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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

SARKOZIN’IN IN VITRO VE IN VIVO NOROPROTEKTIF ETKILERININ
DEGERLENDIRILMESI

Arzugiil TANAS

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Hasan TURKEZ

Alzheimer hastaligi (AH), bilissel fonksiyonlarda azalma ve bellek kaybina ek olarak
davranigsal ve psikolojik bozukluklarla da karakterize nérodejeneratif progresif bir
hastaliktir. AH’nin molekiiler mekanizmasi, patofizyolojisi ve genetik altyapis1 kesin
olarak aydinlatilamadigindan heniiz etkin bir tedavi yontemi de bulunmamaktadir. Bu
nedenle bu tez c¢alismasinda AH igin sarkozinin koruyucu etkisini ortaya g¢ikarmak
hedeflenmistir. Tez kapsaminda SH-SY5Y retinoik asit (RA) ile ndron benzeri hiicrelere
doniistiiriilmiis ve bdylece in vitro AH modeli olusturulmustur. In vitro AH modelinde
sarkozinin noroprotektif etki potansiyeli WST-8 ve LDH testleri ile degerlendirilmistir.
Calismada ayrica sarkozinin in vivo noroprotektif etkisinin degerlendirilmesi amaciyla 16
adet disi Sprague-Dawley rat kullanilarak 4 farkli deney grubu olusturulmustur. Bunlar:
1.grup kontrol grubu (n=4), 2.grup AIClz uygulamas: ile deneysel AH olusturulan grup
(n=4), 3.grup sarkozin verilen grup (n=4) ve 4. Grup AICls ile birlikte sarkozin verilen
grup (n=4). In vivo ortamda AIClIs ve sarkozinin TAK ve TOS seviyeleri {izerine olan
etkileri belirlenmistir. Deneysel AH modeli olusturulan ratlarda biyokimyasal,
hematolojik ve histopatolojik degerlendirmelerin yani sira molekiiler genetik analizler ile
caligma detaylandirilmis ve tiim testlerin genetik altyapisini aydinlatmak amaciyla qRT-
PZR yapilmistir. Bu genetik analizler sonucunda AlCl3’iin B-sekretaz ve y-sekretaz
aktivitelerini artirirken o-sekretaz aktivitesini  azalttigi bulunmustur. Sarkozin
uygulamasi, AICl3 toksisitesi nedeniyle olusan néron hasarinda hem in vitro hem de in
vivo ortamda iyilesme ve koruma saglamistir. Bu c¢alisma sonucunda elde edilen
bulgularin, AlCl3’e bagli ndrodejenerasyon ve bilissel bozukluga karsi koruyucu ve
tyilestirici etkisi olan ilaglarin tasarlanmasinda katki saglayabilecegi diistintilmektedir.

2019, 72 sayfa

Anahtar Kelimeler: Alzheimer, Anti-Alzheimer aktivite, Aliminyum, Sarkozin,

Noroprotektif etki, In vitro, In vivo
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EVALUATION OF THE IN VITRO AND IN VIVO NEUROPROTECTIVE
EFFECTS OF SARCOSINE
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Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease characterized by behavioral and
psychological disorders in addition to loss of cognitive function and memory loss. Due to
the molecular mechanism, pathophysiology and genetic background of AD are not clear,
there is no effective treatment method. For this reason, it is aimed to reveal the protective
effect of sarcosine for AD. The neuroprotective effect of sarcosine in SH-SY5Y cell line
was evaluated by WST-8 and LDH tests. In this study, in order to evaluate the
neuroprotective effect of sarcosine, 16 female Sprague-Dawley rats were used in 4
different experimental groups. Group 1 Control group (n =4), Group 2 experimental AD
group with administration of AICIz (n = 4), Group 3 Sarkosine group (n = 4) and Group
4 treatment with Sarkosine (n = 4). The effects of AICIs and sarcosine on TAC and TOS
levels were determined. In addition to biochemical, hematological and histopathological
evaluations, experimental genetic model was used to elucidate the experimental model of
AD and gRT-PCR was performed to elucidate the genetic background of all these tests.
As a result of these genetic analyzes, it has been found that AIClz decreases a-secretase
activity while increasing B-secretase and y-secretase activities. The administration of
sarcosine resulted in improvement and protection of neuronal damage caused by AICI3
toxicity, both in vitro and in vivo. It is thought that the results obtained from this study
may contribute to the design of drugs that have protective and curative effect against
AIClz-induced neurodegeneration and cognitive impairment.
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1. GIRIS

1. GIRIS

1.1 Alzheimer Hastaliginin Tanimi

Alzheimer hastaligi (AH); merkezi sinir sisteminin (MSS) bazi1 bolgelerinde geri
doniisiimii olmayan noron ve sinaps kayiplari ile ortaya ¢ikan; hafiza ve biligsel islevlerin
kaybolmasi ile karakterize progresif norodejeneratif bir hastaliktir (Ozkay et al. 2011).
Alzheimer hastaliginda noronal kayip beyin agirliginin %20°si kadardir (Reddy et al.
2008) (Sekil 1.1).

s
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Sekil 1.1 Normal Beyin ile (sol) Alzheimer Hastaligi Bulunan Beyin (sag)
Arasindaki Karsilastirma (Ober et al. 2008).

AH’de depresyon, huzursuzluk, sanr1 ve haliisinasyon gibi davranigsal
degisikliklerin goriilme oraninin %80 oldugu bildirilmekte ve depresyonun AH’nin ilk
belirtisi oldugu diistiniilmektedir. Hastaligin ilerleyen zamanlarinda, bireyler siirekli
bakima ihtiyag duymaktadirlar. Hastalar kendilerini, aile {iyelerini ve bakicilarini
tantyamaz, yardimsiz yiliriyemez ve yataga bagimli hale gelmektedir (Method et al.
2015).

1.2 Alzheimer Hastaliginin Tarihcesi

Alman psikiyatristi ve néropatalogu olan Dr. Alois Alzheimer bellek bozuklugu,
0z bakim yetersizligi, haliisinasyon, okuma ve yazma zorlugu sikayetleri ile hastaneye
yatirtlan 51 yasindaki kadin hasta ile karsilagmis ve hastanin 6liimiinden sonra yapilan

beyin otopsisinde amiloid plaklar ve noérofibriler yumaklari gozlemlemistir. Alois
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Alzheimer bu gdzlemlerini 1906 yilinda “Serebral Korteksin Ozgiin Bir Hastalig1”
adinda ilk kez yayinlamig ve daha sonra bu hastalik psikiyatrist Emil Kraepelin tarafindan

“Alzheimer hastalig1” olarak adlandirilmistir (Selekler et al. 2010).

1.3. Alzheimer Hastahi@inin Epidemiyolojisi

Yapilan arastirmalar sonucunda 24,2 milyon insanda bunama bulundugu ve her
yil 4,6 milyon yeni vakanin ortaya ¢iktigi gozlemlenmistir (Ferri et al. 2005). Diinya
Saglik Orgiitii’'niin raporuna gére AH biitiin bunama vakalarinin en yaygin olanidir (tiim
vakalarin% 60-80'1) ve diinya iizerinde yaklasik 47 milyon insan bu hastaliktan
etkilenmektedir (Messages et al. 2015). Tiirkiye'de ise Alzheimer hastalarinin sayisi
yaklagik 300.000'dir (Tasci et al. 2012). AH'nin 2006 yilinda yayginligi 26,6 milyon iken,
bu sayinin 2050 yilinda dort kat artmasi beklenmektedir (Brookmeyer et al. 2007).

AH’nin siklig1 yasla birlikte artmaktadir ve 60 yasindan sonra hasta sayis1 her 5
yilda bir iki kat daha fazladir (Brookmeyer et al. 2004). 65 yas iistii insanlarin % 12'sinin
ve 85 yas Ustl insanlarin %50’sinden fazlasinin Alzheimer hastasi oldugu belirtilmektedir

(Alzheimer’s Association 2008).

1.4. Alzheimer Hastaligimin Belirti ve Evreleri

Alzheimer, sinsi baslayan ve yavas ilerleyen bir hastaliktir. Tan1 sonrasi ortalama
yasam siiresi 9-10 yildir. Ileri evrelerde hasta tamamen yataga bagimli hale gelir ve
genelde aspirasyon pnémonisi, iiresepsis, akciger embolisi gibi enfeksiyonlar nedeniyle

hayatin1 kaybetmektedir.

Alzheimer hastaliginin baslica klinik bulgusu bellek bozuklugudur. Hastalik
ilerledikc¢e diistince ve davranis, okuma ve yazma becerisi, gorsel fonksiyonlar, dikkat ve

yiiriitiicii islevlerde de bozukluklar meydana gelmektedir (Ozkay et al. 2011).

Alzheimer hastaligi, hafif, orta ve ileri olmak iizere {i¢ evreye ayrilabilmektedir

(Sekil 1.2).
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Sekil 1.2 Alzheimer Hastaligimin Evreleri (Med et al. 2016).

1.5. Alzheimer Hastaliginin Patofizyolojisi

AH’li beyinde senil amiloid plak (SP), norofibriler yumak (NFY) ve belirgin bir
atrofi olusumu s6z konusudur (Sekil 1.3). AH kesin tanisi i¢in NFY ve SP’lerin
saptanmas1 gereklidir ancak bu saptama yeterli degildir. Bu lezyonlar hem yaslanmada
hem de baz1 nérodejeneratif hastaliklarda goriilebilir (Oztiirk et al. 2004). AH bulunan
beyinler makroskopik olarak incelendiginde tiim beyinde atrofi, sulkuslarda genisleme,
giruslarda kiigiilme (en belirgin frontotemporal alanlarda ve parahipokampal girusta) ve
doku kaybina bagl olarak ventrikiil geniglemesi gozlemlenmistir. Elektron mikroskopu
ile incelenen bulgularda hiicre i¢ine yerlesmis NFY’ler, hiicre dis1 yerlesimli SP’ler,
graniilovakiioler dejenerasyon, néron ve dolayisiyla sinaps kaybi ve amiloid anjiopatiler

bulunmustur. Bu nedenle AH’nin kesin tanis1 ancak ndropatolojik inceleme ile konabilir

(Eker et al. 2008).
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Sekil 1.3 Hasta Noronda Goriilen SP'ler ve NFY'ler (Chen et al. 2013).

1.5.1. AP Plaklan

Amiloid plaklar, Amiloid Prekiirsér Protein (APP)'nin a-, B- ve y- sekretazlarla
proteolizi sonucunda olugmaktadir (Office et al. 2010). APP'nin kesin fizyolojik
fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir ancak yapilan ¢aligmalar sonucunda APP’nin

asir1 ifadesinin hiicre saglig1 ve biiyiimesi iizerinde olumlu bir etki gosterdigi belirtilmistir

(O’Brien et al. 2012).

a-sekretaz enzimi APP’yi transmembran bolgesinden 12 aminoasit uzakliktaki
noktadan keser ve a-APPs fragmani olusur. Fragman ekstraseliiler araliga salinir. -
sekretaz enzimi ile de, APP amino terminaline 16 aminoasit daha yakin bolgeden kesilir.
Bu durumda ise B-APPs olusur. Ikinci kesme islemi y-sekretaz tarafindan gergeklestirilir.
Ik kesilme a-sekretaz tarafindan gerceklesti ise p3 fragmani, p-sekretaz tarafindan
gerceklesti ise AP peptidi olusur (Esen et al. 2010).

Amiloid plaklarin temel bileseni olan AP peptidlerin beyinde agregasyonu AH’
nin noropatolojik mekanizmasinda ana olay olarak kabul edilmistir (Dominicé et al.
1995). APP iki yol ile metabolize olmaktadir. Bu metabolik yolaklar amiloidojenik yol
ve amiloidojenik olmayan yoldur. Amiloidojenik olmayan yolda a-sekretaz enzimi ile

4
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APP transmembran bdlgesinde 687. pozisyondan kesilir. Proteinin amino ucunda amiloid
prekiirsor protein alfa (APPsa) ve karboksil ugcta membrana bagli 83 amino asitlik C
terminal a fragmani (a-CTF) olusur (Thinakaran et al. 2008). Olusan bu iiriinler toksik
degillerdir. Amiloidojenik yolda ise APP B- ve y- sekrataz enzimleri tarafindan proteoliz
edilir ve beyinde ndrotoksik agregatlar olusur (Hooper et al. 2005). APP proteini 6nce
membrana bagli bir B-sekretaz enzimi ile kesilir ve proteinin C terminalinde 99
aminoasitlik rezidi (C99) olusur. Daha sonra vy-sekretaz ile ikinci kesme islemi
gerceklesir ve transmembran domainine AP peptidleri salinir (Cummings et al. 2004). Bu
kesimler sonucunda iki varyant (AB40 ve AB42) meydana gelir. Uretilen AB'nin yaklasik
% 901 AB40'dir ancak AP42 toksik agregat olusturmaya daha egilimlidir ve amiloid
fibrillerinin ana bilesenidir (Lanari et al. 2006) (Sekil 1.4).

Sonu¢ olarak, AP peptidleri kendiliginden toplanarak oligomerlere doniisiir,
¢oziinmeyen fibriller B-tabaka konformasyonunu olusturmak i¢in birlesir ve senil plaklar
birikmeye baslar (Sun et al. 2011).
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P3 APPICD
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Sekil 1.4 APP isleme Yollarinin Sematik Gésterimi (Kumar et al. 2015).
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1.5.2. Norofibriler yumaklar

NFY ler fosforilize tau proteinden olugsmaktadirlar. Tau 17. kromozom tarafindan
kodlanan mikrotiibiil asosiye proteinler (MAP) ailesinden bir proteindir. Tau proteini
mikrotiibiillere baghidir ve mikrotiibiillerin stabile olmasinda, hiicre iskeletinin
biitiinligiiniin korunmasinda, aksonal iletimde énemli rol oynamaktadir. NFY’ler hiicre

iskeletinde degisiklige, aksonal tasimada ve noéronal islevlerde bozukluga yol
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acmaktadirlar. Belirli bir siirecin sonunda NFY’ler néronlarin 6liimiinii tetiklemektedirler

(Eker et al. 2008).

AH’nin bir diger nedenin de NFY’ler oldugu diisiiniilmektedir. AH siirecinde tau
proteini ¢ok fazla fosforile olmakta ve bu proteinin mikrotiibiillere baglanma kapasitesi
azalmaktadir. Baglanmayan tau proteini, ¢ift sarmalli lifler halinde hiicre i¢ine ¢okerek

NFY’leri olusturmaktadir (Sekil 1.5).

NFY sayilar1 ve demansin siddeti arasinda bir iliski olmasina ragmen AH
patogenezinde tau'nun kesin rolii hala tam olarak anlasilamamustir. Ancak tau proteininin
normal lokalizasyonu ve mikrotiibiillerin stabilize edilmesindeki rolii aksonlardaki tau
disfonksiyonunun AH'in gelismesine Onemli Ol¢iide katkida bulunabilecegini
diistindiirmektedir (Adalbert et al. 2007).

Yapilan aragtirmalar sonucunda amiloid fibrilleri ile tau hiperfosforilasyonlarini
tetikleyen molekiiler sinyal kaskad: arasinda bir iliski oldugu gosterilmistir. iki ana
protein kinazin anormal islevinin tau fosforilasyonlarinda rol oynadig: diisiiniilmektedir:
sikline bagimli kinaz (Cdk5) ve glikojen sintaz kinaz (GSK3). CdkS5 beyin gelisiminde
kritik bir rol oynar ve norojenez ile iliskilidir. Ekstraseliiler amiloid artis1 ile indiiklenen
bu protein kinazin deregiilasyonu, tau hiperfosforilasyonlar1 ile sonu¢lanmakta ve
boylece noéronal dejenerasyona yol agan bir dizi molekiiler olaym tetiklenmesi

saglanmaktadir (Ricardo B. Maccioni et al. 2001).
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Sekil 1.5 Saglikli Noronlarda ve AH Bulunan Noronlarda Tau Proteini (Chen et al.
2013).

1.5.3. Amiloid kaskad hipotezi

Amiloid kaskad hipotezine gore AP plak olusumu AH patolojisinin baslangig
olay1 olarak kabul edilmektedir. Hastalik siirecinin patolojik kaskadi dncelikle amiloid
birikimi ile baglamakta daha sonra tau fosforilasyonu ger¢eklesmekte ve ndronal 6liim ile
sonuglanmaktadir (Hardy et al. 1991). APP geninin 21. kromozomda bulunmasi ve
trizomi 21 (Down Sendromu) hastalarinda ilerleyen yaslarda AH semptomlarinin
goriilmesi bu hipoteze kanit olusturmaktadir (Nistor et al. 2007). Ayrica tau'da NFY
gelismesine neden olan genetik anormalliklerin AH olusmasina neden olabilecek etkiye
sahip olmamasi bu hipotezi dogrulamaktadir (Holtzman etal. 2011). Yapilan arastirmalar
sonucunda erken baslangicli AH’ nin tau’dan 6nce AP anarmollikleri ile iligkili oldugu
bulunmustur (Buchhave et al. 2012; Prestia et al. 2013; Villemagne et al. 2013; Fagan et
al. 2014).

AR, in vivo ve in vitro olarak oksidatif strese neden olmaktadir (Murakami et al.
2005) ve oksidatif stres, AP iiretimini arttirmaktadir (Tamagno et al. 2002). Ayrica,
oksidatif stres toksik Ap iiretiminde 6nemli rol oynayan B sekretaz 1 (BACE1) geninin
ekspresyonunu ve aktivitesini de arttirmaktadir (Tong et al. 2005). AP nedeniyle artan

oksidatif stres, tau hiperfosforilasyonunu da uyararak fosfataz ve kinazlarin islevsel
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bozukluguna neden olmaktadir (Haass et al. 2007). Yapilan bu ¢aligmalar da AR’ nin AH

noropatolojisinde temel olusum oldugunu desteklemektedir.

1.6. Alzheimer hastaliginin genetik yapisi

AH’nin nedeni kesin olarak anlasilmamis olsa da hem genetik hem de ¢evresel
faktorlerin hastali§in gelisiminde etkili oldugu ve bu faktorlerin birbiri ile yliksek oranda
etkilesimde oldugu diisiiniilmektedir (Bird et al. 1993). Yapilan ¢aligmalar1 sonucunda
hastaligin genetik kalitiminin %49-%79 oraninda oldugu bulunmustur (Wilson et al. 2011
). Genetik agidan bakildiginda Alzheimer hastaligi, ailesel form ve sporadik form olmak

tizere iki temel baslikta incelenebilir.

1.6.1. Ailesel alzheimer hastahig

Bir ailenin birkag iiyesi 65 yastan dnce AH vakasi olarak teshis edilirse, erken
baslangicli ailevi AH (EBAAH) olarak adlandirilir. Ailesel Alzheimer hastaligi erken
yaslarda baslayan otozomal dominant bir bozukluktur. Tim AH’nin % 1 -% 6'sina
tekabiil eden erken baslangicli AH vakalariin yaklasik % 601 aileseldir (Campion et al.
1999). Hastaligin ailesel formuna neden olan ilk mutasyon 21. kromozomda bulunan APP

geninde tanimlanmistir (Goate et al. 1991).

APP genine ek olarak presenilin 1 (PSEN1) ve presenilin 2 (PSENZ2) genlerindeki
mutasyonlar da ailesel hastaligin ¢ogu vakasini olusturmaktadir (Kaj Blennow et al.
2006). EBAAH’ de 30'dan fazla APP geninde, 179 tane PSEN1 geninde ve 14 tane
PSEN2 geninde mutasyon kesfedilmistir (O’Brien et al. 2011). PSEN1 geni 14.
Kromozom ve PSEN2 geni 1. kromozom {iizerinde bulunmaktadir ve PSEN2 genindeki
mutasyonlar nadir olsa da PSEN1 genindeki mutasyonlar EBAAH’de ¢ok sik
gozlemlenmektedir. EBAAH nin yaklasik % 2-3’tiniin APP geni mutasyonuna, %
20’sinin PSEN2 geni mutasyonuna ve % 70-80’inin ise PSEN1 geni mutasyonuna bagl
olarak ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (Edelberg et al. 1996; Gilman et al. 1997). PSENL1 ve
PSEN2 proteinleri integral membran proteini olan y-sekretaz ile kompleks
olusturmaktadirlar (Vetrivel et al. 2006). PSEN1 ve PSEN2 genlerindeki mutasyonlar, y-

sekretazin proteolitik aktivitesini degistirir ve AB42 miktarinin AB40’a oranla daha fazla

8
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olmasma neden olur (Cruts et al. 1998). AH ile iliskili bu mutasyonlar otozomal
dominanttir ve bu nedenle tek bir alleldeki mutasyon AH'nin erken yaslarda gelismesi
icin yeterli olacaktir. Ayrica PSEN1 ve PSEN2 genlerinin, mutasyonlar sonucu
fonksiyonlarini tamamen kaybetmeleri halinde ciddi rahatsizliklar olusabilecegi fakat bu
fonksiyon kaybinin nérodejenerasyon veya AH ile higbir iligkisi olmadigi bulunmustur

(Wang et al. 2010).

Bununla birlikte, hastaligin ailesel formu verilen bu ii¢ genden ayr1 bagka genlerin
mutasyonu sonucunda da olugsmaktadir ayn1 zamanda bu form ¢ok diisiik bir prevalansa

sahiptir ve AH genellikle 65 yasindan sonra ortaya ¢ikmaktadir (Harvey et al. 2003).

1.6.2. Sporadik alzheimer hastahg:

Klinik olarak, AH 65 yasindan sonra baslamakta ve AH’ nin orani yasla birlikte
artmaktadir. Bu vakalara genellikle “sporadik™ veya “gec¢ baslangicli’” AH (GBAH)
denilmektedir. Bu AH formu tiim vakalarin yaklasik % 99'unu olusturmaktadir ve belirli
genlerdeki mutasyonlar EBAAH genetigine ek olarak GBAH gelisimi igin de risk
olusturmaktadir (Holtzman et al. 2011).

Apolipoproterin E (APOE), lipoprotein partikiillerinin lipidler ve kolesteroller ile
taginmalarina aracilik etmekte (Shi et al. 2018) ve ayrica beyinde APOE en bol iiretilen
apolipoprotein olup esas olarak astrositler ve daha az olarak mikroglia tarafindan

sentezlenmektedir (Boyles et al. 1985; Uchihara et al. 1995).

APOE geni, GBAH i¢in en giiglii risk faktoriidiir (Karch et al. 2015) ve APOE’nin
ti¢ alleli bulunmaktadir (€2, €3 ve €4). APOE allellerinin varligt GBAH gelismesine neden
olmaktadir (Corder et al. 1993; Strittmatter et al. 1993) ¢iinkii €4'lin bir kopyasit AH riskini
3 kat, iki kopyas1 ise AH riskini 12 kat arttirmaktadir (http://www.alzgene.org/ n.d.).
€4'lin Alzheimer hastalarinda miktarinin artmasi, erken donemdeki Alzheimer hastalarina
gore beyinde daha agir amiloid B plak yiikii, daha biiyilik beyin atrofisi ve daha hizl
hastalik progresyonu gostermelerine neden olmaktadir ( Schmechel et al. 1993; Agosta et
al. 2009). Ote yandan, ApoE, AP birikimi i¢in gereklidir, bu da muhtemelen APOE’nin

bir patolojik saperon gibi davranarak AP fibrillizasyonunu ve plak olugumunu tesvik

9
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ettigini gostermektedir (Holtzman et al. 2000). Sonug olarak APOE &4 allelinin, sporadik
Alzheimer hastaligindaki genetik riski ytliksektir ve diger genlerin katkist muhtemelen
daha azdir (Raber et al. 2004). Ciinkii GBAH homojen bir hastalik degildir ve hastalikla

iliskili her bir gen ¢evresel faktorlerle de karmasik bir etkilesim i¢indedir.

Yapilan ¢aligmalarda, spesifik olarak hiicrelerden tiimor nekroz faktorii o (TNFa)
salmmmin saglayan bir metalloproteinaz disintegrin proteini (ADAM) tanimlanmistir
(Black et al. 1997; Moss et al. 1997). Bu enzim, bir metaloproteaz ve disintegrin domaini,
sisteince zengin bir bolge ve epidermal biliylime faktor tekrar1 dahil olmak tizere birkag
farkl1 protein domaininden olusan membrana bagl bir glikoprotein ailesine aittir. ADAM
ailesinin tyeleri hiicre fiizyonu dahil olmak iizere bir¢ok hiicre etkilesim olayinda rol
almaktadir (Yagami-Hiromasa et al. 1995). ADAM9, ADAM10 ve ADAM17 dahil
olmak iizere birgok ADAM ailesi proteazinin, in vitro kosullarda a-sekretaz aktivitesine
sahip oldugu bildirilmistir. Ayrica yeni kanitlar ADAM10 geninin fare beynindeki
APP’nin kesilmesinden baslica sorumlu enzim alfa sekretaz oldugunu gostermektedir
(Postina et al. 2004; Jorissen et al. 2010; Kuhn et al. 2010). Bununla birlikte ADAM10
genin ¢esitli varyantlarimin in vitro AP seviyesini arttirdigi ve a-sekretaz enziminin
aktivitesini bozarak APP iglenmesini amiloidojenik yola dogru kaydirdig: belirtilmistir.
Bu nedenle ADAM10 genin de hem EBAAH hem de GBAH gelismesine neden
olabilecegi diisiiniilmektedir (Karch et al. 2015).

1.7. Alzheimer hastahginda etkili risk faktorleri

AH i¢in yas, genetik faktorler ve kafa travmasi potansiyel risk faktorleridir ve bu
konu hakkinda bircok calisma mevcuttur. Egitim, meslek ve zihinsel faaliyetlerin
(Valenzuela et al. 2006), fiziksel aktivite ve egzersizlerin (Hamer et al. 2009), orta yastaki
sismanligin (Beydoun et al. 2008), alkol aliniminin (Anstey et al. 2009), sigara igmenin
(Lee etal. 2010) ve Down Sendromu’nun AH i¢in en 6nemli risk faktorlerinden olduguna
dair 6nemli kanitlar vardir. Ayrica inme (Savva et al. 2010), diyabet (Lu et al. 2009),
hipertansiyon (Qiu et al. 2005) ve hiperkolesterol (Anstey et al. 2008) gibi tedavi
edilebilir hastaliklarin da AH riskini arttirdigi bulunmustur (Cizelge 1.1).

10
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Oksidatif stresin de, AH ve vaskiiler demans etiyolojisinde dnemli bir rol oynadig1
distiniilmektedir. Antioksidan destegi (E vitamini, C vitamini veya [ karoten gibi)
yoluyla oksidatif stresin azaltilmasi demans riskini diisiirmek i¢in potansiyel bir nleyici
olmasina ragmen diyet veya ek antioksidan vitaminlerin ilerlemekte olan demansa kars1
koruma saglayip saglamadigi tam olarak bulunamamistir (Gray et al. 2008).
Epidemiyolojik ¢alismalarda antioksidanlar ya da B vitaminleri ile demans riski
arasindaki iliski arastirllmistir ama bu konu heniiz tam olarak aydinlatilamamuistir (Laurin

et al. 2004).

Cizelge 1.1 AH i¢in Muhtemel Risk Faktorleri.

Atrial fibrilasyon Alkol aligkanligi

Cinsiyet Diyabet

Depresyon B12 vitamin eksikligi

Down sendromu Antioksidan diizeyi

Diisiik egitim seviyesi Aile dykiisii

Folat eksikligi Menopoz

Genetik faktorler Hiperkolesterolemi
Hipotiroidizm Herpes Viriisti (Balin et al. 2018)
Tleri yas Hipertansiyon

Kafa travmasi Enfeksiyon

1.8. Alzheimer Hastaliginin Tani ve Tedavisi

AH tanisi igin en yaygi olarak kullanilan klinik kriterler Diagnostik ve Istatistik
El Kitab1, Dérdiincii Revizyon (DSM-1V) (Carmassi et al. 2013) veya Ulusal Norolojik,
Iletisimsel Bozukluklar ve Inme/Alzheimer Hastaligi ve Iliskili Hastaliklar Dernegi
calisma grubu (McKhann et al. 1984) tarafindan belirlenmistir. Alzheimer tipinin
demansi i¢in bu kurumlarin kriterleri, afazi, apraksi, agnozi veya yonetici islev bozuklugu
gibi bir veya daha fazla biligsel alanin bozulmas: ile birlikte bellek kaybi gelisimini

igermektedir.
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Amerikan Noroloji Akademisi, parametrelerin giivenilir olmast icin biligsel
bozukluklarin asamali olarak ilerlemesi, fonksiyonel yetenekleri bozmaya yetecek kadar
siddetli olmas1 ve diger norolojik veya psikiyatrik rahatsizliklarla agiklanamaz olmasi
gerektigini vurgulamistir (Knopman et al. 2001). Demans tanis1 koymak i¢in hastayi iyi
bir sekilde taniyan bir yakininin gézlemlerini almak onemlidir ¢linkii hastanin giinliik
yasam aktivitelerini gerceklestirme becerisindeki degisikliklerle ilgili basit sorgulama,
bilissel bozuklugun ciddiyetinin degerli bir gostergesidir. Muhtemel AH tanisi
bilgisayarli tomografi (BT), manyetik rezonans (MR) goriintiileme, pozitron emisyon
tomografi (PET) ya da tek foton emisyon tomografi (SPECT) gibi ¢esitli goriintiileme
yontemlerinden yararlanilarak konulabilir (Kelley et al. 2007) fakat kesin tan1 biyopsi ya

da otopsiyle elde edilen histopatolojik kanitlar ile konulmaktadir.

AH’nin kesin tedavisi heniiz bulunmamaktadir ve uygulanan tedaviler hastaligin
belirtilerini ortadan kaldirmaya yoneliktir. Kolinerjik sistemdeki azalma ve glutamat
toksisitesinin artig1 sonucunda olusan geri doniisiimsiiz ndron kaybi hastaligin ana
sorunudur. Bu nedenle AH’nin tedavisi i¢in kullanilan ilaglar iki temel mekanizma ile
etki gostermektedirler. Bu ilaglar ya hastalarin beyninde zayiflamis olan kolinerjik
norotransmisyonu giiclendirmekte ya da artmis olan glutaminerjik nérotransmisyonu

azaltmaktadirlar ( Lleo et al. 2006; Bassil et al. 2009).

1.8.1. Alzheimer hastah@inin tedavisinde kullamlan antikolinerjik ilaclar

Bazal 6nbeyinde kolinerjik néronlarin dejenerasyonunun ve serebral kortekste
kolinerjik noérotransmisyonun kaybedilmesinin, AH vakalarinda goriilen biligsel islevdeki
bozulmaya 6nemli 6l¢lide katkida bulundugu yapilan ¢alismalar sonucunda gosterilmistir
(Bartus et al. 1982) ve bdylece kolinerjik hipotezi olusturulmustur. Bu hipoteze gore,
kolinerjik (Parasempatik) sistemde, ileti aktarimindan, bellek ve 6grenmeden sorumlu
Oonemli bir norotransmitter olan asetilkolinin (ACh) diisiik seviyelerinin Alzheimer
hastaligina neden oldugu diisiiniilmektedir (Harel et al. 1992). Kalp kasinda ve diiz
kaslarda bulunan muskarinik reseptorler ile iskelet kaslarinda ve noronlar arasindaki
sinapslarda bulunan nikotinik reseptdrler, kolinerjik reseptor gruplaridir. Asetilkolin bu
kolinerjik reseptorlerden ayrildigi zaman ACh’yi hidroliz eden ve kolinerjik sinaptik

iletimi sonlandiran bir hidrolaz olan asetilkolinesteraz enzimi (AChE) tarafindan hizlica
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hidroliz edilir (Savini et al. 2003). Alzheimer hastaliginda, kolinerjik sistemle ilgili
ndrotransmisyon yetmezligi, hastaligin tedavisi i¢in hedefleri olusturmaktadir. Bu
kolinerjik yetmezlik sonucunda amiloid plaklarin ve norofibriler yumaklarin meydana
geldigi belirtilmektedir. Bu nedenle kolinesteraz inhibitorleri sentezlenmistir ve
asetilkolinin intrasinaptik yikiminin geciktirilmesi ve etkisinin uzatilmasi hedeflenmistir
(Cankurtaran et al. 2002). Yapilan ¢alismalarda ayrica beyinde bulunan baska bir
kolinesteraz olan butirilkolinesterazin (BuChE) da ACh'nin hidrolizinden sorumlu oldugu
ve bu enzimin inhibisyonunun AH'de kolinerjik iletimi daha da arttirabilecegi
gosterilmistir (Mesulam et al. 2002; Eskander et al. 2005). Bu nedenle, asetilkolinesteraz
inhibitorleri (AChEISs) ve biitirilkolinesteraz inhibitorlerinin (BuChEls) kullanim1 AH'nin

tedavisi i¢in temel olusturmustur (M.-M. Mesulam et al. 2002).

ACNhEIs hafif ve orta derecede Alzheimer hastaliginin tedavisi igin ilk kullanilan
ajanlardir. Bu ilaglar kolinerjik sinapslardaki ACh miktarlarini yiikselterek kolinerjik
ndrotransmisyonu giiclendirmektedirler (Friedlander et al. 2006). Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (FDA) onay: almis, AH’nin tedavisinde kullanilan takrin, donepezil, rivastigmin
ve galantamin ilaglar1 AChEIs’dir (Bassil et al. 2009).

1.8.2. Alzheimer hastahi@inin tedavisinde kullamlan glutamat antagonistleri

Glutamat, glutamik asidin anyonudur ve sinir sisteminde ndrotransmitter olarak
gorev almaktadir. Bir sinir hiicresinin bagka hiicrelere sinyal olarak gonderdigi
kimyasallardan biridir. Omurgali sinir sistemi igerisinde en fazla bulunan
norotransmitterdir (Meldrum et al. 2000). Glutamat biyokimyasal reseptorleri, a-amino-
3-hidroksi-5-metil-4-isoksazolpropionik asit (AMPA) reseptorleri, N-metil-d-aspartat
(NMDA) reseptorleri ve metabolik glutamat reseptorleri olarak {ic ana sinifa
ayrilmaktadir. AMPA reseptorleri, ¢abuk uyarma i¢in uzmanlagmis iyonotropik
reseptorlerdir ve pek ¢ok sinapsta uyarildiktan ¢ok kisa siire sonra uyarici elektriksel yanit
tretmektedirler. NMDA reseptorleri de iyonotropiktir, ama onlar AMPA reseptorlerinden
farkli olarak aktive olduklarinda kalsiyum gecirgenlerdir. Onlarin bu 6zellikleri bilhassa
ogrenme ve bellekte onlar1 6nemli kilmaktadir. Metabotropik reseptdrler ikinci haberci
sistemleri ile c¢alismaktadirlar ve hedefleri iizerinde yavas ve siirekli etki

olusturmaktadirlar.
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Sinaptik plastisitedeki rolii sebebiyle glutamat beyinde 6grenme ve hafiza gibi
biligsel islevlerde gorev almakta ve ayrica glutamat, beyin gelisimi sirasinda biiyliime
konileri ve sinaptogenezin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Mcentee et al.
1993). Ayrica glutamaterjik noronlar, beyindeki uyarici sistemi olusturmakta ve birgok

fizyolojik fonksiyonda yer almaktadirlar. (Parsons et al. 2017).

Glutamat tastyicilari, ndronal ve gliyal membranlarda bulunurlar ve glutamati
hizlica ekstraselliiler alana aktarmaktadirlar (Shigeri et al. 2004). Beyin yaralanmalari
veya hastaliklarinda, genelde ters ¢alismaktadirlar ve bu nedenle asir1 glutamat hiicre
disinda birikmektedir. Bu islem, kalsiyum (Ca*?) iyonlarinin NMDA reseptor kanallart
vasitasiyla hiicre i¢ine girmesine, sinir hasarina ve sonucunda hiicre dliimiine sebebiyet

vermektedir.

Glutamaterjik asir1 uyarim, eksitotoksisite olarak adlandirilan ndronal hasara yol
acmaktadir. Eksitotoksisite, NMDA reseptorleri nedeniyle, reseptdrle iliskili iyon kanalt
lizerinden asir1 Ca*? akisina izin verdigi icin ortaya ¢ikmaktadir (Lipton et al. 2006). Bu
eksitotoksisite, néronal Ca*? asir1 yiiklenmesine yol agmakta ve nodrodejeneratif
hastaliklara neden olmaktadir (Epstein et al. 1994). Ayrica asir1 glutamat salinimi ve
bozulmus geri alim nedeniyle olusan eksitotoksisite iskemik kaskadin bir pargasi olarak
meydana gelmektedir ve inme, otizm, amiyotrofik lateral skleroz, latirizm ve Alzheimer
hastaligi (Hynd et al. 2004) gibi baz1 hastaliklarla iligskilendirilmektedir. Bu nedenle
NMDA reseptor antagonisti olan ve FDA tarafindan onaylanan memantin, Alzheimer

hastaliginin tedavisinde 6nemli bir degere sahip olabilmektedir (Danysz et al. 2000).

NMDA reseptorleri, sinaptik iletimde 6nemli rolleri olan ligand bagimli katyon
kanallaridir (Dalmau et al. 2008). Reseptorler, glisin baglayan NR1 altbirimleri ve
glutamat baglayan NR2 altbirimlerinin heteromerleridir. NR1 ve NR2, farkli
farmakolojik 06zellikleri, lokalizasyonu ve hiicre i¢i habercilerle etkilesime girme
kabiliyetine sahip reseptor alt tiirleri olusturmak icin kombinasyon yapmaktadirlar
(Waxman et al. 2005). NR2 dort alt grup igermektedir: NR2A, NR2B, NR2C, NR2D.
NMDA reseptorii ise alt1 bolgeden olusmaktadir (McMillian et al. 1990; Scatton et al.
1991; Wong et al. 1991) (Sekil 1.6) ;
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Katyon baglanma bdlgesi

NMDA ve diger agonist tanima bolgesi
Poliamin baglanma bolgesi

Cinko baglanma bolgesi

Glisin baglanma bolgesi

o g~ w e

Kanal antagonist baglanma bdlgesi

Eksitotoksisiteye neden olan NMDA reseptorlerinin, asir1 aktivitesinin epilepsi,
demans ve inmeye neden olan mekanizmalarin temelinde oldugu ve diisiik aktivitesinin

Ise sizofreni semptomlarini ortaya ¢ikardigr diisiiniilmektedir (Coyle et al. 2006; Lau et

al. 2007).

Agonist Koagonist
Glutamat Glisin
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Na+/Ca+2
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@ D-APs
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Sekil 1.6 NMDA Reseptorlerinin Topoloji ve Farmakolojik Tanima Alanlarinin
Sematik Gosterimi (Parsons et al. 2007).

1.9. Aliiminyum ile Indiiklenen Alzheimer Rat Modelleri

Alliminyum (Al) ¢evrede en yaygin bulunan toksik metaldir ve glinlimiizde birgok
Uriinlin tretiminde kullanilmaktadir. Al'nin insan viicudunda bilinen herhangi bir
fizyolojik rolii olmamasina ragmen, viicuttaki diger yararl iyonlarin diizenlenmesini
degistirmektedir ve proteinlerin veya lipitlerin ¢esitli yapisal ve fonksiyonel
degisikliklerine neden olmaktadir (Lin et al. 2008; Kawahara et al. 2011). Al kaynakli

norodejenerasyonda ¢esitli mekanizmalar yer almistir. Genel olarak Al;
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e Viicuttaki metallerin veya iyonlarin homeostazisinin degismesine
e Reaktif oksijen tiirlerinin liretiminin hizlanmasina
e Inflamatuar sitokinlerin harekete ge¢mesine

o Oksidatif strese

e Apoptoza

e Kolinerjik aktivitenin disfonksiyonuna

e Glutamat tagiyicilarinin bozulmasina

e Glutamat eksitotoksisitesine

e Mitokondriyal disfonksiyona

e Mikroglial aktivasyona

e Protein agregasyonuna

e Norofibriler yumak olusumuna

e Hipokampusta prostaglandin A1l ve tromboksan A2'de artisa neden olmaktadir

(Maya et al. 2018).

Al maruziyeti son derece yiiksek oldugunda Al toksisitesi olugsmakta (Han et al.
2013; Nampoothiri et al. 2015) ve Al birikiminin, bunama, yaslilik kaynakli demans ve
AH gibi gesitli norolojik bozukluklarla iligkili oldugu belirtilmektedir. AH olan hastalarin
beynindeki ndronlar1 tasiyan hem senil plaklarda hem de norofibriler yumaklarda
aliminyum tespit edilmistir (Abd EI-Rahman et al. 2003) ve bu da Al’ ye maruz kalmanin

hastaligin nedensellesmesinde 6nemli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Ogrenme ve hafiza dahil olmak iizere birgok fizyolojik sistemler ratlarda ¢ok
kapsamli olarak incelendigi i¢in bu hayvanlar diger model organizmalara gore bilis ve
hafiza ¢alismalarinda daha fazla kullanilmaktadirlar. Ratlar, farelerden daha zekidirler ve
biligsel bir arastirma i¢in gerekli olan c¢ok c¢esitli gorevleri O0grenebilmektedirler
(lannaccone et al. 2009). Ayrica yapilan caligmalarda Al'nin deneysel hayvanlara
intraserebral olarak verilmesinin, norofibriler dejenerasyona ve AH hastalarinin
NFY'lerinde bulunan yapilara benzer NFY olusumu oldugu gosterilmistir (Kawahara et
al. 2011). Bu nedenlerden dolay1 Al indiiklemesi ile olusturulan modellerde genellikle

ratlar kullanilmaktadir.
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Calismalar da Al'ye maruz kalan ratlarin, beyinlerinin ¢esitli bolgelerinde 5-
hidroksitriptamin ve onun metaboliti olan 5-hidroksindol asetik asit seviyesinin arttig1
gosterilmistir (Kumar et al. 2002). Al maruziyeti ratlarda ¢esitli enzimleri inhibe ederek
oksitadif stresi arttirmaktadir (Stevanovi¢ et al. 2009; Majumdar et al. 2014). Al ayrica
rat beyninin tiim bolgelerinde glutatyon, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, Na*
K* ATPaz ve Mg*? ATPaz seviyesini azaltmakta, lipid peroksidasyon seviyesini ve
alkalin fosfataz, asit fosfataz, alanin transaminaz ve aspartat transaminaz aktivitelerini
artirmaktadir (Sumathi et al. 2015). Beyindeki asir1 Al birikimi B-amiloid proteininin
agregasyonuna ve asetilkolinesteraz aktivitesinin artmasina neden olmakta bdylece
hayvanlarin davranis ve uzun siireli bellekleri degismektedir. Bu nedenle Al rat beyninde
norotoksisite ve serebral hasara yol agmaktadir (Kuroda et al. 1994; Lin et al. 2015). Al
ile indiiklenerek olusturulan modellerin beyin yapisinda meydana gelen bu degisiklikler,
AH’li beyin patofizyolojisini taklit ettigi icin AH c¢alismalarinda &nemli bir yer
kaplamaktadir.

1.10. Sarkozin

Glisin, glutamat ile birlikte bir agonist gibi davranmaktadir ve NMDA kanal
aktivasyonu i¢in mutlak gerekmektedir. Glisin, MSS’ de, 6zellikle omurilikte ve beyin
sapinda 6nemli bir norotransmiter olarak rol oynamaktadir (Socata et al. 2010) (Sekil
1.7). Sinapslar igindeki glisin konsantrasyonu, esas olarak glisin tasiyicilart (GlyT) igeren
hizli bir geri alim mekanizmasi ile etkili bir sekilde diizenlenmektedir ve GlyT tip 1
(GlyT1) ve GIyT tip 2 (GlyT2) olmak iizere iki tip GlyT tanimlanmaktadir (Lechner et
al. 2006). GlyT1, NMDA reseptorleri ile lokalize olmaktadir ve NMDA reseptorlerinin
islevlerini modiile etmektedir (Smith et al. 1992).

O

OH
NH,

Sekil 1.7 Glisin'in Yapis1
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Sarkozin, glisin-N-metil tiirevidir (Sekil 1.8) ve glikozin dehidrojenaz enzimi
tarafindan glisin metabolize olurken, glisin-N-metil-transferaz enzimi glisinden sarkozin
tiretir. Yani glisinin sentezinde ve bozunmasinda bir yan triindiir. Sarkozin, kaslarda ve
diger viicut dokularinda bulunan dogal bir amino asittir. Sarkozin, sinaptik bosluk
icindeki glisin konsantrasyonunu arttiran, NMDA reseptor fonksiyonunu giiglendiren ve
dogal olarak olusan bir GlyT1 inhibitoridiir (Lechner et al. 2006). Sarkozin, NMDA
reseptor fonksiyonunu artirabilmekte ve ayni anda ndbet esigini azaltarak antipsikotik
etkiye neden olabilmektedir. Sarkozin tarafindan sinapslarda glisin birikmesi, beynin bazi

bolgelerinde nérotransmisyonu gli¢lendirebilmektedir (Socata et al. 2010).

O
N
4 OH
Sekil 1.8 Sarkozin’in Yapist

Bahsedilen literatiir bilgilerinden hareketle bu tez ¢alismasinda aliiminyum kloriir
(AICl3) ile indiiklenen AH deneysel hayvan modelinde néroprotektif etkiye sahip oldugu
diistiniilen sarkozin aminoasitinin bu koruyucu potansiyeli in vitro sitotoksisite testleri
ile, in vivo ortamda ise biyokimyasal, hematolojik, histopatolojik ve molekiiler genetik
parametreler ile ortaya konulmasi amaclanmistir. Bu sayede heniiz kesin bir tedavisi

bulunamayan AH ig¢in yeni bir terapétik yaklagim hedeflenmistir.
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Li et al. (2017)’ e gore ginseng (Panax ginseng C.A. Meyer) diinya ¢apinda en
yaygin kullanilan bitkisel ilaglardan biridir ve yaptiklar1 ¢alismada, ginseng proteininin
(GP) noroprotektif etkilerini ve AH'nin hiicresel ve hayvan modelindeki olasi
mekanizmalarin1 degerlendirmislerdir. GP'nin, hiicrelerde hidrojen peroksit (H20>)
tarafindan indiiklenen Alzheimer benzeri patofizyolojik degisiklikleri veya hayvanlarda
D-gal / Al tarafindan indiiklenenleri 6nemli 6l¢iide inhibe ettigini gostermislerdir.
Sonuglarda, GP' nin (10-100 ug / mL) néronlarin hayatta kalma oranini1 énemli 6lglide
gelistirdigini ve hiicrelerin apoptozunu, kaspaz-3 ve Bax / Bcl-2'nin mRNA

ekspresyonunu azalttigini belirtmislerdir.

Zaky et al (2017), yaptiklar1 aragtirmada, aliiminyum kaynakli néroinflamasyonun
azaltilmast i¢in resveratrol ve kurkumin kombinasyonunun yararli etkisini
aragtirmiglardir. Hem in vivo aliiminyum kaynakli ndroinflamasyon modelini hem de in
vitro aliminyum uyarilmis kiiltiirlenmis PC-12  hiicrelerini  kullanmiglardir.
Norokoruyucu Apurinik / aprimidinik endoniikleaz 1 (APEl) protein ve let-7c¢
mikroRNA'nin ekspresyon profillerini 6lgmiislerdir. Resveratrol-kurkumin uygulanmis
ratlarda, enflamatuar markerlarin genel olarak anlamli bir zayiflamasi ve amiloidojenik
mediyatorlerde  bir azalma  gozlemlemislerdir. APE1, resveratrol-kurkumin
kombinasyonu ile 6nemli dl¢lide uyarilmig, hem in vivo hem de in vitro ¢calismalar, Let-
7¢ ifadesinin, Al stimiilasyonundan sonra énemli 6l¢iide azaldigin1 géstermislerdir. Bu,
resveratrol veya kurkumin'in birlikte eklenmesiyle kismen bastirilmis ve bunlarin
kombinasyonu ile tamamen normal seviyeye getirilmistir. Bu ¢caligmada, bir resveratrol-
Kurkumin kombinasyonunun sinerjistik ve terapétik etkisini acgik¢a gostermislerdir.
Ayrica, her iki bilesigin de, Al kaynakli néroinflamasyona kars1 kooperatif olarak veya

farkli molekiiler mekanizmalar yoluyla yararli etki gosterdiklerini agiklamiglardir.

Gupta et al. (2017), yaptiklar1 arastirmada Cin tibbinda Morus alba néroprotektif
bir bitki olarak kullanilmaktadir ve bu aragtirmada ratlarda koruyucu etkisinin
biyokimyasal mekanizmasinin yani sira, AICl3 ile indiiklenen hafiza bozukluguna karsi
morusinin iyilestirici etkisini kesfetmeyi amaglamiglardir. Deney hayvanlarinda bellek

kaybin1 AICIl; (100 mg / kg; p.o.) ile indiiklemislerdir. Ogrenme ve hafiza aktivitesi
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Morris su labirent test modelini kullanilarak 6lgmiislerdir. Santral kolinerjik aktivite,
beyin AChE aktivitesinin 6l¢iimii ile degerlendirilmis ve ek olarak, beyin tiyobarbitiirik
asit-reaktif tiirlerin (TBARS) ve glutatyon (GSH) diizeylerinin saptanmasiyla oksidatif
stresi gézlemlemislerdir. Sonugta morusin ile tedavi (5.0 ve 10.0 mg / kg, oral yoldan),
AICl3'iin neden oldugu AChE aktivitesinde ve beyin oksidatif stres seviyelerinde azalma
olmasini saglamistir. Bu nedenle morusinin, ¢esitli aktiviteleri ile farelerin belleklerinde

koruyucu bir etkisi oldugu sonucuna varilabilir.

Nampoothiri et al. (2017), kemirgenlerde insiilinin ve bunun glikoz ile
kombinasyonunun AICIz ile indiiklenmis biligsel islev bozuklugu modelinde koruyucu
roliiniin degerlendirilmesini amagladiklart bu ¢alismada erkek Wistar ratlar 60 giin
boyunca AIClz’e (oral olarak 175 mg / kg) maruz birakmis ve insiilini (0.5 IU / kg), glikoz
(200 mg / kg) ve rivastigmin (1 mg / kg) ile kombinasyon halinde, 60 giin boyunca AICls
uygulamasindan 45 dakika once intraperitoneal olarak uygulamislardir. Hafiza testleri
Morris su-labirent testi kullanilarak degerlendirmisler, 60 giinliik tedaviden sonra
hipokampus ve frontal korteksi toplayarak asetilkolinesteraz aktivitesi ve antioksidan
enzim seviyesi i¢in analiz etmislerdir. Ayrica kan glikoz seviyelerine de bakmislardir.
Standart ilagla tedavi, rivastigmin (1 mg/ kg), AICls ile tedavi edilen gruba kiyasla moris
su labirentinde hedef kadranda harcanan siireyi artirmistir ama insiilin ve bunun glikoz
ile kombinasyonu, Al’ye maruz birakilan ratlarda davranis bozukluklarini inhibe
edemedigini  gozlemlemislerdir. Ayrica tek basina insiillin ve glikoz ile
kombinasyonunun, hipokampus ve frontal korteks bolgelerinde Al kaynakli oksidatif
stres ve bozulmus kolinerjik iletimi engelleyemedigini belirtmislerdir. Caligma,
hipokampusta ve frontal kortekste gevresel toksinin (AICI3) neden oldugu bilissel islev

bozukluguna kars1 insiilin uygulamasinin koruyuculugunun yetersizligini gostermektedir.

Singh et al. (2018), ise bu ¢alismalarinda, epigallokatekin-gallat (EGCG) yiikli
nanopargaciklarin AlICIlz ile olusturulan AH'li ratlarda noérodavranis ve patolojik
degisikliklere kars1 noroprotektif roliiniin degerlendirilmesini amaglamiglardir. 100 mg /
kg viicut agirligi olan ratlara, AICI3’i 60 giin boyunca oral yoldan vermisler ve bunun
ardindan 30 giin boyunca 10 mg / kg viicut agirligi olan ratlara EGCG ve nanoEGCG
tedavisi uygulamiglardir. Ratlarin nérodavranigsal degerlendirmesi i¢in Morris su
labirenti, acik alan ve yeni nesne tanima testlerini kullanmiglardir. Rat beynindeki korteks

ve hipokampiisiin histopatolojik degerlendirmesini izlemislerdir ve daha fazla dogrulama
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icin biyokimyasal, immiinohistokimya ve western blot testlerini ger¢eklestirmiglerdir. Al
maruziyeti olan ratlarda, agik alandaki kesif ve motor aktivitelerinin, Morris su
labirentinde ve yeni nesne tanima testlerinde hafiza ve 6grenme egrisinin 6nemli 6lgiide
azalmis oldugunu gozlemlemislerdir. Bu norodavranig bozukluklarin, nanoEGCG ile
tedavi edilen ratlarda ise onemli dlclide zayiflatildigini gozlemlemislerdir. Ayrica AlCIs'
iin indiikledigi rat beyinlerinin korteks ve hipokampiisiiniin histopatolojik
degerlendirmesi hem nevritik plaklarin hem de norofibriler yumaklarin varligii
gostermis ama NanoEGCG ile tedavi edilen sigcanlarda bu patolojinin olmadigini
belirtmislerdir. AICI3 ile indiiklenen si¢anlarda biyokimyasal, immiinohistokimyasal ve
protein diizeylerinde anlamli artiglar kaydedilmis fakat bu seviyeler nanoEGCG ile tedavi
edilen siganlarda biiyiik dl¢iide azalmis oldugunu gézlemlemislerdir. Sonug olarak, bu
calisma EGCG nanopartikiillerinin hafiza kaybini, noritik plak ve norofibriler yumak

olusumunu tersine ¢evirebilecegi hipotezini giiclendirmektedir.

Alghamdi et al. (2018), yaptiklar1 deneysel ¢alismada, islenmemis hindistancevizi
yag1 (VCO) antioksidan ve anti-inflamatuar dogal bilesik olarak iyi bilinir oldugundan,
VCO'nun ratlarda AICIlz ile indiiklenen AH iizerindeki olast koruyucu etkisini
degerlendirmislerdir. 45 giin boyunca (40 ml / kg / giin) AlCls intraperitonal enjeksiyon
ile AH modelini indiiklemislerdir ve AIC13 uygulamasindan 6nce VCO' yu oral yoldan
vermislerdir (30 giin boyunca giinde 5 ml). VCO, hem hipokampus hem de kortekste
GSH diizeyini 6nemli dlgiide arttirdigini ve VCO igermeyen bir AICl3 ile indiiklenen AH
rat modeline kiyasla AIClIz ile indiiklenen AH rat modelinin korteksinde malondialdehit
(MDA) seviyesini onemli dl¢iide azaldigini gozlemlemislerdir. Bu veriler 1518inda VCO’
nun, AH modelinde hafiza gelistirme, anti eksitotoksisite ve antioksidanlar i¢in potansiyel

Koruyucu bir etkiye sahip oldugu sonucuna varmislardir.

Chiroma et al. (2018), yaptiklari1 biyodeneyde farkli dozlarda D-galaktoz ve AICI3
etkilerini karsilagtirarak kognitif bozuklugu olan bir hayvan modelini ortaya ¢ikarmak
istemislerdir. Erkek albino wistar ratlara 60 mg / kg.basinda intra peritoneal (IP) enjekte
edilmis ve AICl3 (100, 200 veya 300 mg / kg.bwt.) oral yoldan 10 hafta {ist iiste glinde bir
kez uygulamistir. Ratlarin davranigsal performanslari Morris su labirent ve agik saha
testleri ile, hipokampusteki degisimler histopatolojik incelemeler ile ayrica AChE ve

hiper fosforile tau proteinleri biyokimyasal Ol¢limlerle incelemislerdir. Deneyin
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sonucunda ideal biligsel bozukluga yakin bir model olusturulmustur ve bunun AH

patogenezini anlamak i¢in ¢ok dnemli oldugu vurgulanmaistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller

Calismada kullanilan kitler ve diger kimyasal malzemeler Cizelge 3.1°de, cihazlar

ise Cizelge 3.2°de gosterilmektedir.

Cizelge 3.1 Arastirmada Kullanilan Kit ve Kimyasal Listesi.

Kitler ve Kimyasallar

Alindig1 Firmalar

AICl3

cDNA Sentez Kiti
CVDK-8 Kit
DMEM-F12

DMSO

Etanol

FBS (Fetal Bovine Serum)
Giemsa

LDH Assay Kit

PBS

Retinoik asit

RNA Izolasyon Kiti
Sarkozin

Sybr Green Master Mix
TAK Kiti

TOS Kiti

Tripan Blue
Tripsin/EDTA

Sigma-Aldrich®
Applied Biosystems™®
Ecotech Biotechnology®
Gibco®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Gibco®
Sigma-Aldrich®
Thermo Scientific™®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Invitrogen™®
Sigma-Aldrich®
Applied Biosystems™®
Rel Assay Diagnostics®
Rel Assay Diagnostics®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
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Cizelge 3.2 Arastirmada Kullanilan Cihaz Listesi.

Cihazin Adi Cihazin Modeli

-20 Sogutucu J.P. Selecta

+4 Sogutucu J.P. Selecta

Analitik Terazi (0,0001) Shimadzu ATX 224

Biyogiivenlik Kabini ESCO NordicSafe™

CO2’li Inkiibator ESCO Celculture

Derin dondurucu — 86 Esco, uus-439b

Dijital Mikrobiyolojik Emniyet Kabini ESCO, AC2-4E8M

Isitici-sogutucu Kuru Blok Bioer, ch 202

Isitilict Manyetik Karistirict Daihan, shr

Invert Mikroskop Leica DFC450C Model: CH-9435

Masaiistii pH Metre Adwa, AD1000

Otoklav JSR, JSAC-60

PZR Cihaz1 SensoQuest

Real-time PZR Cihazi Qiagen Rotor-Gene Q

Santrifiij Hettich Zentrifugen Universal 320R

Sogutmali Santrifiij Hettich, Universal 320R

Spektrofotometre Biotek EPOCH

Su Banyosu Daihan

Ultra Saf Su Cihazi Millipore, Q-3W

Vorteks Wisd Wisemix VM-10
3.2. Yontem

3.2.1. In Vitro ¢alismalar

3.2.1.1. Hiicre kiiltiirii ve farkhilasma

Tez calismast  kapsaminda  kullanilan  SH-SYSY  hiicreleri  insan
noroblastomasindan koken almaktadir. Hiicreler flasklar igerisinde %10 FBS, %1
penisilin/streptomisin, %1 L-glutamin igeren Dulbecco’s modified Eagle medium
(DMEM): F12 besiyeri eklenerek biiyiitiilmistiir. Flasklar, sicakligi 37°C olan ve %5 CO»
iceren inkiibator cihazi igerisinde deney siiresi boyunca muhafaza edilmistir. %70-80
oraninda flask icerisine yayilan ve biiyiiyen hiicreler i¢in haftada en az iki kere pasajlama

islemi gerceklestirilmistir. Bu islem igin;

e Besiyeri, PBS ve tripsin-EDTA su banyosunda 37°C’ye 1sitilmistir.
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e Hiicreler inkiibatorden alinmis ve 151k mikroskobu ile incelenmistir.

o Flaskta bulunan besiyeri dokiildiikten sonra PBS ile flasklara birkag kez yikama
islemi yapilmis ve besiyerinin uzaklastigindan emin olunmustur.

e % 0,1 tripsin ve %0,04 EDTA soliisyonu flasklara eklenmistir.

e Tripsin muamelesinden sonra flasklar inkiibatdre kaldirilarak 5 dk beklenmistir.

¢ Bu siirenin sonunda mikroskopta hiicrelerin flask tabanindan tamamen ayrildigi
kontrol edilmis ve besiyeri eklenerek tripsin inhibe edilmistir.

e Hiicreler 15 ml’lik santrifijj tliplerinde toplanarak 1500 rpm’de 3 dakika santrifiij
yapilmaistir.

e Supernatant kismi tiipiin tabaninda 1 mL kadar birakilacak sekilde dokiilmiis ve
yeniden besiyeri eklenmistir.

e Daha sonra ¢ogalan SH-SY5Y hiicrelerinin farklilagtirilmas1 amaciyla Bittencourt
Pasquali et al. (2016) tarafindan 6nerilen prosediir uygulanmistir. Buna prosediire
gore ;

e Hiicrelerin 75 cm?lik flasklarda 1,5 x 10* hiicre / cm? olacak sekilde ekimi
yapilmistir.

e Hiicreler tutunduktan sonra farklilastirilmasi igin besiyeri Fetal sigir serumu (%1
FBS) ve 10 uM retinoik asit (RA) igeren DMEM:F12 besiyeri ile degistirilmistir.

e Hiicrelerin besiyeri 3 giinde bir %1 FBS ve 10 uM RA igeren besiyeri ile
yenilenmistir.

e Hiicrelerin farklilasma siireci 151k mikroskobu ile 11 giin boyunca

gozlemlenmistir.

3.2.1.2. WST-8 Testi

Tetrazolyum tuzlari, heterosiklik organik yapidaki bilesiklerdir. Bu tuzlar elektron
alarak indirgenmekte ve formazan denilen yapiya doniismekte boylece renk degisikligi
meydana gelmektedir. Tetrazolyum halkasini sadece aktif halde olan mitokondri
kirmaktadir ve bu nedenle renk reaksiyonunu yalnizca canli hiicreler meydana
getirebilmektedir (Mosmann et al. 1983). Olii hiicreler ise tetrazolyum bilesiklerini
indirgeme yeteneklerini kaybettikleri i¢in herhangi bir renk degisimine neden
olmamaktadirlar (Riss et al. 2004). Bu nedenle hiicrelerdeki dehidrogenazlarin

aktiviteleri ile iiretilen formazan boyasinin miktari, canli hiicrelerin sayisiyla dogru
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orantilidir (Sekil 3.1). Bu amagla bir tetrazolyum tuzu olan WST-8 analizi yapmak i¢in
ticari olarak satilan Ecotech Biotechnology® CVDK-8 kiti kullanilmistir. Bu Kitin

prosediiriine gore;

e RA eklenmesi ile farklilastirilan SH-SY5Y hiicreleri, 96 kuyulu plakalara ekilmis
ve 24 saat boyunca bekletildikten sonra hiicrelerin bu plakalara tutunmalari
saglanmustir.

e Daha sonra toksik doz olarak belirlenen AIClz (200 uM) ile birlikte 10 farkli
konsantrasyonlarda (0-800 mg/L) sarkozin aminoasiti uygulandiktan sonra 96
kuyulu plakalar 24 saat boyunca inkiibator cihazi igerisinde bekletilmistir.

e Inkiibasyondan sonra hiicre canlilig1 kitte belirtilen esaslara gore belirlenmistir.

e Sarkozin ile muamele edilmis hiicrelerin tizerine 10 pl CVDK-8 reaktifi eklenmis
ve hiicreler 2 saat inkiibatore alinmistir.

e Deney tamamlandiktan sonra her bir 6rnegin absorbansi i¢in 450 nm’de dl¢iim

yapilmis ve % canlilik oranlart hesaplanmustir.

WST-8 WST-8 Formazan
(Renksiz) (Turuncu)
O,N e}
O;N SOy’ ’ \O\}I‘ N ’
oA s
B _ N=N SOy
N=N SOj Na'
O OCH4
OCH;4
O,N
O,N
H  OCH, OCH,
N N
et oe
N N
CHs CHs
Canli Hiicre NADH, NADPH

] Dehidrogenaz

NAD, NADP

Sekil 3.1 WST-8 ile Hiicre Canlilig1 Tespiti Prensibi
(https://www.promocell.com/product/colorimetric-cell-viability-Kit-i-wst-8/).
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3.2.1.3. LDH Testi

Laktat Dehidrogenaz (LDH) hemen hemen her hiicrede bulunan sitozolik bir
enzimdir ve hiicre membran biitiinliigii bozuldugu durumlarda ise ekstraselliiler ortama
salinmaktadir (Sekil 3.2). Hiicre sitotoksisitesinin belirlenmesi amaciyla ticari olarak

satilan Pierce LDH Cytotoxicity Assay Kit kullanilmigtir. Bu kitin prosediiriine gore;

e RA eklenmesi ile farklilastirilan SH-SYSY hiicreleri, 96 kuyulu plakalara ekilmis
ve 24 saat boyunca bekletildikten sonra hiicrelerin bu plakalara tutunmalari
saglanmustir.

e Daha sonra toksik doz olarak belirlenen AICl3 (200 uM) ile birlikte 10 farkli
konsantrasyonlarda (0-800 mg/L) sarkozin aminoasiti uygulandiktan sonra 96
kuyulu plakalar 24 saat boyunca inkiibator cihazi i¢erisinde bekletilmistir.

e Inkiibasyondan sonra hiicre canlilig: kitte belirtilen esaslara gore belirlenmistir.

e Her bir 6rnekten 50 pl serum yeni bir 96 kuyulu plakaya aktarilmis ve tizerine 50
ul reaksiyon karigimi eklenmistir.

e Plaka oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildikten sonra kuyularin igerisine 50
pl reaksiyon durdurma soliisyonu eklenmistir.

e Deney tamamlandiktan sonra her bir 6rnek i¢in 490 nm dalga boyunda absorbans
Ol¢timii alinmustir.

e 680 nm dalga boyu referans olarak kabul edilmistir.

e En yiiksek LDH aktivitesini belirlemek i¢in kit i¢erisinde bulunan lizis tamponu
(10X) kullanilmastr.

e Spontan LDH aktivitesi i¢in ise distile su kullanilmistir.
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.
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Sekil 3.2 LDH ile Sitotoksisite Tespit Prensibi
(https://neu.edu.tr/wp-content/uploads/2016/06/Sitotoksite-Analizleri-DESAM.pdf).

3.2.1.4. Metal selatlama

Metal selatlama deneyi icin;

Sarkozin 200 umol L olacak sekilde tek basina ve ayrica her biri 200 umol/L olan
CuSOq4, AICI3, FeCls, ve ZnCl> gegis metalleri ile birlikte 48 kuyulu plakalara
alinmustir.

Once sarkozin daha sonra metaller eklenecek sekilde 30 dakika boyunca oda
sicakliginda plaka bekletilmistir.

Bekleme siiresi tamamlandiktan sonra Biotek EPOCH spektrofotometre cihazi
kullanilarak 200-500 nm arasinda degisen dalga boyu ile sarkozin’ in emilim
spektrumu belirlenmistir.

Test edilen metallerin ve aminoasitin son konsantrasyonlart 200 pmol/L,
reaksiyon karisiminin son hacmi ise 1 mL olacak sekilde diizenlenmistir.
Sarkozin ve metaller plaka tizerindeki kuyulara Cizelge 3.3’de gosterildigi gibi

eklenmistir.
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Cizelge 3.3 Metal Selatlama Deney Diizenegi.

A Sarkozin + H20

Sarkozin + AICls3

Sarkozin + ZnCl;

Sarkozin + FeCls

Sarkozin + CuSO4
H20

m m O O W

3.2.2. In Vivo ¢cahismalar

3.2.2.1. Rat modelleri

Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinden (ATADEM) alinan ratlar
tez calismasi ic¢in kullanilmistir. Tez calismasi bu merkezde tamamlanmistir. Tez
calismasi deneyleri i¢in, 200-300 gram agirligindaki yetiskin Sprague Dawley 1rki toplam
16 adet disi rat kullanilmis ve ¢alisma siirecinde herhangi bir kayip yasanmamustir. Biitiin
deney hayvanlari, 12 saat standart 151k aydinlik ve 12 saat karanlik altinda, 25 °C 1s1da,
yeteri kadar su ve yem verilerek plastik kafeslerde deney ¢aligmalari tamamlanana kadar
bekletilmistir. Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (AUHADYEK)
tarafindan verilen 10.05.2018 tarihli ve 77040475-000-E.1800140631-1851 say1l1 yazisi
ve 121 nolu karar ile ¢aligmanin biitiin uygulamalar1 onaylanmigtir. Hayvanlar agagidaki

gibi gruplandirilarak deneyler siirdiiriilmiistiir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 Calisma Gruplar1 ve Hayvan Sayilari.

Calisma Hayvan Uygulama Doz

Gruplari Sayisi (n) Siiresi

Kontrol 4 4 Hafta -

Alzheimer 4 4 Hafta 5 mg/kg/giin
Sarkozin 4 4 Hafta 3,6 mg/kg/giin
Alzheimer 4 4 Hafta 5 mg/kg/giin
+Sarkozin 3,6 mg/kg/giin
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Kontrol Grubu (n=4): Ratlara herhangi bir islem uygulanmamis ve giinliik

yasamlar1 normal kosullar altinda korunmustur.

Alzheimer Grubu (n=4): AICIs, distile su ile ¢ozilmistir ve Alzheimer
hastaliginin olusturulmasi igin nérotoksik ajan olarak 5 mg/kg/giin intraperitoneal (i.p.)

yolla ratlara enjekte edilmistir.

Sarkozin Grubu (n=4): Sarkozin distile su ile ¢oziilmiistiir ve ratlara 4 hafta

boyunca i.p. olarak 3,6 mg/kg/giin verilmistir.

AICIs + Sarkozin (n=4): 4 hafta boyunca, 3,6 mg/kg/giin Sarkozin ve 5
mg/kg/glin AlICI3 i.p. olarak birlikte ratlara verilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3 Intraperitoneal Enjeksiyon Uygulamas:.

3.2.2.2. Viicut agirhgi

Deneye baslamadan once biitiin gruplardaki ratlarin viicut agirlik Slgtimleri
alinmig ve yine biitiin deney hayvanlarinin viicut agirliklart deney siiresi boyunca takip
edilmistir. AlClz ve sarkozin amino asiti uygulamalarindan sonra tekrar agirlik dlgimleri

alinarak baslangica gore olusan farkliliklar belirlenmistir.
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3.2.2.3. Hematolojik analizler

Biitiin deney gruplarindaki ratlara iiretan anestezisi verildikten sonra batinindan
intrakardiyak yontem ile yaklasik 5 ml kan alinmis ve heparinli tiiplere konulmustur.
Atatiirk Universitesi Arastirma Hastanesi laboratuvarlarinda hizmet alimi ile 6rneklerin

hemotolojik analizleri yapilmistir.

3.2.2.4. Biyokimyasal analizler

Biitiin deney gruplarindaki ratlara iiretan anestezisi verildikten sonra batinindan
intrakardiyak yontem ile yaklasik 5 ml kan alinmis ve EDTA’l tiiplere konulmustur.
Atatiirk Universitesi Arastirma Hastanesi laboratuvarlarindan hizmet alimi ile 6rneklerin

biyokimyasal analizleri yapilmistir.

3.2.2.5. Patolojik inceleme

Biitiin deney gruplarindaki ratlarin beyin dokulari iiretan anestezisi altinda
cikarilmigtir. Dokular ¢ikarildiktan sonra PBS ile yikanmis, %10’luk formaldehite
konulmus ve histopatolojik tani i¢in dokulardan kesit alinarak hemotoksilen-e€0zin

boyamas1 yapilmistir.

3.2.2.6. Mikrocekirdek Testi

AH'nin erken asamasinda olan bireyleri tanimlayabilen biyobelirteglerin,
hastaliga zamaninda Onleyici miidahaleye izin vereceginden yararli olacagi
diigiiniilmektedir. Bu nedenle de norodejenerasyon bulunan hastalarm, somatik
hiicrelerinde kromozom hasarinin degerlendirilmesine yardimci olan belirteglere ilgi
artmaktadir (Migliore et al. 1997; Petrozzi et al. 2002). Genom hasari, degismis gen
dozajina ve gen ifadesine yol agabilmektedir. Ayrica noronal dokuda hizlandirilmis hiicre
olimii riskine de katkida bulunabilmektedir (Thomas et al. 2006). Kromozomlarin
anormal ayrilmasi ve kromozom kirilmalarinin biyobelirtecleri olan mikrogekirdekler
gibi genomik instabilite markorlerinin, Alzheimer hastalarinin periferal kan lenfositleri

ve fibroblastlarinda yiikseldigi gosterilmistir (Trippi et al. 2001).
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Literatiir bilgileri 15181nda deney gruplarindaki ratlarda mikrogekirdek olusum

sikligin1 6lgmek i¢in;

e Heparinli siringa yardimiyla biitiin ratlardan alinan taze kan Ornekleri yagsiz,
temiz ve buzlu olan cam slaytlara yayilarak preparatlar seklinde hazirlanmistir.

e Kan orneklerinin bulundugu cam slaytlar 10 dakika boyunca metanol igirisinde
sabitlenmis ve 12 saat oda sicakliginda gece boyunca kurumaya birakilmistir.

e Daha sonra slaytlar 10 dakika boyunca Giemsa (%)5) ile boyanmuistir.

e Slaytlar dikey konumda hava temas: ile kurutulduktan sonra lamel kullanilarak
kapatilmis ve 151k mikroskobu altinda incelenmistir.

e Her bir deney grubu i¢in, her bir hayvandan iki tane slayt hazirlanmstir.

e Kan hiicrelerinde toksik madde maruziyeti sonucunda olusan mikroniikleuslari ve

niikleer lezyonlar1 belirlemek amaciyla her slayt i¢in 1000 ¢ekirdek oranlanmuistir.

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

Oksidan ve antioksidan aktivitenin belirlenmesi i¢in ticari olarak satilan Rel Assay
Diagnostics®, Gaziantep, Tiirkiye firmasinin TOS ve TAK kitleri kullanilmig ve firmanin

onerdigi yol takip edilerek deneyler gerceklestirilmistir.

TOS kitinin protokoliine gore;

e 75 ul beyin homojenat 6rnegi ile 500 pl reaktifl karistirtlmis ve 30 saniye
bekletildikten sonra Biotek EPOCH spektrofotometresinde 530 nm dalga boyunda
absorbans 6l¢timii alinmustir.

e Daha sonra 25 pl reaktif2 eklenerek 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

e Inkiilbasyon sonunda 530 nm dalga boyunda Biotek EPOCH
spektrofotometresinde tekrardan absorbans 6l¢timii alinmastir.

e Standart olarak H2O2 (20 mmol/L) kullanilmistir.

e Sonuglar umol H202 Equiv./L olarak verilmistir.

TAK kitinin protokoliine gore ise;
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e 30 pl beyin homojenat 6rnegi ile 500 pl reaktifl karigtirilmis ve 30 saniye
bekletildikten sonra Biotek EPOCH spektrofotometre cihazinda 660 nm dalga
boyunda absorbans dl¢iimii alinmistir.

e Daha sonra 75 pl reaktif2 eklenmis ve 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

e Inkiibasyondan sonra Biotek EPOCH spektrofotometre cihazinda 660 nm dalga
boyunda tekrar absorbans dl¢limii alinmistir.

e Ayni prosediir 6rnekler haricinde deiyonize su ve standart olarak bir vitamin E
analogu olan Trolox ekivalenti (Immol/L) kullanilarak da ger¢eklestirilmistir.

e Sonuclar mmol/L olarak verilmistir.

3.2.2.8. Molekiiler genetik analizler

3.2.2.8.1. Dokudan RNA izolasyonu

Deney baslangict i¢in Beyin dokusundan 100-200 mg ependorf tiip icine
alimmugtir. Ependorf tliptine metal boncuk eklenmis ve bu sayede homojenizatorde 40

rpm’de 4 dakikada homojenizasyon islemi ger¢eklestirilmistir.

Daha sonra Invitrogen™® kiti kullanilarak beyin dokularindan RNA izolasyonu

yapilmustir. Kitin protokoliine gore;

e Homojenatlarin oldugu tiiplerden boncuklar ¢ikarildiktan sonra oda sicakliginda
12.000xg’de 2 dk santrifiij yapilmustir.

e RNA igeren s1v1 fazin hepsi yeni bir ependorf tiipline alinmis ve iizerine 500 pl
%70’1ik etanol eklenerek homojen goriintii elde edilene kadar tiiplere vorteks
yapilmistir.

e Orneklerden 700 pl aliarak kit icerisindeki kolonlara yiiklenmistir.

e Oda sicakliginda 12.000x g’de 15 saniye (Sn) boyunca Ornekler santrifiij
edilmistir.

e Kalan 6rneklerin tamami da kolonlara yiiklenmis ve ayn sekilde santrifiij edilerek

kolondan ge¢gmeleri saglanmustir.
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e Yikama iglemleri i¢in kitin i¢indeki Wash I soliisyonu kolondaki 6rneklere 700 pl
eklenmis ve ardindan 12.000xg’ de 15 sn santrifiij yapilmistir.

e Daha sonra drneklere 500 pul Wash II eklenmis ve 12.000xg’ de 15 sn santrifiij
edilmis, ayn1 islem bir kere daha yapilmistir.

e Santrifiij sonrasi tiipiin alt kisminda kalan siv1 bosaltilarak herhangi bir ekleme
yapilmadan bos tiip 12.000xg’de 2 dk santrifiij edilmistir.

e Kolon cikarilarak yeni ependorf tiiplere takilmis ve lizerine 30 pl RNase
icermeyen su eklenerek oda sicakliginda 1 dk inkiibe edilmistir.

e Daha sonra 12.000xg’de 2 dk oda sicakliginda santrifiij edilmis ve RNA ornekleri
ependorf tiipte toplanmustir.

¢ Beyin dokusundan izole edilen RNA 6rneklerinin miktar ve saflig1 Epoch cihazi
yardimu ile belirlenmistir.

e RNA miktar1 ug/ml olarak 6lgiilmiistiir ve cDNA sentezi igcin RNA miktarlarinin
esitlenmesi amaciyla okunan en diisiik RNA degeri standart kabul edilmistir.

e Eger deney galismasi hemen yapilmayacaksa RNA 6rnekleri kullanilincaya kadar
-80°C’ de saklanmustir.

3.2.2.8.2. cDNA sentezi

cDNA sentezi i¢in “High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” (Applied

Biosystems™ ) kullanilmig ve iireticinin 6nerdigi yol izlenmistir. Bu prosediire gore;

e 10ul RNA 06rnegi

e 2l 10XRT random primer

e 2l 10XRT buffer

e 0,8 ul 25XdNTP mix,

e 4.2 ul niikkleaz icermeyen H20

e 1ul MultiScribe™Reverse Transkriptaz enzimi kullanilmistir.

Hazirlanan 6rnekler termal dongii cihazina yerlestirilerek;

e 25°C’de 10 dk,
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o 37°C’de 120 dk,
o 85°C’de 5 dk

e 4°C’de w olacak sekilde adimlar programlanmis ve elde edilen cDNA 6rnekleri

-20°C’de saklanmustir.

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

cDNA’larin Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) ile ¢ogaltilmasi
icin Cizelge 3.5°de gosterilen genlere ait primerler kullanilmistir. Deney ¢alismasi igin
secilen genlere ait MRNA seviyelerinin belirlenmesi amaciyla elde edilen ¢cDNA’lar
spesifik primerlerin varliginda Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) ile

cogaltilmustir.

Cizelge 3.5 RT-PZR’de Kullanilan Primer Sekanslari.

Gen Sembolii Forward Reverse

ACTB ATCGCTGACAGGATGCAGAAG AGAGCCACCAATCCACACAGA
ADAM10 TGCCTCCCAAAGTCTCTCAT AGACGTTGCTCTCGCATACA
APH1A GTGTTTTTCGGATGCACCTT CTGATCGGTCTGTCACATGG
APOE AACCGCTTCTGGGATTACCT AGCTGTTCCTCCAGCTCCTT
APP GGAGGAGAGCGACAGCATC CTCCACATCCTCGTCATCCT
BACE1 ACTGTGCGTGCCAACATT GCTTCACCAGGGAGTCAAAA
BDNF ACAGTATTAGCGAGTGGGTCAC GAACATACGATTGGGTAGTTCG
DAXX AGCCTCTGGTCCCTCTGAGT GCTGCAGTTTGTGGAGGAAC
EGFR TCATCAGGGGAAATGCTCTC GAGGATGGGGTTGTTGCTAA
MAPT CAGAAAGGCACATCCAATGC GTTGGTAGGGATGGGGTACG
NCSTN ATTGTGTGGGGGAAACTCAG CCGTCAATACCCATTTCAGG
PSEN1 TGCACAGATGTCTGAGGACAG  TGCTCTATCACCTGCCTGGTA
PSENEN TGCCTTTTCTTTGGTTGGTC TGATCCAGGTGGTGAGAACA
TNE-«a TGCCTCAGCCTCTTCTCATT CCCATTTGGGAACTTCTCCT
VEGFA TCAGTTCGAGGAAAGGGAAA GCGAGTCTGTGTTTTTGCAG

Real Time-PZR her bir deney grubu igin ¢ tekrarli olacak sekilde

gerceklestirilmis ve her bir 6rnek i¢in;

e 2 ulcDNA,
e 5 ul Sybr Green Master Mix (Applied Biosystems™)
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e 2.0 ul niikkleaz icermeyen H.O
e 0.5 pl Forward primer

e 0.5 ul Reverse Primer olacak sekilde RT-PZR reaksiyon karisimi hazirlanmistir.

Hazirlanan karisimlar vortekslenmis ve mini spin cihazinda 1 dakika santrifiij
edilmistir. Rraltime PCR reaksiyonu i¢in Qiagen Rotor-Gene Q cihazi kullanilmis ve

kosullar;

e 50°C’de 2 dakika,

e 95°C’de 10 dakika X 40 sikliis,

e 95°C’de 15 saniye

e 60°C’de 1 dakika olacak sekilde programlanmustir..

Calismada Actb kontrol gen (housekeeping) olarak kullanmilmis ve RT-PZR
analizleri sonucunda gen ekspresyonundaki farkliliklarin hesaplanmasinda 2- AACT

metodu esas alinmistir.

3.2.3. istatistiksel Analizler

(Calismalar sonucunda elde edilen verilen istatistiksel analizi, SPSS® versiyon
21.0 ile gerceklestirilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
Istatistiksel degerlendirme igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile post-hoc olarak
Duncan’s testi kullanilmis ve istatistiksel anlamhilik diizeyi p<0,05 olarak kabul

edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. In Vitro AICI3 Toksisite Sonuglari

SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicrelerinin ndéronal benzeri hiicrelere
farklilasmasini saglayabilmek i¢in RA kullanilmistir. Anti-Alzheimer potansiyel
degerlendirmeleri i¢in en uygun AICI3 konsantrasyonunu belirleyebilmek amaciyla genis
bir AICI3 doz aralig1 (1.25, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100, 200, 400 ve 800 uM) 24 saat siire ile
farklilasmis SH-SYSY hiicrelerine uygulanmistir (n = 6). WST-8 analizi ile hiicrelerin %
canlilik oranlari belirlenmistir. Bu analiz ile elde edilen sonuglar, konsantrasyona bagli
AICl3 toksisitesini gostermistir (Cizelge 4.1). En yiiksek AlCIz konsantrasyonu (800 pM),
kiiltiirlerin canlilik oranin1 %16,35’¢ diislirmiis ve en diisiik AIClz konsantrasyonu (1,25
uM) ise, kontrol gruba kiyasla %3,76 oraninda hiicre 6liimiine neden olmustur. %53,02
canlilik oran1 200 uM AICI13 uygulanmis hiicrelerde goriilmiistiir. Bu nedenle sonraki in

vivo galismalarda 200 uM AIClI3 kullanilmasi tercih edilmistir.

Cizelge 4.1 Farklilastirilmis SH-SYSY Hiicrelerinde AICI3' iin Sitotoksisitesi Verileri.

AICl3 Konsantrasyonu Hiicre Canlihig: (%)
(M)

1,25 96,24 + 4,23
2,5 92,12 +£5,01
5 83,54 £7,24
10 76,21 + 8,32
25 73,24 £ 6,58
50 64,36 + 4,32
100 61,27 + 8,47
200 53,02 + 7,06
400 33,25+ 7,39
800 16,35+ 6,21
Kontrol 100

4.2. In Vitro Sarkozin’in Noroprotektif Potansiyeli

RA ile farklilastirilmis SH-SYSY hiicrelerine 200 uM konsantrasyonunda AlCIs

uygulanarak olusturulan Alzheimer modelinde sarkozin aminoasitinin (10 farkli dozda)
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noroprotektif etkisi WST-8 ve LDH yontemleri ile kantitatif olarak saptanmistir. Sarkozin

aminoasitinin bulunmadig1 hiicreler negatif kontrol grubu olarak kullanilmis ve pozitif

kontrol grubu olarak ise kiiltiir ortamina lizis tamponu (10X) eklenmistir.
Yalnizca farkli konsantrasyonlardaki sarkozin aminoasiti (1,5-800 mg/L) hiicre
kiiltirlerine uygulandiginda kontrol grubuna gore hiicre canliligi oranlarinda degisiklik
meydana gelmemis, iistelik konsantrasyona bagli olarak sarkozin aminoasiti in vitro

ortamda Al toksisitesine kars1 sitoprotektif etki gostermistir (Sekil 4.1).

~ WST TESTI
=) 800 H
S 400 H
s 200 H
9_ 100 H
(92] 50 H
é 25 H
E 12,5 H
< 6,25 B
o)
s 3,12 H
Cx) 1,5 H
AICI3 H
KONTROL (+) [k
KONTROL (-) )
0 20 40 60 80 100 120
% HUCRE CANLILIGI

Sekil 4.1 SH-SY5Y Hiicrelerinde AICI3 Toksisitesine Kars1 Sarkozin’in Koruyucu
Etkisi.

In vitro sitotoksisite testleri, ila¢ niteligi tasiyan ya da toksik 6zelligi arastirilan
maddelerin hiicre kiiltlir ortaminda etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla yapilmaktadir.
Calismamizda WST-8 testi ile AICI3* {in hiicre 6liimiine neden oldugu ve sarkozin
uygulamasimin 200 mg/L konsantrasyonda %35,74 oraninda hiicre canliligin1 artirdigi
gozlemlenmistir. Bu nedenle hem AICI3’ {in sitotoksik bir madde oldugu hem de sarkozin

aminoasitinin bu sitotoksisiteyi koruyucu 6zellikte oldugu kanitlanmaistir.

Hiicreler, toksik maddelere maruz kaldigr zaman plazma membran biitlinliikleri
bozulmakta ve LDH enzimi hiicrelerden sizmaktadir. Boylece toksik madde
maruziyetinden sonra LDH enzim aktivitesi Olclilerek hiicrede olusan hasar
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belirlenmektedir. Bu amagla hiicrelere uygulanan AICl3 sonras1 LDH analizi ile apoptotik
veya nekrotik SH-SYSY hiicrelerinden ortam igine salinan LDH enziminin aktivitesi
Olgtilmistiir. Sonuglara gore 24 saat boyunca 200 uM AICls uygulamasi, SH-SY5Y
hiicreleri tarafindan salinan LDH enziminin diizeyini, negatif kontrol grubuna kiyasla
yiikseltmistir (Sekil 4.2). Ayrica LDH sonuglarina gére sarkozin uygulamasindaki azalis,
SH-SYS5Y hiicre membranimni AlICl3 ile indiiklenen ndrotoksisiteye karsi korudugunu
gostermektedir. Sarkozin, AICI3 uygulamasinin olumsuz etkisini inhibe ederek, 200 uM

konsantrasyonda hiicre canliliginda artis saglamistir.

LDH TESTi

800
400
200
100

50
25

12,5

6,25

3,12

KONSANTRASYON (mg/L)

1,5
AlCI3

kontrol (+)

Kontrol (-) |-

20 40 60 80 100 120
% LDH AKTIVITESI

=]

Sekil 4.2 SH-SY5Y Hiicrelerinde AlCI3 Toksisitesine Karsi Sarkozin’in LDH
Aktivitesine Koruyucu Etkisi.

Yapilan bir¢ok arastirma ile Sarkozin aminoasitinin ndroprotektif 6zellikte oldugu
ortaya konulmustur. Ozellikle calismalarda, sizofreninin patogenezine glutamaterjik
sistemin dahil oldugu ve sarkozinin hipokampustaki bu metabolizma {izerindeki yararl
etkileri gosterilmistir. Ayrica sarkozinin epilepsi i¢in bir tedavi secenegi olarak
kullanilmasmin olanakli oldugu diisiiniilmektedir (Strzelecki et al. 2015). Ek olarak,
atipik antipsikotik risperidon alan hastalarda sarkozin tedavisinin faydali olabilecegi
gosterilmistir. Bununla uyumlu olarak, atipik antipsikotik, klozapin ve olanzapin alan
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hastalarda yiiksek doz glisin tedavisi ile 6nemli klinik etkiler gézlendigi rapor edilmistir
(Lane et al. 2006).

4.3. Metal Selatlama

Bakir (Cu) ve ¢inko (Zn)’ nun sinaptik fonksiyonu diizenlemede kilit rol oynadigi
bildirilmistir. Cu'nun AB'nin néronal hiicre kiiltiirlerinde toksisitesini arttirdigi (Fodero-
Tavoletti et al. 2010) ve Zn ile indiiklenen A oligomerlerinin, NMDA reseptorleri ile
etkileserek hipokampal beyin dilimlerindeki toksik tepkileri ortaya ¢ikardigi yapilan
caligmalar ile gosterilmistir (Deshpande et al. 2009).

AP, gecis metali iyonlarim1 koordine etmeyi miimkiin kilan 6, 13 ve 14.
konumlarinda histidin kalintilarina sahiptir ve ¢esitli spektroskopik caligsmalar, histidin
kalintilarinin, metal koordinasyonunun ana yerlerini olusturdugunu dogrulamistir. AB-
metal etkilesimlerinin peptit agregasyonuna ve ¢okelmesine yol agtigi diisiiniilmektedir.
Bunedenle AH i¢in potansiyel ilaglari gelistirmeye yonelik bir yaklagim, amiloid birikimi
ve oksidatif stres gibi AH'nin patolojik 6zelliklerini harekete geciren AP ve metaller
arasindaki etkilesimleri inhibe etmektir (Kenche et al. 2011). Bu yaklasim ile metal

selatlayici 6zellikteki bilesikler AH i¢in umut verici ilaglar haline gelmistir.

Bu ¢alisma ile sarkozin aminoasitinin Al*3, Fe*3, Cu*2 ve Zn*2 metalleri varhginda
selatlama potansiyeli UV-Vis spektrometrisi ile incelenmistir. Elde edilen bulgulara gore

sarkozin aminoasiti absorbans spektrumlari Fe*3

ilavesinden sonra belirgin bir artig
olusturmustur. Bu artis, kompleks olusumu sonucunda sarkozin ile Fe*? iyonu arasinda

bir etkilesim oldugunu isaret etmektedir (Sekil 4.3).
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Absorbans Metal Selatlama
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Sekil 4.3 Sarkozin’in Selatlama Potansiyeli.

Noronlardaki demir homeostazi agirlikli olarak transferrin ve ferritin ile
korunmaktadir. AH beyninde ise, degismis demir homeostazinin oldugu rapor edilmistir.
Yiiksek demir konsantrasyonuna ek olarak, amiloid plaklar genellikle oligodendrositlerde
bulunan transferrin igermektedir. Ayrica AH'de anormal bir ferritin dagilimi oldugu da
bildirilmistir (Honda et al. 2004). Bu bilgiler 1s131nda, sarkozin’in Fe*? ile olusturdugu
kompleks, bu aminoasitin selator 6zellikte olabilecegini de gostermistir ve niikleik
asitlerin oksidasyonunu oOnlemek icin metal selatorlerin sitoplazmaya ve niikleusa

hedeflenmesini temel alan terapétik yaklasimlarda kullanilabilecegini gostermistir.

4.4, Viicut Agirhk Olgiimleri

4 haftalik deney siiresi boyunca kontrol, AlCIs, sarkozin ve hem AICIlz hem de
sarkozin ile muamele edilen hayvanlarin canl viicut agirliklar takip edilerek, degisimler
kaydedilmistir (Cizelge 4.2). Yapilan analizler sonucunda, AICl3 uygulanan deney
grubunun agirligr azalirken, sarkozin ve AICI3’{in birlikte uygulandigi deney grubunun

agirhig artmis ve kontrole yaklasmistir. Fakat viicut agirliklarinin gruplar arasinda
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anlaml farklilik gostermedigi tespit edilmistir. Ayrica gruplarin higbirinde deney siireci

boyunca tiiy dokiimii gézlenmemistir.

Cizelge 4.2 Deney Oncesi ve Sonras1 Ratlarm Viicut Agirliklari.

Deney Gruplari Baslangi¢ (gr) Deney Sonu (gr)
Kontrol 293,50+ 11,18 298,18 +£12,72
Alzheimer 284,20 +13,82 280,80 + 19,50
Sarkozin 273,50 £ 10,08 288,50 £ 11,67

Alzheimer + Sarkozin
(p<0,05)

277,50 £ 12,08 280,00 + 10,42

4.5. In Vivo Hematolojik Bulgular

Kontrol ve deney gruplarindaki ratlardan alinan kan 6rneklerinde hematolojik
degisimlerin degerlendirilmesi sonrasinda edilen bulgulara gore beyaz kan hiicreleri
(WBC) ve kirmiz1 kan hiicreleri dagilim genisligi (RDW-SD) verileri istatistiki acidan
anlamli sonuglar vermistir (Cizelge 4.3). AICls maruziyeti WBC ve RDW-SD
diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli oranda artmasina neden olmustur. Sarkozin
uygulamast bu hematolojik bulgular iizerinde kontrole kiyasla anlamli degisiklik
olugturmamis ve AIClz ile sarkozin’ in birlikte uygulandigi deney grubunda ise WBC ve

RDW-SD diizeyleri AICls maruziyetine kiyasla anlamli azalig gostermistir.

Cizelge 4.3 Biitiin Deney Gruplarina Ait Hematolojik Bulgular.

Parametre Kontrol AICl3 Sarkozin AlCls+Sarkozin
WBC 3,93 £0,292 6,32 + 0,44° 3,90 + 0,082 5,82+0,18°
RBC 5,52+1,122 6,82 + 0,862 5,71 £0,352 6,53 £0,792
HGB 10,60 + 0,712 12,63+ 1,16° 10,87 +0,85% 12,52 +0,33°
HCT 46,45 +2,10° 39,56 £ 1,652 45,75 +2,35> 41,72 + 3,532
MCH 21,50+ 0,57° 17,55+ 1,602 18,35+0,56 17,04+ 1,362
MCV 61,25+ 1,89° 56,11 +£2,752 59,77 +£2,70° 54,50 + 1,292
MCHC 31,65+0,752 30,00 + 1,922 30,75+ 0,57 31,05+047?
RDW-SD 29,12 £2,012 48,83 £4,70° 32,25+2,06 41,37 +2,80°
RDW-CV 15,50 +£ 0,572 23,54 +2,31° 17,46 +1,04* 21,97 +1,32°
(p<0,05)
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Diger adi lokosit olan beyaz kan hiicreleri bagisiklik sistemin Onemli bir
parcasidir. Inflamasyon, AH olan beynin patolojik olarak bazi1 bolgelerinde acik¢a goriiliir
ve bunu, lokal periferik inflamatuar yanitlarin karmasikli§i ile yapar. Cevresinde,
dejeneratif doku ve yiiksek derecede ¢oziinmeyen anormal materyallerin birikmesi, klasik
inflamasyon uyaricilaridir (Akiyama et al. 2000). Bu nedenle WBC seviyelerindeki artis,
kronik inflamasyonun belirteci oldugu diisiiniilmekte ve dogal immiin hiicrelerinin AH
patogenezine katkida bulundugu arastirmalar sonucunda gosterilmektedir. (Zenaro et al.
2015). Calismamizda, AH i¢in model olan deney grubumuzun AIClz uygulamasi
nedeniyle WBC seviyesi kontrol grubuna gore anlaml artis gostererek inflamasyonu
baslatmakta oldugu ve Sarkozin uygulamasinin WBC seviyesini anlamli derecede

diisiirerek hastalik icin koruyucu etki gosterdigi sonucuna varilmaktadir.

Eritrosit dagilim genisligi olarak da bilinen RDW degerleri kandaki alyuvarlarin
biiyiikliikleri arasindaki fark hakkinda bize bilgi vermektedir. RDW degerlerinin yiiksek
olmas1 B12 vitamini ve folat eksikligi ile karakterizedir. Yapilan baz1 calismalarda B12
vitamini eksikligi AH'li hastalarda, diger demanslarda ve bilissel kusurlu kisilerde,
kontrollere kiyasla daha yiiksek bulunmustur (Wang et al. 2001). Ayrica diisiik serum
folat diizeyleri AH ile iligkilidir ve folat tedavisinin hafiza sorunlari i¢in olumlu etkisini
gosteren ¢aligmalar da vardir (Fioravanti et al. 1997; La Rue et al. 1997). Artan RDW
degeri genellikle yeni bir inflamasyon biyobelirteci olarak kabul edilirken, AH’ nin
patofizyolojisinde inflamasyonun roliinii destekleyebilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica,
RDW' nin zayif bilis durumu ile olan iligskisi, AH siddetinin bir gostergesi olarak
kullanilabilecegi rapor edilmistir (Oztiirk et al. 2013). Hemotolojik bulgularimizin
sonucunda AlClIz ile indiiklenen deneysel AH grubunda RDW-SD degeri anlamli artis
gostermekte ve sarkozin uygulamasi kontrol grubuna yakin olacak sekilde bu degerde
anlamli azalis saglamaktadir. Literatiir bilgileri dogrultusunda, AIClz ile AH modeline
uygun deney grubumuzun olustugunu ve sarkozinin inflamasyonu azaltarak AH

modelinde koruyucu etki gosterdigi sonucuna varmaktayiz.

4.6. In Vivo Biyokimyasal Bulgular

Kontrol ve deney gruplarindaki ratlardan alinan kan drneklerinde biyokimyasal

degisimlerin degerlendirilmesi sonrasinda edilen bulgulara gore kreatin kinaz (CK),
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magnezyum (Mg), kreatin ve irik asit diizeylerinde gruplar arasinda istatistiki agidan
anlamli sonuglar tespit edilmistir (Cizelge 4.4). AICI3, CK diizeyini kontrol grubuna gore
anlamli oranda azaltirken, sarkozin verilen grupta CK diizeyi kontrol grubuyla anlaml
degisiklik gostermemis ve AICIz ile birlikte sarkozin verilen deney grubunda AIClI3
maruziyetine gore anlamli artis tespit edilmistir. Mg, kreatin ve iirik asit diizeylerinde

AICl3 maruziyeti, kontrol grubuna gére anlamli azalisa neden olmustur.

Cizelge 4.4 Biitiin Deney Gruplaria Ait Biyokimyasal Bulgular.

Parametre Kontrol AICl; Sarkozin AICIlz+Sarkozin
CK 656,25 + 65,74 424,93 +50,73%2 635,00 = 65,44° 545,25+21,07°
AST 256,25+ 11,08 263,00+ 7,212 255,00 + 4,08° 262,00 + 5,712
ALT 76,25 + 1,702 85,50 + 2,88P 77,50 + 2,082 79,00 + 1,822
LDH 438,75+ 38,99° 699,66+ 51,04 480,00 + 46,90* 656,00 + 37,69°
Trigliserid 85,25+ 5,182 75,50 + 8,112 80,00 + 4,392 79,50 + 5,502
Total 77,25 + 3,202 74,66 + 3,072 75,50 + 2,882 76,25 + 5,852
Kolesterol
Ca 10,75 + 0,58 9,70 + 0,082 9,87 + 0,762 9,68 + 0,052
P 8,27+ 0,612 7,81 + 0,607 7,95 + 0,542 7,82 + 0,222
Mg 3,08 + 0,28" 2,30 +£0,142 2,31+0,142 2,30 + 0,202
Krea. 0,41 + 0,06° 0,25 + 0,052 0,33 +0,03%® 0,28 + 0,082
Urik Asit 7,20 +0,81° 3,04+ 0,912 6,32 +0,22° 3,55+ 0,36
BUN 22,64 + 1,962 20,38 + 0,702 20,75 + 2,028 20,63 + 1,542
(p<0,05)

CK, iskelet kasi, beyin, retinanin fotoreseptor hiicreleri, spermatozoa ve diiz kas
gibi ATP’yi hizla tiiketen hiicrelerde ve dokularda bulunmaktadir. Ayn1 zamanda
ATP'nin hizli tamponlanmasi ve rejenerasyonu igin bir enerji kaynagi gibi gorev goriir
(Wallimann et al. 1992). CK’nin beyin aktivitesi ile korele oldugu ve hipoksi veya
kimyasal yolla olusan mitokondriyal disfonksiyon sirasinda ATP azalmasinmi saglayarak
hiicreyi toksisiteden korudugu gosterilmistir (Holtzman et al. 1998). Bu bilgi 1s18inda
caligmamizda AICl3 ile indiiklenen deneysel AH modelinde CK seviyesi, kontrol grubuna
gore diismiis oldugu gozlemlenmekte ve ayrica yapilan bazi calismalarda Alzheimer
hastaliginda, CK’nin daha diisiik bir aktiviteye sahip oldugunun ( Smith et al. 1991,
Pettegrew et al. 1994) gosterilmis olmasit bu bulgumuzu desteklemektedir. Ayrica
sarkozin uygulamasinin, AH model grubuna gore CK seviyesinde anlamli artis gosterdigi

verilen bulgularda goriilmektedir.
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Mg, miyelin tabakanin olusmasi i¢in gereklidir ve hiicre zar1 gecirgenligini
artirarak noronlarin besin alimmini kolaylastirmaktadir. Ca iyonlar1 beyin hiicrelerinin
Oliimiine neden olmaktadir ve Mg, Ca iyonlariin beyindeki olusumunu engellemektedir.
Cesitli ¢alismalarda AH vakalarinda Ca’nin Mg’ye oraninin ¢ok yiiksek oldugu ortaya
cikmigtir. AH modeli deney grubumuzda Mg degeri kontrol grubuna goére anlamli azalma
gostermistir ama sarkozin aminoasiti bu degisikligi anlamli oranda iyilestirme etkisi

gosterememistir.

Beyin ile bobrek hasari arasinda gii¢lii ve karmasik bir patofizyolojik baglanti
oldugu bilinmektedir (Ulusu et al. 2015). Protein ve niikleotid metabolizmalarinin toksik,
suda ¢oziinebilir azotlu bilesiklerinin idrarla ekstraksiyon yoluyla giderilmesi, beynin
normal norolojik islevi igin ¢ok 6nemlidir. Azalan bir bobrek fonksiyonu, AH'li beyin
icin daha fazla yiik olusturabilir. Onceki calismalar bu karmasik, birbirine baglh
patofizyolojik baglantiya deginmeye ¢aligmis ve kronik bdbrek hastaliginin demans ve
kognitif bozukluk i¢in risk faktorlerinden biri oldugunu belirtmislerdir (De Ferrari et al.
2000; Yu et al. 2011). Bu nedenle bobrek yetmezligi AH'nin ortaya ¢ikiginin kaniti
olabilmektedir. Calismamizda AH model grubunda kreatin ve iirik asit degerleri kontrol
grubuna gore anlamli bir azalma gostermistir. Bu nedenle AICI3 ile indiiklenen deney
grubundaki ratlarda bobrek ve karaciger hasari olustugu sdylenebilir. Bu bulgular, AH ve
bobrek hasar1 arasindaki literatiir bilgisine paralellik gostermektedir. Sarkozin
aminoasitinin uygulandig1r grup ise bu azalis1 diizeltecek seviyede anlamli farklilik

gosteremedigi saptanmaistir.

4.7. Patolojik Inceleme

Sarkozin ve AICI3’ iin beyin dokusunun nispi agirligi tizerindeki etkileri analiz
edilmistir. Bu bulgulara gore, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, AICI3 ile indiiklenen
AH model deney grubunun beyin dokusunda 6nemli oranda biiziilme olusmus ve
metalimizin bu biiziilmeye neden oldugu gosterilmistir. AH patofizyolojisinin en belirgin
Ozelliklerinden biri de néron kaybi nedeniyle beyin hacminin kii¢iilmesidir ve elde
ettigimiz sonuglar bu bilgiyi dogrulamaktadir (Cizelge 4.5). Sarkozin eklenen deney

grubumuzun nispi beyin agirligi kontrol grubundaki érneklerle yakindir ve AlCl3
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maruziyetinin olusturdugu beyin hacmi hasarmma karsi koruma saglayabildigi

anlaml artis degerleriyle kanitlanmigtir.

Cizelge 4.5 Sarkozin ve AICl3’iin Beyin Dokusunun Agirligi Uzerindeki Etkileri.

Deney Gruplari Beyin agirhgi(gr)

Kontrol 2,16 £0,12°

Alzheimer 1,85+0,132

Sarkozin 2,07 +0,03°

Alzheimer + Sarkozin 2,02 +0,06"
(p<0,05)

Ratlardan elde edilen beyin Kkortekslerinin Hematoksilen-eosin (H-E) ile
boyanmis kesitlerinin analizinde AICls maruziyeti olan grup dokusunda mikroskobik
diizeyde histopatolojik bulgular saptanmistir ve hipokampal ndéronlarda belirgin
dejeneratif degisiklikler gosterdigi gozlenmistir. Hiicresel hasarin gostergesi olarak;
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, sitoplazmik ve niikleer biizlisme nedeniyle piknotik
bir goriinim kazanan AICI3 grubundaki ndronlarin yogun boyanmasi sekilde
gosterilmistir. Ayrica AICI3 ve sarkozinin birlikte uygulandigi deney grubundaki doku
kesitlerinde ise NFY sayisinin azaldigi goriilmekte ve bu goriintiler sarkozinin

noroprotektif etkisini kanitlar niteliktedir (Sekil 4.4).

46



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Sekil 4.4 Deney Gruplarina Ait Beyin Dokularimin Isik Mikroskobu Goriintiileri.
A: Kontrol grubu; B: AICIs grubu; C: AICIz + Sarkozin (NFY’ler oklar ile gosterilmistir.)
(H&E) x 40
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4.8. Mikrocekirdek Bulgular:

Yapilan bir¢ok aragtirma ile Al’nin genotoksik bir madde oldugu belirtilmistir. Al
genotoksisitesinin {i¢ mekanizma yoluyla oldugu gosterilmistir: Kromatin yapisinin
modifikasyonu, ROS indiiksiyonu ve DNaz'in lizozomlardan serbest birakilmas1 (Banasik
et al. 2005). ilk mekanizmanin, Al'nin kromatin yapisim etkileyebilecegi ve DNA
hasarina yol acabilecegi bulgulariyla desteklenmektedir ( Hanas et al. 1996 ; Bharathi et
al. 2003). Ikinci mekanizma, hiicrelerin Al ile etkilesiminin ROS olusumuna yol
acabilecegi gozlemleriyle kanitlanmaktadir (Anane et al. 2001; Moumen et al. 2001).
Bazi calismalarla ise, Al' nin lizozomal membranin gegirgenligini artirarak ve lizozomal
proton pompasini engelleyerek, DNaz'in sitoplazmaya serbest birakilmasina ve boylece
DNA'y1 kesecegi cekirdege gecisine yol acabilecek son mekanizmayi olusturdugu
dogrulanmaktadir (van der Voet et al. 1992; Zatta et al. 2000).

Deney siiresince AlCIz maruziyeti olan ratlara ait kan smear orneklerinde
gozlenen MC/1000 hiicre sikliklart kontrol grubu degerlerinden belirgin bir sekilde
(p<0,05) farkli oldugu gosterilmistir (Cizelge 4.6) ve bu veri analizleri literatiirde bulunan
caligmalar tarafindan dogrulanir niteliktedir. Boylece AICI3’ lin genetik materyale zarar
veren toksik bir ajan oldugu kamitlanmistir. Sarkozin uygulamasinin kontrol grubuyla
karsilastirlldigi zaman anlamli degisiklik olusturmamis olmasi ise bu aminoasitin
genotoksik bir etkisi olmadigin1 gostermektedir. Fakat AICls ve sarkozin’ in birlikte
uygulandigr deney grubu, AIClz maruziyetine gore mikrogekirdek sikliginda azalma

gostermesine ragmen bu degisiklik anlamli oranda degildir.

Cizelge 4.6 Biitiin Deney Gruplarina Ait Ratlarin Kan Smear Orneklerinde Gozlenen
Mikrogekirdek Sikliklari.

Deney Gruplan Mikrogekirdek sikhigi (MnPKE/
1000 PKE)
Kontrol 13,62 +2,322
Alzheimer 26,85 + 2,06°
Sarkozin 13,83 £ 2,352
Alzheimer + Sarkozin 23,86 + 1,40°
(p<0,05)
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4.9. TAK ve TOS Testleri

Sarkozin ve AICIl3 maruziyeti ile indiiklenmis deneysel AH modeli rat
gruplarindan alinan beyin dokular iizerinde TAK ve TOS seviyeleri lizerindeki etkileri

analiz edilmistir (Cizelge 4.7 ve 4.8).

Beyin, enerji kullanimi fazla olan bir organdir ve bu nedenle oksijene ihtiyaci da
fazladir. Yiiksek diizeyde enerji tretimi reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimini de
artirmaktadir. Serebral doku, diisiik antioksidan igerigi, néronal membranlarin ¢oklu
doymamis yag asitleri igerigi ve metabolizmasi i¢in yiiksek oksijen gereksinimleri
nedeniyle serbest radikal hasarlarina kars1 6zellikle savunmasiz kalmaktadir (Christen et
al. 2000). Artan oksidatif stres normal yaslanma ile iligkilidir, ancak AH dahil olmak
lizere gesitli norodejeneratif hastaliklarda daha da artmaktadir (Jomova et al. 2011).
Ciinkii AH ilerlemesinde baslangic olay1 olarak, ROS iiretimini kolaylastiran metal
etkilesimlerin oksidatif strese neden oldugu diisiiniilmekte ve beynin bazi bolgelerinde bu
gecis metal iyonlar1 yiiksek oranda bulunmaktadir (Greenough et al. 2013). Bu
nedenlerden dolayr oksidatif stres, AH patogenezinin anahtar molekiilleri olan A
agregasyonu ve tau hiperfosforilasyonunu tesvik ederek néron kaybina neden olmaktadir
(Dias-Santagata et al. 2007). Yapilan bu calismalar sonucunda AH tedavisinde
antioksidanlarin yararli olabilecegi diisiiniilmektedir. A, C, E vitamini ve selenyum gibi
antioksidanlarin AH tedavisi i¢in biiylik 6nem tasidigi ve ayrica E vitamini destegi

alinmasinin AH riskini azaltabilecegi belirtilmistir (Canbolat et al. 2016).

Cizelge 4.7 In Vivo Beyin Dokusunda Deney Gruplarinin TAK Seviyesine Etkileri.

Deney Gruplari TAK Seviyesi (mmol Trolox E/L)
Kontrol 2,23 £ 0,24
Alzheimer 1,40 + 0,302
Sarkozin 2,11 +0,08°
Alzheimer + Sarkozin 1,67 +0,10%
(p<0,05)
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Arastirma bulgularina gére AlCl3 maruziyeti TAK seviyesi lizerinde anlamli (p <0,05)
azaliga neden olurken, sarkozin uygulamasi AICI3’ iin bu olumsuz etkisini hafifletebildigi

halde anlaml1 oranda artig saglayamamaistir.

Cizelge 4.8 In Vivo Beyin Dokusunda Deney Gruplarinin TOS Seviyesine Etkileri

Deney Gruplari TOS Seviyesi (mmol H202 E/L)
Kontrol 2,38 £ 0,25%
Alzheimer 2,93+ 0,15
Sarkozin 2,46 £ 0,122
Alzheimer + Sarkozin 2,80 +0,13°
(p <0,05)

TOS analiz sonuglarina gore, AlCIs literatiir bilgilerine paralel olarak oksidatif
stres olusturmus ve kontrol grubuna kiyasla anlamli artis (p <0,05) gostermistir. Sarkozin
uygulamasi, AlICI3’ iin olusturdugu bu olumsuz etkiyi, TAK seviyesi lizerinde oldugu
gibi, hafifletebildigi halde anlamli oranda azalma saglayamamistir. Fakat sadece sarkozin
uygulanan deney grubunun, kontrol grubuna gére TOS seviyesi tizerinde anlamli oranda
artis géstermemis olmast bu aminoasitin herhangi bir stres olusturmadigini da isaret
etmektedir. Sonug olarak sarkozin aminoasitinin pro-oksidatif degisikliklere yol agmadigi
ama noroprotektif etkisini antioksidan kapasite iizerinden gostermedigi sonucuna

varilmaktadir.

4.10. Molekiiler Genetik Yanitlar

Caligmamizda yapilan analizlere gore, sarkozinin in vivo ortamda AICI3
tarafindan indiiklenen norotoksisiteye karst noroprotektif etki gosterdigi sonucuna
varilmistir. Bu ndroprotektif etkinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 bulabilmek
icin ise secilen 14 adet genin ekspresyon seviyeleri arastirilmistir. Bu amacla her gruptaki
hayvanin beyin dokusundan RNA izole edilmis ve elde edilen RNA 6rneklerinden cDNA
sentezlenmistir. Bu cDNA 6rnekleri belirlenen genlere ait spesifik primerler ile kantitatif

PZR ile cogaltilmistir.
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AICIl3 maruziyeti ile indiiklenen deneysel AH model grubu ile kontrol grubu
karsilagtirildigr zaman APP, BACEL, TNF-a, APH1A4 ve PSENEN genlerinin ekspresyon

seviyelerinde anlamli farklilik gézlemlenmistir (Sekil 4.5- 4.9).

AICI3 + Sarkozin —
Sarkozin H
AICI3 i
0 1 2 3 4 5

APP GENI EKSPRESYON KAT DEGISiMI

Sekil 4.5 Deney Gruplarina Ait Beyin Orneklerindeki APP Ekspresyon Diizeyi.

APP, B ve v sekretaz kompleksi tarafindan islenen AP prekiirsor proteinini
kodlamakta ve bu da AH patojenisinde 6nemli bir olay olan AP peptidinin tiretimine yol
acmaktadir. Proteinin APl-43 boélgesi i¢inde bulunan veya AP sekansinin N veya C
terminaline bitigik olan APP mutasyonlari, AB' nin asir1 liretimi olaylarinin art arda
meydana gelmesine katkida bulunabilmekte ve AH'ye yol agabilmektedir. Tipik olarak,
AP sekansiin N terminaline bitisik mutasyonlar, tiim A tiirlerinin tiretiminin artmasina
neden olurken, karboksil terminaline yakin olanlar, AB42 / AB40 oraninda bir artisa neden

olmustur (Van giau et al. 2018).
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AlCI3 +

—
Sarkozin
Sarkozin 0
AICI3 —
0 0,5 1 1,5 2 2,5

BACE1 GENI EKSPRESYON KAT DEGISIMI

Sekil 4.6 Deney Gruplarina Ait Beyin Orneklerindeki BACE1 Ekspresyon Diizeyi.

Onemli bir noronal p-sekretaz olan BACEL, transmembran aspartil proteazdir ve
BACEI ile bolinme, ABmin N terminalini olusturmaktadir (Thinakaran et al. 2008).
BACE1, APP’yi asir1 eksprese eden hiicre hatlarinda 3 sekretaz aktivitesinde artisa neden
olmaktadir. BACE1 enziminin ana iirlinleri olan APPsp ve C99 olusumu hiicrelerde
birka¢ kat artmakta ve buna paralel olarak A tiretimi de artis gostermektedir. APP’yi
asir1 eksprese eden hiicrelerin BACEI antisens oligoniikleotitleri ile islenmesi BACE1
mRNA seviyelerini azaltmakta ve [ sekretaz aktivitesini inhibe etmektedir. BACE1
antisens inhibisyonu, hiicrelerde APPsP, C99 ve AP tretimini azaltirken, aksine APPsa

ve C83 iiretimi yiikseltmistir (Cole et al. a2007).

AICI3 + Sarkozin —
Sarkozin H
AICI3 —
0 1 2 3 4 5

APH1A GENI EKSPRESYON KAT DEGISIMI

Sekil 4.7 Deney Gruplarina Ait Beyin Orneklerindeki APH1A Ekspresyon Diizeyi.
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AICI3 +

—
Sarkozin
Sarkozin H
AICI3 —
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

PSENEN GENI EKSPRESYON KAT DEGISIMI
Sekil 4.8 Deney Gruplarina Ait Beyin Orneklerindeki PSENEN Ekspresyon Diizeyi.

Multimolekiiler kompleks vy-sekretaz, transmembran bodlgelerinde proteinleri
parcalamaktadir ve bu kompleks Presenilin (Psen), Nicastrin (Nct), Pen2 ve Aphl olarak
adlandirilan en az dort alt birimden olusmaktadir (Lutgarde Serneels et al 2004). AH’de,
amiloidojenik yolak, APP'nin B-sekretaz ve ardindan y-sekretaz kompleksin APH1a alt-
birimi tarafindan boéliinmesiyle AB'nin iiretilmesine yol agmaktadir. Bununla birlikte, o
sekretaz, amiloidojenik olmayan ¢6ziiniir amiloid 6ncii proteini a (SAPPa) tiretmektedir
(El Halawany et al. 2017). Ayrica AphlA kompleksleri embriyogenez sirasinda Notch
sinyali i¢in de ¢ok Onemlidir (Serneels et al. 2016). PEN-2 genindeki sekans
degisimlerinin ise y-Sekretaz aktivitesini etkileyebilecegi ve ailesel veya sporadik AH
riskini artirabilecegi gesitli ¢alismalar ile gosterilmistir (Frigerio et al. 2005). PEN2,
disfonksiyonu vy-sekretaz olusumunu etkilemekte ve nicastrin olgunlagsmasini
bozabilmektedir. PEN-2, y-sekretaz kompleksinin 6nemli bir kofaktoriidiir. Bu nedenle,
PEN2 anormalliginin AH patolojisini hizlandirabilir oldugu diisiiniilmektedir (Jia et al.
2007).
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AICI3 +

|_|
Sarkozin
Sarkozin H
AICI3 —
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

TNF o GENI EKSPRESYON KAT DEGISiMi

Sekil 4.9 Deney Gruplarina Ait Beyin Orneklerindeki TNF-a Ekspresyon Diizeyi.

TNF’nin, inflamatuar yanit sirasinda sitokin kaskad: baslatilmasinda ve
diizenlenmesinde merkezi rol oynayan ana proinflamatuar sitokinlerden biri oldugu
belirtilmistir. TNF’nin kronik inflamatuara ve serbest radikal hasarma yol agtig
bildirilmistir. Bu nedenle sporadik AH i¢in TNF risk olusturmaktadir (Rodney T. et al
2001). Ayrica yapilan bazi ¢alismalar ile TNF-a ve interlokin-1p (IL-1B)'nin artmasinin
ogrenme ve hafizada zararli oldugu gosterilmistir (Le et al. 2014).

Molekiiler genetik bulgularimizin sonucunda, AlClz uygulanan deney grubunda
AH patogenezinde esas olay olan APP gen ekspresyon artisi gergeklesmis ve
amiloidojenik yolakla iligkili olan BACE1l, APH1A ve Psenen genlerinde de artis
gbzlemlenmistir. Bu nedenle Al’nin, 3 -sekretaz ve y-sekretaz aktivitelerinde artisa neden
olurken a-sekretaz aktivitesini azalttigi sOylenebilir. Ayrica TNF-a genindeki artisin
cesitli caligmalar ile hafiza ve biligsel bozukluk ile iligkili oldugunun belirtilmesi, AH
patofizyolojisinin karakteristik 6zelligi olan bellek bozuklugunu isaret etmektedir. Bu
nedenle Al maruziyeti olan deney grubundaki TNF-a genindeki artis AH modeline
uymaktadir. Analiz sonuglarina goére Al’'nin AH ile iliskili patogeneze neden oldugu
gosterilmistir. Ayrica sarkozin aminoasitinin analiz edilen genler {izerinde olumsuz etki
olusturmamis olmasi ve aksine bu aminoasitin uygulanmasindan sonra AH modeli olan

deney grubuna gore anlamli azalis gostermesi noroprotektif etkisini kanitlamaktadir.
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5. SONUC ve ONERILER

Arastirma sonucunda, AICIz’lin beyin hiicrelerinde olusturdugu ndronal hasara
kars1 glisin tiirevi olan sarkozin aminoasitinin uygulama dozlarinda koruyucu rolii tespit
edilmistir. Oncelikle bu aminoasitin in vitro ortamda noroprotektif etkisi oldugu
gosterilmistir. Daha sonra rat kan 6rnekleri ile in vivo ortamda hematotoksik, nefrotokik
ve hepatotoksik etkisinin olmadigi ilk kez rapor edilmistir. Sarkozinin AICls
uygulamasiyla olusan oksidatif stresi azaltmasi, AICI3’tin  neden oldugu
norodejenerasyonu hemotolojik, biyokimyasal ve genetik agidan inhibe edici etkiye sahip
olmasi ayn1 zamanda da inflamasyon siireci lizerinde olumlu etki gostermesi bu
aminoasitin Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilabilecegine isaret etmektedir.
Arastirma bulgularina goére sarkozinin genotoksik ve sitotoksik etkisinin bulunmamis
olmasi bu aminoasitin gilivenirligini de artirmaktadir. Ayrica selator ozelliginin de
gosterilmis olmasi farmokokinetik yaklasimlar i¢in de katki saglayabilecektir. Arastirma
sonuglarimiza gore heniiz tedavisi kesin olarak bulunamayan ve progresif nérodejeneratif
bir hastalik olan AH igin ilag tasarim ¢alismalarinda sarkozin aminoasitinin koruyucu

ozelliginin yeni yaklasimlar olusturabilecegini diisiinmekteyiz.
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