'li hastalarda beyin dokusunun hastalik seyri sirasinda oksidatif strese (6rnegin,
protein oksidasyonu, lipit oksidasyonu, DNA oksidasyonu ve glikoksidasyon) maruz
kaldigina dair kanitlar bulunmaktadir (Gella and Durany 2009). Yapilan arastirmalarda,
oksidatif stresin PB-amiloide ve p-amiloidin ise, sirayla oksidatif strese, noronal
disfonksiyona ve nihayetinde néron 6liimiine neden oldugu (Grundman and Delaney
2002) ve tau proteininin asirt eksprese eden hiicrelerin, olasi olarak peroksizomlarin
tiikenmesinden dolay1 oksidatif strese karsi duyarliliginin arttig1 gosterilmistir (Stamer et

al. 2002). Bu nedenle, AH ile iliskili oksidatif stresi azaltmak i¢in gesitli bilesikler ve
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antioksidanlar (vitamin E, vitamin A ve vitamin C gibi) onerilmektedir (Grundman and
Delaney 2002).

IDA, AICIs+IDA ve AICI3 ile indiikklenmis deneysel AH modeli sican
gruplarindan alinan beyin dokular tizerinde toplam antioksidan kapasitesi (TAK) ve
toplam oksidatif stres (TOS) seviyeleri iizerindeki etkileri Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8’de
gosterilmektedir. TAK analizinde, pozitif kontrol olarak 10 uM trolox (vitamin E)
kullanilmistir. Analiz sonuglarina gore, kontrole kiyasla AH modelinin TAK diizeyi
anlaml bir azalig gosterirken, IDA kontrole yakin bir deger vermistir, AICIz+IDA
grubunda ise IDA, AICIs etkisi karsisinda TAK diizeyini anlamli bir sekilde
degistirememistir. TOS analizinde ise, kontrole kiyasla AH modelinde, AICIs toksik
etkisini gostererek oksidatif stresi arttirmistir, IDA oksidatif stres olusturacak kadar
anlamli bir artig gostermemistir. AICI3+IDA grubunda ise IDA, AICI3’{in neden oldugu

oksidatif strese kars1 anlaml1 bir etki gosterememistir.

Cizelge 4.7. In Vivo Beyin Dokusunda TAK Seviyeleri.

Gruplar TAK seviyesi (mmol Trolox E/L)
Kontrol 2,25+0,24°
Alzheimer (AICI;) 1,30+0,342
IDA 2,23+0,15°
AICI3+IDA 1,82+0,252

(p<0,05)

Cizelge 4.8. In Vivo Beyin Dokusunda, Kontroliin, Alzheimer Grubunun, IDA’nin ve
AICI3 Varliginda IDA’ nin TOS Seviyeleri.

Gruplar TOS seviyesi (mmol H202 E/L)
Kontrol 2,38+0,242
Alzheimer (AICI3) 2,92+0,14°
IDA 2,42+0,10%
AICIs+IDA 2,79+0,85°

(p<0,05)

Cevresel ve yasam tarz1 faktorlerinin insan popiilasyonundaki genetik stabilite
tizerindeki etkisini incelemek icin en hizli ve etkili tekniklerden biri mikrogekirdek

testidir (Nersesyan et al. 2002). MC, kromozom kirilmasindan veya kromozom anormal
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segregasyon olaylarindan kaynaklanabilir ve bu nedenle genomik kararsizligi arastirmak
icin ideal biyobelirtegler olarak kullanilmaktadir (Migliore et al. 2011). Aliminyum
bilesiklerin uzun siireli maruziyetlerinin, in vivo ve in vitro olarak cesitli test
sistemlerinde kromozomal degisikliklere neden oldugu gésterilmistir (Roy vd 1990; Roy
et al. 1991). AICls, kromozomlari pargalayarak veya hiicresel boliinme sirasinda dengeli
kromozom dagilimint degistiren mitotik iglerin olusumuna miidahale ederek etkiyen
genotoksik bir madde oldugunu goéstermektedir (Paz et al. 2017). Bununla birlikte,
mevcut ¢alismalar AICI3 konsantrasyonlarinin diisiik konsantrasyonlarda bile (5 uM - in
vitro ve 49 mg / kg - in vivo) genetik materyale zarar verebilecegini ve boylece MC
olusumuna neden oldugunu gostermistir. Ayrica, diisiik konsantrasyonlarda (10 pM)
aliminyuma benzer bir kimyasal formun mikroniikleus testiyle saptanabilen DNA

hasarina neden olabilecegini gostermistir (Kamalov et al. 2011).

4.10. In Vivo Deneysel AH Sican Modelinde Molekiiler Genetik Yanitlar

IDA aminoasidinin AICI3’e kars1 potansiyel néroprotektif etkisinin altinda yatan
molekiiler mekanizmalar1 arastirmak icin secgilen 14 adet genin ekspresyon seviyeleri
tespit edilmistir. Bu arastirma i¢in gruplardaki biitiin hayvanlarin beyin dokusundan RNA
izole edilerek, ters transkripsiyon ile cDNA sentezlenmistir. Elde edilen cDNA 6rnekleri

secilen genlere ait spesifik primerler varliginda kantitaitf PZR ile ¢cogaltilmistir.

AICl3 ile indiiklenen deneysel AH modelinde, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
APP, BACE 1, VEGFA, PSENEN, APHla ve TNF-[J[genlerinde ekpresyon
diizeylerinde anlamli degisiklikler gézlenmistir (Sekil 4.5-4.10).
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Sekil 4.5. Deneysel Gruplara Ait Beyin Dokularinda Alinan Orneklerdeki APP
Ekspresyon Seviyelerinin Dagilimi.

APP, AP amiloid 40-42 aminoasitten olusmaktadir ve islevi tam olarak
anlasilamamustir (Glenner and Wong 1984). APP, AB’nin yaklasik olarak ortasindan o-
sekretaz enzimi tarafindan kesilince, ¢oziilebilir AP yerine APP ya da sAPP adi1 verilen
ekstraseliiler yeni bir protein meydana gelmektedir ve bu molekiiliin olumlu etkileri
gosterilmistir. (Cummings et al. 2018). Hiicre yiizeyinde APP dogrudan a-sekretaz ve
daha sonra Af iiretmeyen bir islem olan y-sekretaz ile proteolize edilebilmektedir
(O’Brien and Wong 2011). Genetik mekanizmalar sonucunda ya siibstrat olan APP
miktarinda bir artisin olmasi ile ya da B-sekretaz (BACEL olarak da bilinir) veya y-
sekretaz enzim aktivasyonuna bagli asir1 liretim olmasi nedeni ile amiloid 3 miktari
artmaktadir. Yapilan bir caligmada, oral yoldan verilen AlCIs'lin birikmis formlarinda AP
miktarinda belirgin bir artiga ve insan APP geniyle transfekte edilmis AH-model farelerde

senil plaklarin birikiminin artmasina neden oldugunu bulmuslardir (Pratico et al. 2002).

APP, presenilin 1 (PS1) veya presenilin 2' deki (PS2) genetik mutasyonlarin, AH
patolojisinin bir 6zelligi olan amiloid plaklarin olusumunu tesvik ettigi gosterilmistir (De
Strooper et al. 2012; Li et al. 2014). Apolipoprotein E (ApoE) geni, ii¢ izoformu kodlar:
ApoE2, ApoE3 ve ApoE4. Ayrica, ApoE4 izoformu, GBAH i¢in AP ve amiloid
birikiminin temizlenmesi tizerindeki etkisinden dolay1 genetik bir risk faktorii olarak

tanimlanmaktadir (Holtzman et al. 2012; Liu et al. 2013). ApoE, reseptor boyunca A
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birikimini de etkileyebilmektedir, ¢iinkii ApoE reseptorii nakavt fareleri, klirensin

azalmasi nedeniyle AP birikimini arttirdigini gostermistir (Shibata et al. 2000).

PZR sonucunda, kontrole gére AH’nin (Pratico et al. 2002) ile indiiklenen grupta
APP gen seviyesi (Sekil 4.5) artmistir, AICI3+IDA grubunun verilerine gore ise IDA,

AICIs toksisitesi iizerinde noroprotektif bir etki gostermistir.
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Sekil 4.6. Deneysel Gruplara Ait Beyin Dokularinda Alinan Orneklerdeki BACE1
Ekspresyon Seviyelerinin Dagilimi.

Her ne kadar gesitli arstirmalar yapilmis olsada farkli sekillerde birlestirilen AP
bi¢imlerinin nasil sinaptik fonksiyon bozukluguna neden oldugunun altinda yatan kesin
biyokimyasal mekanizmalar hala belirlenmemektedir ama biyokimyasal ve morfolojik
calismalar sinaptik terminallerde AP birikimini oldugunu gostermistir (Coleman et al.
2004; Audrain et al. 2016). Bu lokal birikim, BACE1'in sinaptik terminallerde Af
tiretimini baglatmasi gercegine bagl olabilir (Kandalepas et al. 2013). Yiiksek BACE1
seviyeleri, AH beyinlerinde A kaynakli patoloji ile dogrudan koreledir (Fukumoto et al.
2002; Holsinger et al. 2002). AH beyin dokularinda BACEI diizeylerinin arttig
bildirilmistir ve AICI3 maruziyeti sonucu BACE1 geninin ekspresyonunun yiikseldigi
gosterilmistir AH hastalarinin  beyin dokularinda BACEI diizeylerinin arttig1
bildirilmistir (Castorina et al. 2010).
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Yapilan analiz sonuglarina gore (Sekil 4.6), BACEL seviyesi AICI3 maruziyetinde

artmisken IDA bu toksik etkiyi dnleyici bir rol tistlenmistir.
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Sekil 4.7. Deneysel Gruplara Ait Beyin Dokularinda Alian Orneklerdeki VEGFA
Ekspresyon Seviyelerinin Dagilimi.

Noronal hiicre kaynakli bliylime faktorleri arasinda vaskiiler endotelyal hiicre
biiyiime faktorii (VEGF), merkezi sinir sisteminde (MSS) bol miktarda eksprese
edilmektedir (Udo et al. 2008). Birgok AH hastasi, kan damarlarinda AP birikimine bagli
olarak serebrovaskiiler patoloji gostermektedir. A peptidleri, VEGF gibi anjiyojenik
faktorlerin ekspresyonunda degisikliklerle anjiyogenez ve amiloid yiik paralelliklerini
inhibe etmektedir (Kalaria et al.1998; Tarkowski et al. 2002). Yapilan bir ¢aligmada,
sonuglar AH hastalarinda ortalama VEGF konsantrasyonunun kontrol deneklerinde
karsilik gelen seviyelere gore anlamli derecede diisiik oldugunu (yaklasik -30%)
gostermistir (Echeverria et al. 2017).

VEGFA nin PZR sonuglarina gore (Sekil 4.7), kontrole kiyasla AICIz grubunda
anlamli bir azalis gortilmiistiir, AICIz+IDA grubundaki sonuclara gore ise IDA, AICIz’lin

olumsuz etkisine kars1 koruyucu bir rol tistlenmistir.
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Sekil 4.8. Deneysel Gruplara Ait Beyin Dokularinda Alinan Orneklerdeki TNFa
Ekspresyon Seviyelerinin Dagilimi.

Noroinflamasyonda rol oynayan sitokinler arasinda, tiimor nekroz faktorii o
(TNF-a) en ¢ok calisilandir ve inflamatuar yanit sirasinda sitokin kaskadinda 6nemli bir
rol oynamaktadir. Periferdeki TNFa seviyeleri ve saglikli yetigskinlerin MMS’lerinde ¢cok
diisiik seviyelerde tutulur, bu sitokin seviyeleri AH'li hastalarin kanlarinda ve
MSS'lerinde 6nemli dlgiide artar ve birgok klinik ve hayvan ¢aligmasi beyinde ve AH'de
TNFa diizeyleri arasinda bir baglant1 oldugunu gostermistir (Fillit et al. 1991; Tarkowski
et al. 2003; Cheng et al. 2014). TNF-a'nin AH'nin patofizyolojisindeki rolii hem klinik
hem de hayvan ¢alismalarinda incelenmistir. Insan AH beyinlerinde yapilan ¢aligmalarin
ardindan TNFRI sinyallemesinin AP kaynakli néronal 6liim i¢in gerekli oldugunu ve
TNFR1 protein seviyelerinin AH beyinlerinde normal olmayan beyinlere kiyasla anlamli
derecede yiiksek oldugu gorilmistir (Dickson 1997). Ayrica, TNF-a'nin AH
patolojisindeki roliiyle ilgili bildirilen klinik bulgular, AH' nin fare modellerinde yapilan
gozlemlerlede tutarhidir. AH transgenik farelerin beyin dokularinda yiiksek TNF-a
diizeyleri gozlenmistir (Sly et al. 2001).

TNF i¢in yapilan PZR analizinin sonucunda (S$ekil 4.8), AlClzile indiiklenen AH
grubunda TNF seviyesinin kontrole gore yiikseldigi, AICIs+IDA grubunda ise AICI3’lin

olumsuz etkisinin IDA tarafindan diistirtildiigl gortilmustiir.
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Sekil 4.9. Deneysel Gruplara Ait Beyin Dokularinda Aliman Orneklerdeki APH1a
Ekspresyon Seviyelerinin Dagilimi.

y-sekretazlar, dort proteinden olusan her yerde eksprese edilen membran proteaz
ailesidir: presenilin (PSEN), 6n farenks defektif-1 (APH1), nicastrin (NCT) ve presenilin
arttiric1-2 (PSEN2) (De Strooper 2003). y-sekretaz aktivitesi, AH i¢in karakteristik olan
amiloid plaklarda biriken AP peptidini serbest birakan APP’nin nihai boliinmesinden
sorumludur (De Strooper et al. 1998). APH1a kompleksleri, embriyogenez sirasinda
Notch sinyali i¢in ¢ok énemlidir (Ma et al. 2005). y-sekretazlar, segici olarak patojenik
AP42 tiirlerinin olusumunu azaltan ve ancak iiretilen toplam AP miktarmi etkilemeyen

bir bilesik smifidir.

APH 1o seviyesi igin yapilan PZR analizi sonucuna gore (Sekil 4.9), AH grubu
seviyesi anlaml bir sekil de artmistir, AICIz+IDA grubundaki anlamli artig IDA’nin

noroprotektif etkisini destekler niteliktedir.
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Sekil 4.10. Deneysel Gruplara Ait Beyin Dokularinda Alinan Orneklerdeki PSENEN
Ekspresyon Seviyelerinin Dagilimi.

PSENEN (PSENZ2) mutasyonu, y-sekretaz aktivitesini artirabilir ve hiicre temelli
calismalar ayrica fare modelleri, bazt PSEN2 mutasyonlarinin, AH hastalarinin beyninde
artmis AP42 iiretimine neden oldugunu gostermistir. Bu nedenle, Presenilin mutasyonlari
AH i¢in 6nemli bir risk faktorii olmaktadir (Citron et al. 1997). Cesitli arastirmalar, AH
ile ilgili presenilin mutasyonlarinin hiicre i¢i kalsiyum sinyalini degistirerek, beyin
plaklar1 ve ndronal hiicre 6limii olusturmak icin AP birikimine yol a¢tigin1 géstermistir

(Leissring et al. 2000, Leissring 2001).

PZR sonuglar1 ile PSENEN’nin kontrole gére AH grubunda, AICIs toksisitesiyle
arttigin1 ve AICI3+IDA grubunun degerlerine gore bu toksisitenin IDA’nin koruyucu

etkisiyle anlaml1 bir oranda azaldig1 gortilmektedir (Sekil 4.10).
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5. SONUC ve ONERILER

Tez kapsaminda, AICls ile indiiklenerek olusturulan AH sican modelinde ilk kez
IDA aminoasidinin uygulama dozunda noroprotektif etkisi ortaya konmustur. IDA’nin
noron koruyucu Ozelliginin varhigi ile birlikte in vivo kosullarda toksik etkilere yol
acmadigi da tespit edilmistir. Bu veriler 1s18inda, Alzheimer hastalig1 ile birlikte diger
norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde uygulanabilecek yeni bir koruyucu stratejileri
onermekteyiz. Nitekim, IDA aminoasidinin non-sitotoksik ve non-genotoksik etkilerinin

varlig1 bu aminoasidin protektif ajan olarak kullanim potansiyelini yiikseltmektedir.
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