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OZET

DOKTORA TEZi

SERIN DIYET UYGULAMALARININ DENEYSEL ALZHEIMER
MODELINDE NOROPROTEKTIF ETKILERININ DEGERLENDIRILMESI

OZLEM OZDEMIR TOZLU

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Hasan TURKEZ

Alzheimer hastalig1 (AH), sinaptik islev bozuklugu ve nérodejenerasyonun eslik
ettigi amiloid-B (AP) plaklarin ve beyinde noérofibriler yumaklarin birikmesi ile
karakterize edilen norodejeneratif bir hastaliktir. Hastaligin ilerlemesini yavaslatacak
etkin bir tedavi henliz bulunamamigtir. Bu nedenle deneysel hayvan modelleri
kullanilarak yapilan terapdtik calismalar oldukca 6nemli hale gelmistir. Calismamizda
noroprotektif etkileri bilinen D-sikloserin ve L-serin aminoasitleri kullanilmistir. D-
sikloserin ve L-serin aminoasitlerinin potansiyel etkileri AlCl3 maruziyeti ile deneysel
AH modeli olusturulan ratlarda davranis testleri ile biyokimyasal, hematolojik ve
histopatolojik degerlendirmelerin yanisira molekiiler genetik analizler ile belirlenmistir.
Calismada 30 adet disi Sprague-Dawley rat kullanilarak 6 grup olusturulmustur: Grup 1
Kontrol grubu (n=5), Grup 2 AlICI; uygulamasi ile deneysel AH olusturulan grup (n=5),
Grup 3 Tedavi amagl D-sikloserin verilen grup (n=5), Grup 4 Tedavi amaglh L-serin
verilen grup (n=5), Grup 5 D-sikloserin grubu (Sadece D-sikloserin n=5), Grup 6 L-serin
grubu (Sadece L-serin n=5). AICl; maruziyeti ile AH olusturulan ratlarda oksidatif stres
ve norodejenerasyon goriilmiis olup davranis testleri ile de AlCIs ile olusturulan deneysel
AH modeli dogrulanmistir. Ayrica molekiiler genetik analizler ile aliiminyumun B-
sekretaz ve y-sekretaz aktivitelerini artirirken o-sekretaz aktivitesini azalttigi
bulunmustur. D-sikloserin ve L-serin uygulamasi ile aliiminyum toksisitesi nedeniyle
olusan norodejenerasyonda iyilesme saglanirken oksidatif hasar engellenmistir. Bu
calisma sonucunda elde edilen bulgularin AICl3’e bagli nérodejenerasyon ve biligsel
bozukluga kars1 iyilestirici potansiyele sahip yeni bilesiklerin sentezlenmesine ve ilag¢
gelistirme arastirmalarina katki saglayacagina inanilmaktadir.

2018, 86 sayfa

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastaligi, AICls, D-sikloserin, L-serin, Noroprotektif



ABSTRACT

Ph.D

EVALUATION OF THE NEUROPROTECTIVE EFFECTS OF SERINE DIET
APPLICATIONS ON EXPERIMENTAL ALZHEIMER’S DISEASE MODEL

OZLEM OZDEMIR TOZLU

Erzurum Technical University
Gradute School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Prof. Dr. Hasan TURKEZ

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease characterized by the
accumulation of amyloid-f (AP) plaques and neurofibrillary tangles in the brain
accompanied by synaptic dysfunction and neurodegeneration. No effective treatment has
been found to slow the progression of the disease. Therapeutic studies using experimental
animal models have therefore become very important. In our study, D-cycloserine and L-
serine with neuroprotective effects were used. The potential effects of D-cycloserine and
L-serine in AlCl; induced experimental rat model of AD were determined by behavioral
tests, pathological examination, biochemical and hematological evaluation and molecular
genetics analyses. In this study, 6 groups of female Sprague-Dawley rats were used:
Group 1 Control group (n = 5), Group 2 Experimental AD group with administration of
AICl; (n =5), Group 3 Treatment with D-cycloserine (n = 5), Group 4 Treatment with
L-serine (n = 5), Group 5 D-cycloserine group (only D-cycloserine n = 5), Group 6 L-
serine group (only L-serine n = 5). Oxidative stress and neurodegeneration were observed
in AICI3 induced experimental rat model of AD and the experimental AD rat model was
confirmed by behavioral tests. In addition, it has been found that aluminum decreases a-
secretase activity while increasing B-secretase and y-secretase activities by molecular
genetic analysis. D-cycloserine and L-serine application resulted in an improvement in
neurodegeneration and oxidative damage caused by aluminum toxicity. It is believed that
the results of this study will contribute to the synthesis of new compounds with improved
potential against AICl3-induced neurodegeneration and cognitive impairment and to the
research of drug development.

2018, 86 pages

Keywords: Alzheimer's disease, AICl3, D-cycloserine, L-serine, Neuroprotective
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1. GIRIS

1. GIRIS

1.1. Alzheimer Hastahg

Alzheimer hastalig1 (AH) ilk kez 1906 yilinda Doktor Alois Alzheimer tarafindan
biligsel bozukluk, sanrilar ve bozulmus sosyal fonksiyon belirtileri gdsteren 51 yasindaki
bir hastada tanimlanmistir. Post-mortem muayenesinde, su anda bu hastaligin ayirt edici
ozellikleri olarak bilinen norolojik amiloid plaklar ve norofibriler yumaklar saptanmistir
(Alzheimer et al. 1995). AH'nin bu noéropatolojik belirleyicilerinin, norotoksisite,
inflamasyon ve noronal disfonksiyona neden oldugu, dolayisiyla biligsel bozukluga neden
oldugu disiiniilmektedir (Eikelenboom et al. 2006). Noronal ve sinaptik hasar baglangicta
beyindeki yeni anilarin olusmasindan sorumlu olan parahipokampal bdlgelerdedir.
Ancak, daha sonra patoloji yayilmakta ve kortikal atrofi ile ventrikiiler genislemeye
neden olmaktadir. Bu durum Sekil 1.1°de gosterildigi gibi toplam beyin kitlesini %35'e
kadar azaltmaktadir (Farfara et al. 2008; Alves et al. 2012).

Sekil 1.1. Saglikli Beyin ve Alzheimer Hastaligi Olan Beyin Arasindaki Karsilagtirma
(https: www.alz.org braintour images alzheimer brain.jpg).

AH, demansin en sik nedeni olarak goriilmekte ve demansli populasyonun
%77'sini olusturmaktadir (Alzheimer’s Association 2015). 2015 yilina ait verilere gore
Diinya genelinde 46,8 milyon demans hastas1 bulunmaktadir (Wimo et al. 2017). Bu
rakamin her 20 yilda bir ikiye katlanmasi ve 2050 yilina kadar diinya genelinde 131,5
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milyona ulagsmas1 ongdriilmektedir (Ferri et al. 2005; Alzheimer’s Association 2015;

Lewis and Torgerson 2016).

AH'nin kiiresel maliyetinin 2018 yilina kadar 1 trilyon ABD dolarim1 ge¢mesi
ongoriilmektedir (Wimo et al. 2017). Bu, AH'nin sadece bu hastalara bakan aile tiyeleri
izerinde degil, ayn1 zamanda ulusal ve uluslararasi ekonomi iizerinde de biiyiik bir etkisi
oldugunu gostermektedir. Kalp hastaliklar1 ve inme gibi diger hastaliklara bagl 6lim
sayist onemli Ol¢iide azalirken AH'ye bagli 6liimler 2000 ve 2013 yillar1 arasinda %71
oraninda artmistir. Bununla birlikte, diger hastaliklarla kiyaslandiginda terapdtik
uygulama seviyesine gelmis en diisiik bilesik sayisina sahip olan bu hastaligin tedavisine
yonelik basarili farmasotik arastirmalarin yetersiz oldugu bilinmektedir. (Alzheimer’s

Association 2015; Lewis and Torgerson 2016).

1.2. Alzheimer Hastaliginin Patofizyolojisi

AH'nin klinik olarak diger demans formlarindan ayirt edilmesi ¢cok zordur ve
beyindeki amiloid plaklar ve norofibriler yumaklar post mortem tanimlanana kadar AH
kesin olarak teshis edilememektedir (Sekil 1.2). Bu nedenle, semptomlar ve biligsel
degerlendirmelere dayanarak, hastaya sadece muhtemel AH tanisi konulabilmektedir. Bu
durumda, siipheli AH'yi teshis etmek, tedavi etmek ve yonetmek son derece sorunlu hale
gelmektedir. Bu sebeple devam etmekte olan aragtirmalarin biiyiik cogunlugu, yasayan

hastalarda bu belirleyicilerin ve diger belirte¢lerin goriintiilenmesi {izerine kurulmustur.

AH, bircok ndrodejeneratif hastalik gibi, baz1 yanlis katlanmig proteinlerin
agregasyonu ile karakterize edilmektedir. AHmin temel belirtecleri olan iki protein,

amiloid plaklar ve norofibriler yumaklar, Sekil 1. 2' de gosterilmistir.
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Sekil 1.2. Saglikli Bir Noronal Hiicre (Sol) ve AH Patolojisi Olan Bir Noronal Hiicre
(Sag) (http: www.alzheimersresearchuk.org brain-tour).

1.2.1. Ap Plaklan

Amiloid plaklarin temel bileseni olan AP peptid birikimi AH’nin néropatolojik
mekanizmasinda birincil olay olarak kabul edilmistir (Hardy and Allsop 1991).
Norofibriler yumaklarin néron 6liimii ve vaskiiler hasarin amiloid birikimi sonucunda

ikincil olarak gelistigi 6ne siiriilmiistiir (Hardy and Higgins 1992).

Amiloid plaklar, Amiloid Prekiirsor Protein (APP) 'nin a-, B- ve y- sekretazlarla
proteolizi sonucunda olugmaktadir (Bu 2009). APP, ¢esitli dokularda 6zellikle néronal
sinapslarda eksprese edilen ve hiicresel membranlarda bulunan bir proteindir. APP'nin
birincil islevi hala bilinmemekle birlikte, en iyi tanimlanmis rolii, sinaps olusumu ve
aktarimidir (Turner et al. 2003; Priller et al. 2006). APP proteoliz, hangi sekretaz
enzimlerinin rol oynadigina bagl olarak iki sekilde ger¢eklesmektedir: 1) amiloidojenik
yol, 2) amiloidojenik olmayan yol (Thinakaran and Koo 2008) (Sekil 1.3). Amiloidojenik
olmayan yolda a-sekretaz enzimi APP’yi transmembran bolgesinde 687. pozisyondan
kesmekte ve amino ucunda norotrofik etkileri ile bilinen ¢oziilebilir amiloid prekiirsor
protein alfa (APPsa) ve karboksil ugta membrana bagli 83 aa’lik C terminal alfa fragmani
(a-CTF) olugmaktadir. i1k kesimini takiben bir aspartil proteaz kompleksi olan y-sekretaz
ile ikinci kesilme islemi gerceklesmektedir ve sonucunda inert p3 fragmani ve 49-50
aa’lik APP intraseliiler domain (AICD) isimli fragman olusmaktadir. Amiloidojenik
yolda ise APP, ilk olarak B-sekretaz enzimi ile proteinin amino terminaline 16 aminoasit
daha yakin bir bolgeden kesilmektedir. Bu durumda ise ¢oziilebilir amiloid prekiirsor
protein beta (APPsB) ve C terminal fragman beta (B-CTF) olusmaktadir. B-sekretazla

kesimin ardindan, y-sekretaz ile ikinci kesilme sonucunda stabil AP peptidi ile AICD
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olusmaktadir. Amiloidojenik yolda AP peptidinin uzunlugu vy-sekretaz enzimi ile
belirlenmektedir (Thinakaran and Koo 2008) ve y -sekretazin APP'yi kestigi yere gore
AB1-40 veya AB1-42 olusmaktadir. Olusan AP peptidlerinin yaklasik olarak %901 AB1-
40°dir. Ancak amiloid birikiminin ana sorumlusu AB1-42 *dir. Molekiil, cok hidrofobiktir

ve agregasyon gosterme egilimindedir.

Yiiksek p-sekretaz seviyelerinin amiloidojenik yolun olasiligini arttirdigr da
bilinmektedir. AP, cogunlukla sinapslarin post-sinaptik kompartmaninda birikerek hem
sinaptik hem de dendritik kayba yol agmaktadir (Shankar et al. 2008; Minati et al. 2009).
AP42°nin baz1 genlerin ekspresyonunu degistirerek gen transkripsiyonunda da yer aldigi
ve bu mekanizma yoluyla AH patolojisinde rol oynadig1 bilinmektedir (Barucker et al.

2014).

SAPP-B sAPP-a
APP

BACE1
[B-Sekretaz
(—

o-Sekretaz
—_— y-Sekretaz

v-Sekretaz

APP-CTF99 APP-CTF83

Q
O
/.

Sekil 1.3. Amiloid Prekiirsor Protein (APP) Proteolizi ve Iki Alternatif Yol (Thinakaran
and Koo 2008).

1.2.2. Norofibriler Yumaklar

Norofibriler yumaklarin (NFY) ana bileseni olan Tau, mikrotiibiil baglayic1 bir
proteindir ve hiicrelerde ndronal mikrotiibiillerin stabilize edilmesinde, aksonal biiyiime
ve gelismede oldukca 6nemlidir (Roy et al. 2005). Mikrotiibiil iliskili tau (MAPT) geni
tarafindan kodlanmaktadir. NFY’de yer alan tau proteinleri hiperfosforillenmis
proteinlerdir ve bu da ¢ift sarmal filamanlarin birikmesine ve olusmasina neden

olmaktadir. Bunlar, hiicre sitoplazmasi i¢inde toplanan, besin aktarimini bloke eden ve
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norotoksik diigiimleri olusturan B-katli levhalar olusturmaktadirlar (Mandelkow and
Mandelkow 1998). Bir AH beynindeki NFY'lerin miktar1 hastaligin derecesi ile
iliskiliyken, AP birikiminin dogrudan bir iliskisi gosterilmemistir (Arriagada et al. 1992).
Noronal ¢aligmalar ayrica, AP plaklarinin norotoksik olmasi i¢in NFY'lerin mevcut

olmas gerektigini gostermistir (Rapoport et al. 2002).

= Tau
Mikrotibiil
Tau
(fosforillenmis)
= = = % -
[—— I ——]
Tau =S8 = o=
kinax Nérofibriler
- — G g yumaklar
Tau

fosfataz

= Fax

Saghkh Alzheimer hastalikh
akson akson

Sekil 1.4. Tau Metabolik Yolu ve Norofibriler Yumak Olusumu (Joshi et al. 2015).

1.2.3. Amiloid Kaskad Hipotezi

Amiloid kaskad hipotezi AP plaklarin olusumunun AH patolojisinde baslangic
olay1 olarak kabul edilmesidir. Yapilan ¢caligmalar, 4 PP genindeki degisikliklerin AH'nin
ciddi, erken baglangi¢li bir formuna neden oldugunu gosterirken, MAPT genindeki benzer
degisikliklerin ayni etkiyi olusturmadigini ortaya koymustur. Bu bulgular da bu hipotezin
dogrulugunu desteklemektedir (Hardy and Allsop 1991; Lee et al. 2014). Ayrica APP
geninin 21. kromozom iizerinde yer almasit ve Down sendromu olarak bilinen trizomi
21'li bireylerde yasa bagli olarak AP plaklarin gelismesi de hipotezin dogruluguna katki
saglamaktadir (Hartley et al. 2014; Musiek and Holtzman 2015).

AP tarafindan bozulan oksidatif stres ve iyonik homeostazin, tau
hiperfosforilasyonunu uyararak fosfataz ve kinazlarin dengesizligine de neden olabilecegi

oOne siiriilmiistiir (Haass and Selkoe 2007).
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AP, degisen metabolizmaya, AB42 / AB40 oranindaki degisime ve / veya
azaltilmis klerense bagli olarak artar.

G

AP42 oligomerleri ve kalintilar1 olusur.

<

AP42 birikimleri sinaptotoksisiteye neden olur.

-

Bagisiklik sistemi, karakteristik amiloid plaklarini olusturan bu birikimlere
kars1 aktive edilir.

<

Noronal homeostasis etkilenir, oksidatif stresi arttirir ve toksisiteyi daha
fazla sinaps ve noronlara yayar.

-

Bu, AB'nin ek oligomerizasyonuna ve tau'nun hiperfosforilasyonuna neden
olur.

G

Daha fazla noronal ve sinaptik hasar olugur.

G

Alzheimer Hastalig1'nin karakteristik 6zellikleri belirginlesir (A plaklar
ve norofibriler yumaklar).

Sekil 1.5. Amiloid Kaskad Hipotezi (Haass and Selkoe 2007).

1.3. Alzheimer Hastahi@: Tiirleri

AH, semptomlarin 65 yasindan once veya sonra goriilmesine gore erken

baslangigh veya geg¢ baslangicli AH olarak ikiye ayrilir.
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1.3.1. Erken Baslangich Alzheimer Hastahg:

Erken baslangicli AHmin (EBAH) sadece toplam AH vakalarinin % 1 veya daha
azina neden oldugu diisiiniilmektedir (Alzheimer’s Association 2015) ve kendi i¢inde
Erken Baslangicli Ailesel AH (EBAAH) ve Erken Baslangicli Sporadik AH (EBSAH)'ye
ayrilabilmektedir (Antonell et al. 2013).

Fenotipik ve patolojik olarak EBAAH ve ge¢ baslangicli AH ¢ok benzerdir.
Ancak EBAAH hastalarinin %80’inde goriilen APP, presenilin (PSEN) 1 ve 2'yi kodlayan
genlerdeki mutasyonlar EBAAH’nin genetik nedenleri olarak tanimlanmistir ve bu
mutasyonlar otozomal dominant bir sekilde kalitilmaktadir (Goldman et al. 2011). Tiim
bu proteinler APP metabolizmasinda yer almaktadir: PSEN 1 ve 2, aktive y-sekretaz
kompleksinin bir parcasidir (Alves et al. 2012) ve AP miktarin1 arttirmakta veya
APB42:AB40 oranini degistirmektedir. Her ikisi de daha erken yaslarda biriken plaklarla
sonu¢lanmaktadir. APP'deki mutasyonlarin ¢ogunlugu a-, B- ve y-sekretaz kesim
bolgeleri etrafinda kiimelenmistir (Shewale 2012). Toplamda 24 APP, 185 PSENI ve 15
PSEN?2 mutasyonu haritalanmistir (Tanzi and Bertram 2005; Schellenberg and Montine
2012) ve MAPT ve progranulin (GRN) mutasyonlart da EBAAH ile baglantilidir (Jin et
al. 2012). Ayrica, APP 21. kromozom iizerinde yer almakta ve bu da trizomi 21
hastalarinin EBAH olma riskini %70 oraninda arttirmaktadir (Hardy and Higgins 1992).
Semptomlar, bu ekstra APP genini tasimanin sonucunda artan Af iiretimine bagli olarak
erken yaslarda ortaya ¢ikmaktadir (Hartley et al. 2014). Ote yandan, EBAH olgularinin
%401 daha Once hi¢ aile Oykiisii olmayan bireylerde sporadik olarak goriilmekte ve
bunlarin nedenleri biiylik 6l¢iide bilinmemektedir. Bu durum, hastaligin olusmasinda
genetik ve ¢evresel faktorlerin karmasik bir etkilesim i¢inde oldugunu ya da heniiz
tanimlanmamig genetik risk lokuslari olabilecegini gostermektedir (Campion et al. 1999;
Alves et al. 2012).

1.3.2. Gec¢ Baslangich Alzheimer Hastalhigi

Geg baglangicli AH (GBAH) cevresel etkilesimlere bagli olarak ortaya ¢ikabilen
karmagik bir bozukluktur. Bu yiizden ¢ok daha yaygin olmasina ragmen hastaligin
nedenleri yeteri kadar tanimlanamamistir (Buil et al. 2014). 2013 yilinda Shewale et al.

GBAH 'nin nedenlerini genetik, epigenetik ve ¢evre olmak iizere {i¢ alana ayirmislardir.
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Bu faktorlerin her biri fenotipik ifadeyi ve dolayisiyla AH'mnin patolojisini
degistirebilmektedir (Shewale 2013).

1.3.2.1. Genetik

Hem monozigotik ve dizigotik ikiz ¢alismalar hem de sekanslama projeleri
GBAH'nin %37 ile %80 arasinda kalitimsal oldugunu gostermistir. Bu nedenle de
genetik, hastaligin karmagsik kalitim paterninde biiylik bir rol oynamaktadir (Morgan
2011; Ebbert et al. 2014; Medway and Morgan 2014). 1990'larda apolipoprotein E'yi
(APOE) kodlayan genin &4 allelinin tastyicilarinin GBAH olusumunda daha yiiksek risk
tagirken, €2 allelinin tastyicilarinin ise ¢ok daha diisiik risk tagidiginin bulunmasi ile
GBAH 'nin ardindaki genetigi ¢6zmenin ilk adimi atilmistir (Saunders et al. 1993; Farrer
et al. 1997). APOE haplotipleri (€2, €3 veya €4 haplotipleri) iki non-sinonim varyantla
(112 ve 158. pozisyonlarinda aminoasit) tanimlanmaktadir. Bu baglant1 ailesel genetik
baglant1 calismalarinda goriilmiistir ve APOE knock-out farelerde de tekrarlanmistir
(Roses and Saunders 2006). Olduk¢a nadir diger varyantlarin da oldugu bilinmektedir.
Bunlardan bazilar1 haplotipleri daha fazla tanimlamakta ve yine GBAH hastalik riskini

degistirmektedir (Medway et al. 2014).

€4 APOE haplotipinin tastyicilarinin ek risk tagidigi ve tasinan her ek €4 ile birlikte
2,84'lik bir olasilik orantyla GBAH riskinin arttig1 tespit edilmistir. Bu haplotip ayni
zamanda hastaligin baslangic yasini1 ve ortalama sag kalim siiresini azaltmakta, ayrica
norolojik olarak postmortem boyanan AP miktarini da iki katina ¢gikartmaktadir (Corder
et al. 1993; Strittmatter et al. 1993). €4 izoformunun, herhangi bir klinik semptom ortaya
cikmadan ¢ok daha dnce tasiyicinin norolojik ve metabolik fonksiyonunda degisiklige,
anatomik farkliliga yol actig1 ve beyin fonksiyonunu da etkiledigi bilinmektedir (Filippini
et al. 2009; Michaelson, 2014).

GBAH tanist konmus kisilerin %40 ila %60'mmin APOE €4 geninin en az bir
kopyasini tasidigi diislinlilmektedir. Fakat €4 haplotipin taginmasi, bireyin GBAH

gelistirecegini garanti etmemektedir (Alzheimer’s Association 2015).

Insan APOE'si, beyinde astrositlerde ve mikrogliada eksprese edildigi gibi
karacigerde de yiiksek oranda eksprese edilen 299 amino asit uzunlugunda bir
glikoproteindir. Lipoprotein partikiillerinin endositozu sirasinda bir reseptor olarak islev

gordiigli ve kolesterol salinimina dahil oldugu bilinmektedir. Bu nedenle norolojik
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sinaptik bakimda rol oynamaktadir. Ayn1 zamanda Merkezi Sinir Sistemi (MSS) i¢indeki

temel apolipoproteindir (Kim et al. 2009).

APOE'nin AH ile olan iliskisinin ¢esitli nedenleri 6ne siiriilmiistiir, ana teoriler

farkl1 APOE haplotipleri ile asagidaki kategorilere ayrilmistir:

Sinaptik plastisite ve onarimu etkiler (Teter 2004).

Kolesterol taginmasini ve lipit baglama ozelliklerini degistirir (Hirsch-
Reinshagen et al. 2008; Martins et al. 2009).
AB'nin farkl bir sekilde islenmesi klerans, birikme veya kiimelenme ile

sonuclanir (Bales et al. 1999; Shibata et al. 2000).

APP iglenme siirecinin farklilagmasina bagli olarak AB'nin iiretimi degisir (Bu

2009; Kim et al. 2009) ya da NFY olusumu degisir (Holtzman et al. 2012).

APOE'in izoformunu etkileyen varyantlar proteinin yapisinin ve fonksiyonunun

degismesine neden olmaktadir. Ancak, degismis protein fonksiyonunun GBAH

patolojisini nasil etkiledigi kesfedilmesi gereken bir konu olarak kalmaktadir. APOE’ nin,

GBAH igin niifusa iliskin riskin %27,3"inii olusturdugu tahmin edilmektedir ve en giiclii

genetik risk faktori olarak goriilmesine ragmen, yine de geriye kalan yliksek orandaki

kisim diger risk faktorlerinden olusmaktadir (Medway and Morgan 2014).
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Sekil 1.6. Alzheimer Hastalig1 Riskine Katkida Bulunan Nadir ve Yaygin Varyantlar
(Guerreiro et al. 2013).
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1.3.2.2. Epigenetik

Epigenetik genellikle DNA dizisinde degisim olmadan gen ekspresyonunda ya da
fenotipte meydana gelen kalitsal degisiklik anlamina gelmektedir (Laird 2010). Bu
degisikliklerden biri DNA'nin, 6zellikle de CpG adalari olarak bilinen ve genomun sitozin
guanin diniikleotid tekrarlarinca zengin bolgelerinin metilasyonudur (Bock et al. 2006).
Metilasyonun, genlerin ekspresyonu ve susturulmasinda, kromozom stabilitesinde,
farklilagmada ve sonug olarak insan hastaliklarinda 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir
(Roadmap Epigenomics Consortium et al. 2015). AH'de rol oynayan bazi genler (4PP,
PSENI ve BACEI) orantisal olarak yiiksek bir GC igerigine sahiptir ve bu nedenle
metilasyon i¢in potansiyel hedeflerdir (Shewale 2012).

Son zamanlarda, epigenetigin fenotipik degisikliklere neden olabilecegi diisiincesi
ilgi cekmekte ve bu alanda giderek artan sayida ¢aligma yapilmaktadir. AH hastalarinda
AH ile iligkili baz1 genlerin hipermetilasyon paternleri (6zellikle CpG metilasyonu)
goriilmiistiir (Yu et al. 2015). Bu bulgular metilasyon degisikliklerinin GBAH
patolojisiyle iliskili oldugu diislincesini giiclendirmektedir (Chouliaras et al. 2013).

Yakin zamanda yayinlanan bir raporda, GBAH ile iligkili oldugu bilinen ABCA7
ve BINI genlerinin CpG adalarindaki metilasyon seviyesi ile norolojik patolojinin diizeyi
arasinda anlamli bir iliski oldugu gosterilmistir (De Jager et al. 2014; Lord and Cruchaga
2014). Bu calisma, SORLI, ABCA7, BINI, HLA-DRB5 ve SLC24A4 genlerinde de
tekrarlanmig, bu genlerdeki patolojik AH ile iligkili ndrolojik DNA metilasyonu
degismistir (Yu et al. 2015). APP geninin, AH hastalarinda hipermetilasyona ugradigi ve
transkripsiyon faktorleri ile birlikte gen ekspresyonunu degistirdigi de gosterilmistir
(Lunnon et al. 2014). Bu durum, epigenetik degisikliklerin hastalik patolojisini de
etkiledigini gostermektedir ve ¢alismalar bu epigenetik degisikliklerin kavramada ve
ozellikle bellek olusumunda bir farklilik olarak ortaya ¢ikabilecegini gostermistir (Day
and Sweatt 2011; Zovkic et al. 2013).

1.3.2.3. Cevre

GBAH riskini artiran bir¢ok c¢evresel faktor vardir. Oksidatif stresorlerin
(travmatik beyin hasari, inflamasyon, uyku apnesi vb.) AH'nin patogenezini etkileyen

epigenetik degisikliklere neden olabildigi bilinmektedir. Bununla birlikte, diyet, kimyasal
10
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maruziyet, sigara igme, viicut kitle indeksi, folat alim1 ve egzersiz eksikligi gibi bircok
baska cevresel faktor de GBAH riskini artirmaktadir. Bunun nedeninin epigenetik
degisikliklerden kaynaklandig1 diisiiniilmekte ancak kesin olarak bilinmemektedir
(Shewale 2012).

GBAH’ye neden olan en biiytik risk faktorii yastir ve hastalik riski 65 yasindan
sonra her 5 yilda bir ikiye katlanmaktadir (Schellenberg and Montine 2012). Genetik,
ozellikle de yukarida tartigildig1 gibi apolipoprotein €4 allelinin tasiyicilarinda bir sonraki
en biiylik risk faktorii olarak goriilmektedir (Martins et al. 2009). Bununla birlikte, diger
birgok hormonal ve gevresel faktorlerin de artan GBAH riskine katkida bulundugu tespit
edilmistir. Vaskiiler ve metabolik bozukluklar, hipertansiyon, 6zellikle degisken sistolik
kan basinci, hiperkolesterolemi, koroner arter hastalig1 ve obezite AH’nin ileri yaslarda
ortaya ¢ikma riskini arttirmaktadir (Skoog et al. 1996; Kivipelto et al. 2005). Ateroskleroz
hastaliginin ve 6zellikle ekstrakraniyal karotid arterlerde goriilen aterosklerotik plaklarin
kronik veya epizodik serebral hipoperflizyona neden oldugu ve biligsel gerileme riskini
arttirdig1 diisiiniilmektedir (Hofman et al. 1997). inme, atriyal fibrilasyon ve travmatik
beyin hasar1 Oykiisii de GBAH’ye neden olan risk faktorleri olarak bilinmektedir ve
benzer sekilde duyarli beyin alanlarinin hipoperfiizyonuna neden olduklari bulunmustur
(Ott et al. 1997; Honig et al. 2003). Hiperkolesteroleminin, AR metabolizmasini, kesimini
ve tasmmasini degistirerek norolojik amiloid plaklarinin  gelisimini  degistirdigi
diisiiniilmektedir (Kuller and Lopez 2011). Obezite, diabetes mellitus ve bozulmus glukoz
metabolizmas1 da hormon etkilerinden veya glikoz toksisitesinin amiloid metabolizmasi
iizerindeki etkilerinden dolayr GBAH ydniindeki duyarliligr artirmaktadir (Kivipelto et
al. 2005).

Tiim bunlarin yaninda D vitamini eksikligi (Pogge 2010), depresyon Oykiisii
(Geerlings et al. 2008), yiiksek miktarda doymus yag alimi (Luchsinger and Mayeux
2004), periferik enflamasyon (Engelhart et al. 2004) ve yiiksek serum homosistein ve
fibrinojen konsantrasyonlar1 (Bots et al. 1998; Kalmijn et al. 1999) da diger risk faktorleri
olarak bildirilmistir. Ayrica, egitim seviyesinin, AH ndropatolojisinin fenotipik olarak
ifade edildigi dereceyi modiile ettigi de bilinmektedir. Bununla birlikte yapilan
caligmalar, daha yiliksek egitim diizeyine sahip kisilerde biligsel rezervin artmasi
sebebiyle hafif AH semptomlarin maskelenebildigini ancak, AH ndropatolojisi daha
ileri diizeyde oldugunda biligsel islevde bir farklilik olmadigini gostermektedir (Koepsell
et al. 2008).
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Alzheimer Dernegi'nin Diinya Demans Konseyi ile baglantili olarak verdigi son
Onerilerinde, bireylerin biligsel gerileme ve bunama risklerini azaltmak ic¢in diizenli
fiziksel aktiviteye katilmalarin1 ve bunama ile iligkili kardiyovaskiiler risk faktorlerine
(diyabet, obezite, sigara ve hipertansiyon) dikkat etmeleri gerektigi belirtilmektedir.
Bununla birlikte hastalik riskini azaltmak i¢in saglikli bir diyet (Akdeniz diyeti gibi) ve
hayat boyu 6grenme ya da biligsel egitim de Onerilmektedir (Baumgart et al. 2015).

1.4. Isaretler ve Belirtiler

Demans, genellikle zihinsel islevlerin yaygin kaybi ile giderek kotiilesen ve
cogunlukla geri dondiiriillemez bir durumdur. Bununla birlikte, AH o6zellikle giinliik
yasam aktivitelerinin kaybu ile birlikte hafiza kayb1 olarak tanimlanmaktadir (Alves et al.
2012). AH'nin patofizyolojisi aslinda semptomlarin ortaya ¢ikmaya baslamasindan 20 yil
once baslayabilmektedir ve AH, tan1 konulduktan ortalama olarak dort ila sekiz y1l sonra

oliimciil olabilmektedir (Holtzman et al. 2012; Alzheimer’s Association 2015).

Hastalik ilerledik¢ce, hastalar asagidakilerin bazilarin1  veya hepsini
deneyimleyebilmektedir: Hafiza kaybi, dil bozuklugu, kaybolma, planlama ve problem
cozmede zorluklar, kisilikteki degisiklikler, giinliik yasam aktiviteleri ile ilgili zorluklar,
kendini ihmal, psikiyatrik belirtiler veya genellikle karakter dis1 davraniglar. Hastaligin
ilerleme orani bireyden bireye degismekte ve bu semptomlarin ¢ogu, hastalar kendileri
icin biiyiikk 6l¢iide bakim saglayamadik¢a daha da koétiilesebilmektedir. Bu nedenle,
giinlik yasam aktivitelerini tamamlamak i¢in tam zamanli bakima gereksinim

duymaktadirlar (Alzheimer’s Association 2015).

Patolojinin ortaya ¢ikmasi ile semptomlarin ortaya ¢ikmasi arasinda gegen siirenin
nedeninin “biligsel yedek” fikri oldugu diistiniilmektedir. Bu, daha yiiksek sayida néron
hiicresine sahip hastalarin, daha yiliksek sayidaki “yedek” néronlardan dolayi, bilis
kaybindan 6nce daha yiiksek norolojik AP plak seviyesine karsi koyabildigi anlamina
gelmektedir. Bu, olast bir erken tani araci sunarak, mevcut AP plaklarinin miktari ile
orantil1 olarak norolojik fonksiyonlarni (fonksiyonel manyetik rezonans goriintiilleme
(fMR]) iizerinde degerlendirilebilir) artirabileceklerini gostermektedir (Beecham et al.
2014; Elman et al. 2014).
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AH'nin ilerlemesi, genellikle bireyin hareket etmesine engel olmakta, onlari
enfeksiyonlara, cogu kez de pnomoniye kars1 savunmasiz birakmaktadir. Bu ve diger akut
durumlar, siklikla AH ile iligkili 6liimlere, “demans ile 6liim” ile “demans nedeniyle
olim” arasindaki ¢ok bulanik bir ayrimla katkida bulunan faktorlerdir (Alzheimer’s
Association 2015).

1.5. Tedavi

AH'nin as1l nedeni hala biiytik bir gizem oldugundan, basarili tedaviler gelistirmek
zordur. AH, tedavisi bulunmayan ilk on 6lim nedeni arasinda yer almaktadir (Ridge et
al. 2016). Bircok giincel tedavi, hastaligin ilerleyisini geciktirmek amaciyla, oncelikle
ndrolojik olarak mevcut olan norotransmitterlerin miktarini artirmak yoluyla, hastaligin
semptomlarint hedeflemektedir. Mevcut Ulusal Saglik ve Bakim Enstitiisii (NICE)
kilavuzlarinda (2014), hafif ve orta dereceli AH hastalari icin asetilkolinesteraz (AChE)
inhibitorlerini 6nermektedir. AH'de yaygin olarak kullanilan {i¢ AChE inhibitori
donepezil, galantamin ve rivastigmine iken, daha siddetli vakalarda veya hastanin AChE
inhibitorlerini tolere edemedigi durumlarda N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor
antagonisti olan memantin 6nerilmektedir. Bununla birlikte, bu tedavi dizilerinin her ikisi
de hastaligin nedenini hedeflememekte ve patolojinin ilerlemesini degistirmemektedir,
sadece semptomatik rahatlama saglamaktadir. AChE inhibitorleri, AH hastalarinda bazal
onbeyinde karakteristik bir kolinerjik noron kaybi oldugundan, degredasyonu inhibe
ederek sinapslarda bulunan asetilkolin (ACh) miktarin1 arttirmayi amaglamaktadir
(Davies and Maloney 1976). Alternatif olarak, memantin, AH hastalarinda artmis oldugu
goriilen ve noronal disfonksiyona katkida bulundugu diisiiniilen glutaminin etkisini bloke
ederek calismaktadir (Reisberg et al. 2003). Bununla birlikte, bu ilaglar sadece AH
hastalarinin biligsel islevlerinde hafif bir iyilesme saglamakta ve hastaligin ilerlemesi

iizerinde higbir etki gostermemektedir (Rang 2008).

Daha once de belirtildigi gibi, bu tedavilerin tiimii sadece semptomatik rahatlama
saglarken, ideal AH tedavisi norodejenerasyonu Onleyen, AH'deki patolojik yollari,
amiloid kaskadi ve tau hiperfosforilasyonu hedefleyen yaklagim olmalidir (Hanenberg et
al. 2014).

Hem - hem de y-sekretaz inhibitorleri gelistirilmistir. B-sekretaz inhibitorlerine
(BACE]I inhibitorleri) 6rnek olarak Faz I klinik denemelerinde basarili olan CTS-21166
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ve AH model farelerde hem BACEI ekspresyonunu inhibe eden hem de tau
fosforilasyonunu azaltan nilvadipine (yerlesik bir anti-hipertansif ilag) ilaglar1 verilebilir
(Panza et al. 2009; Paris et al. 2014). 2014'{in sonlarinda, bagka bir BACE inhibitdrii olan
AZD3293, Mayis 2019'da tamamlanmasi planlanan Faz II / III klinik ¢aligmalarda test
edilmeye baglanmistir. Ancak BACE1 inhibitorlerinin aksine semagacestat gibi y-sekretaz
inhibitorleri basarili sonuglar vermemistir. Faz III klinik deneme seviyesine ulagan
Semagacestat kontrol grubuna goére daha kotii bilissel islev bozuklugu gostermesi
sebebiyle durdurulmustur (Samson 2010). y-sekretaz, AP olusum mekanizmasinin yani
sira diger sinyal yollarinda da rol oynadigi i¢in umut verici bir terap6tik hedef olarak

distnilmemektedir.

Ik kez 1999 yilinda AP asilamasi fikri nerilmistir. A proteini ile asilanmis AH
fare modellerine A plak olusumu tersine donmiistiir. Ancak, her ne kadar insanlagtirilmig
anti-amiloid IgG monoklonal antikoru Solanezumab ile tedavi klinik ¢alismalarda basarili
sonuclar ortaya koysa da insanlarda néroinflamatuar etkileri oldugu i¢in bu ¢alisma insan
denemelerinde tekrarlanamamistir (Schenk et al. 1999). 2015 yilinda sunulan bir 6n faz
IT sonuclarina gore, daha 6nce Solanezumab tedavisine baslamis olan hafif AH bireylerde
hem kognitif hem de fonksiyonel diisiisiin yavasladigir goriilmistiir (sirasiyla %34 ve
%18) (Liu-Seifert et al. 2015; Siemers et al. 2015). Ancak, Kasim 2016'da hafif AH
olgularinda plasebo grubuna gore anlamli bir yavaslama ve hafiza kaybi yasamayan Faz
IIT ¢alisma sonuglar1 bildirilmistir (McCartney 2015). 2021 yilinda sonuglar1 beklenen
prodromal AH hastalarini iceren bir Faz III ¢alismasi planlanmistir. Bu gerilemelere
ragmen, Solanezumab bugiine kadar AH i¢in en umut verici, hastalik degistirici tedavi

olmaya devam etmektedir.

Tau'ya karsi immiinoterapi yontemi de fare modellerinde Onerilmis ve test
edilmigtir. Bu tedavilerin gelistirilmesi, tau'nun hiicre i¢inde yer almasindan dolay1
antikorlarin erismesi kolay olmamakta ve bu nedenle daha problemli olmaktadir (Mably
et al. 2014). Bununla birlikte, 2015 yilinda, tau'ya karsit iic monoklonal antikorun
farelerde tau patolojisini azalttig1, hiicre hatlarinda tau hiicresel alimin1 modifiye ettigi ve
mikroglia hiicreleri yoluyla temizlenmesini sagladig1 bildirilmistir (Funk et al. 2015).
Terapotik antikorlar bu nedenle gelecekte potansiyel bir tedavi olarak goriilmektedir.
Bununla birlikte, bunlarin tam islevselligi ve in vivo sartlarda terapotik olarak aktif olup

olmadiklar1 belirlenmelidir.
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Ayrica, AH risk faktorlerinin modifiye edilmesine odaklanan gesitli caligmalar da
bulunmaktadir. Ornegin diger hastaliklar i¢in alan steroidal olmayan anti-inflamatuar
ilaglar (NSAIi'ler) AH’ye yakalanma riskini azaltmaktadir (Stewart et al. 1997). Benzer
sekilde kolesterol diisiiriicii etkiye sahip statinler de AH olusma riskini diistirmektedir
(Zamrini et al. 2004). NSAIl'lerin, néronal inflamasyonu azaltti31, negatif geri besleme
dongiilerinden dolayr hem MAPT ve APP ekspresyonunu azalttigt hem de a-sekretaz
yerine B-sekretaz ile kesilmis APP miktarini arttirdig1 gosterilmistir (Lee et al. 2014).

Farmakolojik olmayan terapilerle ilgili ¢aligmalar da yakin zamanda umut vaat
etse de AH'nin seyrini degistirdigi heniiz gosterilmemistir. Egzersiz ve biligsel aktivite
yaklasimlari, yagam kalitesini iyilestirme konusunda umut vermektedir (Sink et al. 2015).
Bununla birlikte, bu tedavilerin etkinligini daha iyi degerlendirmek i¢in ek arastirmalara

ihtiya¢ duyulmaktadir (Alzheimer’s Association 2015).

Simdiye kadar, AH i¢in 6nerilen ilaglar ¢esitli yan etkiler veya dnemsiz bulgular
nedeniyle klinik denemeleri tamamlayamamistir, ancak en azindan umut verici bir Faz I11
calismast devam etmektedir (Siemers et al. 2015). NSAIi'leri icerenler de dahil olmak
iizere bugiine kadar yapilan tiim ¢aligsmalar, ilaclarin semptomlar ortaya ¢ikmadan yillar
once alinmasi gerektigini ve AH tedavisinin ciddi bir sorun olarak kaldigin1 géstermistir.
Sonu¢ olarak su anda yapilabilecek en iyi yontem AChE inhibitorleri ve NMDA

antagonisti memantin ile bu hastaligin semptomatik olarak tedavi edilmesidir.

1.6. N-metil D-aspartat Reseptorii

NMDA reseptorleri, normal beyin fonksiyonlarini diizenleyen iyonotropik
glutamaterjik reseptorlerdir. NMDA reseptorleri, iki zorunlu GluN1 alt birimi ile GIuN2
veya GluN3 alt biriminden ikisi olmak iizere dort heteromerik alt birimden olugmaktadir.
Her GIuN1 alt birimi, glisin i¢in bir baglanma alanina sahiptir (Bonhaus et al. 1987) ve
her GIuN2 alt birimi, glutamat i¢in bir baglanma alani icermektedir (Laube et al. 1997;
Anson et al. 1998). GluN2 iceren NMDA reseptorleri i¢in aktivasyon hem glisin hem de
glutamat baglanma alanlarinin isgal edilmesini gerektirmektedir. Bu durum kalsiyum,
sodyum ve potasyumun akisina ve hiicrenin depolarize olmasina neden olmaktadir

(Voglis and Tavernarakis 2006).
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NMDA reseptorlerinin 6nemli 6zelliklerinden biri, merkezi etkideki magnezyum
iyonlar: tarafindan, bir agonistin yoklugundan veya varligindan bagimsiz olarak kanal
aktivitesini inhibe eden, fizyolojik voltaj bagimli bir blokajin varligidir (Sacaan and
Johnson 1991; Calabresi et al. 1992; Voglis and Tavernarakis 2006). Yeterli membran
depolarizasyonu sirasinda magnezyum iyonlari kanal kompleksinden elektrostatik olarak
itilmekte, NMDA reseptorlerinin blokaji ortadan kaldirilarak glutamat ile aktive
olmalarma izin verilmektedir. NMDA reseptor aktivasyonu, noronal plastisiteye imkan
veren kritik bir olgudur (Aroniadou and Teyler 1991; Debanne 1996; Shipton and Paulsen
2014).

NMDA reseptorleri sinaptik plastisite, 0grenme ve hafizaya aracilik etmede kritik
rollere sahiptir ve birgok norolojik hastalikta rol oynamaktadir (Morris 1989; Aroniadou
and Teyler 1991; Olney et al. 1999; Berman et al. 2000; Newcomer et al. 2000; Koutsilieri
and Riederer 2007). Yapilan pek c¢ok ¢alisma NMDA reseptoriinde goriilen
ndrotransmisyon fonksiyon bozuklugunun AH patofizyolojisinde rol oynadigimi
gostermistir (Kornhuber and Weller 1997; Olney et al. 1997; Newcomer and Krystal
2001; Loftis and Janowsky 2003). NMDA reseptoriiniin AH'li beyin bdlgelerinde secici
ve farkli sekilde azaldig1 bildirilmistir (Maragos et al. 1987; Procter et al. 1989; Sze et al.
2001). Bu durum, AH ile beynin baz1 bolgelerinde NMDA reseptorlerinin kaybi arasinda

iliski olabilecegini diisindiirmektedir.

NMDA reseptor fonksiyonunun terapotik bir strateji olarak gii¢lendirilmesine
yonelik cok sayida arastirma yapilmigtir. NMDA reseptorlerinin 6zgiil ve dogrudan
pozitif modiilatorlerine yonelik yeterli calisma olmadigindan arastirma konulari
glutamatin NMDA reseptor duyarliligini artirma araci olarak glisin baglama bdlgesinin

modiilasyonuna odaklanmuistir.

NMDA reseptor aktivasyonu hem glisin hem de glutamatin baglanmasini
gerektirdiginden, her iki koagonistin de arttirllmasi, doygunluga ulasilmadig: siirece,
reseptdrii digeri tarafindan aktivasyona karsi daha duyarli hale getirmektedir. Onceki
caligmalarda, in vivo glisin seviyelerinin, NMDA reseptorlerini doyurmak i¢in yeterince
yiiksek bir seviyeye ulasmadigi ve glisin ile NMDA reseptor aktivitesinin modiilasyonuna
olanak sagladigi bulunmustur (Monaghan and Jane 2009; Collingridge et al. 2013).
Bununla birlikte, glisinin zayif kan-beyin bariyeri (BBB) penetrasyonu nedeniyle (Pollay

1976), siirekli ve yiiksek dozlar halinde uygulanmasi gerektiginden zayif bir ilag se¢imi
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olarak diisliniilmektedir. Bu nedenle glisin yerine glisin-mimetik ilaglar NMDA
reseptOriiniin  kuvvetlendiricileri olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. D-serin ve

sikloserin siklikla kullanilan glisin-mimetik ilaclardandir.

D-alanin (D-Ala) nin bir siklik yapisal analogu olan D-sikloserin (D-4-amino-3-
izoksazolidon) anti-tiiberkiiloz ajan olarak tasarlanmasina ragmen daha sonra demans ve
sizofrenide negatif belirtiler i¢in potansiyel bir tedavi olarak kullanilmistir (Noda et al.
2004; Hofmann et al. 2013). NMDA reseptdriiniin glisin bolgesinin bir kismi agonisti
olan D-sikloserin (DCS)'in, AH'li hastalarda bellekle iligkili gérevlerin performansini

arttirdig1 bildirilmistir (Schwartz et al. 1996; Tsai et al. 1999).

NH,

Sekil 1.7. DCS Yapist.

Esansiyel olmayan aminoasitlerden biri olan L-serin (LS), hiicresel metabolizma
ve norolojik gelisim ve islev i¢in kritik olan bir polar aminoasittir. LS, piirin niikleotitleri
ve deoksitimidin monofosfatin sentezi igin tek karbonlu gruplarin baskin kaynagidir.
Insan serebral omurilik sivis1 (CSF) ve kan plazmasinda bulunan LS konsantrasyonlari
genellikle yasla birlikte azalir, bu da yasam boyu bu aminoasite bir ihtiyag olduguna isaret
etmektedir (Crabben et al. 2013). LS kaynaklar1 arasinda hiicresel alimi, de novo sentezi
ve LS’nin hiicresel protein yikimi yoluyla geri doniisiimii yer almaktadir (Koning et al.
2003).

Esansiyel olmayan bir aminoasit oldugu diisiiniilse de LS’nin sartli olmayan bir
esansiyel aminoasit olarak siniflandirilmasi daha uygun olabilir, ¢linkii belirli kosullar
altinda  omurgalilar  gerekli  hiicresel  talepleri  karsilayacak  miktarda
sentezleyememektedir (Koning et al. 2003). Bu nedenle, saglikli bireylerde bile diyetle

birlikte LS alim1 ndroprotektif destek olarak énemlidir.
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Sekil 1.8. LS Yapisi.

Tim bu literatlir bilgilerinin 151¢inda bu tez caligmasinda aliiminyum kloriir
(AICI3) ile indiiklenen AH deneysel hayvan modelinde antioksidan ve ndroprotektif
ozelliklere sahip oldugu diisiinilen DCS ve LS aminoasitlerinin ndroprotektif
potansiyellerinin biyokimyasal, hematolojik, histopatolojik, davranigsal ve molekiiler
genetik parametreler ile ortaya konulmasi amaglanmistir. Bu sayede heniiz etkin bir
tedavisi bulunmayan AH i¢in yeni bir terapdtik yaklagimin etkinliginin belirlenmesi

hedeflenmistir.
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Walton (2007), ileri yaslardaki ratlara kronik olarak 1,6 mg/kg viicut agirhigi/glin
aliminyum vererek yaptigi ¢calismada ratlarda bellek bozulma ve AH benzeri davraniglar
gelistigini ortaya koymustur. Histolojik boyama sonuclarmma gore bazi yash rat
noronlarinda aliiminyum birikmesi, oksidatif hasar, hiperfosforile tau, néropil iplikleri ve
granulovakuolar dejenerasyon gozlemlenmistir. Ancak incelenen tiim rat beyin

boliimlerinde amiloid plaklar ve norofibriler yumaklar tespit edilememistir.

Erazi et al. (2011), hem yetiskinlikte 4 ay boyunca %0,3 aliminyum igeren igme
suyu maruziyetinin hem de rahim i¢i yastan beri alliminyum maruziyetinin etkilerini
immunohistokimyasal olarak inceledikleri calismada aliiminyum ile tedavi edilen
ratlarda, TH (tirozin hidroksilaz, dopamin sentezinin hiz sinirlayict enzimi) 'ye karsi
antikor ile isaretlenen hiicrelerin sayisinda, kontrollere kiyasla anlamli bir disis
oldugunu ortaya koymuslardir. Rahim i¢i yastan beri aliminyuma maruz kalan rat
grubunda aliiminyum tedavisini takiben TH-immiinoreaktif diisiis gézlenmistir. Her iki
tedavi grubunda da aliiminyum maruziyeti lokomotor performansinda énemli bir diisiise
neden olmustur. Aliiminyum tarafindan indiiklenen TH degisikliklerinin, aliminyum

kaynakl1 nérotoksisitenin nedenlerinden biri oldugu 6ne stiriilmisiir.

Khan et al. (2013), Alzheimer hastaliginin deneysel modelinde kafeik asitin
roliinii arastirmayr amagcladiklar1 ¢alismalarinda AICI; ile indiiklenen AH rat modeli
kullanmiglardir. Kafeik asitin anti-demans aktivitesini ortaya koymak amaciyla
davranigsal (Morris su labirent testi) ve beyin biyokimyasal parametreleri
(asetilkolinesteraz (AChE), katalaz, glutatyon-S-transferaz (GST) aktivitesi, glutatyon
(GSH) ve nitrit seviyeleri) arastirmislardir ve bulgular kafeik asitle tedavi edilen ratlarin
Morris su labirent testinde daha iyi bilissel islev sergiledigini gostermistir. Kafeik asidin
anti-demans aktivitesi, beyin AChE aktivitesindeki ve nitrit seviyelerindeki azalmayla
dogrulanmistir. Ayrica, kafeik asit beyinde katalaz, GSH ve GST gibi antioksidan

enzimlerin azalmis seviyesini diizeltmistir.

19



2. KAYNAK OZETLERI

Zhang et al. (2014), yaptiklar1 ¢alismada subkronik aliiminyum tedavisinin uzun
stireli bellek ve hipokampal ultra-yapi tizerindeki etkilerini gozlemlemis ve ayn1 zamanda
farelerin hipokampiisiinde olas1 bir mekanizmay1 (cAMP-PKA-CREB sinyal yolagi)
arastirmiglardir. Bu calismada hamile ratlar 4 gruba ayrilmistir ve yenidogan ratlar 3 hafta
boyunca anneyi emerek daha sonraki 3 ay boyunca ise %0, %0,2, %0,4 veya %0,6 AlCI3
iceren su ile besleme yoluyla aliminyuma maruz birakilmistir. Kandaki ve
hipokampusdaki aliiminyum diizeyleri, atomik absorpsiyon spektrofotometresiyle
Ol¢lilmiistiir. Mekik kutusu testi, uzun siireli hafizay1 tespit etmek i¢in yapilmistir.
Hipokampus ultra-yapt gozlemi igin toplanmig ve cAMP-PKA-CREB sinyalleme
seviyesi incelenmistir. Sonuglar AICl3 ile muamele edilen ratlarin kan ve
hipokampusundaki aliiminyum konsantrasyonlarinin kontrol ratlarindan daha ytiksek
oldugunu gostermistir. Hipokampal cAMP, cPKA, pCREB, BDNF ve c-jun ekspresyonu
anlamli olarak azalmis ve ndronal ve sinaptik ultra-yapi aliiminyum uygulamasindan
sonra patolojik degisiklikler gdstermistir. Bu sonuglar, ratlarda aliminyumun cAMP-
PKA-CREB sinyalinin inhibe ederek ve hipokampusteki sinaptik ve ndronal ultra-yapry1

degistirerek uzun siireli hafiza hasarina neden olabilecegini gostermistir.

Thenmozhi et al. (2015), calismalarinda ratlarda hesperidin (Hes) 'in AICls
kaynakli norodavramis ve patolojik degisiklikler iizerindeki koruyucu etkisinin
degerlendirilmesini amaglamiglardir. Ratlara AICI3'iin (100 mg/kg viicut agirlig) 60 giin
boyunca intraperitoneal enjeksiyonu sonucunda beynin hipokampiis ve korteks
bolgelerinde aliiminyum diizeylerinin ve asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesinin 6nemli
derecede arttigin1 bulmuslardir. Ayrica amiloid prekiirsor proteininin (APP), B amyloid
(AP1-42), B ve vy sekretazlarin ifadelerinin Onemli Olciide artmis oldugunu
gostermislerdir. 60 giin boyunca AICIl3 enjeksiyonu ile birlikte oral olarak Hes
uygulanmasi, ¢alisilan beyin bolgelerinde aliiminyum konsantrasyonu, AChE aktivitesi
ve AP senteziyle iliskili molekiilleri énemli 6l¢iide geri dondiirmiistiir. Ek olarak
aliminyum maruziyetinin 6grenme ve hafiza bozukluklarini arttirdig1 acik alan testi ve
Morris su tanki testi ile gdsterilmis, aliiminyumun neden oldugu davranis bozukluklari,
Hes tarafindan oOnemli oOl¢iide azaltilmigtir. Bu sonuglardan, hesperidinin  AChE
aktivitesinin ve amiloidojenik yolun hafifletilmesi yoluyla aliminyum zehirlenmesinden

kaynaklanan hafiza kaybini tersine ¢evirebilecegi sonucuna varilmastir.
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Lin et al. (2015), Alzheimer hastalig1 rat modelinde LIPUS (low-intensity pulsed
ultrasound) stimiilasyonunun aliiminyum kaynakli beyin hasarina karsi koruyucu etkisini
gostermeyi amaclamislardir. LIPUS, AICI3 uygulamasindan 7 giin dnce uygulanmaya
baslanmis ve es zamanli olarak 6 hafta boyunca AICI3 (100 mg/kg; oral uygulama) ile
birlikte verilmeye devam edilmistir. Hipokampuste norotrofik faktorler western blot
analizi ile 6l¢iilmistiir. Davranis degisiklikleri Morris su labirenti ve yiikseltilmig arti
labirent ile incelenmistir. AlClz ile muamele edilmis ratlarda aliiminyum konsantrasyonu,
asetilkolinesteraz aktivitesi ve Af} birikiminde dnemli bir artisa neden olmustur. LIPUS
uyarimi, AlCl; ile tedavi edilen ratlarda aliiminyum konsantrasyonu, asetilkolinesteraz
aktivitesi, AP birikimini 6nemli 6l¢iide azaltmistir. Ayrica, LIPUS, AICI; ile indiiklenen
hafiza bozuklugunda hafiza tutulumunu 6nemli o6lgiide iyilestirmistir. Bu deneysel
sonuclar, LIPUS'un AICl'liin neden oldugu serebral hasarlara ve bilissel islev

bozukluguna karsi noroprotektif etkilere sahip oldugunu gostermektedir

Thenmozhi et al. (2015), gerceklestirdikleri ¢alismalarinda ratlarda AICI3 ile
indiiklenen AH’ye kars1 biyokimyasal, anatomik, davranigsal ve molekiiler diizeyde
E.officinalis (EoT) 'un hafizay1 giiclendirici etkisini arastirmayir amaglamiglardir.
Calismada erkek Wistar ratlar kontrol, AICI3 (100 mg/kg), AICl; (100 mg/kg) + EoT (50,
100 ve 200 mg/kg) ve tek basina EoT (200 mg/kg) olmak iizere 6 gruba ayrilmistir.
Kontrol ve deneysel ratlarda aliiminyum miktar1 belirlenmesi, asetilkolinesteraz (AChE)
aktivitesi ve amiloidojenik proteinlerin ekspresyonu ile davranig testleri (su labirenti ve
acik alan testi) gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gére AICI3'lin 60 giin boyunca
intraperitonal enjeksiyonu, aliiminyum konsantrasyonunu, AChE aktivitesini ve APP,
AB1-42, B- ve y-sekretazlarin protein ifadelerini énemli dl¢lide arttirmistir. 60 giin
boyunca ratlara AICI3 ile birlikte oral olarak EoT'min uygulanmasi, ¢alisilan beyin
bolgelerindeki aliminyum konsantrasyonunu, AChE aktivitesini ve AP senteziyle iligkili
molekiilleri 6nemli 6l¢iide geri dondiimiistiir. AICI; ile tedavi edilen ratlarda gdzlemlenen
uzamsal Ogrenme, bellek ve lokomotor bozukluklar, EoT ile oOnemli Oolgiide
zayiflatilmistir. Bu nedenle, EoT aliiminyumun norotoksisitesini iyilestirmede timit verici

bir tedavi olabilecegi One siiriilmiistiir.

Alawdi et al. (2016), calismalarinda adamantin bazli nanopargaciklarin,
nanodiamond (ND), deneysel AH model ratlarda aliiminyum kaynakli biligsel bozuklukta

noroprotektif etkilerini arastirmiglardir. Ratlara 6 hafta boyunca oral yolla 17 mg/kg
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AICI; verilerek AH indiiklenmistir ve Morris su tanki testi ve Y-labirenti davranis testleri
ile dogrulanmistir. Aliminyuma maruz kalan ratlar, AH ile iliskili davranissal,
biyokimyasal ve histolojik degisiklikler gostermistir. ND tedavisi sonrasinda ise,
ogrenme ve bellegin gelistigi, histolojik degisiklikleri tersine dondiigli ortaya konmustur.
ND, fosforlanmis tau proteininin ekspresyonunu azaltmis, hipokampal AB42 ve BACE1
enziminin artigin1 hafifletmistir. ND, BDNF ve mitokondriyal transkripsiyon faktorii-A
(TFAM)’nin artmasini saglayarak, TNF-a ve interlokin-6 (IL-6)’y1 baskilamistir. Ayrica
p-STAT3 ve anti-apoptotik protein Bcl-2 seviyelerini artirirken nuklear faktor kappa B
(NF-xB) ve kaspaz-3 (casp-3) seviyelerini azaltmistir. Bu bulgular ND'nin NF-kB ve
STAT3 sinyal yoluyla AH ile iliskili patolojik degisikliklere karsi koruyucu etkisini

gostermektedir.

Cao et al. (2017), yaptiklar1 calismada AlCls ile indiiklenen AH ratlar iizerinde
noroprotektif bir ajan olan Hypericum perforatum (HPE)min potansiyel etkilerini
tanimlamay1 amaclamislardir. AH'ye benzer davranigsal ve biyokimyasal ozellikleri
indiiklemek i¢in ratlara 90 giin boyunca AICl3 uygulamasi gergeklestirilmistir. 31. giinden
itibaren, ratlar 60 giin boyunca HPE ile tedavi edilmistir. Calismanin sonuglarina gore
HPE, AICI; ile indiiklenen AH ratlarinda bilissel islevi iyilestirmistir. Asetilkolinesteraz
aktivitesinde ve glutamik asit seviyesinde AICl; ile indiiklenen artis1 azaltmis ve ayrica
noradrenalin ve dopamin seviyesini de azaltmistir. Ek olarak, HPE, AICI; kaynakl
hipokampal patolojiyi (amiloid-beta birikimi, oksidatif stres, ndroinflamatuar) tersine

cevirmistir.

Rather et al. (2018), dogal bir triterpen olan asiat asitin (AA) noroprotektif
potansiyelini arastirdiklar1 ¢caligmalarinda ratlara oral yolla 42 giin boyunca AlCIz (100
mg/kg) uygulayarak indiiklenmis AH modeli olusturmuslardir. Deney sonunda
aliminyum hipokampiis ve korteksteki asetil kolinesteraz aktivitesini ve amiloid Oncii
proteini, amiloid betal-42, beta ve gama sekretazlarin ve tiimor nekrozis faktor alfa'nin
ifadelerini kontrol grubuna kiyasla 6nemli derecede arttirmistir. Ayrica AA tedavisinin

AICI3 tarafindan indiiklenen AH ile iligkili patolojileri azalttigin1 gostermislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyaller

3.1.1. Kimyasallar

Tez ¢alismasinda kullanilan kitler ve kimyasallarin listesi asagida cizelge halinde

verilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Arastirmada Kullanilan Kit ve Kimyasal Listesi.

Kitler Alindig1 Firma

AICl3 Sigma-Aldrich®

cDNA Sentez Kiti Applied Biosystems™®
CVDK-8 Kit Ecotech Biotechnology®
D-Sikloserin Sigma-Aldrich®
DMEM-F12 Gibco®

DMSO Sigma-Aldrich®

Etanol Sigma-Aldrich®

FBS (Fetal Bovine Serum) Gibco®

Giemsa Sigma-Aldrich®
L-serin Sigma-Aldrich®

LDH Assay Kit Thermo Scientific™®
PBS Sigma-Aldrich®
Retinoik asit Sigma-Aldrich®

RNA izolasyon Kiti Invitrogen™®

Sybr Green Master Mix Applied Biosystems™®
TAK Kiti Rel Assay Diagnostics®
TOS Kiti Rel Assay Diagnostics®
Tripan Blue Sigma-Aldrich®
Tripsin/EDTA Sigma-Aldrich®

3.1.2. Cihazlar

Tez calismasi siiresince kullanilan cihazlarin listesi asagida ¢izelge halinde

verilmistir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Aragtirmada Kullanilan Cihaz Listesi.

Cihazin Adx 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

Dijital Mikrobiyolojik Emniyet Kabini
Isitici-sogutucu Kuru Blok

Isitilict Manyetik Karigtirict

Esco, uus-439b
ESCO, AC2-4E8M
Bioer, ch 202
Daihan, shr

Invert Mikroskop Leica DFC450C Model: CH-9435
Masaiistii pH Metre Adwa, AD1000
Otoklav JSR, JSAC-60
PZR Cihazi SensoQuest
Real-time PZR Cihazi Qiagen Rotor-Gene Q
Santrifiij Hettich Zentrifugen Universal 320R
Sogutmal1 Santrifiij Hettich, Universal 320R
Spektrofotometre Biotek EPOCH
Su Banyosu Daihan
Ultra Saf Su Cihaz1 Millipore, Q-3W
Vorteks Wisd Wisemix VM-10
3.2. Yontem

3.2.1. In vitro Calismalar

3.2.1.1. Hiicre kiiltirii

Calismada insan noroblastomadan koken alan SH-SY5Y hiicreleri kullanilmistir.
Hiicreler flasklarda tek katman olacak sekilde %10 FBS, %] penisilin/streptomisin, %1
L-glutamin igeren Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM): F12 besiyeri i¢inde
37°C’de pH dengesinin korunmasi i¢in %5 CO; i¢eren ortamda biiyiitiilmiistiir. %70-80
konfluense ulasan hiicreler haftada en az iki kere pasajlanarak cogaltilmigtir. Pasajlama
islemi i¢in flasktaki besiyeri uzaklastirilarak PBS ile birka¢ kez yikanmis ve %0,1 tripsin
ve 9%0,04 EDTA soliisyonu eklenmistir. Flasklar inkiibatére kaldirilarak 5 dk
beklenmistir. Hiicreler flask tabaninindan tamamen ayrilinca tripsini inhibe etmek
amaciyla besiyeri eklenmistir. Hiicreler 15 ml’lik santrifiij tiiplerine alinarak 1500 rpm’de

3 dakika santrifiij edilerek slipernatant atilmis ve besiyeriyle yeniden siispanse edilmistir.
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Hiicre sayisini saptamak amaci ile hemositometre kullanilmistir. Hemositometrede,
ortama ilave edilen tripan mavisi (vital boya) ile siispansiyondaki hiicrelerin hem sayis1
hem de canlilik oranlar1 belirlenmistir. 25 ¢cm? flasklara 1x10° hiicre olacak sekilde ekim

yapilmis ve 2 giinde bir besiyeri degistirilmistir.

3.2.1.2. SH-SYSY Hiicrelerinin Farkhlastirilmasi

Farklilagma siireci i¢in Bittencourt Pasquali et al. (2016) tarafindan belirtilen
yontem esas alinmistir. Buna gore hiicreler baslangigta 75cm?'lik flasklarda 1,5 x 10*
hiicre / cm? olacak sekilde ekilmistir. Hiicrelerin tutunmasi i¢in 24 saat bekledikten sonra,
hiicrelerin bulundugu besiyeri 1s1yla inaktif hale getirilmis fetal sigir serumu (%1 FBS)
ve 10 uM retinoik asit (RA) iceren DMEM:F12 besiyeri ile degistirilerek farklilagma
stireci baglatilmistir. Kiiltiir ortam1 her 3 giinde bir degistirilmistir. 11 giin boyunca

hiicrelerin morfolojisi ve farklilagsma siireci 151k mikroskobu ile izlenmistir.

3.2.1.3. WST-8 Testi

WST-8, hiicrelerdeki dehidrogenaz enzim aktiviteleri ile indirgenir ve hiicre
kiiltiirii ortaminda ¢oziliniir olan sar1 renkli bir formazan boyasina doniisiir. Hiicrelerdeki
dehidrogenazlarin aktiviteleri ile {iretilen formazan boyasinin miktari, canli hiicrelerin
sayistyla dogru orantilidir. WST-8'in saptama hassasiyeti, MTT, XTT, MTS veya WST-
1 gibi diger tetrazolyum tuzlarindan daha yiiksektir. Bu amagla WST-8 miktar1 dl¢iilmesi
icin ticari olarak satilan CVDK-8 kiti kullanilmistir. Farklilasmis SH-SYSY hiicreleri 96
kuyulu plakalara ekilerek 24 saat tutunmalari i¢in beklenmistir. Ardindan toksik doz
olarak belirlenen AICl3 (200 uM) ile birlikte DCS ve LS aminoasitleri c¢esitli
konsantrasyonlarda (0-800 mg/L) uygulanarak 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda hiicre canlilig1 kitte belirtilen prosediir takip edilerek belirlenmistir. Kisaca, DCS
veya LS ile muamele edilmis hiicrelerin tizerine 10 ul CVDK-8 reaktifi eklenmis ve 2
saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Siire sonunda her bir 6rnegin absorbansi 450 nm’de

okutulmus ve % canlilik degerleri hesaplanmistir.
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Sekil 3.1. A) WST ve WST-8 Yapis1 B) WST-8 ile Hiicre Canlilig1 Tespiti Prensibi.

3.2.1.4. LDH Testi

Hiicre sitotoksisitesinin belirlenmesi amaciyla ticari olarak satilan Pierce LDH
Cytotoxicity Assay Kit kullanilmistir. Farklilagsmig SH-SYSY hiicreleri 96 kuyulu
plakalara ekilerek 24 saat tutunmalari i¢in beklenmistir. Ardindan toksik doz olarak
belirlenen AICI3 (200 uM) ile birlikte DCS ve LS aminoasitleri ¢esitli konsantrasyonlarda
(0-800 mg/L) uygulanarak 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda iiretici
tarafindan belirtilen prosediir takip edilerek sitotoksisite belirlenmistir. Kisaca, her bir
ornekten 50 ul serum yeni bir 96 kuyulu plakaya aktarilmis ve 50 pl reaksiyon karigimi
ile kangtirilmistir. Plaka oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildikten sonra 50 pl
reaksiyon durdurma soliisyonu eklenerek karistirilmistir. Her bir 6rnegin absorbansi 490
nm dalga boyunda oOl¢iilmiistiir. Referans dalga boyu olarak 680 nm dalga boyu
kullanilmistir.  Maksimum LDH aktivitesi i¢in kitte bulunan lizis tamponu (10X)
kullanilmistir. Spontan LDH aktivitesi i¢in ise distile su kullanilmistir. % Sitotoksisite

degerleri asagida verilen formiil kullanilarak hesaplanmustir.

Ornegin LDH aktivitesi — Spontan LDH aktivitesi
% Sitotoksisite = %100
Maksimum LDH aktivitesi — Spontan LDH aktivitesi
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Sekil 3.2. LDH ile Sitotoksisite Tespiti Prensibi.

3.2.1.5. Metal Selatlama Calismasi

Selatlama c¢aligmalar1 bir UV-Vis spektrofotometresi (Biotek EPOCH)
kullanilarak suda yapilmistir. DCS ve LS (200 umol L) tek basina veya AlCls, FeCls,
CuSOs4 veya ZnCl, (200 pumol/L) varliginda oda sicakliginda 30 dakika boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda, DCS ve LS’nin emilim spektrumu 200 ila 500 nm
arasinda degisen dalga boyu ile kaydedilmistir. Son reaksiyon karisim hacmi 1 mL ve test
edilen aminoasit ve metallerin son konsantrasyonlar1 200 umol/L olacak sekilde

ayarlanmugtir.

3.2.2. In vivo Calismalar
3.2.2.1. Deney Hayvanlan

Tez calismasinda kullanilan ratlar Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezinden (ATADEM) temin edilmistir. Deneylerde yetiskin 200-300 gram
agirliginda Sprague Dawley 1rki toplam 30 adet disi rat kullanilmis ve kayipsiz olarak
yine 30 adet rat ile caligma tamamlanmistir. Tiim hayvanlar standart 151k 12 saat aydinlik/
12 saat karanlik ve 25°C 1s1da, yeteri kadar su ve yem verilerek standart plastik kafeslerde
calisgmanin sonuna kadar bekletilmistir. Calismanin tim uygulamalar1 Atatiirk
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (AUHADYEK) tarafindan verilen
10.05.2018 tarihli ve 77040475-000-E.1800140631-1851 say1l1 yazist ve 121 nolu karar
ile onaylanmigtir. Calisma gruplar1 ve hayvan sayilar1 asagida belirtildigi sekilde

planlanmistir (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. Calismada Kullanilan Hayvan Sayis1 ve Gruplar.

Deney Gruplar Hayvan Uygulanan Doz Uygulama
Sayisi(n) Madde Siiresi
Kontrol 5 - - 4 hafta
Alzheimer 5 AICl; 5 mg/kg/giin 4 hafta
DCS 5 DCS 3,6 mg/kg/giin 4 hafta
LS 5 LS 3,6 mg/kg/giin 4 hafta
Alzheimer + DCS 5 AICl; 5 mg/kg/giin 4 hafta
DCS 3,6 mg/kg/giin
Alzheimer + LS 5 AICl; 5 mg/kg/giin 4 hafta
LS 3,6 mg/kg/giin

Alzheimer Grubu (n=5): Alzheimer hastaliginin ratlarda olusturulmasi i¢in norotoksik
ajan olarak intraperitoneal (i.p.) yolla AICl; enjekte edilmistir. AICl3 distile su ile

¢cOzillmistiir.

DCS Grubu (n=5): Ratlara 4 hafta siire ile i.p. olarak 3,6 mg/kg/giin DCS verilmistir.

DCS distile su ile ¢oziilmistiir.

LS Grubu (n=5): Ratlara 4 hafta siire ile i.p. olarak 3,6 mg/kg/giin LS verilmistir. LS

distile su ile ¢ozlilmiistiir.

AICI3 + DCS Grubu (n=5): Ratlara 4 hafta siire ile i.p. AICl; uygulamasina ek olarak 4
hafta stire ile i.p. olarak 3,6 mg/kg/giin DCS verilmistir.

AICI;3 + LS Grubu (n=5): Ratlara 4 hafta siire ile i.p. AICl; uygulamasina ek olarak 4
hafta stire ile i.p. olarak 3,6 mg/kg/giin LS verilmistir.

Kontrol Grubu (n=5): Ratlara herhangi bir islem uygulanmamis olup normal giinliik

yasamlar1 korunmustur.

Tiim ratlara son uygulamadan 24 saat sonra davranis testleri uygulanmistir.
Davranig testlerinin ardindan ratlara i.p. olarak iiretan enjekte edilmistir. Batin agilip
heparinli enjektorle yaklasik 5 ml kan intrakardiyak yontemle alinarak heparinli tiiplere

konulduktan sonra ratlar dekapite edilmistir.
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Sekil 3.3. intraperitoneal Enjeksiyon.

3.2.2.2. Viicut Agirhg:

Tim gruplardaki ratlarin AICl; ve aminoasit uygulamalari dncesinde viicut
agirliklar Olciilmiistiir. Viicut agirliklar: haftalik olarak takip edilmistir ve uygulamalar

sonunda tekrar 6l¢iilerek baslangic agirliklarina gore farkliliklar belirlenmistir.

3.2.2.3. Davrams Testleri

Morris’in Su Tanki Testi

Morris’in su tanki deneyi, ilk kez Morris tarafindan 1984 yilinda 6nerilmis olan
(Morris 1984) ve uzamsal bellegi test etmek amaciyla siklikla kullanilan bir yontem
olarak kabul edilmektedir. Su tanki, 150 cm ¢apinda ve 50 cm yiiksekliginde biiyiik daire
seklinde bir havuzdan olusmaktadir. Tankin igerisinde 35 cm yiiksekliginde, 25+1 °C
sicakliginda ve siyah renge boyanmis su bulunmaktadir. Teorik olarak tank tabandan 4
esit ceyrek daireye boliinmiis ve yonlerine gore isimlendirilmistir (kuzeydogu, kuzeybati,
glineydogu, giineybati). Her bir kenar uzunlugu 12,5 cm olan ve siyaha boyanmis olan
kagma platformu suyun 1 cm altinda kalacak sekilde tankin kuzeybati boliimiine
yerlestirilmistir. Kagma platformu tank igerisinde hep ayni ¢eyrek daireye (kuzeybati)

yerlestirilmistir. Tankin {ic kosesine farkli renkte ve geometrik sekilde isaretler
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konumlandirilmistir. Dordiincii kdsede ise arastirmact her glin yerini almistir. Ratlar 4
giin siire ile ve giinde 4 kez her seferinde farkli bir koseden birakilmak suretiyle tankta
ylizdiriilmiistiir. Denemelerde, hayvanlarin kagma platformunu bulma siireleri

kaydedilmistir.

Hayvanlarin platformu bulmalari i¢in 90 saniye siire taninmustir. Siire sonunda
platformu bulamayan ratlar platformun iizerine elle yerlestirilmis ve 20 saniye kalmalari
saglanmistir. Besinci giinde ise su tankindaki kagma platformu kaldirilmis ve ratlar
platformsuz su tankinda 5 dakika boyunca yiizdiiriilmiistiir. Ratlarin 4 giin boyunca ayni
yerde bulunan platformun yer aldigi c¢eyrekte (kuzeybati) ne kadar siire gecirdigi
kaydedilmistir.

Sekil 3.4. Morris Su Tanki Deney Diizenegi. A) ik 4 Giine Ait Diizenek B) 5.Giine Ait

Diizenek.
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Sekil 3.5. Morris Su Tanki1 Goriintimii.

Pasif Sakinma Testi

Pasif sakinma testi, kiiciik laboratuvar hayvanlarinda kisa siireli veya uzun siireli
bellegi degerlendirmek i¢in klasik olarak kullanilan korku-giidiimlii testlerden biridir.
Diizenek, biri aydinlik digeri ise karanlik oda olmak tizere iki bolmeden olugsmaktadir.
Bu bdlmeler arasinda otomatik olarak acilip kapanma o6zelligine sahip bir kapi
bulunmaktadir. Test diizeneginde ratlarin ayaklarina elektrosok verebilecek iletken ylizey
yer almaktadir. Deneyin ilk giinii ratlar aydinlik bélmeye birakilmis ve 20 saniye aligma
siiresinin ardindan kap1 otomatik olarak acilmistir. Kapinin agilmastyla ratlar i¢giidiisel
olarak karanlik bolmeye ge¢mis ve kapt kapanmigtir. Karanlik bélmede bulunan rata 3
saniye siire ile 0,5 mA olacak sekilde elektrosok verilmistir. Tkinci giin, aym test tekrar
edilmigtir ve ratlarin karanlik bolmeye ge¢me siireleri kaydedilmistir. Eger 5 dakika
icerisinde rat karanlik bolmeye ge¢gmemis ise deney sonlandirilmig ve bu ratlarda
O0grenmenin bozulmadigi gosterilmistir. Karanlik bolmeye gecen ratlar ise tekrar
elektrosoka maruz kalmis dolayisiyla ratlarda Ogrenmenin bozulmus oldugu

gosterilmistir.
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Sekil 3.6. Pasif Sakinma Testi Goriiniimii.

3.2.2.4. Biyokimyasal Analizler

Davranis testlerini takiben, liretan anestezisi altinda tiim gruplardaki ratlarin batini
acilip yaklasik 5 ml kan intrakardiyak yontemle alinarak EDTA’11 tiiplere konulmustur.
Orneklerin  biyokimyasal analizleri Atatiirk Universitesi Arastirma Hastanesi

laboratuvarlarinda hizmet alimi1 yapilarak gergeklestirilmistir.

3.2.2.5. Hemotolojik Analizler

Davranis testlerini takiben, liretan anestezisi altinda tiim gruplardaki ratlarin batini
acilip heparinli enjektorle yaklasik 5 ml kan intrakardiyak yontemle alinarak heparinli
tiiplere konulmustur. Orneklerin hemotolojik analizleri Atatiirk Universitesi Arastirma

Hastanesi laboratuvarlarinda hizmet alim1 yapilarak gerceklestirilmistir.
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3.2.2.6. Toplam Antioksidan Kapasite (TAK) Analizi

Beyin doku 6rneklerindeki toplam antioksidan kapasitenin belirlenmesi amactyla
TAK (Rel Assay Diagnostics®, Gaziantep, Tiirkiye) kullanilmistir ve iireticinin dnerdigi
prosediir takip edilmistir. Buna gore 30 pl beyin homojenat 6rnegi ile 500 pl reaktif 1
karistirilmis ve 30 saniye sonra 660 nm dalgaboyunda spektrofotometre ile absorbans
Ol¢iilmiigtiir. Daha sonra 75 ul reaktif 2 eklenmis ve 10 dakika oda sicakliginda
inkiibasyonun ardindan 660 nm dalgaboyunda spektrofotometre ile absorbans
Ol¢iilmiigtiir. Ayn1 prosediir 6rneklerin yani sira deiyonize su ve standart kullanilarak
gerceklestirilmistir. Standart olarak bir vitamin E analogu olan Trolox ekivalenti

(1mmol/L) kullanilmistir. Sonuglar mmol/L olarak ifade edilmistir.

3.2.2.7. Toplam Oksidatif Stres (TOS) Analizi

Toplam oksidatif durumun belirlenmesi ticari olarak satilan TOS kitleri (Rel
Assay Diagnostics®, Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak ve ireticinin 6nerdigi prosediir
takip edilerek gergeklestirilmistir. Buna gore 75 ul beyin homojenat 6rnegi ile 500 pl
reaktif 1 karigtinlmis ve 30 saniye sonra spektrofotometre cihazinda 530 nm
dalgaboyunda absorbans 6l¢ililmiistiir. Daha sonra 25 pl reaktif 2 eklenerek 10 dakika oda
sicakliginda inkiibasyon yapilmistir. Inkiibasyon sonunda 530 nm dalgaboyunda
spektrofotometre ile ikinci absorbans Ol¢limii gergeklestirilmistir. Standart olarak
hidrojen peroksit (20 mmol/L) kullanilmistir. Sonuglar pumol H>O> Equiv./L olarak ifade

edilmisgtir.

3.2.2.8. Mikrog¢ekirdek Testi

Mikrogekirdek (MC) testi, Tolbert et al. (1992) ve Al-sabti et al. (1995)'in
belirttigi yontemlere gore gerceklestirilmistir. Heparinli siringaya toplanan taze kan
ornekleri temiz, yagsiz buzlu cam slaytlara yayilarak preparatlar hazirlanmistir. Slaytlar,
10 dakika boyunca metanol i¢inde sabitlenmis, 12 saat siire ile oda sicakliginda gece
kurumaya birakilmistir. Sabitlemeden sonra, ayni slaytlar 10 dakika Giemsa (%)5) ile
boyanmistir (Palhares and Grisola 2002). Slaytlar dikey konumda havada kurutulduktan

sonra lamel ile kapatilarak 151k mikroskobunda incelenmistir. Her bir grup i¢in, her bir
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hayvandan iki mikroskobik slayt hazirlanmistir. Eritrositlerde niikleer lezyonlar1 ve

mikroniikleuslar1 belirlemek i¢in slayt bagina 1000 ¢ekirdek skorlanmistir.

3.2.2.9. Patolojik inceleme

Davranis testlerini takiben, liretan anestezisi altinda tiim gruplardaki ratlarin beyin
dokular1 g¢ikarilmistir. Cikarilan dokular PBS ile yikandiktan sonra hizlica %10’luk

formaldehit i¢ine alinarak histolojik degerlendirme i¢in hazirlanmigtir.

3.2.2.10. Molekiiler Genetik Analizler

3.2.2.10.1. Dokudan RNA izolasyonu

Davranis testlerini takiben, iiretan anestezisi altinda ¢ikarilan beyin dokular1 sivi
azot igerisinde hizlica dondurulduktan sonra metal boncuk kullanilarak homojenizatorde
40 rpm’de 4 dakika pargalama islemi yapilmistir. Elde edilen doku homojenatlarindan
RNA izolasyonu i¢in PureLink™ RNA Mini Kiti (Invitrogen™) kullanilmistir ve
iireticinin Onerdigi prosediir takip edilmistir. Buna gore, Ornekler oda sicakliginda
12.000xg’de 2 dk santrifiij edilmistir. RNA igeren sivi fazin hepsi yeni bir ependorf
tiipiine almarak {izerine 500 ul %70’lik etanol eklenmis ve vortekslenmistir. Orneklerden
700 pl alinarak kit igerisindeki kolonlara aktarilmis ve oda sicakliginda 12.000xg’de 15
saniye(sn) santrifiij edilmistir. Kalan oOrneklerde kolonlara aktarilarak ayni sekilde
santrifiij edilerek kolondan ge¢meleri saglanmistir. Yikama iglemleri i¢in kitin i¢indeki
Wash 1 ve Wash II soliisyonlar1 kullanilmistir. Kolondaki orneklere 700 pul Wash I
eklenerek 12.000xg’de 15 sn santrifiij edilmistir. Daha sonra 6rneklere 500 pul Wash II
eklenerek 12.000xg’de 15 sn santrifiij edilmis ve bu islem bir kere daha tekrarlanmistir.
Tiipiin altindaki sivi bosaltilarak hicbir sey eklenmeden 12.000xg’de 2 dk santrifij
edilmigtir. Kolon ¢ikarilarak yeni ependorf tiiplere takilmis ve {istiine 30 pl RNase
icermeyen su eklenerek oda sicakliginda 1 dk bekletilmistir. Daha sonra 12.000xg’de 2
dk oda sicakliginda santrifiij edilerek RNA 6rnekleri ependorf tiipte toplanmigtir. RNA

ornekleri kullanilincaya kadar -80°C’de saklanmustir.
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3.2.2.10.2. Spektrofotometrik RNA Olciimii

Izole edilen RNA &rneklerinin miktar ve safligi Epoch cihaz ile belirlenmistir.
RNA miktar1 pg/ml olarak oOl¢iilmistir. ¢cDNA sentezi i¢in RNA miktarlarinin

esitlenmesi amactyla okunan en diisiik RNA degeri standart alinmistir.

3.2.2.10.3. cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in “High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” (Applied
Biosystems™ ) kullanilmis ve iireticinin 6nerdigi prosediir izlenmistir. Buna gére cDNA
sentezi i¢in 10pul RNA 6rnegi, 2 pl 10XRT random primer, 2 pul 10XRT buffer, 0,8 pl
25XdNTP mix, 4,2 pl niikleaz icermeyen su ve en son olarak 1ul MultiScribe™Reverse
Transkriptaz enzimi kullanilmistir. Hazirlanan Ornekler termal dongii cihazina
yerlestirilerek 25°C’de 10 dk, 37°C’de 120 dk, 85°C’de 5 dk ve 4°C’de « olacak sekilde
programlanmistir. Elde edilen cDNA &rnekleri -20°C’°de saklanmustir.

Cizelge 3.4. cDNA Reaksiyonu.

Bilesik Hacim (pl)
10X RT Tamponu 2,0

25X dNTP karisimi (100mM) 0,8
MultiScribe™Revers Transkriptaz 1,0

10XRT Random Primer 2,0
Niikleaz icermeyen H20 4,2
Reaksiyon Toplami 10,0

Cizelge 3.5. cDNA Sentezi I¢in Uygulanan PZR Programu.

PZR 1.Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicaklik 25°C 37°C 85°C 4°C
Zaman 10 dk 120 dk 5 dk o0
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3.2.2.10.4. Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PZR)

Secilen genlere ait mRNA seviyelerinin belirlenmesi i¢in revers transkripsiyon ile
elde edilen cDNA’lar spesifik primerlerin varliginda Real Time-Polimeraz Zincir

Reaksiyonu (RT-PZR) ile amplifiye edilmistir. Amplifiye edilen genlere ait primerlerin

sekanslar1 agsagidaki cizelgede verilmistir.

Cizelge 3.6. RT-PZR’ de Kullanilan Primerler.

Gen Forward Reverse

Sembolii

PSENI TGCACAGATGTCTGAGGACAG TGCTCTATCACCTGCCTGGTA
MAPT CAGAAAGGCACATCCAATGC GTTGGTAGGGATGGGGTACG
APP GGAGGAGAGCGACAGCATC CTCCACATCCTCGTCATCCT
ADAMI0 TGCCTCCCAAAGTCTCTCAT AGACGTTGCTCTCGCATACA
BACE1 ACTGTGCGTGCCAACATT GCTTCACCAGGGAGTCAAAA
PSENEN TGCCTTTTCTTTGGTTGGTC TGATCCAGGTGGTGAGAACA
EGFR TCATCAGGGGAAATGCTCTC GAGGATGGGGTTGTTGCTAA
APOE AACCGCTTCTGGGATTACCT AGCTGTTCCTCCAGCTCCTT
BDNF ACAGTATTAGCGAGTGGGTCAC GAACATACGATTGGGTAGTTCG
DAXX AGCCTCTGGTCCCTCTGAGT GCTGCAGTTTGTGGAGGAAC
VEGFA TCAGTTCGAGGAAAGGGAAA GCGAGTCTGTGTTTTTGCAG
APHIA GTGTTTTTCGGATGCACCTT CTGATCGGTCTGTCACATGG
TNF-« TGCCTCAGCCTCTTCTCATT CCCATTTGGGAACTTCTCCT
NCSTN ATTGTGTGGGGGAAACTCAG CCGTCAATACCCATTTCAGG
ACTB ATCGCTGACAGGATGCAGAAG AGAGCCACCAATCCACACAGA

Real Time-PZR fi¢ tekrarli olarak gergeklestirilmistir. Her bir 6rnek igin 2 ul
cDNA, 5ul Sybr Green Master Mix (Applied Biosystems™), 2,0 ul niikleaz igermeyen
su ve 0.5 ul primer olacak sekilde RT-PZR reaksiyon karisimi hazirlanmigtir. Hazirlanan
karisim vortekslenmis ve drneklerin tamamen dibe ¢okmesi ve olusan kabarciklarin yok

edilmesi amaciyla Mini spin cihazinda 1 dakika santrifiij edilmistir.
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Cizelge 3.7. RT-PZR I¢in Her Bir Tiipe Konan Bilesikler.

Bilesik Hacim (pl)
cDNA 2,0
Forward Primer 0,5
Reverse Primer 0,5
Sybr Green Mix 5,0

Niikleaz igermeyen H>O 2,0

Reaksiyon Toplami 10,0

Hazirlanan ornekler Qiagen Rotor-Gene Q Real-Time PZR cihazina
yerlestirilmistir. Is1 kosullar1 50°C’de 2 dakika, 95°C’de 10 dakika X 40 sikliis, 95°C’de
15 saniye ve 60°C’de 1 dakika olacak sekilde ayarlanmistir. Calismada Actb kontrol gen
(housekeeping) olarak  kullanilmigtir. RT-PZR  analizleri sonucunda gen

ekspresyonundaki farkliliklarin hesaplanmasinda 2- AACT metodu kullanilmastir.

Cizelge 3.8. Uygulanan RT-PZR Programu.

RT-PZR X 40 déngii

1. Adim 2.Adim 3.Adim 4. Adim

Sicaklik 50°C 95°C 95°C 60°C
Zaman 2dk 10dk 15sn 1dk

3.2.3. istatistiksel Analizler

Caligmalar sonucunda elde edilen verilen istatistiksel analizi, SPSS® versiyon
20.0 ile gergeklestirilmistir. Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir.
Istatistiksel degerlendirme igin tek ydnlii varyans analizi (ANOVA) ile post-hoc olarak
Duncan’s testi kullanilmis ve istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul

edilmisgtir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. In vitro AICl;3 Toksisite Sonuclari

SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicrelerinin néronal benzeri hiicrelere farklilasma
stireci icin RA kullanilmistir (Sekil 4.1). Anti-Alzheimer potansiyel degerlendirmeleri
icin en uygun AICl; konsantrasyonunu belirleyebilmek i¢in genis bir AICl3 doz araligi
(1.25,2.5,5, 10, 25, 50, 100, 200, 400 ve 800 uM) 24 saat siire ile farklilagmig SH-SY5Y
hiicrelerine uygulanmistir (n = 6). Hiicrelerinin % canlilik oranlart WST-8 analizi ile
belirlenmistir. WST-8 analizi ile elde edilen sonuclar, konsantrasyona bagli AlCI3
toksisitesini gostermistir (Cizelge 4.1). En yiiksek AICIl3 konsantrasyonu (800 puM),
kiiltiirlerin canlilik oranin1 %14,35’¢e diislirmiistiir. En diisiik A1Cl3 konsantrasyonu (1,25
uM) ise, kontrol gruba kiyasla %5,76 oraninda hiicre 6liimiine neden olmustur. %51,02
canlilik orant 200 uM AICI3 uygulanmis hiicrelerde goriilmiistiir. Bu nedenle sonraki in

vitro ¢aligmalarda 200 pM AICl; uygulamas: tercih edilmistir.

Mevcut sonuglar, AICI3’lin kontrol grubuna kiyasla hiicre canlilifi iizerinde
onemli azalmalara yol agtigini1 gostermistir. Bu bulguya paralel olarak, Rizvi et al. (2014)
24 saat boyunca 400 uM aliiminyum kloriir-maltol (Al(mal)3) ile inkiibe edilmis SH-
SYS5Y hiicrelerinin canlilik oraninin %54,6'ya distiigiinii gostermistir. Aliiminyum
tarafindan indiiklenen ndrotoksisitenin altinda yatan mekanizmalar arasinda DNA onarim
enzimi inhibisyonunu, ROS iiretiminin artmasi (Exley 2004), antioksidan enzimlerin ve
etkilerinin azaltilmasi1 (Halliwell and Gutteride 2007), NF-kB, JNK, DNA baglanmasi
gibi yolaklarin degisimi (Lukiw et al. 1987; Alexandrov et al. 2005), hiicre i¢i kalsiyum

ve amiloid B seviyelerinin artmasi (Walton 2012) yer almaktadir.

38



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

@ ! ARS8 -
AT\ g . B.

Sekil 4.1. (A) Farklilagmamis SH-SYSY Hiicreleri, (B) RA Kullanilarak Farklilagtirilmig
SH-SYS5Y Hiicreleri.

Cizelge 4.1. Farklilagmig SH-SY5Y Hiicrelerinde AlCl3'lin Sitotoksisitesi.

Gruplar Hiicre Canhihig: (%)

Kontrol 100
1,25 9424 + 421

25 90,12 + 3,01
% 5 81,54+ 524
Z 10 74,21 + 6,32
S s 71,24 +4,58
£ 50 62,36+2,32
2100 59274647
2200 51024506
S 400 3125%£539

800  1435+421

4.2. In vitro Hiicresel AH Modelinin AICI; ile indiiklenen Sitotoksisitesinde DCS ve
LS’nin Noroprotektif Potansiyelleri

Farklilasmis SH-SYS5Y hiicrelerine 200 pM konsantrasyonunda AlCls
uygulanarak olusturulan Alzheimer modelinde DCS ve LS aminoasitlerinin (10 farkl
dozda) noroprotektif etkileri WST-8 ve LDH yoOntemleri ile kolorimetrik ve kantitatif

olarak saptanmigstir. Mitokondriyal fonksiyonun (WST-8 indirgenmesi) ve membran
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hasarinin (LDH salinimi) belirlenmesi hiicre kiiltlirii sistemlerinde yeni ilaglarin
etkinligini belirlemek icin siklikla kullanilan parametrelerdir (Briest et al. 2015; Kim et
al. 2016). DCS ve LS aminoasitlerinin bulunmadig hiicreler negatif kontrol grubu olarak
kullanilmistir. Pozitif kontrol grubu olarak ise kiiltiir ortamina lizis tamponu (10X)
eklenmistir.

Farkli DCS ve LS konsantrasyonlar1 (1,5-800 mg/L) tek basina hiicre kiiltiirlerine
uygulandiginda kontrol gruba gore hiicre canliligi oranlarini degistirmemistir. Ayrica,
DCS ve LS doza bagh olarak aliiminyum toksisitesine karsi farkli seviyelerde koruma
saglamustir. In vitro norotoksisite aragtirmalardan elde edilen sonuglar asagida grafikler
halinde gosterilmistir (Sekil 4.2 ve Sekil 4.3).

SO0 |
400 | *
200 |+
100 S+

50 -

25 -

12,5 EE—— *

6,25 I

3,12 -

Konsantrasyon (mg/L)

1,5 I
AICI3 mmm #
Kontrol)+) mm #
Kontrol (-) |
0 20 40 60 80 100 120
% Hiicre Canlilig1 (WST)

Sekil 4.2. Farklilasmis SH-SY5Y Hiicrelerinde AICIz Toksisitesine Karsi DCS’nin
Etkisi.

*AlCls grubu ile AlCls’e karst koruyucu amagl verilen DCS grubu arasindaki istatiksel anlamli farkliligi
gostermektedir. # AICI; grubu ile negatif kontrol grubu arasindaki istatiksel anlamli farkliligi
gostermektedir.
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800 I
400 D +
200 -
100 -
50 Dk
25 I
12,5 DS *
6,25 IS *
3,12 S *

Konsantrasyon (mg/L)

1,5 m— *
AICI3 mmm #
Kontroly+) mm #
Kontrol (-)

0 20 40 60 80 100 120
% Hiicre Canliligi (WST)

Sekil 4.3 Farklilasmis SH-SYS5Y Hiicrelerinde AlCI; Toksisitesine Kars1 LS’ nin Etkisi.

*AlCls grubu ile AlCls’e karsi koruyucu amagh verilen LS grubu arasindaki istatiksel anlamli farkliligt
gostermektedir. # AICl; grubu ile negatif kontrol grubu arasindaki istatiksel anlamli farkliligi
gostermektedir.

800 I |
400 N |

200 N +

100 |

50 |

25 I, |
12,5 I, | *
6,25 I *
3,12

Konsantrasyon (mg/L)

1,5 I ¢
AlCI3 #
Kontrol)-+) 1| 1
Kontrol (-)

0 20 40 60 80 100 120
% LDH Aktivitesi

Sekil 4.4 Farklilasmuis SH-SYSY Hiicrelerinde AICI; Toksisitesine Karst DCS’nin LDH
Aktivitesi Uzerine Etkisi.

*AlCls grubu ile AlCls’e karst koruyucu amagl verilen DCS grubu arasindaki istatiksel anlamli farkliligi
gostermektedir. # AICl; grubu ile negatif kontrol grubu arasindaki istatiksel anlamli farkliligi
gostermektedir.
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800 I |
400 |
200 |
100 |
50 I
25 I, |
12,5 I, || *
6,25 I, —|
3,12 |+

Konsantrasyon (mg/L)

1,5 ., — | ¢
AICI3 I |
Kontrol)-+) |
Kontrol (-)  E—

0 20 40 60 80 100 120
% LDH Aktivitesi

Sekil 4.5. liarklllasmls SH-SYS5Y Hiicrelerinde AICI; Toksisitesine Kars1i LS nin LDH
Aktivitesi Uzerine Etkisi.

*AlCls grubu ile AlCls’e karsi koruyucu amach verilen LS grubu arasindaki istatiksel anlamli farkliligt
gostermektedir. # AICl; grubu ile negatif kontrol grubu arasindaki istatiksel anlamli farkliligi
gostermektedir.

LDH salinim testi ile elde edilen sonuglar WST-8 analizine benzer sonuglar ortaya

koymustur. Elde edilen bulgular Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’de gosterilmistir.

WST-8 testi, esas olarak, canli hiicrelerin mitokondriyal metabolik kapasitesini ve
hiicre i¢i redoks durumunu yansitir. SH-SYSY hiicreleri 24 saat boyunca AICl; ile
muamele edilerek norotoksisite potansiyeli WST-8 testi izlenmistir. AICI3 uygulamasi
hiicre canliliginda 6nemli bir azalmaya yol agcmistir (200 pM; yaklasik %49). Farkli
konsantrasyonlarda DCS veya LS uygulamalarimin AICl; kaynakli sitotoksisiteyi
tyilestirdigi gosterilmistir. DCS ve LS, AICl3 maruziyetinin neden oldugu hiicre 6limiinii
inhibe ederek, 200 mg/L konsantrasyonda hiicre canliliginda sirastyla %56,41 ve %30,76

oraninda bir artisa neden olmustur.

AICl; kaynakli membran hasarini degerlendirmek i¢in LDH analizi kullanilmistir.
LDH analizi ile apoptotik veya nekrotik SH-SYSY hiicrelerinden ortam igine salinan bu
stabil enzimin aktivitesi dl¢lilmiistiir. 24 saat siiresince 200 uM AICl3 uygulamas1 SH-

SYSY hiicreleri tarafindan salinan LDH enziminin diizeyini, negatif kontrol grubuna
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kiyasla %54,23 oranina yiikseltmistir. LDH sonuglari, DCS ve LS uygulamalarinin, SH-
SYS5Y hiicre membrant AICIl; ile indiiklenen norotoksisiteye karst korudugunu
gostermektedir. DCS ve LS, AICl; maruziyetinin neden oldugu hiicre 6liimiinii inhibe
ederek, 200 uM konsantrasyonda hiicre canliliginda sirastyla %52,5 ve %31,8 oraninda

bir artisa neden olmustur.

DCS ve LS’nin noroprotektif etkilerini gosteren ¢esitli calismalar bulunmaktadir.
DCS'nin motor ve kognitif fonksiyonun kolaylastirilmasinda yardimci olmasinin yani sira
hipokampal uzun siireli potansiyeli (LTP) ve BDNF ekspresyonu indiikledigi
gosterilmistir (Yaka et al. 2007; Adeleye et al. 2010). DCS ayrica iskemik inme
modelinde bilissel sonuglari iyilestirmistir (Dhawan et al. 2010).

LS'min noroprotektif olabilecegine dair ilk bulgular insan ndron hiicre kiiltiirt
caligmalarindan elde edilmistir. Bu ¢alisma, in vitro olarak LS igeriginin arttirilmasinin,
insan noronal hiicre Kkiiltiirlinde protein agregasyonunu ve apoptozu azalttigini
gostermektedir (Dunlop et al. 2013). insan dis1 primatlarda yapilan ¢alismalar ile LS
uygulanan hayvanlarda ndrofibriler yumaklari yogunlugunun %50-80 oraninda azaldig1
gozlemlenmistir (Cox et al. 2016). Ayrica 20 ALS hastasinda yapilan FDA onayl faz |
klinik calismasi ile giinde 5 g ve 15 g LS takviyesinin ALS hastalarinin fonksiyonel
gerilemesini %22 oraninda azaltirken giinde 30 g LS takviyesinin ALS hastalarinin
fonksiyonel gerilemesini %85 oraninda azalttig1 gosterilmistir (Levine et al. 2016). Bu

veriler LS'in ndroprotektif oldugu hipotezini desteklemektedir.

4.3. Metal selatlama

Beynin etkilenen bolgelerindeki anormal derecede yiiksek seviyedeki biyometal
seviyeleri, f-amiloid olusumuna katkida bulunan oksidatif stresi daha da siddetlendiren
reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu katalize etmektedir. Bu etkiler, metal gelatlayici

ozellikteki bilesikleri AH i¢in umut verici ilaclar haline getirmistir (Zhanget al. 2015).

Bu ¢alisma ile DCS ve LS’nin biyometal A" Fe**, Cu?" ve Zn?* varhiginda
selatlama potansiyelleri, UV-Vis spektrometrisi ile incelenmistir. Sekil 4.6 ve Sekil
4.7°deki sonuglar, DCS ve LS’nin absorbans spektrumlarinin Fe** ilavesinden sonra
belirgin bir artig olusturdugunu gostermistir. Bu sonug, kompleks olusumu nedeniyle

DCS ve LS ile Fe** iyon arasinda bir etkilesim oldugunu ortaya koymustur.
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Sekil 4.6. DCS’nin 200 umol/L AI** Fe**, Cu?*" ve Zn** Varliginda (200 umol/L) UV-

Vis Spektrumu.
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Sekil 4.7. LS’nin 200 umol/L AI*" Fe3*, Cu?* ve Zn** Varliginda (200 pmol/L) UV-Vis

Spektrumu.

4.4. Viicut Agirh@ Degisimi

4 hafta siiresince AICl3, DCS ve LS ile muamele edilen hayvanlarin canli viicut

agirliklart ve tily dokme durumlar haftalik olarak takip edilerek, degisimler

kaydedilmistir. Yapilan gozlemler neticesinde tespit edilen viicut agirliklarinin gruplar

arasinda anlamli farklilik gostermedigi tespit edilmistir. Ayrica deney gruplarinin
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hicbirinde tily dokimii gozlenmemistir. /n vivo arastirmalar i¢in olusturulan deney
gruplarinin uygulama baslangicinda ve sonunda viicut agirliklar: agagida ¢izelge halinde

gosterilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Ratlarin Uygulama Oncesi ve Sonrasi Viicut Agirliklari.

Deney Gruplar Baslangic (gr) Deney Sonu (gr)
Kontrol 283,75+2,32 301,54+4,25
Alzheimer 277,00+3,08 265,01+5,47
DCS 278,80+5,65 282,35+3,69
LS 278,40+7,01 279,54+2.41
Alzheimer + DCS 276,404+2,36 281,21+4,02
Alzheimer + LS 287,5043,24 285,36+2,96

4.5. Davrams Testi Bulgular:

4.5.1. Morris Su Tanki Bulgular

Calismada kullanilan Morris su tanki testi bulgular1 5. Giine ait platform yokken

platformun 6nceki giinlerde bulundugu kadranda gegcirilen siireler seklinde verilmistir

Cizelge 4.3. Morris Su Tank1 Testi Besinci Giin Sonuglari.

Deney Gruplar 5.giin (sn)
Kontrol 32,60+2,47
Alzheimer 18,60+3,78"
DCS 23,40+5,21
LS 22,28+3,48
Alzheimer + DCS 25,75+6,01"
Alzheimer + LS 27,20+4,12"

*Alzheimer grubu ile koruyucu amagli verilen serin gruplari arasindaki istatiksel anlamli farklilig
gostermektedir. # Alzheimer grubu ile kontrol grubu arasindaki istatiksel anlaml farkliligi gostermektedir.
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Ayrica her gruptan birer hayvanin 5.giine ait platform yoklugunda su tankinda

bulunduklar1 alanlar1 gosteren sicaklik harita 6rnegi asagida gdsterilmistir.

Sekil 4.8. 5.Giinde Kontrol Grubundan Bir Hayvamin Platformun Onceki Giinlerde
Bulundugu Kadranda (Kuzey-Bat1) Gegirdigi Siireyi Gosteren Sicaklik Haritasi.

Sekil 4.9. 5.Giinde AICl; Grubundan Bir Hayvanm Platformun Onceki Giinlerde
Bulundugu Kadranda (Kuzey-Bati) Gegirdigi Siireyi Gosteren Sicaklik Haritas.
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Sekil 4.10. 5.Giinde DCS Grubundan Bir Hayvanin Platformun Onceki Giinlerde
Bulundugu Kadranda (Kuzey-Bat1) Gegirdigi Siireyi Gosteren Sicaklik Haritasi.

y

Sekil 4.11. 5.Giinde LS Grubundan Bir Hayvanm Platformun Onceki Giinlerde
Bulundugu Kadranda (Kuzey-Bat1) Gegirdigi Siireyi Gosteren Sicaklik Haritas.
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Sekil 4.12. 5.Giinde AIC1+DCS Grubundan Bir Hayvanin Platformun Onceki Giinlerde
Bulundugu Kadranda (Kuzey-Bat1) Gegirdigi Siireyi Gosteren Sicaklik Haritas.

0

Sekil 4.13. 5.Giinde AICI3+LS Grubundan Bir Hayvanin Platformun Onceki Giinlerde
Bulundugu Kadranda (Kuzey-Bati) Gegirdigi Siireyi Gosteren Sicaklik Haritas.

[ #N

Istatistiksel degerlendirme sonuglar1 AICI; ile maruziyet sonrasi olusturulan
deneysel Alzheimer modeli ratlarin Motris su tanki deneylerindeki hatirlama stirelerinin

kontrol grubundan anlamli derecede daha uzun oldugunu gostermistir. DCS ve LS
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uygulamasi deneysel Alzheimer grubunda uzamis olan hatirlama siirelerini anlaml

ol¢iide kisaltmistir (Cizelge 4.3).

4.5.2. Pasif Sakinma Testi Bulgular:

Calismada ratlarda kisa siireli bellegin degerlendirilmesi amaciyla pasif sakinma

testi uygulanmistir.

1.giin: Pasif sakinma testine ait ilk giin sonuglar1 Cizelge 4.4’de verilmistir. Istatiksel

analizler gruplar arasinda anlamli bir farklilik olmadigini gostermistir.

Cizelge 4.4. Pasif Sakinma Testi Ik Giin Sonuglari.

Deney Gruplar 1.giin (sn)

Kontrol 46,08+4,07
Alzheimer 63,50+3,78
DCS 40,80+7,21
LS 56,00+2,65
Alzheimer + DCS 45,80+3,09
Alzheimer + LS 54,20+3,01

2. giin: Pasif sakinma testine ait 2. giin sonuglar1 Cizelge 4.5’de verilmistir. Istatiksel
analizler AICl; ile kontrol grubu ve AICIl; ile LS ve AICI; ile DCS gruplar1 arasinda

anlamli bir farklilik oldugunu gostermistir.
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Cizelge 4.5. Pasif Sakinma Testi Ikinci Giin Sonuglari.

Deney Gruplar 2.giin (sn)
Kontrol 300,00+0,00
Alzheimer 57,66+3,08"
DCS 199,33+5,63
LS Grubu 286,66+9,14
Alzheimer + DCS 66,20+5,21"
Alzheimer + LS 234,00+4,20"

*Alzheimer grubu ile koruyucu amagli verilen serin gruplari arasindaki istatiksel anlamli farkliligi
gostermektedir. # Alzheimer grubu ile kontrol grubu arasindaki istatiksel anlaml farkliligi gostermektedir.

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, deneysel Alzheimer’l1 sicanlarin aktif
ogrenme deneylerinde kaydedilen sakinma siirelerinin kontrol grubuna gore uzadigi,
sakinma sayilarinin ise azaldig1 saptanmistir. Dolayisi ile DCS ve LS aminoasitlerinin
deneysel Alzheimer modeli ratlarin hatirlama stirelerini kisaltmis olmasi, s6z konusu
aminoasitlerin in vivo deneysel Alzheimer modeli hayvanlarda 6grenme ve bellek
fonksiyonlarimi artirdigini ortaya koymaktadir. Yapilan hayvan caligmalari, DCS’nin
siganlarda 6grenmeyi (Lelong et al. 2001; Hughes 2004), bellegi (Monahan et al. 1989),
bilissel islevi kolaylastirdigin1 ve uzamsal yon ve 6grenme bozukluklarini iyilestirdigini
gostermistir (Flood et al. 1992). DCS’nin ko-agonist olarak gorev alarak NMDA
reseptorliniin  aktivasyonunu sagladigi, boylelikle hayvanlarda ve insanlarda hafiza
fonksiyonunu gelistirdigine dair bol miktarda kanit vardir (Temple and Hamm 1996;
Schneider et al. 2000; Lelong et al. 2001; Andersen et al. 2002; Rouaud and Billard 2003).

Hem in vitro hem de in vivo deneylerden elde edilen ¢esitli kanitlar LS nin
merkezi sinir sisteminde noronal gelisim ve islevinde 6nemli bir rol oynadigini isaret
etmektedir (de Koning and Klomp 2004; Yoshida et al. 2004). LS’nin, hipokampal
ndronlarin morfolojik ilerlemesi i¢in gerekli oldugu ve MSS i¢in giiclii bir sagkalimi
destekleyici faktor olarak iglev gordiigli gosterilmistir (Mitoma et al. 1998; Furuya et al.
2000). Ayrica LS’nin noroprotektif potansiyeli hiicre kiiltiiriiniin yan1 sira insan disi
primatlarda ger¢eklestirilen calismalarla da ortaya konmustur (Dunlop et al. 2013; Cox et
al. 2016).
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Test edilen aminoasitlerin davranis testlerindeki etkinlikleri karsilastirildiginda;

LS’nin deneysel Alzheimer modeli ratlarin uzamis olan hatirlama siirelerini kisaltmakta

DCS’ye gore daha etkili oldugu saptanmistir.

4.6. Biyokimyasal Bulgular

Ratlardan alinan kan Ornekleri kullanilarak biyokimyasal analizler yapilmistir.

Her bir gruba ait biyokimyasal veriler Cizelge 4.6’de verilmistir. Elde edilen bulgulara

gore istatistiki agidan anlamli sonuglar CK (kreatin kinaz), AST (Aspartat
aminotransferaz), ALT (Alanin aminotransferaz) ve iirik asit degerlerinde
gbzlemlenmistir.

Cizelge 4.6. Tiim Deney Gruplarina Ait Biyokimyasal Bulgular.

Kontrol AICl; DCS LS AICL; + DCS AICL + LS
Parametre
CK 682,00 277,00* 570,00 580,00 443,00* 351,00%*
AST 139,00 168,00* 132,00 160,00 156,00 140,00
ALT 48,00 62,00* 51,00 54,00  54,00%* 48,00%*
LDH 469,00 598,00 419,00 463,00 412,00 400,00
Trigliserid 61,00 60,00 66,00 62,00 64,00 70,00
Total
Kolesterol 68,00 64,00 77,00 80,00 71,00 62,00
Ca 11,20 9,80 8,90 10,3 10.70 8,10
P 8,00 7,90 6,70 7,80 8,90 7,80
Mg 3,25 2,26 2,81 2,45 2,49 2,73
Total Bilirubin 0,31 0,01%* 0.54 0,45 0.05%* 0,06 *
Krea. 0,50 0,30 0,20 0,30 0,30 0,50
Na 135,00 125,00 125,00 126,00 129,00 130,00
K 12,45 18,48 12,36 14,25 13,82 14,84
Urik Asit 7,50 4,50%* 6.30 6,70 5,00 6,10
BUN 24,77 21,03 24,49 21,50 21,16 23,36

Istatistiki olarak anlaml1 olan sonuglar * ile belirtilmistir.

CK’nin beynin hiicresel enerjisinde temel bir rol oynadig1 gosterilmistir ve AH
bireylerde oksidasyon ile 6nemli dlgilide inaktive edilmektedir (Jost et al. 2002). Calisma
sonunda gozlemledigimiz AICl; ile olusturulan deneysel AH grubun beynindeki anormal
CK aktivitesi, literatiirdeki bir dizi raporla desteklenmektedir. Burbaeva et al. (1992) AH
beynindeki ndrofibriler yumaklarda CK varligim1 bildirmistir. Ayrica Alzheimer
hastaliginda kreatin kinazin daha diisiik bir aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Smith
etal. 1991; Pettegrew et al. 1994) Bu, CK'nin dogrudan norotransmisyona dahil oldugunu
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ve CK fonksiyonundaki bozulmanin AH beyninde gézlenen nérotransmisyon ve noronal
kaybin azalmasina katkida bulunabilecegini gostermektedir. Ayrica elde edilen verilen
bulgular, DCS ve LS’nin AICI; tarafindan azaltilan CK aktivitesinde anlamli artisa yol

actigini gostermistir.

Aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin aminotransferaz (ALT) baslica
karacigerde bulunan enzimlerdir, fakat kirmizi kan hiicrelerinde, kalp hiicrelerinde, kas
dokusunda ve pankreas, bobrek gibi diger organlarda da bulunabilmektedir. AST veya
ALT seviyelerindeki degisiklikler, esas olarak karaciger rahatsizliklarinin seyrini izlemek
icin kullanilmaktadir (Schwartz 1971; Giannini and Testa 2005). AlCIz ile muamele
edilen ratlarin serum AST ve ALT seviyelerinin artis1 karaciger hasarini gostermektedir.
Bu sonuglar karaciger hasari ile Alzheimer hastaligi arasinda bir iliski olabilecegini
savunan c¢aligmalar ile paralellik gostermektedir (Sutcliffe et al. 2011; Kim et al. 2016).
DCS ve LS uygulamasi AICl; ile indiiklenen AH grubunda artmis ALT seviyelerini
azaltarak iyilestirici bir etki gdsterdikleri sdylenebilmektedir. Her iki aminoasit de AICl3

ile indiiklenen AH ratlarin AST seviyelerinde bir degisiklige yol agmamustir.

Alzheimer hastalifinin patogenezinde oksidatif hasarin 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir (Zhu et al. 2004). Bu nedenle, serum bilirubin ve {irik asit gibi spesifik
antioksidanlarin diisiik seviyeleri AH hastalarinda oksidatif strese dair bazi kanitlar
saglayabilmektedir (Kim et al. 2006). Bu ¢alismada, dogal antioksidanlardan bilirubin ve
irik asitin AH'li ratlarda kontrol gruba gore anlamli derecede diisiikk oldugunu
gosterilmistir. Bu ¢alismanin sonuglari, bilirubin ve iirik asit gibi bazi oksidatif stres
belirteclerinin AICI; ile indiiklenen AH ile iligkili oldugunu ortaya koymustur. AICl3 ile
indiiklenen AH ratlarda, DCS veya LS ile muamele diisiik bilirubin seviyesinde anlamli

bir artisa neden olurken iirik asit seviyesinde anlamli bir degisiklik saptanmamastir.

4.7. Hemotolojik Bulgular

Ratlardan alinan kan Orneklerinin hematolojik analizleri yapilmistir ve her bir
gruba ait hematolojik veriler Cizelge 4.7°de verilmistir. Elde edilen bulgulara gore

istatistiki agidan anlamli sonuglar nétrofil ve bazofil degerlerinde gzlemlenmistir.
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Cizelge 4.7. Tiim Deney Gruplaria Ait Hematolojik Bulgular.

Kontrol AICl; DCS LS AlICLI; + DCS AICL + LS
Parametre
WBC 4,34 4,74 421 5,78 5,10 4,77
LYMPH 80,30 81,00 82,50 81,50 80,50 82,50
NEUT 12,60 123,00%* 11,14 9,35 74,25% 117,00
MONO 1,50 1,40 1,00 1,21 1,20 1,60
EO 5,40 6,30 3,50 4,22 4,80 425
BASO 3,20 0,54* 2,25 2,10 1,20%* 0,47*
RBC 5,41 6,91 5,95 6,07 6,41 4,37
HGB 9,60 11,40 10,50 11,50 11,50 8,20
HCT 32,40 30,39 33,70 31,57 39,70 32,25
MCH 17,70 16,50 17,60 18,00 17,20 18,80
MCV 59,90 57,60 56,60 56,60 59,10 58,80
MCHC 29,60 28,60 31,20 31,70 29,20 31,90
RDW-SD 26,10 21,10 24,90 23,50 25,20 23,10
RDW-CV 15,90 18,90 13,00 14,60 16,50 16,80
MPV 8,00 8,00 7,70 8,40 8,10 8,70
PLT 767,00 506,00 565,00 712,00 726,00 734,00
PCT 0,60 0,40 0,40 0,60 0,70 0,50
PDW 7,80 8,70 7,40 8,20 9,20 9,40
NRBC 1,50 1,00 1,01 1,70 1,20 1,60
P-LCR 9,20 11,50 7,10 14,10 11,40 16,20
MACROR 1,50 1,50 1,30 1,08 1,20 1,01
MICROR 71,40 66,70 78,10 77,80 69,20 70,61

Istatistiki olarak anlaml1 olan sonuglar * ile belirtilmistir.

Inflamasyon, Alzheimer hastaliginin ayirt edici bir 6zelliklerinden biridir ve dogal
immiin hiicrelerin hastalik patogenezine katkida bulundugu gosterilmistir (Wyss-Coray
2006; Schwartz et al. 2013). Notrofil seviyelerindeki artig, kronik inflamasyonun
belirtecidir ve AH ile iligkili

Notrofillerin Alzheimer hastalig1 patogenezine ve biligsel bozukluga katkida bulundugu

olabilecegi bildirilmistir.
gosterilmistir (Vitte et al. 2004; Zenaro et al. 2015). Bizim sonuglarimiz da AlCl3’lin
notrofil seviyesinde artisa yol agarak inflamasyona neden oldugunu gostermektedir.
Ayrica AICI3’lin etkisine karst DCS uygulamasinin nétrofil seviyesinde anlamli bir
diisiise yol acarak inflamasyon fizerinde etkili oldugu sonucuna varilmistir. LS

uygulamasinda ise anlamli bir degisiklik gozlenmemistir.

Diisiik bazofil diizeyleri ise kronik alerjik inflamatuar duruma bagli olarak asir1

kullanimlarm géstermektedir. Onceki ¢alismalarda da azalmis bazofil sayisi ile AH
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arasindaki iligki gosterilmistir (Shad et al. 2013; Chen et al. 2017). Elde edilen bulgular
AICl; muamelesinin bazofil seviyesinde azalmaya yol ag¢tigin1 ve bu azalmanin DCS ve

LS uygulamalari ile anlamli sekilde diizeldigini gostermistir.

4.8. TAK ve TOS Testleri

DCS, LS ve AICl; ile indiiklenmis deneysel AH modeli rat gruplarindan alinan
beyin dokular iizerinde toplam antioksidan kapasitesi (TAK) ve toplam oksidatif stres
(TOS) seviyeleri iizerindeki etkileri Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’de gosterilmektedir.
Sonuglar her iki aminoasitin de TAK seviyelerini destekledigini ortaya ¢ikarmistir. DCS,
LS ve pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik asit (10 pM) TAK diizeylerinde sirastyla
yaklagik olarak 2,37; 2,16 ve 2,75 kat artisa yol agmistir. TOS diizeyinde ise pozitif
kontrol olarak hidrojen peroksit (25 uM) yaklasik 3,12 kat artisa neden olurken AICl3 ile
2,8 kat artisa neden olmustur. Bununla birlikte, DCS ve LS uygulanmis gruplar higbir
uygulama yapilmamis kontrollere kiyasla TOS seviyelerini degistirmemistir. Elde edilen
sonuclar AICl; maruziyetinin TAK diizeyinde anlamli (p <0,05) azalisa ve TOS
diizeylerinin artigsina neden oldugunu gostermistir. Ayrica bu olumsuz degisimlerin DCS
ve LS uygulamalar ile hafifletildigi gosterilmistir (Sekil 4.14 ve Sekil 4.15). LS’nin,
DCS’ye gore AICI; tarafindan indiiklenmis oksidatif stresin hafifletilmesinde daha etkili

oldugu bulunmustur.

Cok sayida calisma ile oksidatif stresin Alzheimer hastaliginin baslangicindan
sorumlu oldugu ve patogenezinde énemli bir rol oynadigi gosterilmistir. Beyin, diger
organlara gore oksidatif strese karsi daha savunmasizdir ve néronlarin bilesenlerinin ¢cogu
(lipidler, proteinler ve niikleik asitler) mitokondriyal disfonksiyon (Federico et al. 2012),
artmig metal seviyeleri (Ayton et al. 2013), inflamasyon (Candore et al.2010; Lee et al.
2010) ve birikmis B-amiloid (AB) (Zhao and Zhao 2013; Yan et al. 2013) nedeniyle
oksitlenebilmektedir. Oksidatif stres, AB'nin birikmesini, tau hiperfosforilasyonunu ve
daha sonra sinapslarin ve ndronlarin kaybini tesvik ederek AH'nin ilerlemesine neden
olmaktadir (Dias-Santagata et al. 2007). Oksidatif stres ile AH arasindaki bu iliski,
oksidatif stresin AH’nin patolojik siirecinin 6nemli bir parcast oldugunu ve AH

tedavisinde antioksidanlarin yararl olabilecegini diisiindiirmektedir.

Mevcut sonuglar DCS ve LS’nin pro-oksidatif degisikliklere yol agmadan farkl
derecelerde antioksidatif potansiyele sahip olduklarini gostermistir. Ayrica, DCS ve LS
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ile yapilan uygulama, AICI3 ile muamele edilen gruba kiyasla TOS diizeyini azaltmis ve
TAK seviyelerini arttirmistir. Bu sonuglar DCS ve LS’nin oksidatif strese karst koruyucu
bir rol oynadigini1 gostermektedir, bu da s6z konusu aminoasitlerin antioksidan etkilerinin

ndronal koruma mekanizmasinda etkili oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.14. In vivo Beyin Dokusunda DCS, LS ve AlICl5’{in TAK Diizeyi Uzerine Etkileri.

*AlCl; grubu ile koruyucu amagh verilen serin gruplari arasindaki istatiksel anlamli farkliligi
gostermektedir. # AICI; grubu ile negatif kontrol grubu arasindaki istatiksel anlamli farkliligi
gostermektedir.
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TOS diizeyi (mmol H,0O, E/L)
[\

Kontrol-  Kontrol+ AICI3 DCS LS AICI3+DCS AICI3+LS

Sekil 4.15. In vivo Beyin Dokusunda DCS, LS ve AlCI5’{iin TOS Diizeyi Uzerine Etkileri.

*AlCl; grubu ile koruyucu amagl verilen serin gruplari arasindaki istatiksel anlamli farkliligi
gostermektedir. # AICI; grubu ile negatif kontrol grubu arasindaki istatiksel anlamli farkliligi
gostermektedir.

4.9. Mikrocekirdek Testi

Sican tam kan Orneklerinden hazirlanan mikrogekirdek (MC) preparatlarinin
analizleri sonrasinda elde edilen sonuglar Sekil 4.16°de gosterilmistir. DCS ve LS ile
muamele edilmis ratlara ait 6rneklerin MC frekanslarinin negatif kontrol degerlerinden
istatistiksel olarak farkli olmadigi gosterilmistir. Dolayisiyla, DCS ve LS aminoasitlerinin
genotoksisite potansiyellerinin bulunmadig1 agik¢a ortaya konulmustur. 28 giin siiresince
AICI3 ile muamele edilmis ratlara ait 6rneklerde gézlenen MC/1000 hiicre degerlerinin
kontrol grubu degerlerinden belirgin bir sekilde (p<0,05) farkli oldugu gosterilmistir. Bu
sonuglar literatiirde bulunan onceki raporlar ile paralellik gostermekte ve Al'nin DNA
molekiiliinde hasar olusturma kapasitesine sahip bir metal oldugunu kanitlamistir. Al'nin,
kromozom kiriklarina yol acarak veya mitotik iglerin olusumuna miidahale ederek
hiicresel boliinme sirasinda kromozomlarin dengeli dagilimini degistiren genotoksik bir

madde oldugu belirtilmistir. Al tedavilerinin, diisiik konsantrasyonlarda bile (5 pM in
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vitro ve 49 mg/kg in vivo) genetik materyale zarar vererek MC olusumuna neden

oldugunu gostermislerdir (Leticia et al. 2017).

Kamalov et al. (2011), aliminyumun diisilk konsantrasyonlarda (10 puM)
mikrogekirdek testi ile saptanabilen DNA hasarimi indiikledigini gostermislerdir. Al
tarafindan iiretilen genotoksisite farkli mekanizmalarla ortaya ¢ikmaktadir: kromatik
yapmin degistirilmesi (Lima et al. 2007), serbest radikal oksijen (ROS) indiiklenmesi
(Kumar and Gill 2009), lizozimden salinan serbest DNaz (Banasik et al. 2005) ve
fonksiyonel gen sinyalinin bozulmasi (Pogue and Lukiw 2016). Aliminyumun bu
mekanizmalarin biri veya tamami araciligi ile genotoksik oldugu diisiiniilmektedir

(Balasubramanyam et al. 2009).

AICI3+LS = %
AICI3+DCS = *
LS -
DCS o
AlCI3 =4
Kontrol =
0 5 10 15 20 25 30
MnPKE/1000 PKE

Sekil 4.16. In vivo Sartlarda DCS, LS ve AICl3 fle Muamele Edilen Ratlarin Kan Smear
Orneginde Gozlenen Mikrogekirdek Sikliklari.

*AICl; grubu ile koruyucu amagl verilen serin gruplari arasindaki istatiksel anlamli farkliligi
gostermektedir. # AICI; grubu ile negatif kontrol grubu arasindaki istatiksel anlamli farkliligi
gostermektedir.

4.10. Patolojik Degerlendirme

DCS, LS ve AICl3’iin beyin dokusunun nispi agirligi iizerindeki etkileri Cizelge
4.8’de gosterilmistir. Bu parametreye gore, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, s6z
konusu metal AICl3 grubunun beyin dokusunda onemli oranda biiziilmeye neden

olmustur.
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Cizelge 4.8. DCS, LS ve AICI5’iin Beyin Dokusunun Nispi Agirhig Uzerindeki Etkileri.

Deney Gruplar Beyin agirhgi
Kontrol 32,60+2,47
Alzheimer 18,60+3,78"
DCS 23,40+5,21
LS 22,28+3,48
Alzheimer + DCS 25,75+6,01"
Alzheimer + LS 27,20+4,12°

*Alzheimer grubu ile koruyucu amagli verilen serin gruplari arasindaki istatiksel anlamli farklilig:
gostermektedir. # Alzheimer grubu ile kontrol grubu arasindaki istatiksel anlamli farklilig1 gostermektedir.

Sekil 4.17. Tiim Deney Gruplarina Ait Beyin Dokularinin Isik Mikrokobu Goriintiileri.
A: Kontrol grubu; B: AlICI3 grubu; C: AICI3+DCS grubu; D: AICI3+LS grubu. (NFY’ler
oklar ile gosterilmistir.)

Kontrol grubu ratlardan elde edilen beyin kortekslerinin Hematoksilen-eosin (H-
E) ile boyanmig kesitleri ile kiyaslandiginda, aliiminyum uygulanmis grubun doku
kesitlerinde mikroskobik diizeyde histopatolojik bulgular saptanmistir (Sekil 4.17).

Hipokampal noéronlarda belirgin dejeneratif degisiklikler gozlenmistir. Hiicresel hasarin
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gostergesi olarak; sitoplazmik ve niikleer biiziisme nedeniyle piknotik bir goériiniim

kazanan noéronlarda yogun boyanma dikkat ¢cekmektedir.

4.11. In vivo Deneysel AH Rat Modelinde Molekiiler Genetik Yamtlar

Yapilan aragtirma sonuglarina gére DCS ve LS nin in vivo olarak AICl; tarafindan
indiiklenen ndrotoksisiteye karsi noroprotektif etki gosterdigi sonucuna varilmistir. Bu
noroprotektif etkinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 bulabilmek i¢in secilen 14
adet genin ekspresyon seviyeleri aragtirilmistir. Bu amagcla her gruptaki hayvanin beyin
dokusundan RNA izole edilmis ve elde edilen RNA 6rneklerinden ters transkripsiyon ile
cDNA sentezlenmistir. Bu cDNA Ornekleri belirlenen genlere ait spesifik primerler
varliginda kantitaitf PZR ile ¢cogaltilmistir. Gruplar arasinda gézlenen gen ekspresyonu

seviyelerindeki farklar Cizelge 4.9'da sunulmustur.

AICl; ile olusturulan deneysel Alzheimer modelinde kontrol grup ile
kiyaslandiginda APP, BACE 1, NCTSN, PSENI, DAXX ve TNF-« genlerinde ekpresyon
diizeylerinde anlamli artis gozlenirken ADAMI0 ve BDNF  genlerininin

ekspresyonlarinda anlamli bir azalma bulunmustur (P <0,05).
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Cizelge 4.9. Tiim Gruplara Ait Beyin Orneklerindeki Genlerin Ekpresyon Degisiklikleri.
(Sunulan degerler kat degisimi olarak verilmistir.)

Gen AICl; DCS LS AICI+DCS  AICI+LS
ADAM10 -1,54+0,21  1,6+0,35 1,66+0,24 0,23+0,09 0,42+0,32
APHIA 0,91+0,35  0,98+0,65 0,56+0,42 0,61+0,32  0,63+0,64
APOE 1,26+0,32  0,97+0,12 1,3240,39 1,21+0,68  1,50+0,89
APP 2,17£0,02  0,57+0,12 0,46+0,10 1,83+0,11  1,76+0,02
BACE] 2,04+0,40  0,80+0,23 0,78+0,32 1,42+0,11  1,9440,22
BDNF -1,24+0,03  1,19+0,27 1,35+0,09 0,10+0,01  0,49+0,03
DAXX 3,32+0,22  1,14+0,35 0,94+0,63 1,54+0,63  2,48+0,50
EGFR -0,12+0,01 1,21+0,35 0,86+0,24 -0,35+0,35 0,93+0,63
MAPT 1,02+0,25  0,73+0,01 0,244+0,02 1,32+0,24  1,41+0,32
NCTSN 3,51+0,84  1,05+0,24 1,08+0,36 1,47+0,42 1,21+0,51
PSENI 2,07+0,2 1,10+0,14 1,05+0,25 0,89+0,34 1,01+0,42
PSENEN 0,93+0,21  1,10+0,25 1,13+0,63 0,86+0,51  1,03+0,36
TNF-o 5,65+£0,82  1,07+0,21 1,26+0,24 2,21+0,45 1,74+0,51
VEGFA 0,98+0,54  0,96+0,21 1,25+0,69 1,41+0,36 1,17+0,28

Amiloid plaklarin birincil bileseni olan amiloid-f, APP’nin B- ve y-sekretazlar
tarafindan kesilmesi ile tiretilir (Castorina et al. 2010). APP ayrica, a -sekretazlar ile de
kesilmekte ve amiloid-p olusumunu engelleyen sAPPa ve C83 iiretilmektedir (Allinson
et al. 2003; Deuss et al. 2008). a-sekretaz, APP'nin ilk kesimi igin B-sekretaz ile rekabet
etmektedir. Her iki enzim de AP olusumu iizerinde zit etki gostermektedir (Lichtenthaler
2011). Bunedenle, bu enzimlerin ekspresyonu ve aktivitesi, Af seviyesini etkilemektedir.
ADAMI0 en iyi ¢alisilan a-sekretazlardan biridir, APP'nin amiloidojenik olmayan yolla

islenmesine aracilik etmektedir (Delarasse et al. 2011)
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BACE]1, B-sekretaz olarak is goren ve pepsin ile retroviral aspartik proteaz aileleri
ile iligkili tip 1 transmembran aspartik proteazdir. APP'nin amiloidojenik yolla

islenmesinde gorev almaktadir.

v-sekretaz; Presenilin (PSEN1), nicastrin (NCTSN), anterior farinks defekt-1
(APH-1) ve presenilin artefaktorii-2 (PSENEN-2) olmak tizere dort proteinden olusan bir
intramembrandz protein kompleksidir (Frykman et al. 2010). Presenilin, y -sekretaz
kompleksinin merkezi ve gesitli protein substratlarinin intramembran parcalanmasini
indiikleyen katalitik bir bilesenidir (Smolarkiewicz et al. 2013). Nicastrin, tek bir
transmembran alan1 i¢eren biiyiik bir proteindir. NCTSN'nin kendisi katalitik olarak aktif
degildir, bunun yerine y-sekretaz kompleksinin diger bilesenlerinin olgunlagmasini ve
dogru taginmasini tesvik etmektedir. 101 amino asit iceren PSENEN-2, y-sekretaz
kompleksinin en kiigiik alt birimidir (Dries and Yu 2008). APH-1 proteininin yedi
transmembran bdlgesi vardir ve kompleksin uygun sekilde birlestirilmesine katkida
bulundugu gosterilmistir. y-sekretaz, AP olusumu sirasinda gorev alan son proteazdir,

miktar1 ve aktivitesi, AB'nin liretimini ve toplanmasini etkileyebilmektedir.

Elde edilen sonuglar aliiminyumun 4APP'nin ifadesini arttirdigin1 gostermistir.
Ayrica AP metabolizmasina katilan enzimlerin ifadesinin agik¢a degistigi de ortaya
konulmustur: (1) ADAM10 ekspresyonu azalmistir; (2) BACEI ekspresyonu artmigtir ve
(3) PSI ve NCT ekspresyonu artmistir. Bu bulgular ADAM10, BACE1, PSI ve NCT gibi
AP metabolizmasi ile iliskili genlerin aliiminyum tarafindan indiiklenen norotoksisite de
yer aldigini gostermistir. Aliiminyumum [ -sekretaz ve y-sekretaz aktivitelerini artirirken
a-sekretaz aktivitesini azalttigi sOylenebilir. Literatiirde yer alan ¢aligmalarda da bu
bulgulara benzer sekilde aliiminyumun, AP tiretimi ve toplanmasin1 hizlandirdigi, Ap
yapisal degisikliklerini indiikledigi ve AP oligomerlerinin olusumunu artirdig

belirtilmistir (Ricchelli et al. 2005; Drago et al. 2007; Zaky et al 2013).
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Sekil 4.18. Tiim Gruplara Ait Beyin Orneklerindeki 4PP Ekspresyon Diizeylerinin
Dagilimi.

*AlCls grubu ile koruyucu amagl verilen serin gruplar arasindaki istatiksel anlamli farklilig1 gosterektedir.
# AICl; grubu ile kontrol grubu arasindaki istatiksel anlamli farklilig1 gostermektedir.
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Sekil 4.19. Tiim Gruplara Ait Beyin Orneklerindeki BACEI Ekspresyon Diizeylerinin
Dagilimi.

*AlCls grubu ile koruyucu amagli verilen serin gruplar arasindaki istatiksel anlamli farklilig1 gosterektedir.
# AICls grubu ile kontrol grubu arasindaki istatiksel anlamli farklilig1 gostermektedir.

62



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

2,5

)

1,5

)

\\m

*
0,5
i =
_ s L
DCS LS AlICI3+DCS AICI3+LS

Relatif ADAM10 ekpresyonu
S

-1,5

-2

R\

Sekil 4.20. Tiim Gruplara Ait Beyin Orneklerindeki ADAM10 Ekspresyon Diizeylerinin
Dagilimi.

*AlCls grubu ile koruyucu amagl verilen serin gruplar arasindaki istatiksel anlamli farklilig1 gosterektedir.
# AICl; grubu ile kontrol grubu arasindaki istatiksel anlamli farklilig1 gostermektedir.

Relatif gen ekpresyonu
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Sekil 4.21. Tiim Gruplara Ait Beyin Orneklerindeki NCTSN, APHIA, PSENEN VE
PSENI Ekspresyon Diizeylerinin Dagilimi.

*AlCls grubu ile koruyucu amagli verilen serin gruplar arasindaki istatiksel anlamli farklilig1 gosterektedir.
# AICl; grubu ile kontrol grubu arasindaki istatiksel anlamli farklilig1 gostermektedir.
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TNF-a, beyindeki en yaygin olarak arastirilan proinflamasyon sitokinleri
arasindadir (Capuron and Miller 2011) ve yaslanma, demans, epilepsi, ameliyat ve
norotoksin maruziyeti sonrasinda gelisen O0grenme ile hafiza bozuklugu ile iliskili
patogeneze neden olmaktadir. (Annamaria and Tiziana 2005, Richwine et al. 2008,
Fonken et al. 2011, Le et al. 2014). Bu nedenle, elde edilen bu sonuglar
ndroinflamasyonun AICl; ile muamele edilen siganlarda Ogrenme ve hafiza

bozuluklarinda rol oynadigin1 gostermektedir.

Relatif TNFa ekpresyonu
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Sekil 4.22. Tiim Gruplara Ait Beyin Orneklerindeki TNF-a Ekspresyon Diizeylerinin
Dagilimi.

*AlCl; grubu ile koruyucu amagl verilen serin gruplari arasindaki istatiksel anlamli farkliligi
gostermektedir. # AICls grubu ile kontrol grubu arasindaki istatiksel anlamli farkliligi gdstermektedir.
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Sekil 4.23. Tiim Gruplara Ait Beyin Orneklerindeki BDNF Ekspresyon Diizeylerinin
Dagilimi.

*AlCl; grubu ile koruyucu amagl verilen serin gruplari arasindaki istatiksel anlamli farkliligi
gostermektedir. # AICls grubu ile kontrol grubu arasindaki istatiksel anlaml farkliligi géstermektedir.

Proinflamatuar sitokinler, NF-xB aktivasyonu yoluyla iNOS gen ekspresyonunu
indiikleyerek oksido-nitrozatif stresi arttirmaktadir. Oksido-nitrozatif stres, noroplastisite
gibi beyin fonksiyonlarinda rol oynayan bir ndrotrofin olan BDNF’in daha da azalmasina
neden olmaktadir. Onceki calismalar, bilissel bozuklugun hipokampal BDNF seviyesinde
azalmaya eslik ettigini gostermistir (Bekinschtein et al. 2008).Ayrica, aliiminyum
beyinde proinflamatuar sitokin/nérotrofin dengesinin bozulmasina yol ag¢maktadir
(Johnson and Sharma 2003). Onceki bir ¢alismada BDNF'nin aliiminyum maltolat
kaynakli hipokampal noronal oliimlere karsi koruyucu bir etkiye sahip oldugu one
stiriilmiigtiir (Kawahara et al. 2003). Bu nedenle, BDNF'nin aliiminyum kaynakli
norotoksisitede dnemli bir rol oynadigi agiktir. Biz de ¢alismamizda BDNF seviyesinin,
kontrol grubuna kiyasla AICI; ile muamele edilen hayvanda 6nemli 6l¢lide azaldigini
gozlemledik. Ek olarak, DCS ve LS uygulanan gruplarda beyin BDNF seviyesinde
belirgin bir artis goriilmiistiir. Daha onceki testlerle de oksidatif hasara karsi koruyucu
oldugu gosterilen DCS ve LS’nin AICI3 kaynakli nérotoksisitede dnemli bir rol oynadigi

gosterilmistir.
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Sekil 4.24. Tiim Gruplara Ait Beyin Orneklerindeki DAXX Ekspresyon Diizeylerinin
Dagilimi.

*AlCls grubu ile koruyucu amagli verilen serin gruplar arasindaki istatiksel anlamli farklilig1 gosterektedir.
# AICI; grubu ile kontrol grubu arasindaki istatiksel anlamli farklilig1 gostermektedir.

DAXX proteini, tiimor nekroz faktorii reseptor siiper ailesine ait olan FAS proteini
ile iliskilidir ve apoptotik sinyalleme i¢in kritik olan 6lim domain alan1 igermektedir.
DAXX'1n asir1 ekpresyonu apoptozu indiiklemekte ve Onceki ¢aligmalarda AH beyninde
ekpresyonunun arttigi bildirilmistir (Lukiw 2004). Sekil 4.21'de agik¢a goriildiigii gibi,
AICl3 ile indiiklenen grupta kontrole kiyasla DAXX ekspresyonu artmistir. Ayrica DAXX
ekpresyonu, DCS ve LS uygulamalart sonucunda anlaml sekilde azalmistir. Bu bulgu
aliminyumun apoptoza neden olarak AH ile iligkili patogeneze neden oldugunu, DCS ve

LS’nin AICl3 ile indiiklenen apoptoza karsi koruyucu oldugunu gostermektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Sonug¢ olarak, bu arastirma ile beyin dokularinda ilk defa kronik AICIs’iin
patolojik etkilerine kars1 glisin-mimetik aminoasitlerin (DCS ve LS) koruyucu rolii tespit
edilmistir. /n vitro noroprotektif potansiyellerinin yani sira in vivo rat kan 6rneklerinde
de s6z konusu aminoasitlerin genotoksik etkilerinin bulunmadig1 da ilk kez rapor
edilmistir. Tez ¢alismalar1 bulgular 1s181nda diisiik dozlarda (3,6 mg/kg) DCS ve LS
diyeti ile basta Alzheimer olmak iizere cesitli ndrodejeneratif hastaliklarin ortaya
¢ikmasinin engellenebilecegini dnermekteyiz. Ustelik s6z konusu dozlarda sitotoksik ve
genotoksik etkilerinin bulunmayisi bu aminoasitlerin koruma amagli olarak
kullanilmalarin1 daha da giivenli hale getirmektedir. Boylece arastirma sonuglarimizin
s0z konusu aminoasitlerin farmakolojik ac¢idan degerlendirilmesine yonelik yeni

caligmalara onemli katkilar saglayacagi kanaatindeyiz.
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