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1. GIRIS

1.1. Demans

Demans kisinin giinliilk aktivitelerini yerine getirmede yetersizlik, diistinsel
becerilerin kaybt ve ciddi Olgiide bellek kaybina yol acan ilerleyici organik
hastaliklar i¢in kullanilan genel bir terim ve isimlendirmedir. Demans beyinde
bulunan ve noéron olarak isimlendirilen hiicrelerin zarar gormesidir. Zararin siddetine
bagli olarak ndron, normal fonksiyonlarini yerine getirme yetenegini kaybeder veya
Olebilir. Bu durum kisinin hafizasini, davraniglarini, yeteneklerini ve diislincelerini
degistirebilir. Doktorlar genellikle Mental Bozukluklar Tanisal ve Istatistiksel El
Kitab1 (Diagnostik ve Statistical Manual of Mental Disorder (DSM))’in kriterlerine
gore tan1 koyarlar. Amerikan Psikiyatri Birligi (American Psychiatric Association
(APS)) 2013 yilinda DSM’nin 5. baskisinda demansi major ve hafif biligsel hastalik
olarak kategorize edilmistir (Fargo ve Bleiler, 2014).

Demans olusumuna yol acan sebepler:

Alzheimer Hastalig1 (AH) Normal Basing¢li Hidrosefali
Vaskiiler Demans Huntington Hastalig:

Lewy body ile olan Demans Kronik Subdural Hematom
Frontatemporal Demans Serebral tiimdrler

Parkinson Hastalig1 Hipotroidizm
Creutzfeld-Jakob Hastalig1 Alkolizm

HIV Ilerleyici Supraniikleer Palsy
Multiple Seclerozis Tiiberkiiloz

Neurosyphilis Wilson Hastalig1

Demans hastalarinin bilyiik bir ¢ogunlugunu (yaklasik %60-70) Alzheimer
hastalig1 olusturur. Vaskiiler demans yaklasik %20’lik kismini, Lewy body ile olan
demans % 10’luk kismin1 ve yaklagik %2 ‘lik kismin1 ise Frontotemporal demansh

hastalar olusturur ( Holmes, 2012; Arlt, 2013; Fargo ve Bleiler, 2014).



1.1.1. Alzheimer Hastahg (AH)

Alzheimer hastaligi (AH) ilk kez Alman Psikiyatrist Alois Alzheimer tarafindan
Presenil Demans olarak 1906’da tanimlanmistir (Kidd, 2008; Sery ve ark. 2013;
Mosher ve Wyss-Coray, 2014). 1901 yilinda Alzheimer Auguste D. AH’l1 hastada
ilerleyici biligsel kayb1 gézlemlemistir. Auguste D. 1906 yilinda 6lmiis olup, o6limii
sonrasinda otopside histolojik yontemler kullanilarak beyin incelemesi yapilmis ve

¢ok sayida miliyer kiiglik odaklar tespit edilmistir (Sery ve ark 2013).

Kiiresel olarak 26 milyondan fazla kisi AH teshisi almistir. Yaklasik %5°1ik
bir kismini olusturan 500 bin kisi 65 yas alt1 (Early Onse Alzheimer Dissease
(EOAH)) hasta grubunu olusturmaktadir. Geri kalan ve biiyiikk bir ¢ogunlugunu
olusturan grup ise 65 yas lizeridir. Bugilin herhangi bir iilkede her 67 saniyede bir
kisi AH teshisi almaktadir. Bu siire 2050 yili1 tahmini 6ngoriilen siklig1 ise her 33
saniyede bir bu hastaligin ortaya ¢ikmasit ve ilerlemesi seklindedir.  Niifus
yaslandik¢a 2050 yili tahmini rakamlarina gére AH teshisi konan hasta sayisinin 100
milyon olacagi tahmin edilmektedir (Fargo ve Bleiler, 2014; Ferreira ve ark 2014).
AH ve onlarin ailelerinin ¢ektigi sikintinin yani sira toplum i¢in biiyiik bir ekonomik
yiik olugturmaktadir. Kanserden sonraki tedavi maliyeti en yiiksek hastalik olan AH
icin etkili bir tedavinin olmamasina ragmen risk faktorlerine miidahale edilerek
(yiiksek kan basinci ve yiiksek kolesterol seviyeleri gibi) sebepler azaltilabilir ve
tedavi maliyetleri diistiriilebilir. AH g¢ogunlukla 65 yas istii bireyleri etkiledigi
gercegi gbz Oniline alindiginda hastaligin baslangi¢ yasindaki 1 yillik gibi kiiclik bir
degisiklik bile 2050 yilina kadar 9,2 milyon daha az vaka karsilasilma sansi ve
milyarlarca dolarlik maliyetin 6niine gegilmesi anlamina gelmektedir. AH igin risk
faktorlerinin belirlenmesi ve tedavi yollarinin gelistirilmesi i¢in muazzam bir efor
harcanmaktadir (Sery ve ark 2013; Agis-Torres ve ark 2014; Fargo ve Bleiler, 2014
Ferreira ve ark 2014; Pimplikar, 2014).

100 yildan fazladir tanimlanan Alzheimer hastaliginin kendine has patolojik
bulgulart sunlardir; senil plaklar (SPs), norofibriler yumaklar (NFTs), sinaptik kayip

ve norodejenerasyon. Senil plaklar amiloid-B (AB)’dan olugmustur ve santral sinir



sistemindeki primer immiin efektor hiicre olan mikroglia tarafindan ¢evrelenmistir.
Norofibriler yumaklar ise hiperfosforilize olmus tau proteinin noronlar arasi
birikimiyle olustugu rapor edilmistir. AH’daki biligsel eksiklik ilerleyici sinaptik ve
noronal kayiplar ile iliskilidir (Kidd, 2008; Ferrer, 2012).

Plaklar

Yumaklar

Sekil 1.1. Senil plaklar ve Norofibriler yumak goriintiisii (Blennow ve ark, 2006).

Amiloid beta ve tau protein birikimine sebep olan molekiiler genetik ve
epidemiyolojik hipotezlerin var oldugu rapor edilmistir. Alzheimer hastaliginin
patofizyolojisinin ag¢iklanmasindaki temel sorun; hastaliga sebep olan anahtar
patolojik mekanizmanin halen agiklanamamasidir (Kiddve ark,2008; Chai ve ark,
2013; Agis-Torres ve ark 2014).

1.1.1.1. Normal Beyin Yaslanmasinin AH’dan Ayrim

Bircok siniflandirma, sadece AH na 6zel belirli bir yasta ve bolgedeki plaklarin kesin

bir sayisinin varsayimi baz alinarak yapilmaktayken yaglilardaki lezyonlarin sayisi



baz alinmamistir. Khachaturian ve CERAH (Consortium to Establish a Registry of
Alzheimer’s Disease) kodlanmalar1 da segilmis kortikal bolgelerde plaklarin giimiis
veya amiloid lekeleri (Khachaturian) ile ya da distrofik noronlarin Bielchowski
lekeleri (CERAH) kullanilarak sayilmasini esas alir.  Hastadaki yasa bagh
lezyonlarinin sayisi, AH tanist koymaya hizmet edmektedir. Bielchowski lekelerinin
boyanmasi ve yorumlanmasindan 6te, Khachaturian ve CERAH siniflandirmalari,
AH’ni smiflandirmak i¢in kullanilan yaklagimsal yontemler olmayip daha ¢ok SPs
birlikteligindeki normal yaslanmadan AH’ni ayirt etmeyi amaglayan yontemlerdir,
(Kidd 2008; Obulesu ve ark 2011; Ferrer,2012; Takata ve Kitamura 2012; Sery ve
ark 2013; Mosher ve Wyss-Coray, 2014).

AH iliskili patolojinin evreleri olan entorinal ve transentorinal korteksten
hipokampiis ve limbik beyne ve nihayetinde tiim serebral kortekse kadar oldugu
kabul edilen norofibriler yumak patolojisini baz alan, ilerleyici AH hipotezi
desteklemektedir. Benzer sekilde, amiloid plaklarin orbital ve temporal
kortekslerden tiim beyin ve son olarak da serebelluma yayildigi gosterilmistir.
Seminal gozlemler, AH’nin serebral korteksin bazi bolgelerindeki ilk tangle veya
amiloid plagindan gelistigi fikri temeline dayanmaktadir (Obulesu ve ark., 2011,
Ferrer,2012; Takata ve Kitamura 2012; Sery ve ark., 2013).

Ilerlemis
Alzheimer
Hastalig1

Saglikli
Beyin

Sekil 1.2. Saglikli ve Alzheimerli beyin goriintiisti (Kidd, 2008)



AH ile cesitli sayilarda senil plaklar ve norofibriler yumaklar (AH iliskili
patoloji)’in eslik ettigi normal yaslanma arasindaki su andaki ayirimi, sirkiilerdir.
Tipik formlar ve sosyal davranislarin frekanslarina bakildiginda normal mental
performans olarak degerlendirilen istatistiksel 6l¢iimler baz alinarak degerlendirilen
norofibriler yumaklar ve senil plaklarin rastgele say1 ve genisligine baghdir (Ferrer,

2012; Fjell ve ark., 2014; Kovacs ve ark., 2014).

AH’nin noropatolojik olarak degerlendirilmesini kolaylastirmay1 hedefleyen
giincel yaklagimlar, AH iligkili degisiklikleri ve vaskiiler hastalik, Lewi cisimcikli
demans, TDP-43 inkliizyonlart ve mesiyal skleroz gibi birliktelik gosteren
patolojileri ortaya ¢ikarmak icin belli bolgeleri secip kesitlerin boyanmasi gerektigini
onermektedir (Ferrer, 2012; Fjell ve ark., 2014; Kovacs ve ark., 2014; Mosher ve
Wyss-Coray, 2014).

Alzheimer Hastalig1

Yaslanmis Mikroglia’da

birikim

Nitrik Oksit Salmim1
Reaktif Oksijen Tirleri Salinimi
Alternatif Sinyal Pro-inflamatuar Sitokin Uretimi
Pro-inflamatuar Fenotip

Oksidatif Stres = . ' ,

Dejenerasyon, Noronal
Disfonksivon

Morfolojik Distrofi / \

Bozulmusg
Fagositoz?

Anormal Protein ve/veya Amiloid Beta

Bozulmusg
Fagositoz?

Bozulmusg
Proteostaz

Apoptotik Hiicre Birikimi

Birikimi

Bozulmus
Amiloid Beta
— Yikim?

Gecikmig/Azalmig
Hasar Cevabi

Bozulmus Motilite

ve Migrasyon

Sekil 1. 3. Yaslanma ve Alzheimer Hastaligi (Mosher and ve Wyss-Coray, 2014)



1.1.1.2. Alzheimer Risk Faktorleri

Alzheimer hastalig1 genetik mutasyonlar yan1 sira yaygin olarak kronik hastaliklarin
gelisimi  sonucunda tek sebep yerine ¢oklu faktorlerin biraraya gelmesi ile
olusmaktadir (Kidd, 2008; Holmes , 2012; Fargo ve Bleiler, 2014; Ferreira ve ark.,
2014).

Bu faktorler yas ile, aile hikayesi, apo €4 geni, orta biligsel kayip,
kardiovaskiiler hastalik risk faktorleri, sosyal ve biligsel yilikiimliiliik, egitim,
travmatik beyin hasar1 olarak sayilabilir. Farkli kaynaklarda 65 yastan kiiclikler
yaklasik %5, 65-74 yas grubunda %2-%15, 75-84 yas grubunda %19-%44 ve 85
yastan blyliklerde ise %42-%38 seklinde verilmistir. Literatirde 65 yasindan
sonraki hastalik goériilme orani logaritmik olarak artmakta oldugu rapor edilmistir
(Kidd, 2008; Chen ve ark., 2009; Holmes, 2012; Agis-Torres ve ark., 2014; Fargo ve
Bleiler, 2014; Ferreira ve ark., 2014; Rocca ve ark., 2014).

1.1.1.3. Presenilin ve APP (Amiloid Prekiirsor Protein)

Hemen her yerde bulunan bir membran proteini olan amiloid prekiirsér protein
(APP), doku spesifik proteolizler tarafindan baslangicta APP’nin ekstraselliiler
dizilerinin kii¢iik bir uzantisini, APP’nin transmembran bdolgesini ve sitoplazmik
kuyrugunu (APP intraselliiler alan1 [AICD]) igeren, APP(S) olarak adlandirilan
biiyiik bir fragmani serbestlestiren a- veya B- sekretazlar tarafindan iiretilmektedir.
Bunlar, transmembran boélgesindeki manifold alanlarinda AH iliskili amiloid
fibrillerinin primer komponentleri olan AB(1-40) ve AB(1-42) gibi kiigiik peptitleri
serbestlestiren gamma-sekretaz tarafindan pargalanmaktadir. [ doku APP ayirici
enzimi (BACEI) ilk basta APP’nin ekstraselliiler boliimiinii ve sonra ¢oziinebilir
ektodomainin (APPs B) ayrilmasini tesvik etmektedir. PS/Y sekretaz, APP C-
terminal fragmaninin transmembran alanini degisik uzunluklarda AP peptitleri (39-

43 aminoasitlik) tiretmek i¢in bolmektedir. Daha sonra, PS/Y sekretaz, APP’yi e-



klivaj alaninda AICD ¢ekirdege transloke olmakta, gen ekpresyonunu tetiklemekte

ve apoptotik hiicre dliimiine aracilik etmektedir (Sekil 1. 4.) (Obulesu ve ark.2011).

Piresenilinlerin  mitokondri  iligkili membran (mitochondria-associated
membranes MAM) fonksiyonunu siirdiirmek ic¢in hayati bir rolii oldugu ve
piresenilinler hasarlanmasimin degismis AP seviyeleri, hiperfosforize tau, fosfolipid,
kolesterol metabolizmasi, membran kalsiyum homeostazi ve anormal mitokondriyal
dinamikler gibi AH karakteristiklerine yol a¢tig1 gosterilmistir (Kidd, 2008; Sery ve
ark., 2013). Piresenilinler in vivo olarak enzimatik kompleks igerisinde artan ana
Piresenil Ornekleri olan N- ve C- fragmanlarini olusturmak {iizere senkronize
endoproteolizise maruz kalir. Fonksiyonel olarak aktif gama-sekretaz (Y-sekretaz)
kompleksi, piresenilin dimerleri ve nicastrin, Pen-2 ve Aphl gibi diger
komponentlerden olusmaktadir. Bu komponentler arasinda Aphl/nicastrin,
piresenilin endoproteolizisine yardim eden tam uzunluktaki piresenilin-1 ve
piresenilin-2’nin stabilizasyonunda rol oynamaktadir. Bu sayede Y-sekretaz
aktivitesine katkida bulunur. Memelilerde sirasiyla 14q24.3 ve 1q31-g42
kromozomlarda lokalize piresenilin 1 ve piresenilin 2’lere sahiptir. Piresenilinl
proteini, insan beyninde agirlikli olarak hipokampiis ve neokorteksin piramidal
noronlarinda, bazal 6n beynin magnoselliller ndronlarinda, beyin sapt motor
noronlarinda ve bazi1 interndron gruplarinda bulunmaktadir.  Piresenilinler,
intraselliiler hiicrelerin sayisiz etkilesimi icin gereklidir fakat bu etkilesimlerin 6nemi
heniiz anlasilmis degildir. Gama-sekretaz, AH’ nin patogenezinde amiloidogenik AB-
42 peptitlerinin lretimi araciligiyla énemli bir rol oynamaktadir. Gama-sekretazin
katalitik merkezi olan presenilin mutasyona ugradiginda, AP42:Ap40 oranim
artirmak suretiyle AH patolojilerini ¢ogaltmaktadir.  Presenilinler, membran
proteinlerinin trafigi ve maturasyonunun transformasyonunda heniiz ¢6ziimlenmemis
olmasia ragmen anahtar rol oynadig1 distiniilmektedir. Presenilin-1, nérogenezis
prosesine hem gelisim siiresince hem de erigkinlerde aracilik eder. Proliferasyonun
ve norogenezisin disregililasyonu, familiyal AH iligskili (FAH) presenilin-1
varyantlarin1 arz eden mikroglialardan sekrete edilen spesifik kemokinlerin ve
biiylime faktorlerinin seviyelerindeki varyasyonlara kismen bagimlidir. Presenilin-1

ve Presenilin-2’nin, birgok sekretaz tip 1 proteininin Notch 1 reseptorleri ve onun



ligandlar1 igin merkezi bir rol oynadiklart bildirilmistir (Obulesu ve ark.2011,
Schellenberg ve Montine, 2012). Gama sekretazin katalitik subiinitinin presenilin-1
veya presenilin-2’ye bagimli oldugu biyokimyasal olarak saptanmistir. Reaktif
astrositlerde ve aktive mikroglialardaki presenilin-1 iiretiminin artmasi, AH gibi
patolojik durumlara yol agmaktadir. Ayrica B hiicre fonksiyonunda anahtar bir rol
oynarlar.  Farkli uzunluklardaki AP’nin gama-sekretaz tarafindan gizli bir
mekanizma araciligiyla iiretimine ragmen sadece AB-42’nin AH patolojisinde yer
aldig1 diistiniilmektedir (Blennow ve ark., 2006; Kidd, 2008; Obulesu ve ark.2011;
Pluta ve ark., 2012; Schellenberg ve Montine, 2012; Takata ve Kitamura, 2012; Sery
ve ark., 2013; Agis-Torres ve ark., 2014).

v —sekretaz Kompleksi

Sitoplazma

Sekil 1.4. Gamma-sekretaz enzim kompleksi. Kompleks nicatrin, aph-1, Pen-2 ve
presenilin (lveya 2) olmak {izere 4 membran proteini igerir (Schellenberg ve
Montine, 2012).

1.1.1.4. AH’deki tau p-amiloidin Néropatolojik Ayiric1 Ozellikleri ve
Molekiiler Patolojisi

Ik elektron mikroskobu galigmalari B-amiloid yapisini ve normal hiicre iskeletinin
disorganizasyonu ve ndrofibriler yumaklarin boliinmiis helikal filamentlerin
kiimelenmesi ile birlikte oldugunu birikimleri kusatan senil plaklar1 gdstermistir.
Degisiklige ugramis mitokondri, rezidual cisimler ve anormal filamentlerle dolu

distrofik noritlerin varlig1 ortaya konulmustur.  Senil plaklar ve norofibriler



yumaklarda ana degisikliklerin biyokimyasal karakteristikleri 1980’lerde ortaya
¢ikmis ve B-amiloidin senil plaklarin ana komponenti oldugunu ve hiperfosforalize
taunun da norofibriler yumaklarin ana komponenti oldugunu kesin bir sekilde
gosterilmistir (Kidd, 2008; Obulesu ve ark., 2011; Pluta ve ark., 2012; Schellenberg
ve Montine, 2012; Sery ve ark., 2013).

Senil plaklar, B-amiloidlerin degisik orneklerinden olusmaktadir.  Bunlar
noronal proseslerin noktali degisiklikleriyle birlikte olan diffiiz plaklar, B-amiloidin
merkezi bir ¢ekirdegi ile hiperfosforalize tau, degisiklige ugramis mitokondri ve
diger hiicresel artiklariyla birlikte olan noritik plaklar oldugu ileri siiriilmiistiir.
Bunlara ek olarak kan damari1 duvarinda f-amiloid birikimi f-amiloid anjiyopatisi de
AH’daki yaygin degisikliklerdendir (Blennow ve ark., 2006; Kidd, 2008; Pluta ve
ark., 2012; Schellenberg ve Montine, 2012; Takata ve Kitamura, 2012; Sery ve ark.,
2013).

APP, B-sekretazlar ve vy-sekretazlar tarafindan yapilan proteolitik kesimi
sonucu olusan ve presenilinlerdeki bir kompleksin devami olan -amiloid birikimleri
de bu komponentlerden birisidir. B-amiloid, senil plaklardaki fibriler B-amiloidin
temel elemanlari olan ¢esitli ayristirilmis tirtinden ana olarak da f-amiloid1-40 ve p-
amiloid1-42 olusmaktadir (Blennow ve ark., 2006; Kidd, 2008; Obulesu ve ark.,
2011; Pluta ve ark., 2012; Schellenberg ve Montine, 2012; Takata ve Kitamura,
2012; Sery ve ark., 2013; Agis-Torres ve ark., 2014; Overk ve Masliah 2014;
Wischik ve ark., 2014).

1.1.1.5. Amiloid Kaskad Hipotezi

Insan amiloid prokersiir protein (APP) 21. kromozom iizerinde bulunmaktadir.
APP’nin 19 exon igerdigi ve 170 kb’dan daha fazla genislikte oldugu belirlenmis
olup, alternatif 1-13, 13a ve 14-18 exonlarin splicing (yapisma) alternatifleriyle,
birkag¢ izoformu bulunmaktadir. Baskin transkriptler APP695 (ekzon 1-6, 9-18 13a



yok), APP751 (ekzon 1-7, 9-18, 13a yok) ve APP770 (ekzon 1-8 13a yok)’dur (Sery
ve ark., 2013).

Amiloid prokiirsor protein tip 1 transmembran proteindir. APP endoplazmik
retikulum (EPR) ‘da sentezlenmektedir. Daha sonra trans-golgi agi ile yiiksek
konatrasyonda kararli halde golgi aparatinda saklanmaktadir (Khachaturain, 2007,
Ferrer, 2012; Sery ve ark., 2013; Pimplikar, 2014).

Erken baslangi¢li ailesel AH’da APP mutasyonlarinin orant %10-15 oldugu
tahmin edilmektedir. APP mutasyonlarinin sebep oldugu AH ortalama 40-50
yaslarda baglamaktadir. Down sendromlularda (trizomi 21) amiloid birikimi
gozlenmektedir. Amiloid birikimi AH hastalirnnda ndropatolojik sebeplere yol
acmaktadir. AH beyninde 3 morfolojik 6zellikli amiloid birikimi gézlenmektedir.
Amiloid prokiirsor proteinlerin biyolojik fonksiyonlar1 farkli birka¢ proteaz ile
boliimlere ayrilarak incenebilir. Amiloid prokiirsor protein birkac sekretaz tarafindan
post-ranslasyonel proteolitik isleme tabi tutulmakta ve a-sekretaz solibl amiloid
protein olusumu, B ve y sekretaz APP kompenentlerin amiloidik 6zelliklerinin
kazanmasin1 saglanmaktadir (Khachaturain, 2007; Sery ve ark., 2013; Bayer ve
Wirths, 2014; Pimplikar, 2014).

1.1.1.6. Alfa (a) Sekretaz

Alfa (a)- sekretaz tarafindan Amiloid prekiirsor proteinin (APP) islenmesi ile f-
amiloid AH’1 verilen kii¢lik peptid yapinin olusumu engellenmektedir. APP, plazma
membran boyunca bulunur ve a- sekretaz tarafindan proteolitik islemden
gecmektedir. AH’1 sAPPa olarak adlandirilan bir solible molekiil boliinme sonrasi
salinmaktadir. sAPPa, noronal plastisite/hayatta kalma da O6nemli rol oynar ve
ekzotoksisiteye kars1 koruma da gorev aldig1 ifade edilmistir. SAPPa bir de stem cell
proliferasyonunu diizenler ve erken CNS (Merkezi Sinir Sistemi) gelisiminde énemli
rol oynadig bildirilmistir (Khachaturain, 2007; Sery ve ark., 2013; Bayer ve Wirths,
2014; Choi ve ark., 2014; Pimplikar, 2014).
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1.1.1.7. p-Sekretaz

Alfa-sekretaz boliinmesinin olmamasi [-ve y-sekretazin AP olusturmak {izere
boliinmeye tabi tutuldugu endositik kompartmanda APP molekiillerinin hiicre icine
alinimina sebep oldugu bildirilmistir (Sery ve ark., 2013). Amiloid prekiirsor protein
icin B-sekretaz 1 (BACE!1) tespit edilmis ve tamimlanmigtir. p-sekretaz 1, APP
metabolizmasiyla ilgili B-sekretazdir. B -sekretaz-1, membran-bagli kismen proteaz
aktivitesine sahip C-terminaline yakin karakteristik tip I transmembran proteazi olup
11. kromozomda bulunan gen 9 ekzon iceren 501 amino asit iceren bir proteindir.
Endoplazmik retikulumda sentezlendikten sonra, BACE1 endosomal kompatmana
dahil edildigi plazma membranina salgi giizergaht yoluyla tasinir. B-sekretaz-1
optimum aktivitesi i¢in asidik bir ortam gerektigi bildirilmistir. Bu uygun ortam
endozomlar tarafindan saglanir (Khachaturain, 2007; Sery ve ark., 2013; Bayer ve
Wirths, 2014; Pimplikar, 2014).

B-sekretaz expresyonu yasla beraber artar ve 6zellikle AH olan kisilerin beyin
korteksinde artis gosterdigi ileri siiriilmiistir. Bu artis1 agiklamak icin birkag
mekanizma ileri striilmiistir (Sery ve ark., 2013; Pimplikar, 2014; Khachaturain,
2007). BACE expresyonun yasa bagli artisini agiklayan mekanizmalardan biri
BACE mRNA translasyonun kontrolden ¢ikmasi veya BACE trafinin bozulmasi
olarak ileri siiriilmekte ve hiicre i¢i BACE ekpresyonun artis mekanizmalar1 arasinda
hipoksi, iskemi gibi oxidatif durumlar bulundugu bildirilmistir. Halen B-sekretaz 1
AH’nin tedavisinde kullanilan ilaglar i¢in hedef durumundadir (Sery ve ark., 2013;
Khachaturain, 2007; Bayer ve Wirths, 2014). Bir diger B-sekretaz da B-sekretaz-2
(BACE2) dir ve BACE1 den daha etkin sekilde a- sekretaz yakin APP’yi kestigi ve
BACE] primer B-sekretaz oldugu rapor edilmistir (Khachaturain, 2007; Sery ve ark.,
2013; Bayer ve Wirths, 2014; Pimplikar, 2014).

APP BACEI tarafindan kesilmesinden sonra APP’nin ektodomaini sAPPf
AH’1 verilen ¢6ziiniir peptid salindigi rapor edilmistir (Sery ve ark., 2013; Pimplikar,
2014). sAPPa ve sAPPp arasindaki farklilik sAPPB da 1-16 karboksil terminal

bolgesi yoksun oldugu rapor edilmistir. Dramatik olarak her iki peptidin rolleri
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onemli Olciide farklidir. sSAPPP noronal hiicre 6liimii ve aksonal budamaya aracilik
eden Olim reseptdr-6 nin ligandi olarak fonksiyon goérdiigii rapor edilmistir

(Khachaturain, 2007; Sery ve ark., 2013; Bayer ve Wirths, 2014; Pimplikar, 2014).

1.1.1.8. y-sekretaz

aCFT, y-sekretaz tarafindan p83 peptide islenir ve bu hizli bi sekilde bozunuma
ugradig1 rapor edilmistir (Sery ve ark., 2013). Ayrica p83’lin fonksiyonu heniiz
tanimlanamamistir. PCFT, y-sekretaz tarafindan AP40 ve AP42 ye parcalanmakta
oldugu bildirilmistir (Khachaturain, 2007; Sery ve ark., 2013; Bayer ve Wirths, 2014;
Pimplikar, 2014).

y-sekretaz kompenentleri olan biiylik kompleks bir yapidir ve baslica 4 protein
yapidan olugsmaktadir. Bunlar; presenilin (PS, PS1 veya PS2), nicastrin olarak yer
almaktadir, Anteriér Farinks-defective-1 (APH-1) ve presenilin enhancer-2 (PEN-2).
y-sekretaz kompleksi endoplazmik retikulum, golgi kompleksi ve trans-golfi aginda
lokalize oldugu gosterilmistir (Khachaturain, 2007; Sery ve ark., 2013; Bayer ve
Wirths, 2014; Pimplikar, 2014).

Insanda presenilin-1 ve presenilin-2 olmak iizere 2 homologu tanimlanmistir.
Ailesel AH formunda PS-1 ve PS-2 de mutasyonlar belirlenmistir (Khachaturain,
2007; Sery ve ark., 2013; Bayer ve Wirths, 2014; Pimplikar, 2014).
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Sekil 1.5. APP protein yapisi ve islenmesi. Ekstraseliiler bolge mavi ile AP bolgesi
kirmiz1 ile gosterilmistir. o-, B- ve y —sekretaz etki bolgeleri goriilmekte
(Schellenberg ve Montine, 2012).

1.1.1.9. Amiloid Prekiirsor Protein (APP)

Amiloid prekiirsor protein endoplazmik retikulum (ER) da sentezlenmektedir. Daha
sonra golgi aparatina ve ordan trans-golgi ag1 ile vezikiillere tasindigi ve APP trans-
golgi aginda ¢esitli postranslasyonel modifikasyonlar (fosforilasyon, tirozin
siilffasyonu, N ve O- glikozilasyon) ge¢irmektedir. Son zamanlardaki arastirmalar
APP’nin axon boyunca calistenin-1 ile tagindigini gostermistir. ~ Alzheimerli
hastalarda beyin hiicrelerinde azalmis calistenin-1 seviyeleri gozlenmis ve AB’nin
artmis seviyeleri ile azalmis calistenin-1 seviyeleri arasinda korelasyon oldugu
belirlenmistir (Blennow ve ark., 2006; Kidd., 2008; Chai ve ark., 2013;). Plazma
membranina APP’nin insersiyonu sonrasinda klatrin aracili hizli bir endositoz
gerceklesmektedir (Kidd., 2008; Chai ve ark., 2013; Blennow ve ark., 2006).
APP’nin C-terminal bdlgesinde bulunan 4 aminoasit dizilimi klatrin aracili APP
endositozu i¢in major signal oldugu, APP’nin C-terminal boliimii baslica intraseliiler
adaptorlere baglandigi gosterilmistir (Kidd., 2008; Pluta ve ark., 2012; Morley ve
Farr. 2014). Lipoprotein reseptor iliskili protein (LRP1) ve apolipoprotein E reseptor
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2 APP ile direk etkilesime girebilme yeteneginde oldugu bildirilmistir. Baglayici
protein igeren APP ve apolipoprotein E reseptor 2 F-spondin, Fe65, Mintl Dabl
araciligiyla intraseliiler etkilesim olustugu ve burada igeri alinma sonrast APP nin
alternatif yollarinin oldugu goésterilmistir. APP hiicre yiizeyinden lizozoma direk ve
hizli taginimi gerceklesir. Ayrica APP proteozomda degrade olabilir veya APP
endozomdan golgi aparati aracilifiyla plazma membranma geri taginabildigi ifade
edilmistir (Blennow ve ark., 2006; Kidd., 2008; Pluta ve ark., 2012; Chai ve ark.,
2013; Agis-Torres ve ark., 2014; Bayer ve Wirths., 2014; Kim ve ark., 2014; Kovacs
ve ark., 2014; Morley ve Farr., 2014).

1.1.1.10. Ap Fonksiyonu

APP’nin ekstraseliiler domaini sinaptik formasyonun siirdiiriilmesinde 06zellikle
Oonem tasimakta oldugu ve sinapslarin Pre ve post-sinaptik etkilesimler i¢in APP
katkida bulundugu rapor edilmistir (Sery ve ark., 2013; Agis-Torres ve ark., 2014).
APP ve BACEI fare hafizasinda yikici bir kayip etkisine yol actigi gosterilmis olup
bunun da AB’nin 6grenme ve bellekte onemli bir rolii oldugu rapor edilmistir
(Ferrer., 2012; Takata ve Kitamura., 2012; Sery ve ark., 2013). Son zamanlarda
yapilan c¢aligmalar, AB’nin diisiik seviyeleri uzun siireli hipokampiis ativitesi, sinir
iletisi ve hafiza i¢in etkin oldugunu gostermistir. Cok diisiik konsatrasyonda AP
saglikli bireylerin hem serobrospinal sivisinda hem de plazmasinda bulundugu rapor
edilmistir (Ferrer., 2012; Takata ve Kitamura., 2012; Sery ve ark., 2013; Overk ve
Masliah., 2014). Bu AB’nin diisiik konsatrasyonlarinda uzun dénem hafiza i¢in
belirgin bir artan potansiyalizasyona sahip iken artan AP konsatrasyonlarinda
hipokampiis potansiyalizasyonunda diisme gosterilmistir (Ferrer., 2012; Takata ve
Kitamura., 2012; Schellenberg ve Montine., 2012; Sery ve ark., 2013; Agis-Torres ve
ark., 2014; Overk ve Masliah., 2014; Wischik ve ark., 2014).

Baglica AB; AP40 ve AP42 olmak iizere iki adet toksik tiir bulundugu ve
AP42/ AB40 oranindaki artis AH igin tipik oldugu ileri stiriilmiistiir (Ferrer., 2012;
Takata ve Kitamura., 2012; Sery ve ark., 2013). AP peptidin cogunlugu AB40 olarak
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noronlardan sekrete olmakta, AB42’nin kiiclik bir fraksiyonu, Alzheimer hastalig1
olanlarda amiloid fibrillerin iiretiminden sorumlu olan baslica amiloid peptid
AP42°’nin kesilmesiyle olustugu rapor edilmistir (Sery ve ark., 2013; Overk ve
Masliah., 2014; Wischik ve ark., 2014). Fibrillerin ¢dziinmez agregatlari, ¢oziiniir
oligomerleri ve dimerleri AB42 ile iligkili oldugu ifade edilmistir. Ekstraseliiler AP
neripsilin ve insililin bozucu enzimlerle intraseliiler agregasyon i¢in hiicreler
tarafindan hiicre igine alinabildigi rapor edilmistir. Intraseliiler amiloid iiriinlerin
hepsi ekstraseliiler araliga bosalir ve sonunda hiicre 6liimiiniin gerceklestigi rapor
edilmistir (Ferrer., 2012; Schellenberg ve Montine., 2012; Takata ve Kitamura.,
2012; Sery ve ark., 2013; Overk ve Masliah., 2014; Wischik ve ark., 2014).

AP40 ve AP42°nin plazma seviyeleri biyolojik risk faktorlerin belirlenmesi i¢in
cok sayida arastirma yapilmistir. AB42 ve AB42/ AP40 oran seviyeleri mutasyon olan
ve olmayan ailesel alzheimerli bireylerde daha yiiksek bulunmustur. Bununla birlikte
AP42 seviyeleri yeni baglayan mutasyonlu alzheimerli bireylerde daha diisiik
seviyede gozlenmistir. Son caligmalar AB’nin ndronlar arasinda transfer edildigini
gostermistir. Bu transfer noronlar arasindaki snaptik baglantiya bagli oldugu ve
alzheimer hastaliginin baglangic asamasi entorinal cortexin dejenerasyonu ile baslar
daha sonra ise iligkili bolgelere dejenerasyonun yayildigi seklinde tanimlanmistir
(Thambisetty ve Lovestone, 2010; Ferrer., 2012; Schellenberg ve Montine, 2012;
Takata ve Kitamura, 2012; Bignante ve ark., 2013; Sery ve ark., 2013; Agis-Torres
ve ark., 2014; Bayer ve Wirths 2014; Morley ve Farr., 2014; Overk ve Masliah.,
2014; Wischik ve ark., 2014;Yan ve Vassar 2014 ).

1.1.1.11. AP’mn Sinaptik Disfonksiyon Uzerine Etkisi

Sinaptik fonksiyonun biitiinliigii, sinaptik temasin majér dokulari olan dendritik
uclarmin belirli formasyonu tarafindan siirdiiriilmektedir Yapisal olarak aktin
flament tarafindan regiile edilmektedir. AH olan bireylerin beyninde progresif
sinaptik disfonksiyon ve kayip saptanmistir. Bu durum kognitif eksiklikle yakindan
iligkili oldugu rapor edilmistir (Blennow ve ark., 2006; Ferrer, 2012; Takata ve
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Kitamura, 2012). Aktin flamentin bozulmasinin aynen mikrotiibiilde oldugu gibi
AH’deki gelisimsel kaskad ile iligkili oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte
mikrotiibiil ve aktin flament yapisinin bozulmasi ile AP ve tau patolojilerinin
beraberligi ile olan iligkisi yeterli olarak anlasilamadigi rapor edilmistir (Blennow ve
ark., 2006; Khachaturian, 2007; Ferrer, 2012; Takata ve Kitamura, 2012; Bayer ve
Wirths, 2014; Overk ve Masliah, 2014; Wischik ve ark., 2014).

1.1.1.12. Tau Protein ( Mikrotiibiil Iliskili Tau Protein (MAPT))

Tau protein geni insanda 17. kromozom {izerinde lokalize ve 15 exon igermekte.
Exon 2, 3 ve 10’nun alternatif splice etkilesimi ile 6 izoformu bulunmaktadir.
Taunun uzun izoformunda fosfat alici olarak 9 potansiyel serin ve treonin
bulunmakta ve 30’dan fazla fosforile edilmis bdlgeye sahiptir. Normal tau proteini
noronlarin sitoiskeletinde sitabilize edici mikrotiibiil olarak islev gormektedir
Membran etkilesimi, enzimlerin sabitlenmesinde yardimci olur ve axonal transportta
da gorev alir (Ferrer, 2012; Sery ve ark., 2013; Fargo ve Bleiler, 2014). Tau proteinin
fosforilasyonu ile mikrotiibiillerin baglanmasi ve montajlanmasi regiile edilir. Siv1
¢ozelti icerisinde normal tau proteinin hiperfosforilasyonu ile flament yumaklari
olustugu gosterilmistir (Fargo ve Bleiler, 2014). AH olan bireylerde tau proteini
hiperfosforiledir ve bu yiizden helikal flament c¢iftleri ve birikmis ndronlar
gozlenmektedir. Mikrotiibiiller tau protein baglama kapasitesini kaybeder bu yiizden
de norodejenerasyon gozlenmektedir. AB’nin indiikledigi tau fosforilasyonu pirimer
astrosit noronlarda tanimlanmakta ve tau fosforilasyonuna neden olan sebepler tam
anlasilamamistir fakat gozlemler bir¢cok faktdriin bu proseste rol oynadigini ifade
etmistir (Ferrer, 2012; Schonrock ve Gotz, 2012; Villaflores ve ark., 2012;
Hochgriafe ve ark., 2013; Sery ve ark., 2013; Agis-Torres ve ark.2014; Fargo ve
Bleiler, 2014; Medina ve Avila, 2014; Overk ve Masliah, 2014).

Alzheimer  hastalarinda  tipik ~ mikrotiibiillerinde =~ tau  proteinin
hiperfosforilasyonuna bagli anormal baglanmalar gozlenmektedir. Bu da

mikrotiibiillere bagli anormal aksonal trasporta yol actigi rapor edilmistir. Tau
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proteininde AH ile iliskili herhangi mutasyon bulunamamistir (Ferrer, 2012;
Schonrock ve Gotz, 2012; Villaflores ve ark., 2012; Hochgrife ve ark., Sery ve ark.,
2013; 2013; Agis-Torres ve ark.2014; Fargo ve Bleiler, 2014; Medina ve Avila,
2014; Overk ve Masliah, 2014).

1.1.1.13. Alzheimer Hastaliginin Genetigi

Aile 6ykiisii, ilerlemis yastan sonra AH igin en giiclii ikinci faktordiir. ikizler ve
aileler lizerine yapilan ¢aligmalar, genetik faktorlerin AH vakalarinin en az %80’inde
rol oynadigint gostermistir. AH kalitimi, ikili bir patern gostermektedir. Genetik
olarak ortaya ¢ikan AH, down sendromunda (kromozom 21 trizomisi) ve kromozom
21 iizerindeki amiloid prekiirsér portein (APP) geni, kromozom 14 iizerindeki
presenilin-1 (PSEN1) geni ve kromozom 1 {izerindeki presenilin-2 (PSEN2)
genindeki mutasyonlarin neden oldugu otozomal dominant kalitimli ailesel vakalarda
oldugu gibi baskin genler tarafindan tetiklenmektedir (Blennow ve ark.2006;
Obulesu ve ark., 2011; Ferrer, 2012; Schellenberg ve Montine 2012; Agis-Torres ve
ark., 2014; Fargo ve Bleiler, 2014).

Transmembran protein ailesinin {iyelerinden olan presenilin proteinlerini
kodlayan presenilin geni, mutasyona ugradiginda hafiza kaybi, AP plaklarinin
cogalmasi, norofibriler yumak formasyonu ve kalsiyum homeostazinin hasarlanmasi
gibi AH’nin patolojik karakteristiklerini tetikledigi ileri siiriilmiistiir (Obulesu ve
ark., 2011; Ferrer, 2012; Schellenberg ve Montine 2012; Fargo ve Bleiler, 2014).
PS1°deki mutasyon, 42 aminoaside sahip A peptidinin AH patogenezindeki roliinii
dogrulamaktadir. PS1, APP’den Af’ya olan prosesinden sorumlu gen oldugu ve
buradaki bir mutasyon AP olusumunun yaklasik iki kat artisina yol agtigi rapor
edilmistir (Fargo ve Bleiler, 2014). AH etyolojisinde kiigiik delesyonlar ve
insersiyonlar tetikleyici olsa da tek niikleotid degisikliklerinin PS mutasyonlarinda
kritik bir rol oynadiklar1 bulunmustur (Blennow ve ark.2006; Obulesu ve ark., 2011;
Ferrer, 2012; Schellenberg ve Montine 2012; Agis-Torres ve ark., 2014; Fargo ve
Bleiler, 2014).
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Gen ismi Gen Sembolii Kalitim Lokasyon Bagslangig araligi

Amiloid prekiirsér protein APP Otozomal Dominant 21q213 38-69
Presenilin | PSENI Otozomal Dominant 149242 25-65
Presenilin 2 PSEN? Otozomal Dominant, 1213 41-88

azalmus penetrans

Sekil 1.6. Alzheimer hastaliginda otozomal dominant gen bolgeleri (Schellenberg ve
Montine, 2012).

Presenilin-1 veya presenilin-2’nin mutasyonu, AB 42/Af 40 oraninin artmasina
neden olur ve bdylece AH’nin erken baslangicli otozomal dominant formlarinin
gelismesi i¢in katkida bulundugu ileri siiriilmistiir (Wakutani ve ark.2002; Obulesu
ve ark., 2011; Bertram ve Tanzi, 2012; Fargo ve Bleiler, 2014; Zou ve ark., 2014).

SporadikAH (sAH), sunlar tarafindan belirlenmektedir:

(a) Apolipoprotein alleli €4 (ApoE4), o2-makroglobulin, diisiik agirlikli lipoprotein
reseptorii 1 (her iKisi 12. kromozomda), ¢ok diisiik agirlikli lipoprotein R (kromozom
9), interlokin 1a (kromozom 2), klusterin (kromozom 8), fosfatidilinositol baglayici
klatrin birlestirme proteini (PICALM, kromozom 11) ve kompleman komponenti
(3b/4b) reseptor 1 (CR1 kromozom 1) ve digerleri gibi tekil veya kombine diisiik
etkili genetik faktorler;

(b) Tekrarlayan beyin travmasi gibi ¢evresel faktorler (6rnek: pugilistik demans)

(c) Ateroskleroz ve kardiyovaskiiler hastalik, orta yaslarda artmis serum homosistein
seviyeleri ve hiperkolesterolemi ve ailede demans Oykiisii gibi kombine metabolik
sistemik faktorler oldugu raporl edilmistir (Blennow ve ark.2006; Obulesu ve ark.,
2011; Ferrer, 2012; Schellenberg ve Montine 2012; Agis-Torres ve ark., 2014; Fargo
ve Bleiler, 2014; Loy ve ark., 2014).

Vakalarin yaklasik %1-6 s1 erken baslangichidir (65 yasin alti: EOAH) ve

bunlarin yaklasik %70’1 APP, presenilin-1 veya presenilin-2’deki mutasyonlarla

18



birlikte oldugu ve bu mutasyonlar familiyal AH’nin (FAH) major nedeni oldugu
ifade edilmistir (Fargo ve Bleiler, 2014; Wakutani ve ark.2002; Zou ve ark., 2014).
Bunun aksine ge¢ baslangicli AH (65 yastan sonra: LOAH), LOAH hastalarinin %
40’1inda en az bir adet ApoE4 alleli bulunmasina ragmen biiyiik oranda sporadik
oldugu ileri siirilmistiir (Parvathy ve Buxbaum, 2002; Wakutani ve ark.2002;
Blennow ve ark.2006; Obulesu ve ark., 2011; Bertram ve Tanzi, 2012; Ferrer, 2012;
Schellenberg ve Montine 2012; Agis-Torres ve ark., 2014; Fargo ve Bleiler, 2014;
Loy ve ark., 2014; Zou ve ark., 2014).

1.1.1.14. Familyal Alzheimer Hastahgi (FAH)

APP geni, presenilin-1 geni ve presenilin-2 geninin AH’nin nadir erken baslangi¢h
formlariyla iligkili olmasina ragmen, presenilin-1’in tek bagina FAH ile iligkili 170
den fazla mutasyon gosterdigi bulunmustur. Bu mutasyonlar, toplam AH vakalarinin
sayisini  yaklasik %S5 oraninda artirmaktadir. Bu vakalar arasinda presenilin-1
mutasyonlarinin daha fazla oldugu varsayilmaktadir. Ek olarak, APP’nin FAH iligkili
mutasyonlar1 arasinda I1zdlosin (I), Fenilalanin (F) ve Glisin (G) ile olan V642
mutasyonlari, AH patogenezinde major bir rol oynadigi ileri siiriilmiistiir. (Obulesu

ve ark., 2011; Bertram ve Tanzi, 2012; Fargo ve Bleiler, 2014; Zou ve ark., 2014).

1.1.1.15. Apolipoprotein E

Apolipoprotein E 299 amino asitlik glikoprotein (apoE = protein; APOE = gen), esas
olarak beyinin glias1 tarafindan olusturulmakta ve sekrete edilmektedir.
Apolipoprotein E’nin kolesterol ve diger lipidleri ndronlara tasiyan lipoprotein
partikiilleriyle baglantili oldugu bulunmustur (Sery ve ark., 2013; Fargo ve Bleiler,
2014). ApoE, 19q13.32 kromozomundaki, insanlarda sadece bir aminoasit ile
ayrilan, ii¢ adet polimorfik allel (2 - Cys112/Cys158, €3 - Cys112/Argl58 ve €4 -
Argl12/Argl58) insanlarda iki polimorfik bélgede kombinasyonlar tanimlanmistir
(Wakutani ve ark., 2002; Fargo ve Bleiler, 2014; Kim ve ark., 2014).
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Apo E’nin 6nemli oldugu durumlar;

(1): Noronal lipidleri harekete gecirmek igin ve dinamik membran sentezi i¢in

diizenli destek saglamak,

(2): Substantinal nérotransmitter salinimini saglamak

(3): Aksiyon potansiyelinin yayilmasini saglamak,

(4): AP’y1 uzaklastirmak,

(5): Noronal membran homeostazini saglandigi seklinde ifade edilmektedir (Sekil 1.
7) (Wakutani ve ark., 2002; Obulesu ve ark., 2011; Schellenberg ve Montine, 2012;
Sery ve ark., 2013; Fargo ve Bleiler, 2014; Lim ve ark., 2014; Poirier ve ark., 2014).

TOMM40 APOE  APOCI

Pmmoter Ekson 1 Ekson 2 Ekson 3 Ekson 4

SNP
Bolgeleri

/\

ed C (Arg) C (Arg)
£3 T (Cys) C (Arg)
£2 T (Cys) T (Cys)

Sekil 1.7. ApoE gen ve €2/€3/e4 allel yapisi1 (Schellenberg ve Montine 2012).
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1.1.2. Ethylcholine Aziridinium(AF64A)

Kolinerjik ndron sistemleri, yaslanma ve ndrodejeneratif hastaliklar ile
iligkilendirilen bilissel bozukluklarin ortaya ¢ikmasinda 6nemli bir role sahip oldugu
rapor edilmistir. Alzheimer hastalarinin beynindeki hem miiskarinik baglanma
bolgeleri hem de nikotin bdlgelerinin sayisinda ciddi bir azalma goriildigi

bildirilmistir (Hanin, 1996; Rose ve ark., 2004).

Segici bir kolinotoksin ve etilkolin mustard aziridinium iyonu (AF64A)
modelinde yapilan birgok gozlem Alzheimer hastaliginin ilerleyigini anlayabilmek
icin olduk¢a 6nemli oldugu ifade edilmistir. Rat hipokampiisiinde olusan AF64A
kaynakli kolinerjik fonksiyon geri ¢ekilmesi, noradrenalin, serotonin, somatostatin ve
glutamat1 kapsamak tizere diger norotransmitterlerde gergeklesen reverzibl fonksiyon
degisimleriyle AH’gin1 taklit eden degisimlerle iliskilendirilmistir. Sinaptik vezikiil
belirteclerindeki benzer degisimler, Alzheimer hastalifi ve AF64A modelinde de

gorildigi ileri stirilmiistiir (Hanin, 1996; Rose ve ark., 2004).

Asetilkolin (ACh) seviyelerinde derin bir azalma, asetilkolinesteraz (AChE),
kolin asetiltransferaz (ChAT) ve yliksek afinite kolin alimi (HAChT)’in, ACh sentezi
icin smirlandirici agama hem otopside hem de hastalarin beyin korteks ve
hipokampiis drneklerinde gosterilmistir. Daha sonraki ¢aligmalar AH olan bireylerde
kolinerjik eksikliginde Meynert-frontal korteks bazal nukleosu ve septo-hipokampal
kolinerjik yolun karistigin1 gostermekte oldugu ve AH ile 6grenme eksiligi, hafiza ve

kolinerjik eksiklik arasinda gii¢lii bir korelasyon bulundugu ifade edilmistir (Hanin,
1996; Rose ve ark., 2004).

Normal kolinerjik sistemde yetersizlik iyilesme periyodu kisa olmadigindan bu
oldukga giictiir. In vivo kolinerjik noéronlarin dejeneratif lezyon fiiriinlerini
gelistirmek amaciyla birka¢ farkli yaklagim bulunmaktadir. AF64A molekiiliinde
sitotoksik aziridinium kismin varligi, kolin (Ch)’ne olan yakin benzerligi, kolinerjik
sistem lezyonlarina selektivitesinin bulunmasi ve uzun Omirlii olmasi sebebiyle

tercih edilmektedir ( Sekil 1.8 ) (Hanin, 1996; Rose ve ark., 2004).
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Sekil 1.8. AF64A’nin molekiiler yapisi (Hanin, 1996).

1.1.2.1. AF64A’nin Kolinoselektivitesi

AF64A’nin kolinoselektivitesi aslinda invivo olmasina bagl ve etkisi hem doza hem
de uygulanan bolgeyle iliskilidir. AF64A uygulamasi ile dogru sartlarda ACh,
AChE, ChAT, HAChT seviyelerinin azalmasi zaman alir ve M2 reseptor yogunlugu,
M1 reseptor baglanmasi ve ACh’in salinimini K+-oubain stimiile etmektedir. ACh’in
disindaki diger norotransmitterler AF64A rat beynine uygulandiginda ayni etkiyi
gosterebilirler ama bu etki sadece gegici siirelik oldugu ifade edilmistir (Hanin, 1996;

Hiramatsu ve ark., 2002; Rose ve ark., 2004).

1.1.2.2.  AF64A’nn in vivo Norokimyasal Etkileri

AF64A kan-beyin bariyerini gegemedigi ve bu yiizden merkezi sinir sistemine direk
olarak uygulanmas1 gerektigi rapor edilmistir. Bu sebeple beyin de farkli uygulama
alanlar1 mevcuttur ve ilacin uygulanma bolgesine bagl olarak farkli etkileri ortaya
cikmakta oldugu ifade edilmistir. Hipokampiiste ChAT ve AChE aktiviteleri
azalirken septum da ChAT aktivitesi artmakta; AChE aktivitesi ise degismemektedir.
Buna ek olarak bu iki beyin bolgesinde zaman sikalas1 farklidir. Yiiksek doz AF64A
( 2 nmol/ ventrikiil) uygulamasinin hipokampiisteki etkilerinin normale déonmesi 1

yila kadar uzayabilmektedir. Diger yandan septumdaki etkileri gecicidir, 7 giinde pik
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yaparken 14 giin sonunda normale donmektedir. Ayrica her olasilik, AF64A’nin
uygulanmasindan sonraki 2-3 giin igerisinde gergeklesmemektedir (Hanin, 1996;

Hiramatsu ve ark., 2002).

In vivo hipokampiis ve septum arasindaki dinamik etkilesim ile agiklanabilir.
Septum da AChE ve ChAT igin gen transkripsiyonun azalmasi sonucunda enzim
sentezinde azalma oldugu, bu nedenle hipokampiiste de ACh iiretiminin azaldigi
diistiniilmektedir. Kolinerjik hipofonksiyonu azalmasmin sonucunda, azalmayi
dengelemek i¢in hipokampiiste kolinoseptif hiicrelerde AChE mRNA transkripsiyon
seviyesindeki artig gergeklesmektedir (Hanin, 1996; Hiramatsu ve ark., 2002).

1.1.2.3.  AF64A’nin Diger Olasi Potensiyel Etki Mekanizmalari

AF64A sinir hiicresi kolinerjik markerlar1 {izerine olan etkisine ek olarak birde
serbest radikaller araciligiyla bazi toksik etkileri sonucunda oxidaditif strese yol
acabilmektedir. Hipokampiiste AF64A uygulamasii takip eden 1 saat igerisinde
carpici olarak glutatyon (GSH) seviyesinde artis gozlenmekte. GSH invivo oxidatif
strese yanit olarak endojen flretilen hiicresel toksisiteyi sinirlamak ig¢in hizmet
etmektedir.  Guglii bir antioxidan olan vitamin E kolinotoksik olan AF64A
uygulamas: Oncesinde verildiginde ratlarda Ogrenme yetersizligini ve bunun
davranigsal etkilerini zayiflatmaktadir. AF64A’nin etkisi presinaptik kolinerjik
noronlar etkisiz hale getirdiginden kaynaklanmakta oldugu ileri siiriilmiistiir (Hanin,

1996; Hiramatsu ve ark., 2002).

1.1.2.4. In Vivo AF64A Uygulamasi Nasil Etki Eder?

Yukarida incelenen tiim bulgular 1s18iInda AF64A’nin  etkileri su sekilde
aciklanabilir. Koline olan yakin benzerliginden dolayr AF64A in vivo Ch gibi
biyolojik bolgelere tasinabilir. Diisiik konsatrasyonlarda primer olarak HAChT

bolgesine affinitesi vardir bu yiizden kolinerjik sistem i¢cin CH ve HC-3 ile yarisir.

23



AF64A kolinerjik hiicre i¢inde bir ya da daha fazla yoldan etkisini gosterebilir.
Mevcut bilgiler 1s18inda AF64A asagidaki yollardan bir veya daha fazla yoldan
etkilerini gosterebildigi agiklanmistir (Hanin, 1996; Rose ve ark., 2004).

a) Hiicrelerde ACh firiinlerinin regiilasyonu i¢in enzimler gerekir, AF64A hiicrede
niikleer DNA da Guanin (G)’ler ile etkilesime girip gen transkripsiyonunu etkiledigi

icin bu ger¢eklesemez,

b) AF64A serbest radikal olusturabilir ve lipit peroxidasyona yolu ile hiicresel hasara

yol acarak oxidatif stresi tetikliyebilir

c) Bazi konsatrasyonlarda AF64A Ch’nin ndron terminaline tasinimini geri
doniistimsiiz inhibe edebilir, néronun bundan nasil etkilendigi fonksiyonu ve canlilig

tizerindeki etkisi heniiz agiklanamamustir.

d) AF64A enzimlerin hiicre govdesinden terminal bolgesine aksonaltasinimini

etkiliyebilir.

e) Yiiksek konsatrasyonlarda AF64A LAChT bolgesi ile etkilesime girebilir
kolinerjik sistem kadar nonkolinerjik sistemide etkiliyebilir bazan segici olmayan

doku hasarlarina da yol agabilir (Hanin, 1996; Rose ve ark., 2004).

1.1.3. Betain

Betain (N,N,N,-trimetilglisin), betain homosistein metil transferaz (BHMT)
yolaginda metil vericisi olarak gorev goren, azot atomu ve ona bagli kimyasal olarak
reaktif tic metil grubu bagli olan bir metilamindir. Betain, bobrek ve karacigerde
colin dehidrogenaz araciligiyla colinin oxidasyonuyla olugmaktadir. Bugday, 1spanak
ve pancar betain bakimindan zengin oldugu gosterilmistir (Obeid ve Herrmann,
2009; Zhang ve ark., 2013) . Populasyonlar aras1 betain alimi farklilik géstermektedir

(range: 100-400mg/giin). Cevresel faktorler ve yasam tarzlarina gére metilasyon
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sikliisiiniin farkliliklari ortaya ¢ikabilir. Ayrica popiilasyonlar arasindaki bu farklilik,
besinlerin kolin ve betain iceriklerinin tahmini hesaplamalarindaki farklilikla
baglantil1 olabilir. Besin kaynaklarina ek olarak betain, kolinin kolin dehidrogenaz ve
betain aldehidrogenaz araciliiyla irreversible oxidasyonu sonucunda da olusabildigi
rapor edilmistir (Lawson-Yuen ve Levy, 2006; Slow ve ark., 2009; Obeid ve
Herrmann, 2009; Zhang ve ark., 2013).

C|H3 Betain

CH, = N* = CH,~C00
CH,

Sekil 1.9. Betain yapis1 (Lawson-Yuen ve Levy, 2006).

Betain Hcy’ne bir metil grubu vererek kendisi Dimetilglisin (DMG)’ne
doniisiir, bu esnada Hey ise metionine doniigiir. Bu yolakta BHMT enzim aktivitesi
betain tarafindan indiiklenirken SAM ve DMG tarafindan ise inhibe olmaktadir.
DMG’nin az bir miktar idrarla atilir, biiyiik bir kism1 ise DMG-dehidrogenaz enzimi
araciligiyla sarkozin ve glisine doniisir. DMG-dehidrogenaz mitokondrial bir
flavoprotein olup folat baglar (Lawson-Yuen ve Levy, 2006; Obeid ve Herrmann,
2009; Zhang ve ark., 2013). Ayrica 5,10-metilentetrahidrofolati olusturmak icin bir
karbon igerigini tetrahidrofolata aktarir. Metil gruplarin BHMT araciligiyla akis yolu
vitamin B12 veya folata bagimli degildir fakat folat yolu ve BHMT yolu arasinda
capraz mekanizmalar bulunmaktadir. Kolinin Hcy metilasyonunu dolayli olarak
destekledigi gosterilmistir (Lawson-Yuen ve Levy, 2006; Atkinson ve ark., 2009;
Obeid ve Herrmann, 2009; Slow ve ark., 2009; Lever ve Slow, 2010; Obeid 2013).
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FAD g\g . Respiratuar
Sarkozin Fowse ETF-QO Zincir
Je
Glisin

Sekil 1.10. Glisin olusumu (Obeid 2013).

Kirmizi et, kiimes hayvanlari, siit ve yumurta kolin acisindan zengindir. Diyete
ek olarak baslica kolin kaynagit CDP yolu ile fosfotidilkolinden de-nova
sentezlenmektedir. Fosfotidilkolin fosfotidiletanolaminden, fosfotidiletanolamin
metiltransferaz (PEMT) yolu ile olusur (Lawson-Yuen ve Levy, 2006; Atkinson ve
ark., 2009; Obeid ve Herrmann, 2009; Slow ve ark., 2009; Lever ve Slow, 2010;
Obeid 2013; Zhang ve ark., 2013).

Klasik homosisteiniiriye tedavisinde amag¢ homosistein birikimini azaltmaktir.
Ik girisimler metioninden yoksun diyet fikri {izerine olabilecegi ileri siiriilmiistiir.
Daha sonra hastaligin bir alt sinifi olan CBS’ 1 kofaktdrii olan pridoksin (Vitamin
B6) eksikliginde pridoksin destek tedavisi seklinde olmustur. Pridoksine duyarli
hastalarda CBS mutasyonlar1 veya yetersizligi pridoksin miktariyla uyarilmaktadir.
Bununla birlikte optimal pridoksin stimiilasyonunun optimasyonu yetersizligi, diyet
uyumunun zorlugu ve yetersizligi klasik HHcy tedavisinde ek yollar arayisina
yonlendirmistir. Betain bunlarin igerisinde en etkilili olarak ortaya ¢ikmistir
(Lawson-Yuen ve Levy, 2006; Atkinson ve ark., 2009; Obeid ve Herrmann, 2009;
Slow ve ark., 2009; Lever ve Slow, 2010; Obeid 2013; Zhang ve ark., 2013).
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1.1.3.1. Klasik Homosisteiniiride Betain Kullanimi

Klasik HHcy yonetiminde betain kullaniminin kabul edildigi birka¢ durum
bulumaktadir. Ilk olarak bazi durumlarda metioninden kisith diyet uygulamak ve
metabolik kontrol oldukg¢a zor oldugu ikincisi siklikla diyet uyumsuzlugu oldugu
rapor edilmistir (Atkinson ve ark., 2009; Obeid ve Herrmann, 2009; Lever ve Slow,
2010). Metioninden yoksun diyet belki de en ¢ok dogustan kisitli olan bireylerde
sinirlayici  olabilmektedir. Ornegin metabolik kontrol amaciyla fenilketoniirili
hastalarda gilinlik 250 mg fenilalanin alinmasina izin verilirken, klasik
homosisteintirili bireylerde sadece 150 mg/ giin metionin alinimina izin verilebilir.
Ugiinciisii cocuklukla hastaligin teshisi veya daha sonra dogal protein aliniminin
siirli olmast ya da sadece metionin {irlinlerinin medical satin alim1 zor ve basarisiz
olusudur. Betain ile tedavi bu hastalarda Hcy seviyelerinin kismi kontroliinii
saglayabilmektedir. Son olarak, piridoksin duyarli olan hastalar nadiren piridoksin
hakkinda tam metabolik kontrol elde edebilirler. Betain bu hastalarin diyetinde
alternatif olabilecegi ileri stirlilmistiir (Lawson-Yuen ve Levy, 2006; Atkinson ve
ark., 2009; Obeid ve Herrmann, 2009; Slow ve ark., 2009; Lever ve Slow, 2010;
Obeid 2013; Zhang ve ark., 2013).

1.1.3.2. Orta Hiperhomosisteinemi

Biiytik popiilasyonlari iceren bir¢ok ¢alismaya gore artmis Hey seviyeleri ile koroner
arter hastalign (KAH) arasinda iliski oldugu c¢esitli aragtirmalarla rapor edilmistir.
Vaskiiler hastalik riski bulunan bireylerde Hcy seviyelerinin hafif yilikselmesine
karsin folat, pridoksin ve betain kombinasyonunun kullanilabilecegi ifade edilmistir
(Lawson-Yuen ve Levy, 2006; Atkinson ve ark., 2009; Slow ve ark., 2009; Lever
ve Slow, 2010; Obeid 2013; Zhang ve ark., 2013).
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1.1.4. Karabiber

Cagimizda, fonksiyonel ve nutrasotik gidalarin saghigi gelistirici potansiyeline
yonelik bilimsel bir temel olusturmak i¢in ¢aba sarf edilmektedir. Nutrigenomik ve
proteomiksteki yenilikler diyet miidahalelerinin c¢esitli hastaliklardan korunma ve
bunlarin tedavisindeki &nemini daha iyi gostermistir. Oncelikle kalp ve damar
hastaliklar1 (KDH), kanser olusumu, diabetes mellitus, alzheimer hastaligi ve diyet
modiillerinden kaynaklanan cesitli inflamatuvar hastaliklar goz Oniline alinmasi
gerektigi ifade edilmistir (Srinivasan 2007; Wattanathorn ve ark., 2008; Singh ve
Duggal 2009). Baharatlar ve biyoaktif bilesenleri diyete dayali rejimlere dahil
edilmesi ile insan saghigini gelistirmek i¢cin daha umut verici bir aday olarak
karsimiza ¢ikmakta. Baharatlarin kurutulmus tohum, kabuk, meyve, kok ve cicek
gibi farkli kisimlar1 tat, aroma ve renk veren gida tamamlayicilar1 olarak
kullanilmaktadir. Baharatlarin yemeklerde kullanilmasi ve tedavi edici kullanimi
arasindaki siir ¢izgisi antik ¢aglardan gliniimiize kadar her zaman belirsiz olmustur.
Bu gidalarin genel saglik iizerine koruyucu etkinlikleri iyi olup sindirim sistemi
izerine etkileri, inflamasyon, antimikrobik, kemoprotektif ve ndroprotektif etkileri
daha biiylik 6nem tagimaktadir. Cesitli baharatlar arasinda, karabiber (Piper Nigrum
L.) daha 6n plandadir ve “Baharatlarin Krali” olarak bilindigi ifade edilmistir
(Srinivasan 2007; Wattanathorn ve ark., 2008; Singh ve Duggal 2009).

Karabiber; (Piper nigrum Linn), Kapali Tohumlular (Angiospermae) sinifinin
Karabibergiller tropikal ve subtropikal dagilimli 1000°den fazla baharati kapsayan
Piperaceac familyasina ait Karabiber (Piper nigrum)’in kurumus meyvesidir.
Cogunlukla nane sekeri, karabiber, kaali-mirch ve siyah altin olarak bilinmektedir.
[lk olarak Hindistan’in kiy1 kesimlerinde yetistirilmistir ancak giiniimiizde diinyanin
diger bolgelerinde de yetistirilmekte oldugu rapor edilmistir (Srinivasan 2007,
Wattanathorn ve ark., 2008; Singh ve Duggal 2009; Moghadamnia ve ark., 2010).

Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) tahminlerine gore bitkisel ilag kullanima,
Cin’de toplam ila¢ tiikketiminin %30-50’si, Kanada’da % 70’ini ve Avrupa’da
%50’sini olusturmaktadir. Ayrica, ABD’de receteli ila¢c alan hastalarin %16’s1
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bitkisel ve tibbi takviyeler alirken son zamanlarda Jamaika’da yiiriitiilen anketler,
niifusun  %80’inin  regeteli ilaglart  bitkisel ilaglarla birlikte kullandigin
gostermistir(Srinivasan 2007; Singh ve Duggal 2009). Karabiber kurumus yemisi
genellikle karabiber tanesi olarak adlandirilir (boyutu yaklasik 5 mm). Karabiber
taneleri; diyet lifi, kalsiyum, magnezyum potasyum, manganez, fosfor ve 8 karotenin
yant sira A ve K vitaminleri agisindan da zengin oldugu ileri siiriilmektedir.
Karabiberin diger bazi iiriinleri de oOgiitiilmiis karabiber, oleoresin ve biber yagi
seklinde rapor edilmistir (Srinivasan 2007; Wattanathorn ve ark., 2008; Singh ve
Duggal 2009; Moghadamnia ve ark., 2010; Han 2011; Butt ve ark., 2013).

Karabiber, aktif bir bilesen olarak piperinle birlikte, ugcucu yag, oleoresinler ve
alkaloidleri icermektedir. Karabiberde bulunan baslica alkaloidler piperin, chavicine,
piperidin ve piperetin oldugu gosterilmistir. Piperin, karabiberin ana aktif bileseni
olarak bilinmektedir (Srinivasan 2007; Wattanathorn ve ark., 2008; Singh ve Duggal
2009; Moghadamnia ve ark., 2010; Han 2011; Butt ve ark., 2013).

1.1.4.1. Piperine

Piperin ilk olarak 1820 yilinda Danimarkali kimyaci Hans Christian Orstedt
tarafindan ayristirtlmistir. Piperinin bagil molekiil kiitlesi (C17H1903N) ([1-[5-[1, 3-
benzodioksol-5-yl]-1-0kso-2, 4, pentadienil piperidin), 285.33 g mol—1’dir ve
71.55% karbon, 16.82% oksijen, 4.91% nitrojen, ve 6.71% hidrojen igerdigi
gosterilmistir (Srinivasan 2007). Erime noktasi 128-130°C olan sar1 kristal bir
maddedir. Suda c¢Ozlinmedigi ve nitrik asitte veya sulu alkalide ugucu bazl
piperidine (C5H11N) kars1 koyamayan zayif baz gibi davranmaktadir. Buna karsin,
hidrolizin asidik iiriinii 4 izomerik sekli bulunan piperin asit (C12H1904) olarak
bilinmektedir. Piperin stereoizomerleri haricindeki ¢ok aci olmayan 3 izomerden
dolay1 tatsiz olarak bilinmektedir (Srinivasan 2007; Ajazuddin ve ark., 2014). Piperin
1518a kars1 oldukca hassastir, bu yiizden ¢6zelti direkt 1s18a maruz birakilmamalidir.
Piperin ve piperidin ve chavicine gibi yardimci bilesenleri karabiberin acilik

ozelliginden sorumlu oldugu rapor edilmistir. Karabiberden piperin ¢ikarmak igin
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¢oziicli olarak etanol kullanan ¢oziicii ekstraksiyon sistemi kullanilabilir. Karabiber
tanelerinde % 5-7 oraninda piperin bulunmaktadir (Srinivasan 2007; Ajazuddin ve
ark., 2014).

Piperin saglig1 gelistirici potansiyeli agisindan Onemlidir.  Sindirimi
kolaylagtirir ve sindirim enzimi uyarimimni ve tiikiirik salgisim1 artirarak gidanin
bagirsaktan gecis siiresini kisaltabilecegi rapor edilmistir. Gastrik koruma islevine ek
olarak, piperinin yararlari, karacigerin korunmasi ve mikro besinlerin, vitaminlerin
ve eser elementlerin biyo-emilimine kadar uzanmaktadir. Birgok ilag tiiriiniin ve
bitkisel ilaglarin biyoyararlanimini artirmaya yardimci olur ve bir besin gelistirici
olarak hareket ettigi ifade edilmistir. Piperine biyolojik etkisini genis bir yelpazede

sergiledigi ileri siiriilmiistiir (Srinivasan 2007; Ajazuddin ve ark., 2014).

Sekil 1.11. Piperine Kimyasal Yapis1 (Srinivasan 2007).

1.1.4.2. Antioksidan Potansiyeli

ROS yaygin olarak kanser, inflamasyon, damar tikaniklig1 ve yaslanma gibi ¢esitli
hastaliklara neden olan ve/veya katkida bulunan ajanlar olarak bilinmektedir.
ROS’un agsir1 iiretimi oksidatif strese yol agarak viicudun savunma Kkabiliyetini
azaltmaktadir. Bircok baharatin ve aromatik bitkinin biyoaktif molekiiller igermesine
bagli olarak antioksidan potansiyele sahip oldugu rapor edilmistir (Srinivasan 2007,

Meghwal ve Goswami 2013; Ajazuddin ve ark., 2014).

Bu anlamda bitkilerde antioksidan aktivitesi (AOA) ile fenolik bilesenler

arasinda anlamli bir iligkiden s6z edilmektedir. Bu anlamli korelasyon baharatlarda
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daha yiiksek gozlendigi rapor edilmistir. Sentetik antioksidanlarla karsilastirildiginda
karabiber esansiyel yaginda ve oleoresinlerinde yiiksek antioksidan etkinligi
gbzlemlenmistir (Srinivasan 2007; Meghwal ve Goswami 2013; Ajazuddin ve ark.,
2014).

Tiyobarbiturik asit reaktif maddelerinin konjuge dienlerin iiretimi oksidatif
hasar belirtileri olarak kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda, siiperoksid dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatyon-S-transferaz (GST) ve glutatyon peroksidaz (GPx) viicutta
antioksidan savunma sisteminde gorev almaktadirlar. Piperin desteklemesinin
oksidatif hasar1 azalttig1i ve viicutta islev gdren enzim sistemlerini modiile ettigi
caligmalarla gésterilmistir (Srinivasan 2007; Meghwal ve Goswami 2013; Ajazuddin
ve ark., 2014).

1.1.4.3. Karabiberin Norolojik Koruyucu Potansiyeli

Tahminlere gore tiim diinyada 450 milyondan fazla insan birtakim sinirsel sorunlar
yasamaktadir. Bunlarin arasinda depresyon ve stres rahatsizliklarin birincil kaynagi
olusturmaktadir. Bu kosullara bir ¢6ziim bulmak isteyen arastirmacilar bir¢ok olasi
yontem ortaya koymuslardir. Karabiberin ve biyoaktif molekiillerin antioksidan
potansiyeli beyin fonksiyonunu gelistirmede oldukca 6nemlidir. Piperinin kullanimi
biligsel fonksiyon kayiplari dahil olmak {izere nordlojik koruma sagladigi ileri
striilmektedir. Giinlimiizde, alzheimer hastalarinin sayisindaki artis, insanoglunun
karsilastig1 en biliylik sorunlardan biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Tiim diinyada
bilim adamlar1 bu tiir hastaliklara kars1 uygun bazi dogal {irtinleri belirlemek igin
caligmalar yiirlitmektedir. Karabiber ve aktif bilesenleri; depresyon, alzheimer,
epilepsi vb. dahil diger sinir sistemiyle ilgili ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
destekleyici olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir (Moghadamnia ve ark., 2010;
Butt ve ark., 2013).
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1.1.5. MAPK (Mitojen Aktive Protein Kinaz)

Ekstraseliiler uyaricilar tarafindan tetiklenen gen expresyonu ve enzim
aktivitesindeki degisimlere, ¢esitli sinyal yollarin etkilesimleri arabuluculuk
etmektedir. Bu yollarin arasinda, hiicre zarindan hiicre ¢ekirdegine uyarilar génderen
temel arabulucular olan ve oldukga iyi korunan mitojen aktive protein kinaz (MAPK)
yolag1 yer almaktadir. Mitojen aktive protein kinazlar (MAPK ’lar), hiicre cogalmasi,
farklilagsmasi, yasami, 6liimii ve transformasyonu dahil olmak {izere bir¢ok hiicresel
etkinlik ile baglantili intraseliiler sinyallere aracilik eden serin/treonin kinazlari
olarak bilinmektedir. Memeli MAPK familyasi, ekstraseliiler sinyallerle diizenlenen
kinaz (extracellular signal-regulated kinase (ERK), p38’i ve c-Jun NH2-terminal
kinazin1 (JNK; ayn1 zamanda stres ile etkilesen protein kinazi ya da SAPK olarak
bilinir) icermektedir. Bu enzimlerin her biri ERK1’den ERKS8’e; p38-a, -B, -y’ ve —
d’de; JINK1’den JNK3’e kadar bir¢cok izoformu bulunmaktadir. Her MAPK sinyal
aksisi; bir MAPK kinaz kinaz1 (MAP3K), bir MAPK kinazi (MAP2K) ve bir MAPK
olmak {lizere az li¢ 68eden olusmaktadir. MAP3K’lar, MAP2K’lar1 fosforlar ve
etkinlestirirken, buna karsihk olarak MAP2K’lar, MAPK’lar1 fosforlar ve
etkinlestirir (Sekil 1.12) (Kim ve Choi 2010; Ghasemi ve ark., 2014).

Biiyiime Faktorii vb. Oksidatif stres, sitokinler vb.

v

Hiicre Proliferasyonu Hiicre Proliferasyonu

. Diferansiyasyon Diferansiyasyon ve apoptoz
Hiicre Cevabi Hiicre migrasyonu Inflamatuar cevap

Sekil 1.12. MAPK sinyal yolagi (Kim ve Choi 2010).
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Etkinlestirilen MAPK’lar; Elk-1, c-Jun, ATF2 ve p53 gibi transkripsiyon
faktorleri dahil olmak {izere bircok substrat proteinini fosforlamaktadir. MAPK
yollari, ya kinaz bilesimleri arasindaki bir dizi ikili etkilesimin sonucu olarak, ya da
bir iskelet protein tarafindan yonlendirilen birgok kinaz igeren, bir sinyal kompleks
olusumu ile aktiflenmektedir. Bu tiir iskelet proteinleri, spesifik kinaz bilesimleri
iceren MAPK sinyal yollariin etkinlesmesine aracilik ettigi ifade edilmistir. Ras-
I’in kinaz siipressorii (KSR) kinaz baskilayicisi ve MEK partner 1 (MP1), ERK
sinyal yolu i¢in iskelet proteini olarak gorev yapmaktadir. JNK ile etkilesen
proteinler (JIP’ler) ise JNK yolu i¢in iskelet proteini olarak islev gormektedir. -
Arrestin 2, hem ERK hem de JNK sinyal yollar1 icin iskelet proteini olarak
davrandigi ileri strilmistir (Sekil 1.13) (Kim ve Choi 2010; Ghasemi ve ark.,
2014).

(sl _— MEK ASK1 _Rat
(-arrestin 2 o [i-arrestin 2 MEK
JNK ERK ERK JNK3 ERK

Sekil 1.13. JNK Etkilesimi. Proteinler (JIP’ler) ise JNK yolu i¢in iskelet proteini
olarak iglev goriir. B-Arrestin 2, hem ERK hem de JNK sinyal yollari i¢in iskelet
proteini olarak davranir (Kim ve Choi 2010).

JNK ve p38 sinyal yollari, timor nekroz faktorii (TNF)-a ve interlokin (IL)-1p
gibi proinflamatuar sitokinler tarafindan ya da genotoksik, ozmotik, hipoksik veya

oksidatif streslere bir yanit olarak aktiflendigi ileri siiriilmiistiir (Kim ve Choi, 2010).

JNK yolu; JNK; SEK1 (MKK4 olarak da bilinir) gibi bir MAP2K ya da
MKK?7; ASK1, MEKKI, kangik dizili kinaz (MLK) gibi bir MAP3K, ya da
transforming growth factor-B-activetid kinaz 1 (TAK1)’dan olusmaktadir. p38 sinyal
yolunda, MKK3 ve MKK®6 gibi farklt MAP2K ler, p38°i aktifler ve kendileri de JNK
yolunda islev gosteren (ASK1 ve TAKI1 gibi) aynt MAP3K’lar tarafindan
aktiflenmektedirler. ERK sinyal yolunda, ERK1 ya da ERK2 (ERK1/2), MEK1/2
tarafindan aktiflenir ve buna karsilik olarak MEK1/2 A-Raf, B-Raf ya da Raf-1 (C-
Raf) gibi bir Raf izoformu tarafindan aktiflenmektedirler. Raf-1 kinazi, kiiciik GTPaz
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Raf tarafindan aktiflenir ve GTPaz Ras’in aktiflenmesine reseptdr tirozin kinazi
(RTK)-Grb2-SOS sinyal aksisi aracilik ettigi ifade edilmistir. K-Ras, H-Ras ve N-
Ras dahil olmak iizere Ras familyasina iiye proteinler, ekstraseliiler sinyallerin hiicre
igine iletilmesinde anahtar bir role sahip oldugu rapor edilmistir (Kim ve Choi 2010;
Ghasemi ve ark., 2014).

Hem JNK hem de p38 sinyal yollarinin i¢indeki bir MAP3K olan apoptozis
sinyali diizenleyen kinaz 1 (ASK1); reaktif oksijen tiirleri (ROS), lipopolisakkarid
(LPS), ER stresi ve Ca2+ akimi dahil olmak iizere bircok stres etkenine yanit olarak
etkinlegsmektedir. Hiicre ¢ogalmasi, farklilagsmasi, yasami ya da o6liimii gibi hiicresel
etkinliklerde oynadiklart kritik rollerle tutarli olarak, MAPK sinyal yollar1 insan
hastaliklarinin  birgogunun patogenezine dahil edilmistir (Kim ve Choi 2010;
Ghasemi ve ark., 2014).

1.15.1. Alzheimer Hastaligi MAPK sinyalleri

Tau’nun fosforilasyonuna JNK, p38 ve ERK dahil olmak iizere bircok kinazin
aracilik ettigi belirtilmektedir (Seki 1.14) (Zhu ve ark., 2002; Kim ve Choi 2010;
Munoz ve Ammit 2010).

Defektif Molekiiller
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Sekil 1.14. AP ve Tau Yumag: (Kim ve Choi 2010)
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AP42 ve AP40 dahil olmak iizere bircok AP proteini, hiicre disinda
salgilanmasina ragmen, intraseliiler AB42’nin mitokondriyal oksidatif stresi baglattig1
ve AH’nin patogenezine dahil oldugu gosterilmistir. Oksidatif stresin, AH’nin
ilerlemesinde anahtar bir risk faktorii oldugu diisiiniilmektedir. Bu tiir bir stres,
hidroksil radikal, siiperoksit anyon ve hidrojen peroksit gibi ROS’lar ile tetiklenir ve
AH’da JNK ile p38 sinyal yollarinin tipik aktiflestiricileridirler. Aktiflenen MAPK
sinyal yollarinin; noéronal apoptosizi tetiklenmesi, - ve 7y-sekretazlarinin
transkripsiyonal ve enzimatik aktiflenmesi, JNK tarafindan yapilip AH nin bir isareti
olan APP’nin fosforlanmasi ve dengelenmesi gibi ¢esitli mekanizmalar araciligiyla
AH patogenezine katki sagladigi diisiiniilmektedir (Zhu ve ark., 2002; Kim ve Choi
2010; Munoz ve Ammit 2010).

ASKI1, JNK ve p38 MAPK yollarinda bulunan bir MAP3K’dir ve oksidatif
strese yanit olarak aktiflenmektedir. Proteinin AB42 bolimi ile aracilik edilen APP
dimerizasyonu, ASK1-MKK®6-p38 sinyal yolunun aktiflenmesini ve dolayisiyla tau
fosforilasyonunu baslattigi ileri stirilmiistiir (Sekil 1.15) (Zhu ve ark., 2002; Kim ve
Choi 2010; Munoz ve Ammit 2010).

v

| Noronal apoptoz |

Sekil 1.15. APP dimerizasyonu, ASK1-MKK®6-p38 sinyal yolunun aktiflenmesini ve
dolayisiyla tau fosforilasyonunu baslatir (Kim ve Choi 2010).
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ASKI1 ayni zamanda, APP transgenik faresinin beyninde APP, MKK, JIP1 ve
JNK1 ile sinyal kompleks olusturmakta veya ndronal apoptozisi ya da noéronal
hasarlanmadan sonra ndéron dejenerasyonun gelisimini baglatmaktadir. AB42’nin
kiimelenmesi, mikrogliyal makrofajlarin aktiflenmesine neden olur ve daha sonra
hepsi MAPK sinyal yollarmi harekete geciren TNF-a ve IL-1B gibi ROS ve
proinflamatuar sitokinleri tiretir hale geldigi rapor edilmistir (Seki 1.16.) (Zhu ve
ark., 2002; Kim ve Choi 2010; Munoz ve Ammit 2010).
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Sekil 1.16. Proinflamatuar sitokin iiretimi (Kim ve Choi 2010).

Oksidatif stres kosullari altinda, JNK ve p38 aktiflenirler ve B-sekretaz gen
expresyonu baglatilir. Ancak, ERK1/2, B-sekretazin expresyonunu olumsuz yonde
diizenlendigi ileri stiriilmiistiir (Seki 1.16.) (Zhu ve ark., 2002; Bar ve ark., 2010;
Kim ve Choi 2010; Munoz ve Ammit 2010).
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Sekil 1.17. ERK1/2, B-sekretaz1 expresyonu olumsuz yonde diizenler (Kim ve Choi 2010).

y-sekretazi 6zellikle interferon y-, , IL-1B ya da TNF-a tarafindan aktiflenir ve
bu tiir sitokinin neden oldugu y-sekretaz etkinliginin, JNK inhibitori ile engellendigi
ve y-sekretaz etkinliginin diizenlenmesinde JNK sinyal yolunu kapsayan MEKK1’in
temel olarak etkin bir formunun expresyonu genislettigi bulunmustur. Biiyiime
faktorii B2’y1 dontistirmek APP’ye baghdir. MAPK sinyal yollarinin néronal
apoptozis, B-ve y-sekretaz etkinligi, APP fosforilasyonu ve taunun diizenlenmesi ile
AH’nin patogenezine katkida bulunabilecegi one siiriilmektedir (Zhu ve ark., 2002;

Bar ve ark., 2010; Kim ve Choi 2010; Munoz ve Ammit 2010).

1.15.1.1. AR Sitotoksisitesinde MAPK’lar

Mitojenik uyariya yanit olarak hiicre dongiisiiniin ilerlemesini kontrol eden sinyalleri

ERK yolu ilettigi i¢in, hiicre yilizeyinden gelen mitojenik bir sinyal gérevi yapabilen
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NGF, TGF ve bFGF gibi biiylime faktorleri AH’da artig gosterir. ERK yolunun
aktiflestirilmesinin muhtemel bir sonucu olarak, c¢ok sayida hiicre dongiisii
markerlari, AH’da hassas noronlarda yeniden eksprese edildigi rapor edilmistir (Bar
ve ark., 2010). Bu durum, hiicrenin kesin olarak oliimiine katki saglayabilecek, hiicre
dongiisliniin baslamasina sebep olabilir. Buna ek olarak, daha 6nce de bahsedildigi
gibi ERK yolu, hippokampal sinaptik plastisite, 6grenme ve hafizada kritik bir rol
oynamakta ve ERK’larin diizglin bir sekilde aktiflestirilmesi ile inaktif hippokampal
LTP baslatim1 igin esansiyel pozisyona sahip oldugu ifade edilmistir. Bu nedenle
ERK yolunun diizgiin bir sekilde calismaya devam etmesi, hippokampiis ile ilgili
islevler agisindan kritik 6nem tasimaktadir. AH’da hippokampusta anormal olarak
aktiflestirilen ERK yolu, spesifik olarak hippokampal islevlerini aksatabilir ya da
bozabilir ve AH olan bireylerde hafiza kayiplarina katki saglayabildigi ileri
striilmiistiir (Zhu ve ark., 2002; Bar ve ark., 2010; Kim ve Choi 2010; Munoz ve
Ammit 2010).

Suan, Af’nin ERK yoluna etkisi hakkinda bircok ¢eliskili sonug
bulunmamaktadir. AB’nin m1 ERK aktiflesmesine yol actigi yoksa ERK
aktiflesmesinin mi AB sitotoksisitesine katki sagladigi halen tartisilmaktadir. Her
soruya verilen farkli cevaplara dayali olarak, dort tane goriis ayriligi bulunmaktadir:
(1) AB siirekli olarak ERK aktiflesmesine yol agmakta ve ERK aktiflesmesi, AB nin
neden oldugu U fosforilasyonuna ve néron dejenerasyonuna katki saglamaktadir. (2)
AB, ERK aktiflesmesine yol agmakta; ancak ERK aktiflesmesi A’nin yol actigi
hiicre 6liimiinde ne genel bir etki ne de koruyucu bir etkiye sahip bulunmaktadir. (3)
AB, ERK aktiflesmesine yol agmaz; ancak ERK, AB’nin yol agtig1r ndrotoksisiteye
birgok yonden aracilik eder. (4) AB, ERK’y1 aktiflestirmez ve ERK, A3’ nin yol agtig1
sitotoksisiteye hicbir sekilde aracilik etmedigi ifade edilmistir (Zhu ve ark., 2002;
Bar ve ark., 2010; Kim ve Choi 2010; Munoz ve Ammit 2010).

AH ile ilgili proteinlerin bir¢ok islevi i¢in ERK aktiflesmesinin gerekliligi ve
ogrenme ile hafiza ilizerinde oynadig1 6nemli rol disiiniilirse, ERK yolunun tam
olarak kontrol edilmesi ¢ok onemli oldugu rapor edilmistir. Ayn1 zamanda azalan

ERK aktivitesi ile kanitlanan, yaslanma siiresince ERK yolu iizerindeki
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diizenlemenin azalmas1 néronal hiicreleri 6zellikle stresle yiizlesme sirasinda hassas
hale getirebilir. Yaslanirken ERK’nin diizenlenmesi {izerindeki bu azalma, 85 yasin
istiindeki yasghlarin yarisinda AH goriilmesinin nedeni olarak agiklanabilecegi
bildirilmistir (Zhu ve ark., 2002; Bar ve ark., 2010; Kim ve Choi 2010; Munoz ve
Ammit 2010).

1.1.6. Alkol

Alkolik terimi, etanole psisik olarak bagl (bagimli) olanlar i¢in kullanilmaktadir.
Diger bir deyisle, alkolikler i¢in etanola duyulan siddetli arzu giinliik bir durum
halini almistir. Bu durumda, alkoliin birakilmasi fiziksel olarak geri ¢ekilme
semptom ve belirtileri gosterebilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde
yetiskinlerin % 7’si, ergenlik ¢agindaki genglerin % 19’unun ya alkolik ya da sorunlu
icici olduklar1 tahmin edilmekte, ve toplam O6lim oranmnin % 5’i olarak etanol

gosterilmektedir (Brust 2010).

1.1.6.1. Alkolik Demans

Son yillarda, beslenme yetersizligi, beyin travmasi, karaciger yetmezlii veya
beyinde olusabilecek diger dolayli hasarlarin varliginda etanoliin uzun siireli biligsel
bozukluga, “alkolik demans” ya da “etanol kaynakli demans”a neden olabildigi
giinden giine kesinlesmektedir. Bir¢ok alkolik, daha smirli bir alana etki eden
amnestik bozukluktan ¢ok, yavasca ilerleyen ve birden ¢ok alana etki eden bilissel

bozukluk gostermekterdigi rapor edilmistir (Brust 2010; Kruman ve ark., 2012).

Etanole bagli demansin, tim demans vakalarmin yaklastk % 10’unu
olusturdugu varsayilmakta olup “asir1 alkol kullanimi1” biiylik olasilikla daha yiiksek
bir orana denk gelmektedir. Etanole bagli demans i¢in kabul edilen kriterler, bes yili

askin bir siire zarfinda erkekler i¢in haftalik en az 35, kadinlar i¢in 28 standart kadeh
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ve biligsel bozuklugun baslangici itibariyle {i¢ yil icerisinde dnemli 6l¢iide tiiketilen

etanolii kapsamakta oldugu bildirilmistir (Brust 2010; Kruman ve ark., 2012).

Hayvanlarda eszamanli kontrol uygulanarak yapilan c¢alismalar, etanoliin
norotoksik etkili olup; etanol verilen hayvanlarda hafiza ve 6grenme bozukluguna
neden olan noéropatolojik degisimlerin goriildiigiinii dogruladigr gosterilmistir.
Simdiye kadar bildirilmis olan bozukluklar, hipokampal CA1l ve CA3 piramidal
noronlarin, yosunlu CA3 fiber sinapslarin kaybini; bazal 6n beyinde kolinerjik néron
kaybini; serebral korteks noéronlarinda, hipotalamusta ve beyin sapindaki patolojik
degisimleri ve hastalifin ilk asamalarinda kortikal sinaps fazlaliginin ekarte
edilmesiyle ortaya ¢ikan bozukluklari icermektedir. Hasar, doza bagimli ve ozellikle
yiiksek diizeyde kan etanol konsantrasyonuna (KEK) neden olan asir1 alkol tiiketimi
ile muhtemelen baglantili olarak ortaya ¢ikmaktadir (Brust 2010; Kruman ve ark.,
2012).

Etanol norotoksisitesinin, glutamat eksitotoksisite ve oksidatif stresi kapsamak
lizere, tiyamin eksikligi kaynakli baz1 vakalarda, siddetlenebilen cesitli
mekanizmalart bulunabilmektedir. Homosistein de etanol norotoksisitesi altinda ele
alinmaktadir. Hiperhomosisteinemi (HHcy), folat eksiliginin sonucunda ortaya
cikarken homosistein, NMDA reseptor gecisini ve eksitotoksisiteyi artiran glutamat
NMDA reseptorlerinde bir agonist olarak ¢alismaktadir. Etanol, ayn1 zamanda beyin-
norotropik faktor ve sinir gelisim faktoriiniin yararliligini diisiirmektedir. Bu durum
da biiylik olasilikla intraselliiler sinyal yolaklarinin bozulmasina sebep olmaktadir.
Etanol nedeniyle DNA sarmallarinin kopmast, noron Oliimiiyle
sonuclanabilmektedir. Kronik alkol tiiketimi dokularda SAM miktarinin azalmasina
ve bunun sonucu olarak DNA’nin hipometilasyonuna yol a¢gmakta oldugu rapor
edilmistir (Bleich ve ark., 2004; Brust 2010; Kruman ve ark., 2012; Schellenberg ve
Montine 2012; Zakhari 2013).
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Sekil 1.18. Alkoliin DNA hasart iizerine etkisi (Kruman ve ark., 2012).

1.1.6.2. Alkol Metabolizmasi

Alkol metabolizmasi, metabolizma iiriinlerinin belirlenmesi ve bunlarin fizyolojik
etkilerinin ortaya konmasi dnemlidir. Etanoliin primer metabolizma yolu karacigerde
gerceklesmektedir. Karacigerden daha az olarak mide ve intestinal sistemde de
olusmaktadir. Etanol alkol dehidrogenaz (Sekil 1.1.6.2) enzimi araciligiyla
asetaldehite doniismektedir. Asetaldehit, etanoliin etkilerinde aracilik eden major bir
rol oynamaktadir. Asetaldehit aldehit dehidrogenaz enzimi aracilifiyla asetata daha
fazla okside oldugu bildirilmistir (Zimatkin ve Deitrich 1997; Lieber 2004(a);
Zakhari 2006; Kruman ve ark., 2012).

Karacigerdeki etanol metabolizmasinin  aksine  beyindeki etkilerinin
aydinlatilmas1 zor oldugu ifade edilmistir. Rat beyin homojenat Orneklerinde
sitokrom P450 (CYP2E1) ve katalaz (CAT) yolu ile metabolizma oranlar1 sirasiyla
%60-70 ve %20 dolaylarinda oldugu rapor edilmistir (Zimatkin ve Deitrich 1997,
Lieber 2004(a); Zakhari 2006; Kruman ve ark., 2012).
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Sekil 1.19. Alkol metabolizmasi (Zakhari 2006).

1.1.6.3. Oxidatif Yol

Sekil 1.19 da gosterildigi gibi etanoliin oxidatif metabolizmasina; ADH, Sitokrom
P450 (CYP2E1L) ve katalaz (CAT) katkida bulunmaktadir (Lieber 2004(b); Kruman
ve ark., 2012; Nassir ve 1bdah 2014).

1.1.6.3.1. ADH: Karacigerde etanoliin oksidatif metabolizmasinda major rol
oynamaktadir. ADH yolu stoplazmada yer alir ve ADH’in bir¢cok varyanti
bulunmaktadir. ADH ile metabolize olan etanol asetaldehit {iriinii olusur ki
asetaldehit doku hasar1 gibi bir¢cok zararli etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Yiiksek
konsatrasyonlarda etanoliin elemine edilmesinde bu ADH enzimi ve CYP2EI gérev
almaktadir. Sonug¢ olarak alkol oxidasyonu karaciger hiicrelerinin sitozoliinde
gerceklesmektedir. Diger bir deyisle karaciger hiicrelerinde gerceklesen bu
reaksiyonlar sonucunda olusan serbest radikaller (ROS) ve asetaldehid etkilerine
kars1 karaciger hiicreleri ¢ok hassas oldugu ileri siiriilmiistiir (Lieber 2004(b);

Kruman ve ark., 2012; Nassir ve Ibdah 2014).

42



1.1.6.3.2. Mikrozomal Etanol Oxide Edici Sistem (CYP2E1): Viicuda alinan
alkoliin kiigiik (%10) bir boliimii farkli yollarla metabolize edilmektedir. Karacigerde
ADH vyolu haricinde 6nemli bir boliimii mikrozomlarda metabolize edilmektedir.
Karaciger hiicrelerinde endoplazmik retikuliim (EPR) olarak bilinen hiicre i¢i agda
mikrozomlar i¢inde bulunan CYP2E1, 1A2 ve 3A4 alkol oxidasyonu i¢in baslica
yolu oldugu rapor edilmistir. Kronik alkol tiikketiminde mikrozomal etanol okside
edici sistem (MEOS)’in aktivitesi Ozellikle de CYP2E1’in aktivitesi arttigi ileri
stirilmistiir (Lieber 2004(b); Lu ve Cederbaum 2008; Kruman ve ark., 2012).

1.1.6.3.3. Katalaz (CAT): Hiicrede peroxizomlarda lokalize olan katalaz (CAT)
hidrojen peroksit (H202) varliginda etanoliin oxidasyonunu gerceklestirmektedir.
Bununla birlikte kantitatif olarak a¢ karinla alkol alimi hari¢ CAT yolu alkol
oxidasyonunda kii¢lik bir yolu oldugu ifade edilmistir. Kronik alkol tiiketen rat
karacigerinde, perisentral bolgede H202 iiretiminde ve CAT aktivitesinde artis

gozlenmistir (Lieber 2004(b); Kruman ve ark., 2012; Nassir ve Ibdah 2014).

1.1.6.4. Alkol Oxidatif Metabolizma Uriinleri

Alkoliin oxidatif metabolizma iiriinleri olan asetaldehit ve asetat cesitli yollardan
hiicre ve doku hasarina katkida bulundugu gosterilmistir (Lieber 2004(b); Lu ve
Cederbaum 2008; Kruman ve ark., 2012).

1.1.6.4.1.Asetaldehit: Alkoliin oxidatif metabolizmasi sirasinda olusan asetaldehit
mitokondri de aldehit dehidrogenaz 2 tarafindan hizlica asetata doniistiiriiliir ve bu
sirada NADH NADH’a donilismektedir. Mitokondride NADH bir dizi kimyasal
reaksiyon (elektron transport zinciri) ile oksitlenmektedir. Asetaldehit enzim,
mikrozomal protein ve mikrotiibiil gibi proteinlere baglanma yetenegine sahip
oldugu bilinmektedir. Asetaldehit, proteinlerdeki belirli baz1 amino asitlerle ( Lizin,
sistein ve aromatik amino asit olarak adlandirilan bazi amino asitlerin gruplariyla)

etkilesime girmektedir. ~ Ancak protein yapisindaki amino asitlerin hepsinin
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asetaldehit ile olan etkilesimi ayn1 degildir. Bazi protein yapilar digerlerine gore bu
etkiye daha hassas oldugu rapor edilmistir (Lieber 2004(b); Lu ve Cederbaum 2008;
Kruman ve ark., 2012).

1.1.6.4.2. Asetat: Asectaldehitin oksidasyonu sonucu olusan asetat karbondioksite
(CO2) oksitlenmektedir. Alkol metabolizmasi sonucunda olusan asetatin ¢ogu
karacigerden kana ge¢mekte ve daha sonra kalp, iskelet kasi ve beyinde CO2’e
metabolize edilmektedir. Asetat ndtr bir iiriin degildir ve karaciger kan akisin
arttirdigi gibi merkezi sinir sistemini deprese etmektedir. Asetat cesitli yollarla
metabolik yolaklar etkileyebilir (Lieber 2004(b); Lu ve Cederbaum 2008; Kruman
ve ark., 2012).

1.1.6.5. Alkol ve Oxidatif Stres

Oksidatif stres fizyolojik ve patolojik siireclerde iiretilen ve normal antioksidan
mekanizmalar tarafindan engellenemeyen ROS birikimi olarak ifade edilmigtir.
Kronik alkol tiikketiminin yani sira akut alkol tiiketimi de ROS iiretimini
artirmaktadir. ROS’un mevcut etkileri arasinda DNA’nin ii¢ boyutlu yapisinin
degisimi, hiicre biiylimesi ve Olimiiyle ilgili genlerin inhibisyonu ve/veya
aktivasyonu, hiicre motilite artisi, vazodilatasyon ve angiogenesis oldugu rapor

edilmistir (Lieber 2004(b); Lu ve Cederbaum 2008; Kruman ve ark., 2012).

Alkoliin indiikledigi organ harabiyetinde alkol dehidrogenaz (ADH) ve
asetaldehit dehidrogenaz (ALDH2) basamaginda hidrojen akseptorii NAD kofaktor
olarak gorev almaktadir. NADH seviyesi artarken mitokondrial DNA harabiyeti ve
lipit peroksidasyonuna yol acan siiperoksit radikal seviyesi artmaktadir. Oksidatif
denge bozulmasi sonucunda doku hasar1 ortaya c¢ikmaktadir. Ayrica mitokondri
NAD+/NADH orami1 da azalmaktadir. Etanol metabolizmasi sirasinda ADH ve
CYP2EI tarafindan iiretilen asetaldehit ve ROS gibi reaktif molekiiller, hiicrede

protein yapilar ve diger molekiillerle etkileserek bu yapilarin stabilitesini ve ¢
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boyutlu yapilarini etkileyerek fonksiyonlarini bozabilmektedirler (Lieber 2004(b); Lu
ve Cederbaum 2008; Kruman ve ark., 2012).

Tim bu literatiir bilgilerin 1518inda bu c¢alismada biz alkol ve AF64A ile
indiiklenen AH benzeri rat modelimizde antioksidan 0Ozellikteki piperinin hem
molekiiler diizeyde hem de davranigsal olarak tedavi etkinliginin ortaya konmasi ile
Hcy metabolizmasinda gorev alan betainin oksidan durumlardaki etkinliginin ve
davranigsal basarisin1  belirlemeyi amacladik. Boylelikle AH patolojisinin
aydinlatilmasina katki saglayarak erken teshis edilebilmesine belirlenmesine

yardimci olmak hedeflenmektedir.
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2. MATERYAL ve METOD

Afyon Kocatepe Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan
(AKUHADYEK) AKUHADYEK-195-13 nolu etik kurul raporu alinarak ugulamalar
gergeklestirilmistir.

2.1. Hayvan Materyali

Bu calismada 42 adet, 3-3,5 aylik 280-320 g Sprague-Dawley erkek rat kullanilmis
ve yine kayipsiz olarak 42 rat ile ¢alisma tamamlanmistir. Ratlar standart bir diyetle
beslenmis ve igme sulari ile ilgili herhangi bir siirlandirilma yapilmamistir. Tim
deney gruplarinda g¢evresel sartlar kontrol altinda tutulmustur (12 saat/ 12 saat
aydinlik/karanlik sikliisii, 25-28 °C ortam 1s1s1).

Caligsma prosediiriine gore ratlar asagida tarif edildigi gibi 3 ana grup ve daha

sonra toplamda 7 grup olacak sekilde altgruplar olusturularak siniflandirilmistir.

Piperine Sigma-Aldrich (Lot: MKBJ9209V) Hindistan, AF64A Sigma-Aldrich
(Lot: 091M4609V) ABD, betaine Sigma-Aldrich (Lot: BCBH8777V) Almanya ve
etil alkol Merck ( Indeks No:603-002-00-5) Almanya’dan saglanmistir.

Grup 1 Kontrol grubu (n=6): Kontrol grubu ratlara herhangi bir islem

uygulanmamis olup normal giinliik yasamlari1 korunmustur.

Grup 2 Alkol Uygulamasi (n=18):

Grup 3 AF64A Uygulamasi (n=18):
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Grup 2a Etanol Grubu (n=6): Solunum yoluyla her giin hayvan basina %96’lik
450 ul/ml (%47°lik etanol ¢ozeltisi) etanol olacak sekilde karisim hazirlanip 5 hafta

stireyle hergiin inhalasyon yoluyla verilmistir.

Grup 2b Tedavi Amach Piperin Verilmesi (n=6): Hayvan basma 450 ul/ml
%96°1ik (%47’lik etanol ¢ozeltisi) etanol verilmesine ek olarak ratlara hergiin 12,5
mg/kg/gilin tedavi amagli igme sularina katilan piperin 5 hafta siire ile hergiin tedavi

amach verilmistir.

Grup 2c¢ Tedavi Amach Betain Verilmesi (n=6): Hayvan bagimna her giin 450 pl/ml
%96°’lik (%47’lik etanol ¢ozeltisi) etanol verilmesine ek olarak ratlara 12,5
mg/kg/giin 5 hafta siire ile tedavi amagli her giin igme sularina karistirilan betain

verilmistir.

Grup 3a AF64A Grubu (n=6): AF64A uygulamasi: 2 nmol/2ul/ giin (rat basina
1umol/L’lik stok ¢ozeltiden 2 pl) olarak 5 hafta siireli olarak her giin igme sularina

verilmistir.

Grup 3b Tedavi Amagh Piperin Verilmesi (n=6): Bes hafta siire ile 2 nmol/2ul/
giin (rat bagina 1umol/L’lik stok ¢6zeltiden 2 ul) olarak AF64A’lin igme sularina
uygulamasina ek olarak ratlara tedavi amagli piperine 10 mg/kg/giin 5 hafta siireli

her giin igme sularina karistirilarak verilmistir.

Grup 3c Tedavi Amach Betain Verilmesi (n=6): Bes hafta siire ile 2 nmol/2ul/ giin
(rat basina 1pmol/L’lik stok ¢ozeltiden 2 pl) olarak her giin igme sularina AF64A
uygulamasina ek olarak ratlara tedavi amach 12,5 mg/kg/giin 5 hafta her giin igme

sularina betain karigtirilarak verilmistir.
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Ratlar
| fer
| | I

Grup 1 (6) Grup 2 Grup 3
(Kontrol) Alkol {18) AFG4A(18)
)L | ) —
| L L L | L o —1
23 2b 2¢ 3a 3b 3c
Sadece Alkol Alkol + Piperin Alkol + Betain Sadece ‘ AFS4A + AFG4A +
(3] (6) (6) AFG4A (B) ) Piperin (6) ) Betain (6) )

Sekil 2.1. Ratlarin gruplara gore siniflandirilmasi

Tum ratlara son uygulamadan 24 saat sonra Alfamin intraperitonal (i.p) olarak
uygulanmistir. Operasyon Oncesi ratlar yaklasik 12 saat a¢ birakilmiglardir. Batin
acilip heparinli enjektorle yaklasik 5 ml kan intrakardiyak yontemle alinarak

heparinli tiiplere konulduktan sonra ratlar dekapite edilmistir.

2.2. Biyokimyasal Analizler

2.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Heparinize kan 4 derecede 3000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi. Plazma kismi baska
bir tiipe alind1. Akyuvar tabakas1 aspire edildi. Daha sonra ii¢ kez izotonik NaCl ile
eritrositler yikandi ve eritrosit paketi elde edildi. Elde edilen plazma 6rnekleri ve

eritrosit paketleri ¢alisma giiniine kadar -20 derece de saklanmustir.

Plazma Orneklerinden MDA seviyeleri ¢alisgilmistir.  Eritrosit  doku
orneklerinden GSH seviyeleri ¢alisilmistir. Eritrosit GSH sonuglari gram hemoglobin

basina verilmistir.
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Kimyasalin Adi Formiilii Miktar Birimi
Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) 1 g
Potasyum Ferrisiyaniir | (K3Fe(CN)6) 0,2 g
Potasyum Siyaniir (KCN) 0,05 g
Distile Su 1000 ml

Tablo 2.1. Drabkin reaktifinin bilesenleri

2.2.2. Karaciger Doku Homojenati Hazirlanmasi

Karaciger doku ornekleri dokunun alinmasini miiteakip doku 6rneklerinden 0,2 g
tartilmig ve 0,1 M pH: 7,4 fosfat tamponundan 2 ml ilave edilerek Ultra Turrax (IKA
Works, USA) marka homojenizatorle buz igerisinde 24,000 devir/dk da 1 dk
homojenize edilmistir. Homojenatlara daha sonra Dr Hielscher (Germany) marka
sonikatorle 20,000 cycle/sec olacak sekilde 1 dk ultrasonikasyon gerceklestirilmistir.
Ardindan homojenatlar 10,000 g de 15 dk santrifiij edilerek supernatant ayrilmis ve
calisilincaya kadar -20 derecede saklanmistir. Karaciger doku 6rneklerinden GSH ve

MDA seviyeleri ¢alisilmistir. Sonuglar gram protein basina olarak verilmistir.

2. 2. 3. Doku Protein Ol¢iim Yontemi

Doku homojenatinda Protein diizeyleri Brilliant Blue G boyas1 yontemi ile Sigma
marka ticari kitler kullanilarak (Saint Louis, Missouri, USA) prospektiiste belirtildigi
sekilde gerceklestirildi. Sonuglar pg/ml protein olarak verildi.

2.2.4. Eritrosit Hemoglobin Tayini:

Drapkin ¢ozeltisinde (Tablo 2. 1.) bulunan ferrisiyaniir Hb'deki +2 degerlikli demiri
(ferro=Fe+2) +3 degerlikli demir (Ferrik=Fe+3)'e ¢evirerek methemoglobine
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dontistirmekte, sonra potasyum siyaniir ile birleserek stabil bir molekiil olan

siyanmethemoglobin meydana gelmektedir.

Kor Numune
Hemolizat - 50 pl
. oo 2 5
Drapkin Cozeltisi 2,5 ml 2,5 ml

Tablo 2.2. Hemolizat hemoglobinin dl¢iimii

Tiipler altiist edildi ve daha sonra 10 dakika oda 1sisinda bekletildi. Numune
kore karst 546 nm’de okunur. Okunan absorbans kalibrasyon grafiginden % Hb

degeri olarak hesaplanmustir.

Kalibrasyon Grafidi

0,8 4
0,6 4

0.4 -

> /
0 T T

0 5 10 15

Absorbans

kKonsantrasyon {(gridl)
Sekil 2.2. Drabkin hemoglobin kalibrasyon grafigi
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2.2.5. Rediikte Glutatyon (GSH) Ol¢iimii

Rediikte glutatyon (GSH) seviyeleri HPLC yontemi ile Chromsystems Diagnostics
(Munich/Germany)’den saglanan kit HPLC floresan dedektor (Ex:385 Em:515 nm)
ile belirlenmis olup ( Sekil 2.3.) sonug¢lar umol/L olarak degerlendirilmistir.

0.30

EX 385 nm
EM 515 nm

0.254

Glutathion

0.20-]

Int. Standard

> 045
i
0,10

0,054

o.ooi——-/\——}- =

T T T T T T T T T T T T

L
2.00 00 6,00
Nakika

Sekil 2.3. HPLC Rediikte Glutatyon (GSH) kalibrasyon grafigi.

2.2.6. Malondialdehit (MDA) Ol¢iimii

Plazma ve karaciger lipit peroksidasyon seviyeleri HPLC yontemi ile Chromsystems
Diagnostics (Munich/Germany)’den saglanan kit HPLC floresan dedektor (Ex:515
Em:553 nm) ile belirlenmis olup (Sekil 2.4.) sonuglar pumol/L olarak

degerlendirilmistir.
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0,18
0,16 n
0,14
0,12
0,10

Volt
Malondialdehit

0,08

0,06

0,043

0,02

0,00

1,00 200 < 5,00 6,00 7,00
Dakika

Sekil 2.4. HPLC Malondialdehit (MDA) kalibrasyon grafigi.

2. 3. Patolojik Inceleme

Cikarilan beyinler sag ve sol hemisferler arasindan longidutinal olarak kesilerek iki
esit parcaya boliinmiis, tiim sol beyin yarim kiireleri tamponlu nétral % 15°lik
formaldehit soliisyonunda 72 saat siireyle tespit edilmistir. Dokular trimlenerek
hipocampal bolgeleri doku takip kasetlerin aktarilmistir. Dokular 8 saat siireyle akan
suda yikanmis ve genetik testlerin ¢alisilmasi i¢in ayrilan diger yarim kiire parafine

gomiilerek saklanmigtir.

Doku takip cihazi ile (Leica TP 1020) dereceli alkol serilerinden ve ksilenden
gecirilerek parafinde bloklanmig ve rotary mikrotomla (Leica RM 2155) 6-8 mikron
kalinliginda kesitler alinarak Cresyl Violet ile boyanmistir. Zeiss ICC 5 kamera, ZEN
goriintiileme yazilimi ile 151k mikroskobunda (Zeiss Axiolab.A1) degerlendirilmis ve

gerekli goriildiigiinde dijital kamera ile mikroskobik olarak goriintiiler alinmistir.
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2.4. Genetik Analizler

2.4.1. Dokudan RNA Izolasyonu

Her gruptan parafine edilmis beyin sol yarim kiire 6rneklerinden RNA purification
(Thermo scientific High Pure FFPET RNA Isolation Kit Roche Almanya) araciligi
ile elde edildi. Her bir rat beyin doku 6rneklerinin lizerine 400 pl lizis/binding buffer
eklenerek vortekslendi. Daha sonra tiim karisim 8000 x g de 15 sn vortekslendi. 100
uL RNA Tissue Lysis Buffer, 16 uL %10’luk SDS, 40 uL proteinase K eklendi. 30
dak 85 derecede inkiibasyon yapildi. 80 uL proteinase K eklendi. 55 derecede 30 dak
inkiibasyon yapildi. 325 uL RNA Binding Buffer ve 325 uL absolute ethanol
eklendi. Ornekler filtreli tiiplere alindi. 6,000 g de 30 saniye santrifiijden sonra

yikama soliisyonlari ile sirast ile muamele edildi.

Ayrt 1,5 ml’lik eppendorf tiiplere her 6rnek icin 90 pl DNAaz inkiibasyon
buffer ve 10 ul DNaz eklenip karistirildi. Daha sonra her tiipe 100 pl dagitildi.
Sonrasinda 15 dk oda 1sisinda inkiibe edildi. Her tiipe 500 pl wash buffer eklenerek
15 sn 8000 g de santifiij edildi. Eppendorf ta pellet kalicak sekilde dokiildii. Her tiipe
200 pl wash buffer 2 eklenerek 2 dk 13000 g de santifiij edildi. Sonrasinda 50 pl
elution buffer eklenerek 8000 g de 1 dk santrifiij edildi. Pellet de RNA elde edildi.

2.4.2. cDNA Sentezi

cDNA eldesi (Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit) Almanya’dan

saglanan kit ile ¢alisilmistir.

cDNA eldesi igin ortalama 0,5-1 pg total RNA kullanildi. 5 pl RNA eklendi.
Primer 1 pl random primer + 1pl oligo primer = 2 ul PRIMER eklendi. Daha sonra
5,4 ul su eklendi. Toplam hacim 11,4 p olarak elde edildi ve devaminda 65 derece de

10 dk inkiibe edildi. Daha sonra ikinci asamaya gecildi. Ikinci asamada ise
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Transcriptor High Fidelity Reverse Transkriptaz Buffer reaktifinden 4ul eklendi.
Protector RNase inhibitdérden 40 U/ul eklendi. Daha sonra deoksiniikleotid 10 mM
karistmindan 5ul eklendi. Sonrasinda 1 ul DTT eklendi. Transcriptor High Fidelity
Reverse Transkriptaz Buffer reaktifinden 1,1 ul eklendi. Toplam hacim olarak 8,6 ul
elde edildi. Sonug hacim olarak 20 pl cDNA elde edildi.

2.4.3. Primer Tasarimi

ACTB (R. NORVEGICUS) geninin analizinde Roche marka 05532957001

Katolog numarali ve Assay ID: 500153 olan primerler kullanilmigtir.

Rattus norvegicus mitogen activated protein kinase 1 (Mapk1), mRNA

MAPK 1 KROMOZOM 11

Sooqad

EMERNOGTCO000002533
|

1

EMERNOGTO0000027001
|

—— o . . . L I
Tk_053842 i
I I o L I . L] —1
00
EXOM SCAlE - _ |

MAPK1 (R. NORVEGICUS) geninin analizinde Roche marka 05532957001
Katolog numarali ve Assay ID: 500184 olan primerler kullanilmistir.

Rattus norvegicus BACE, mRNA
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BACE KROMOZOM 8

Sn2ear

B 1253
ENSRNOTO00000227 55
[} . I - . . - 5 I
ENSRNOTO0000046870 :
[} . I . . . . I
R 5704 :
| — [} L} I ] | [ | . {_ —

SO0 bp
exan Scale

BACEL (R. NORVEGICUS) geninin analizinde Roche marka 05532957001

Katolog numarali ve Assay ID: 502827 olan primerler kullanilmistir.

2.4.4. B-sekretaz (BACE) mMRNA Seviyelerinin Belirlenmesi

BACE mRNA seviyeleri i¢in parafine gomiilmiis beyin doku 6rnekleri kullanilmistir.

1) cDNA’lar % oraninda olacak sekilde sulandirildi. Sulandirilmis olan 6rneklere Spul
dH20 eklendi.

2) 1 tanesine Beta Aktin referans gen probu olmak iizere sirayla x, y, z, target gen

problarini iceren toplamda 40 adet ependorf hazirlanda.

3) Asagida belirtilen miktarlar, 40 (120 reaksiyon) numune olmak iizere hesaplandi.

4) Beta aktin referans ismi verilen ilk ependorfa sirasiyla;
a) 400 ul Probe Master,
b) 160 ul dH20

¢) 40 u Beta aktin referans gen probu konuldu.

5) BACE Target gen isimli 2. Ependorfa sirasiyla;
a) 400 ul Probe Master,
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b) 160 ul dH20
) 40 p IL1A Target gen probu konuldu.

6) BACE Target gen isimli 3. Ependorfa sirasiyla;
a) 400 ul Probe Master,
b) 160 ul dH20
) 40 p IL1A Target gen probu konuldu.

7) Sirastyla diger Target gen problari i¢in de ayn1 miktarlarda karigimlar hazirlandu.

8) Hazirlana karigimlara dikkatlice pipetleme yapildi.

9) Hazirlanan karisimlardan 15 p alinip asagida belirtilen sekilde Light Cycler 480
Multiwell Plate’e dagitildu.

10) Platedeki 1 numarali kisma 5’er pl CDNA 6rnekleri dagitildi.

11) Platedeki 12 numarali kisma 5’er pl negatif kontrol olmak {izere su konuldu.

12) Plate tizeri sealing Foil ile hava kabarcigi olmayacak sekilde dikkatlice kapatildi.

13) Plate 1500 x g de 3 dk santrifiij edildi.

14) Plate, Light Cycler 480 cihazina yerlestirildi.

15) Cihaz programi PCR protokoliine gore hazirlandi.

16) Ardindan yaklasik 1:20 dk siiren okuma baslatildi.
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2.4.5. Mitojen-Aktiviteli Protein Kinaz (MAPK) mRNA Seviyelerinin

Belirlenmesi

Mitojen-aktiviteli protein kinaz mRNA seviyeleri i¢in parafine gémiilmiis beyin

doku ornekleri kullanilmistir.

1) cDNA’lar % oraninda olacak sekilde sulandirildi. Sulandirilmis olan 6rneklere Sul

dH20 eklendi.

2) 1 tanesine Beta Aktin referans gen probu olmak {izere sirayla x, y, z, target gen

problarini i¢ceren toplamda 40 adet ependorf hazirlandi.

3) Asagida belirtilen miktarlar, 40 (120 reaksiyon) numune olmak {izere hesaplandi.

4) Beta aktin referans ismi verilen ilk ependorfa sirasiyla;
a) 400 pl Probe Master,
b) 160 ul dH20.
) 40 u ILTA Target gen probu konuldu.

5) MAPK Target gen isimli 2. Ependorfa sirasiyla;
a) 400 pl Probe Master,
b) 160 ul dH20.
) 40 u IL1A Target gen probu konuldu.

6) MAPK Target gen isimli 3. Ependorfa sirasiyla;
a) 400 ul Probe Master,
b) 160 ul dH20
) 40 p IL1A Target gen probu konuldu.

7) Sirasiyla diger Target gen problari i¢in de ayn1 miktarlarda karisimlar hazirlandi.
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8) Hazirlana karigimlara dikkatlice pipetleme yapildi.

9) Hazirlanan karigimlardan 15 p alinip asagida belirtilen sekilde Light Cycler 480
Multiwell Plate’e dagitildi.

10) Platedeki 1 numarali kisma 5’er ul cDNA 6rnekleri dagitildi.

11) Platedeki 12 numarali kisma 5’er pl negatif kontrol olmak tizere su konuldu.

12) Plate iizeri sealing Foil ile hava kabarcig1 olmayacak sekilde dikkatlice kapatildi.

13) Plate 1500xg de 3 dk santrifiij edildi.

14) Plate, Light Cycler 480 cihazina yerlestirildi.

15) Cihaz programi asagidaki tabloda yer alan PCR protokoliine gore hazirlandi.

16) Ardindan yaklasik 1:20 dk siiren okuma baglatildi.

2.5.  Morris Su Labirenti (Ogrenme Testi)

Ogrenmeyi test etmek amaciyla dnceden hazirlatilan Richard Morris (Gallagher ve
ark 1993) tarafindan gelistirilen Morris su labirenti kullanildi. Richard Morris
tarafindan gelistirilen Morris su labirenti uzamsal hafizay1 test etmek i¢in tasarlanmis
bir davranis deneyidir. Morris su labirenti, i¢erisinde gizli bir platformu bulunduran,
ici su dolu, genis, sirkiiler bir tanktir. Tankin ¢ap1 120 cm, yiiksekligi 60 cm, su
yiiksekligi 40 cm. dir. Morris su tanki1 24-26 derece su ile dolduruldu. Platform su
yiizeyinden 5 cm derine yerlestirilmis olup, ¢ap1 10 cm, havuz kenarindan uzakligi
ise 17 cm.dir. Platformun ustii ise ratlarin tutunmasini saglayacak ve kendisini

giivende hissedecegi sekilde lifli bir kumagla kaplanmigtir (Arslan ve ark 2013).
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Resim 2.1. Morris su testi goriiniimii

2.6. Ilstatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler i¢in Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 17.0
kullanilmistir. Sonuglar ortalama+ standart sapma olarak ifade edilmistir. Gruplar
aras1 fark karsilastirilmasinda ANOVA analizi uygulanmistir. Siirekli degiskenlerin
normal dagilip dagilmadigini test etmek i¢in Kolmogorov Smirnov testi uygulanmis

ve p<0,05 degeri anlamlilik diizeyi olarak belirlenmistir.

Patolojik incelemede gruplar arasi siirekli ve ¢ok degiskenli karsilagtirmalar
dagilimlara gore Kruskal-Wallis test kullanilarak yapilmistir. Kruskal-Wallis teste
gore istatistiksel fark gozlenen gruplar arasi farkliligi gostermek i¢in Mann-Whitney
U-testi kullanilmis ve p<0,05’den kiiciik degerler istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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Data analiz Light Cycler 480 cihazinin 465-510 kanali kullanilarak yapilir.
Rolatif kantitasyon analizi ile elde edilen degerler (Target gene / referans gen)
kullanilarak, hedef genlerin mRNA ex presyon diizeylerinin degisim oranlar1 244t
metodu ile hesaplanarak grafik olusturulmustur (Pfaffl, 2001). Hesaplamada AACt=
(Ct hedef gen-Ct actb) denek grubu- (Ct hedef gen-Ct actb) kontrol grubu

formiiliinden yararlanilmigtir.
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3. BULGULAR

3.1. Karaciger ve Plazma MDA Seviyeleri
MDA Karaciger
_5
E 4
e 3
32
- - o
& R S
$ Yv XQ)@ Q\Qe § g N Q\Qe
Q&vo\ N be‘ ot
)
kot YS% ¥ Ygto

Sekil 3.1. Karaciger MDA seviyeleri (a: p< 0,01 ve b: p< 0,05 kontrol grubu ile
kiyaslandiginda, c: p< 0,05 Alkol grubu ile kiyaslandiginda ve d: p< 0,05 AF64A
grubu ile kiyaslandiginda. Diger gruplarda herhangi bir istatistiksel anlamlilik

gbzlenmemistir.).

Gruplar Kontrol | Alkol Alkol Alkol AF64A AF64A AFB4A +
+ Betain |+ Piperine + Betain Piperine
Ortalama = | 1,0837 = | 3,3702 £ | 2,633 + | 1,4205 £ | 3,4603 + | 29722 <+ | 14168 =+
ng nmol/g | 049816 | 0,53388 0,31616 0,21446 0,45242 0,46466 0,33612
oku

Tablo 3.1. Gruplarin karaciger MDA ortalamalari.
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3.2. Plazma MDA Seviyeleri
MDA Plazma
= 0 :
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Sekil 3.2. Plazma MDA seviyeleri (a: p < 0,001 ve b: p < 0,05 kontrol grubu ile
kiyaslandiginda, c: p < 0,05 Alkol grubu ile kiyaslandiginda ve d: p < 0,05 AF64A

grubu ile kiyaslandiginda.

Diger gruplarda herhangi bir istatistiksel anlamlilik

gbzlenmemistir).

Gruplar Kontrol | Alkol Alkol Alkol AF64A | AF64A | AF64A +
+ Betain pPiperine + Betain |Piperine

Ortalama + | 0,109 + | 0,6753 +| 0,388 +|0,3883 =+ |0,3985 +|0,1627 + | 0,1137 =+

SD pmol/L. | 0,03032 0,06897 0,05097 0,00954 0,08781 0,07418 0,03805

Tablo 3.2. Gruplarin plazma MDA ortalamalari.

Calismamizdaki
kiyaslandiginda alkol, AF64A ve AF64A-betain gruplarindaki fark istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur (Sekil 3.1. a: p< 0,01, b: p< 0,05). Sonuglar alkol, AF64A

karaciger doku MDA sonuglarinda kontrol grubu ile

ve AF64A-+betain gruplarinin kontrol grubuna gore yiiksek oksidan hasara maruz

kalmasi sonucu ortaya ¢iktig1 soylenebilir. Alkol grubu ile alkol+piperine grubu

kiyaslandiginda alkol+piperine grubu MDA seviyeleri istatistiksel olarak onemli

bulunmustur (Sekil 3.1.). Bu bulgular ile MDA seviyelerinin piperine’nin oksidan

harabiyeti azaltic1 yonde etki gosterdigi ile agiklanabilir. AF64A grubu ile AF64A +

piperine grubu kiyaslandiginda AF64A+ piperine grubundaki sonuglar istatistiksel

olarak 6nemli bulunmustur (Sekil 3.1. d p< 0,05). Bu sonuglar piperine AF64A

kaynakli oksidan hasar1 azaltic etkisinin oldugu seklinde agiklama yapilabilir.
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Plazma MDA seviyelerinde kontrol ile kiyaslandiginda alkol ve AFG64A
gruplarinda istatistiksel anlamli yiiksek sonuglar elde edilmistir (Sekil 3.2.). Bu
istatistiksel farkliligin nedeni alkol ve AF64A’nin oksidan hasara yol agtigini
gosterir. Yine kontrol grubu ile kiyaslandiginda alkol+betain, alkol+piperine ve
AF64A seviyeleri anlamli yiliksek gozlenmistir (Sekil 3.2. b p< 0,05). Alkol grubu ile
kiyaslandiginda alkol+betain ve alkol+piperine gruplarinda MDA seviyeleri
istatistiksel olarak anlamli diisiik oldugu kaydedilmistir (Sekil 3.2. ¢ p< 0,05). Bu
sonuglar bize Alkoliin oksidan etkisinin diger iki gruba gore daha yiiksek oldugu
seklinde bir fikir vermektedir. AF64A ile AF64A+piperine grubunda olusturdugu
oksidan hasaribetain ve piperinenin azalttigi gézlenmistir (Sekil 3.2.). Bu sonug ise
AF64A’nin oksidan etkisinin oldugu ve piperinenin bu etkiyi azalttig1 seklinde netice

¢ikarmaktadir.

3.3. Karaciger Rediikte Glutatyon (GSH) Seviyeleri

Rediikte Glutatyon (GSH)
Karaciger

800
£ 700

T A
< 600 - <
2500 - a T b
a

2400- T T
S 300 -
= 200 -
& 100 -

0_

Kontrol Alkol Alkol + Alkol + AF64A AF64 + AF64A
Betain Piperine Betain +
Piperine

Sekil 3.3. Karaciger rediikte glutatyon (GSH) seviyeleri (a: p< 0,001, b: p< 0,01
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, c: p< 0,01 Alkol grubu ile kiyaslandiginda ve d:
p< 0,01 AF64A grubu ile kiyaslandiginda. Diger gruplarda herhangi bir istatistiksel
anlamlilik gézlenmemistir).
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Gruplar Kontrol | Alkol Alkol Alkol AF64A AF64A AF64A +
+ Betain [+ Piperine + Betain | Piperine
Ortalama £ | 623,118 + | 326,2067 + | 408,428 + | 530,1053+ | 418,3442+ | 340,3857+ | 607,9727+

ng nmol/g 109,47441 | 113,60553 37,17678 | 65,4182 36,80401 | 83,28375 | 72,08297
OKU

Tablo 3.3. Gruplarin karaciger ortalama GSH degerleri.

3.4.  Eritrosit Rediikte Glutatyon (GSH) Seviyeleri

Rediikte Glutatyon (GSH) Eritrosit
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Sekil 3.4. Eritrosit rediikte glutatyon (GSH) seviyeleri ( a: p< 0,001, b: p< 0,05
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, c: p< 0,05 Alkol grubu ile kiyaslandiginda ve d:
p< 0,01 AF64A ile kiyaslandiginda. Diger gruplarda herhangi bir istatistiksel
anlamlilik g6zlenmemistir).

Gruplar Kontrol | Alkol Alkol Alkol AF64A AF64A AF64A +
+ Betain [+Piperine + Betain | Piperine

Ortalamax | 540,6707+ | 240,7302+ | 371,0978+ | 440,138+ | 245,1283+ | 338,5875+ | 476,6237+

|S_|Dbllm01/g 44,4729 48,60654 89,51097 | 76,9391 55,97376 17,5867 73,87365
9

Tablo 3.4. Gruplarin ortalama eritrosit GSH degerleri.

Karaciger rediikte glutatyon (GSH) seviyelerinde kontrol grubu ile
kiyaslandiginda alkol, alkol+betain ve AF64A+betain gruplar1 arasinda istatistiksel
anlamli diisiik sonuglar gozlenmistir (Sekil 3.3. a p< 0,001). Antioksidan 6zellikli

GSH’daki bu anlamli diizeydeki diismelerin, s6z konusu gruplarin oksidan strese
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maruz kalmis olmast ile aciklanabilir. Kontrol grubu ile AF64A grubu
kiyaslandiginda istatistiksel anlamli diisiik sonu¢ kaydedilmistir (Sekil 3.3. b p<
0,01). AF64A’nin oksidan strese neden olmasi seklinde agiklanabilir. Alkol grubu ile
kiyaslandiginda alkol+piperine grubunda istatistiksel olarak énemli bulunmustur (p<
0,01). Bu sonuglar piperinenin alkoliin olusturdugu oksidan hasari azaltmis
olabilecegi yoniinde degerlendirilmistir. AF64A grubu ile AF64A+piperine gruplari
arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli bulunmasi ( p< 0,01) piperine’nin

AF64A’nin oksidan etkisini azaltict yonde etki ettigi yonde agiklanabilir.

Eritrosit rediikkte glutatyon seviyelerinde (GSH) kontrol grubu ile
kiyaslandiginda alkol ve AF64A gruplarinda istatistiksel anlamli diisiik sonuglar elde
edilmistir (Sekil 3. 4. a p< 0,001). GSH’1n diisiik olmasi, oksidan etkinin alkol ve
AF64A gruplarinda daha yiliksek gozlendigi seklinde aciklanabilir. Yine kontrol
grubuna gore AF64A-tbetain grubunda anlamli diisiik sonug gozlenmistir (Sekil 3. 4.
b p< 0,05). Alkol grubu ile kiyaslandiginda alkol+piperine grubunda anlamli yiiksek
sonu¢ kaydedilmistir (Sekil 3.4. ¢ p< 0,05). Bu sonug piperinin antioksidan 6zelligini
ortaya koymus olabilecegi seklinde yorumlanabilir. AF64A grubu ile kiyaslandiginda
AF64A+piperine grubunda anlamli yiiksek sonu¢ kaydedilmistir (Sekil 3.4. d p<

0,01). Piperinenin burada da antioksidan 6zelligini ortaya koydugu anlasilmaktadir.

3.5. Moris Water Maze Test

Ratlar deneysel model olusturulmadan 1 hafta Oncesinden itibaren Moris Water
Maze havuzuna alistirma siireci gecirmistir. Ratlarin ilk gilinlerde ¢ikis platformunu
kendiliginden bulmalar1 beklenmistir. Bir dakika sonunda ¢ikis platformunu
bulamayan ratlara yardim edilerek platformu bulmalar1 saglanmistir. Platformu
bulmalarini miiteakip ratlar kurulanip dnce gecis kafesine alinmig daha sonrada kendi
kafeslerine geri koyulmustur. Ratlarin moris su tankindaki alistirma denemelerinin
hergiin ayn1 saatte ve ayni sirayla yapilmasina 6zen gosterilmistir. Morris su tanki
alistirma denemelerinin 3. ve 4. giinlerinde platformu kendilerinin kolaylikla

bulabildikleri izlenmistir. Deneme haftasinin sonlarinda ise ratlarin ¢ok daha kolay
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ve hizli sekilde (yaklasik 1 dk) ¢ikis platformunu bulabildikleri izlendi. Alistirma

haftasina ratlarin alinmasinin sebebi, ratlarin havuzu 6grenmeleri, hepsinin ayni

sartlarda ayn1 6grenme derecesine sahip olarak deneye baslamasini saglamaktir.

Ayrica saglik yonilinden, davranigsal agidan ve beslenmeleri titizlikle izlenmis,

alisma siireci sonunda her kafeste bulunan ratlar tartilmis ve kaydedilmistir. Siire

sonrasinda tiim kafeslerdeki ratlarin yasamsal ve davranigsal 6zellikleri birbiriyle

ayni oldugu goriildiikten sonra saglikli olanlar deneye dahil edilmistir.

Birinci Hafta
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Kontrol Alkol Alkol + Alkol + AF64A AF64 + AF64A
Betain Piperine Betain +
Piperine
Sekil 3.5. Moris water maze testi birinci hafta sonuclari.
Gruplar | Kontrol Alkol Alkol Alkol AF64A AF64A AF64A
+ Betain | +Piperine + Betain | +Piperine
Drtalamaz | 51,6905+ | 53,381+ | 51,0238 54,119 + | 51,619 =+ | 52,0952 + | 48,5238 +
5D sn 2,30955 1,48645 +2,87625 | 2,25772 1,49739 2,27258 4,64395

Tablo 3.5. Gruplarin birinci hafta ortalama siireleri.
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Sekil 3.6. Moris water maze testi ikinci hafta sonuglar1 (a: p< 0,05, b: p< 0,001
Kontrol grubuyla kiyaslandiginda. Diger gruplarda herhangi bir istatistiksel
anlamlilik gézlenmemistir.)

Gruplar Kontrol Alkol Alkol Alkol AF64A AF64A  |AF64A

+ Betain | + Piperine + Betain |+ Piperine
Ortalamaz | 25,3571+ | 28,0714+ | 27,5+ 26,4286+ | 29,381+ 28+ 31,8095+
SD sn 2,11843 2,48547 2,35736 | 1,92088 1,99523 1,4901 1,89665

Tablo 3.6. Gruplarm ikinci hafta ortalama siireleri.

Uciincii Hafta
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Sekil 3.7. Moris water maze testi tiglincii hafta sonuglar1 (a: p< 0,01 Kontrol grubu
ile  kiyaslandiginda.
gbzlenmemistir).

Diger gruplarda herhangi
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Gruplar Kontrol Alkol Alkol Alkol AF64A AFB4A | AF64A +
+ Betain |+ Piperine + Betain | Piperine

Ortalamax | 22,619+ | 29,4286+ | 28,2143+ | 26,8333+ | 30,3571+ | 26,7619+ | 28,0238+
SD sn 1,53773 | 1,63881 | 0,95938 | 1,40674 1,6897 1,50238 | 0,92766

Tablo 3.7. Gruplarn iigiincii hafta ortalama stireleri.
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Sekil 3.8. Moris water maze testi dordiincii hafta sonuglar1 (a: p< 0,001 Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda, b: p< 0,05 Alkol grubu ile kiyaslandiginda ve c: p< 0,05
AF64A grubu ile kiyaslandiginda. Diger gruplarda herhangi bir istatistiksel
anlamlilik gézlenmemistir. ).

Gruplar Kontrol | Alkol Alkol Alkol AF64A AF64A AF64A

+ Betain |+ Piperine + Betain | + Piperine
Ortalamazx | 18,7857+ | 58,5714+ | 56,4762+ |49,3333+ | 59,2857+ | 54,7619+ | 49,7143 +
SD sn 1,51926 5,45931 1,02087 |3,06883 5,94876 3,48251 2,14571

Tablo 3.8. Gruplarin dordiincii hafta ortalama siireleri.
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Sekil 3.9. Moris water maze testi besinci hafta sonuglar1 (a: p< 0,001 Kontrol grubu
ile kiyaslandiginda, b: p< 0,01 Alkol grubu ile kiyaslandiginda ve c: p< 0,05 AF64A
grubu ile kiyaslandiginda. Diger gruplarda herhangi bir istatistiksel anlamlilik
gbzlenmemistir).

Gruplar Kontrol | Alkol Alkol Alkol AF64A AF64A AF64A

+ Betain | + Piperine + Betain | + Piperine
Ortalamazx | 13,3571+ | 58,9048+ | 53,9762+ | 40,8333+ | 56,4762+ | 54,6905+ | 40,5+
SD sn 2,0697 3,50474 | 3,0565 3,34227 | 3,04881 1,54237 3,03012

Tablo 3.9. Gruplarin besinci hafta ortalama siireleri.

Tiim moris water davranis testi sonuglarina gore; birinci hafta sonunda ratlarin
¢ikis platformunu bulma siirelerinde gruplar kiyaslandiginda herhangi bir istatistiksel
fark izlenmemistir (Sekil 3.5.). Bu sonug bize ilk hafta sonunda AF64A ve alkoliin

heniiz oksidan 6zelliklerini davranigsal olarak ortaya koyamadigini gostermektedir.

Ikinci hafta sonunda gruplar arasinda ilk farkliliklar izlenmeye baslanmustir
(Sekil 3.6.). Birinci hafta ile ikinci hafta arasinda ratlarda genel olarak c¢ikis
platformunu bulma siireleri uzamis ve ikinci hafta gruplar arasinda farklilik dikkat
cekmektedir. Ikinci hafta morris su tanki testinin kontrol grubu ile kiyaslanmasinda,
AF64A ve AF64A + piperine gruplarinda istatistiksel anlamlilik (Sekil 3.6. )

gozlenmistir.
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Uciincii hafta sonunda morris su tanki testinde kaydedilen gruplar arasi
istatistiksel farkliliklar ise s0yle bulunmustur; Kontrol grubu ile Alkol grubu ve
AF64A gruplan kiyaslandiginda anlamli fark izlenmistir (Sekil 3.7. a: p< 0,01).
Alkoliin ve AF64A’nin rat davraniglar lizerindeki etkisinin ¢ikis platformunu bulma
stireleri kiyaslandiginda anlamli olarak yiiksek oldugu gézlenmistir. Bu sonuglarin,
Alkoliin ve AF64A’nin hippokampiis {lizerindeki negatif, harabiyet edici etkileri
sebebiyle ortaya ¢iktig1 sdylenebilir.

Dordiincti hafta sonunda morris su tanki testinde kaydedilen gruplar arasi
istatistiksel farkliliklar ise soyle siralanmaktadir; Kontrol grubu ile diger tiim gruplar
kiyaslandiginda kontrol grubu ratlarda istatistiksel olarak anlamli diigiik sonuglar
kaydedilmistir (Sekil 3.8. a: p< 0,001). Alkol grubu ile Alkol+Piperine grubu
kiyaslamasinda alkol+piperine grubu istatistiksel olarak anlamli diisiikk sonuglar
vermistir (Sekil 3.8. b: p< 0,05). Bu fark piperine’nin alkoliin olusturdugu oksidan
hasar1 dnlemede ve/veya geriletmede basarili oldugu sonucunu ortaya koymaktadir.
Piperine’in diger pozitif etkisi de AF64A ile AF64A+ piperine gruplar1 arasindaki
farka yansiyarak istatistiksel olarak anlamli ¢ikmasidir (Sekil 3.8. c: p< 0,05).
Piperine’in AF64A’nin yaptig1 harabiyeti de gerilettigi veya azalttig1 soylenebilir.

Besinci hafta sonunda morris su tanki testinde kaydedilen gruplar arasi
istatistiksel farkliliklar ise sdyledir; Kontrol grubu ile diger tiim gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamlilik elde edilmistir (Sekil 3.9. a: p< 0,001). Alkol grubu ile
Alkol+Piperine grubu arasinda ise istatistiksel olarak anlamlilik gézlenmistir (Sekil
3.9. b: p< 0,01). Bu fark piperine’nin alkoliin olusturdugu oksidan hasari ortadan
kaldirmada ve/veya azalttig1 sonucunu ortaya koymaktadir. Piperinein diger pozitif
etkisi de AF64A ile AF64A+piperine gruplar1 arasindaki farki istatistiksel olarak
anlamli yaratmasiyla gozlenmistir (Sekil 3.9. ¢: p< 0,05). Bu sonuglar, piperinenin
AF64A’nin yaptig1 harabiyeti de gerilettigi, azalttig1 ya da tedavi ettigi seklinde

yorumlanabilir.
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Kontrol Grubu
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Sekil 3.10. Moris water maze testi kontrol grubu haftalar arasi kiyaslamasi ( a: p<
0,05 1. hafta ile kiyaslandiginda, b: p< 0,05 2. hafta ile kiyaslandiginda, ¢: p< 0,05 3.
hafta ile kiyaslandiginda ve d: p< 0,05 4. hafta ile kiyaslandiginda. Diger gruplarda
herhangi bir istatistiksel anlamlilik gézlenmemistir).

Kontrol 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta | 4. Hafta 5. Hafta
Grubu

Ortalama + | 51,6905 + | 25,3571 + | 22,619 18,7857 + | 13,3571 +
SD sn 2,30955 2,11843 1,53773 1,51926 2,0697

Tablo 3.10. Kontrol grubu haftalar arasi ortalama.

Morris su tanki testi kontrol grubu haftalar arasinda kiyaslandiginda; birinci
hafta, diger tiim haftalarla kiyaslandiginda istatistik olarak anlamli yliksek sonuglar
gozlenmistir (Sekil 3.10. a: p< 0,05). Ikinci hafta ve Ucgiincii hafta ile ayr1 ayr
kiyaslandiginda dort ve besinci haftalarda istatistiksel anlamli diisiik sonuglar
gozlenmistir (Sekil 3.10. b: p< 0,05) ve (Sekil 3.10. c¢: p< 0,05). Son olarak,
dordiincii hafta ile besinci hafta kiyaslandiginda ise yine istatistiksel anlamh diisiik
sonuglar gozlenmistir (Sekil 3.10. d: p< 0,05). Kontrol grubu ratlarda her hafta
O6grenmenin iyice pekistigi ve ¢ikis platformunu bulmalari agisindan, ¢ikis siirelerinin

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde kisaldig1 belirlenmistir.
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Alkol Grubu
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Sekil 3.11. Moris water maze testi Alkol grubu haftalar arasi kiyaslamasi ( a: p<
0,05 1. hafta ile kiyaslandiginda, b: p< 0,05 2. hafta ile kiyaslandiginda ve c: p< 0,05
3. hafta ile kiyaslandiginda. Diger gruplarda herhangi bir istatistiksel anlamlilik
gozlenmemistir).

Alkol 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4, Hafta 5. Hafta
Grubu

Ortalama + | 53,381 + | 28,0714 + | 29,4286 + | 58,5716 + | 58,9048 +
SD sn 1,48645 2,48547 1,63881 5,45931 3,50474

Tablo 3.11. Alkol grubu haftalar arasi ortalamasi.

Alkol grubu haftalar arasi gozlenen kiyaslama sonuglar1 sdyle siralanabilir;
birinci hafta diger tiim haftalarla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farklar
izlenmistir (Sekil 3.11. a). Ikinci ve {iciincii hafta birinci haftaya gore istatistiksel
olarak diisiik sonuclar gozlenirken, dordiincli ve besinci haftalarda istatistiksel
anlaml yiiksek sonuclar gozlenmistir (Sekil 3.11. a: p< 0,05). Ikinci hafta ile
kiyaslandiginda tgiincii haftada fark g6zlenmezken, dordiincii ve besinci haftada
istatistiksel anlaml1 yiiksek sonugclar elde edilmistir (Sekil 3.11. b: p< 0,05). Ugiincii
hafta ile kiyaslandiginda, dordiincii hafta ile besinci haftalarda istatistiksel anlaml
yiiksek sonuglar kaydedilmistir (Sekil 3.11. ¢c: p< 0,05). Alkol grubu ratlarda ikinci
Ve ligiincii haftalarda 6grenmenin etkisi gézlenirken; dordiincii ve besinci haftalarda
ise alkoliin hippokampiis iizerindeki oksidan etkisi sebebiyle bellegin zayifladigr ve

bunun davranislara yansidigi anlasilmistir.
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Alkol + Betain Grubu
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Sekil 3.12. Moris water maze testi Alkol + Betain grubu haftalar aras1 kiyaslamasi (
a: p< 0,05 1. hafta ile kiyaslandiginda, b: p< 0,05 2. hafta ile kiyaslandiginda ve c:
p< 0,05 3. hafta ile kiyaslandiginda. Diger gruplarda herhangi bir istatistiksel
anlamlilik gézlenmemistir).

Alkol + Betain | 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4, Hafta 5. Hafta
Grubu

Ortalama + 51,0238 + 275 + | 28,2143 + | 56,4762 + | 53,9762 +
SD sn 2,87625 2,35736 0,95938 1,02087 3,0565

Tablo 3.12. Alkol + Betain grubu haftalar arasi ortalamasi.

Alkol + betain grubu haftalar arasi gozlenen farkliliklar sdyledir; birinci hafta
ile kiyaslandiginda ikinci, li¢iincii ve dordiincii haftalar ile istatistiksel olarak anlamli
farklar kaydedilmistir (Sekil 3.12.). Ikinci ve {iciincii hafta birinci haftaya gore
istatistiksel olarak diisiik sonuglar gézlenirken; dordiincii haftada istatistiksel anlaml
yiiksek sonuglar gdzlenmistir (Sekil 3.12. a: p< 0,05). Ikinci hafta ile
kiyaslandiginda, dordiincii ve besinci haftalarda istatistiksel anlamli yiiksek sonuglar
gozlenmistir (Sekil 3.12. b: p< 0,05). Ugiincii hafta ile kiyaslandiginda, dérdiincii ve
besinci hafta sonuglart istatistiksel anlamli yiiksek kaydedilmistir (Sekil 3.12. ¢: p<
0,05). Alkol+betain grubu ratlarda ikinci ve iiclincli haftalarda 6grenmenin etkisi
gbzlenirken; dordiincii ve besinci haftalarda ise betainin hippokampiis iizerindeki

antioksidan etkinligi ve dolayisiyla bellegin korunamadigi kaydedilmistir. Diger
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yandan dordiincii ve besinci haftalar arasi1 davranigsal fark izlenmis olmasina ragmen

istatistiksel olarak anlamlilik gézlenememistir.

Alkol + Piperine Grubu
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Sekil 3.13. Moris water maze testi Alkol + Piperine grubu haftalar aras1 kiyaslamasi
(a: p< 0,05 1. hafta ile kiyaslandiginda, b: p< 0,05 2. hafta ile kiyaslandiginda c: p<
0,05 3. hafta ile kiyaslandiginda ve d: p< 0,05 4. hafta ile kiyaslandiginda. Diger
gruplarda herhangi bir istatistiksel anlamlilik gozlenmemistir).

Alkol + 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta 5. Hafta
Piperine

Grubu

Ortalama + | 54,119 + | 26,4286 + | 26,8333 + | 49,3333 + | 40,8333 +
SD sn 2,25772 1,92088 1,40674 3,06883 3,34227

Tablo 3.13. Alkol + Piperine grubu haftalar arasi ortalamasi.

Alkol + piperine grubu haftalar aras1 gozlenen farkliliklar s6yledir; birinci hafta
ile kiyaslandiginda ikinci, ti¢lincii dordiincii ve besinci haftalar ile istatistiksel olarak
anlaml farklar kaydedilmistir (Sekil 3.13). ikinci ve {iciincii hafta birinci haftaya
gore istatistiksel olarak diisiik sonuglar gozlenirken dordiincii ve besinci haftalarda
istatistiksel anlamli yiiksek sonuclar gozlenmistir (Sekil 3.13. a: p< 0,05). ikinci
hafta ile kiyaslandiginda dordiincii ve besinci haftalarda istatistiksel anlamli yiiksek
sonuclar gozlenmistir (Sekil 3.13. b: p< 0,05). Uciincii hafta ile kiyaslandiginda

dordiincii ve besinci hafta sonuglar istatistiksel anlamli yiiksek sonuglar gdzlenmistir
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(Sekil 3.13. c¢: p<0,05). Dordiincii hafta ile kiyaslandiginda besinci haftadaki diisiik
sonuglar istatistiksel olarak anlamli gériilmistiir. Alkol+piperin grubu ratlarda ikinci
ve Uclincl haftalarda 6grenmenin etkisi gozlenirken dordiincii ve besinci haftalarda
ise piperin’in hippokampiis iizerindeki antioksidan etkinligi ve dolayisiyla bellegin

korunamadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 3.14. Moris water maze testi AF64A grubu haftalar arasi kiyaslamasi (a: p<
0,05 1. hafta ile kiyaslandiginda, b: p< 0,05 2. hafta ile kiyaslandiginda ve c: p< 0,05
3. hafta ile kiyaslandiginda. Diger gruplarda herhangi bir istatistiksel anlamlilik
gbzlenmemistir).

AF64A 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4, Hafta 5. Hafta
Grubu

Ortalama = | 51,619 + | 29,381 + | 30,3571 + | 59,2857 + | 56,4762 +
SD sn 1,49739 1,99523 1,6897 5,94876 3,04881

Tablo 3.14. AF64A grubu haftalar arasi ortalamasi.

AF64A grubu haftalar aras1 gozlenen farkliliklar sdyledir; birinci haftaya gore
diger tiim haftalar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar kaydedilmistir (Sekil
3.14.). ikinci ve iigiincii hafta birinci haftaya gére istatistiksel olarak diisiik sonuglar
gozlenirken; dordiincii ve besinci haftalarda istatistiksel anlamli yiiksek sonuglar
gozlenmistir (Sekil 3.14. a: p< 0,05). Ikinci hafta ve iigiincii hafta ile kiyaslandiginda,

dordiincii ve besinci haftalarda istatistiksel anlamli yiiksek sonuclar gdzlenmistir
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(Sekil 3.14. b: p< 0,05) ve (Sekil 3.14. c: p< 0,05). AF64A grubu ratlarda ikinci ve
tictincii haftalarda 6grenmenin etkisi gozlenirken; dordiincii ve besinci haftalarda ise
AF64A’nin hippokampiis tlizerindeki oksidan etkinligi ve dolayisiyla bellegin zarar

gordiigli sonuglar ortaya ¢ikmaistir.

AF64A + Betain Grubu
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Sekil 3.15. Moris water maze testi AF64A + Betain grubu haftalar arasi kiyaslamasi
(a: p< 0,05 1. hafta ile kiyaslandiginda, b: p< 0,05 2. hafta ile kiyaslandiginda ve c:
p< 0,05 3. hafta ile kiyaslandiginda. Diger gruplarda herhangi bir istatistiksel
anlamlilik gézlenmemistir).

AF64A + | 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta 5. Hafta
Betain

Grubu
Ortalama =+ | 52,0952 + | 28+ 26,7619 + | 54,7619 + | 54,6905 +
SD sn 2,27258 1,4901 1,50283 3,48251 1,54237

Tablo 3.15. AF64A + Betain grubu haftalar arasi ortalamasi.

AF64A + betain grubu haftalar aras1 kiyaslama sonuglarina gore; birinci hafta
ile ikinci ve lglincli hafta arasinda birinci haftaya gore istatistiksel olarak diigiik
sonuglar gdzlenmistir (Sekil 3.15. a: p< 0,05). ikinci hafta ile kiyaslandiginda
dordiincii ve besinci haftalarda istatistiksel anlamli yiiksek sonuglar kaydedilmistir
(Sekil 3.15. b: p< 0,05). Ugiincii hafta ile doért ve besinci hafta kiyaslandiginda
istatistiksel anlamli yiiksek sonuglar gozlenmistir (Sekil 3.15. ¢: p< 0,05).
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AF64A + Piperine
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Sekil 3.16. Moris water maze testi AF64A + Piperine grubu haftalar arasi
kiyaslamasi ( a: p< 0,05 1. hafta ile kiyaslandiginda, b: p< 0,05 2. hafta ile
kiyaslandiginda c: p< 0,05 3. hafta ile kiyaslandiginda ve d: p< 0,05 4. Hafta ile
kiyaslandiginda. Diger gruplarda herhangi bir istatistiksel —anlamlilik
gbzlenmemistir).

Haftalar 1 2 3 4 5
Ortalama % | 48,5238 + | 31,8095 + | 28,0238 + | 49,7143 + | 40,5 +
SD sn 7,64395 1,89665 0,92766 2,1471 3,03012

Tablo 3.16. AF64A + Piperine grubu haftalar arasi ortalamasi.

AF64A + piperine grubu haftalar arasi istatistiksel farklar soyledir; birinci
hafta ile kiyaslandiginda, ikinci ve {icilincli haftalar birinci haftaya gore istatistiksel
olarak diisiik sonuclar gdzlenmistir (Sekil 3.16. a: p< 0,05). Ikinci hafta ile
kiyaslandiginda iiglincii, dordiincli ve besinci haftalarda istatistiksel anlamli yiiksek
sonuglar elde edilmistir (Sekil 3.16. b: p< 0,05). Uciincii hafta ile dért ve besinci
hafta kiyaslandiginda istatistiksel anlamli yliksek sonucglar gézlenmistir (Sekil 3.16.
c: p< 0,05). Dordiincii hafta ile kiyaslandiginda besinci haftadaki sonuglar
istatistiksel diisiik sonuglar izlenmistir ( Sekil 3.16. d p< 0,05).
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Sekil 3.17. Tiim gruplarin bes haftalik morris su tanki sonuglari
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3.6.  Patolojik Inceleme Sonuclar

Histopatolojik incelemede sonunda hippocampusun CA1 bolgesinde belirgin ndronal
patolojik degisiklikler goriilmiistiir. Bolgede gruplara gore degisen miktarlarda
bircok noéronda nekrobiotik degisiklikler izlenmistir. Bu hiicrelerin sitoplazmalari
koyu mavi renk almis, biiziiserek koseli bir hal aldigi kaydedilmistir. Cekirdekleri
kiigiilmiis, hiperkromati bir goriinlimde ve g¢ekirdekgikler sec¢ilememistir. Bolgede
bulunan dejeneratif-nekrotik degisiklige ugramis bu hiicrelerin yiizdesine gore
%50'den fazla ise (3), %25-50 arasinda ise (2), %5-25 arasinda ise (1) ve % 5'den az
ise (0) seklinde semikantitatif olarak skorlanarak sonuglar (Sekil 3.18.)’de

gosterilmistir.
Patoloji Skorlama
3,5 2
3
2,5

Derece

1,5 T

1 C

b o
0 =

Kontrol ~ Alkol  Alkol + Alkol+ AF64A AF64+ AF64A +
Betain  Piperine Betain  Piperine

Sekil 3.18. Patolojik skorlama sonuglar1 (a: p< 0,01 Kontrol ile kiyaslandiginda, b:
p< 0,05 Alkol grubu ile kiyaslandiginda ve p< 0,05 AF64A grubu ile
kiyaslandiginda).

Patolojik skorlama bulgu sonuglar1 soyledir; kontrol grubu ile kiyaslandiginda
alkol ve AF64A grubu arasindaki fark onemli bulunmustur (Sekil 3.18. a). Alkol
grubu ile kiyaslandiginda alkol+piperine grubunda istatistiksel olarak anlamli diisiik
sonuglar kaydedilmistir. Piperinin hippokampiis iizerinde alkoliin olusturdugu

oksidan harabiyetin piperin tarafindan gerilettigi/azalttig1 izlenmistir (Sekil 3.18. b

79



p< 0,05). Yine ayn1 sekilde piperinin AF64A’nin oksidan etkisiyle olugsan harabiyeti
geriletme/azaltmada etkin bir antioksidan olarak, kendi 6zelliklerini ortaya koydugu

gozlenmistir (Sekil 3.18. p< 0,05).

Sekil 3.19. A-G hipokampiisiin CA1 bolgesinde gruplara gore goriilen degisiklikler;
dejeneratif nekrotik primidal noronlar (oklar), normal noranlar (ok baslar) A:
Kontrol grubuna ait normal saglikli goriinim B: Alkol + Betain grubu ratlarda alkol
grubuna goére daha az dejeneratif etkileri goriilmekte C: AF64A grubu ratlarda
nekrotik bolgeler D: AF64A + Betain grubu ratlarda AF64A grubuna gore daha az
dejeneratif etkiler goriillmekte. E: AF64A + Piperin grubu ratlarda ¢ok daha az
dejeneratif etkiler. F: Alkol + Piperin grubu ratlarda ¢ok daha az dejeneratif
goriinim. G: Alkol grubu ratlarda olusan harabiyet ve nekrotik bolgeler.
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3.7. Hippokampiis MAPK mRNA Seviyeleri

Sekil 3.20. Rat ACTB gen ¢alisma goriiniimii.
4

——

Sekil 3.21. Rat MAPK-1 gen c¢alisma goriiniimii.
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Sekil 3.22. Hippokampiis MAPK mRNA seviyelerinin AF64A ile kiyaslama
sonuglari.
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Sekil 3.23. Hippokampiis MAPK mRNA seviyelerinin alkol ile kiyaslama sonuglari.

Gen ekspresyon diizeyleri belirlenen MAPK geninin gruplara gore istatistiksel
olarak farkli oldugu goriilmiistir. Kontrol grubuna gore kiyaslandiginda AF64A
grubu ratlarda MAPK mRNA ekspresyon seviyesinde belirgin bir artis gdzlenmistir
(Sekil 3. 22.). AF64A + betain grubu ve AF64A + piperine grubu ratlarda ise MAPK

mRNA ekspresyon seviyelerinde baskilanma izlenmis olup en iyi sonu¢ AF64A +
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piperine grubunda gozlenmistir. Bu sonuglar bize gostermektedir ki AF64A MAPK
MRNA ekspresyon seviyelerini oksidan etkisi dolayisiyla artirdigi  seklinde
yorumlanabilir. AF64A + betain grubu ratlarda MAPK mMRNA ekspresyon
seviyesinin baskilanmasi ve daha giiclii olarak AF64A + piperine grubunda
baskilanmasi betain ve piperinenin antioksidan etkinliginin rolii ile agiklanabilecegi

seklinde diistiniilmiistiir.

Kontrol grubuna goére kiyaslandiginda alkol verilerek AH benzeri etkiler
olusturulan grupta piperin ile tedavi sonucu MAPK expresyon diizeyi baskilanmigtir
( Sekil 3. 23.). Alkol + betain grubunda MAPK mMRNA seviyeleri diisiik
gozlenmigtir. Bu sonuglar MAPK geninin AH benzeri davranislarin olusumundaki
aktiflesmesine bagli olarak artirici rolii ile tedavide piperin ve betainin basarili

oldugu sonucunun diger bulgularimiz ile uyum igerisinde oldugunu soyliyebiliriz.

3.8.  Hippokampiis BACE mRNA Seviyeleri

BACE geni i¢in 6rneklerin biiyiik bir kisminda mRNA elde edilemediginden, gen
expresyon diizeyleri acisindan istatistiki olarak analiz ele gecen degerlerle kismi

olarak yapilabilmis ve buradan da gruplar arasinda farklilik belirlenememistir.
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4. TARTISMA

Demans hastalarinin biiyiik bir ¢ogunlugunu (yaklasik %60-70) Alzheimer hastalig
olusturur. Vaskiiler demans yaklasik %20’lik kismini, Lewy body ile olan demans %
10’luk kismmi ve yaklasik %2‘lik kismini ise Frontotemporal demansli hastalar

olusturur (Holmes 2012; Fargo ve Bleiler 2014).

Tanimlandig1 glinden bugiine AH mekanizmasi agiklanmaya ve anlasilmaya
calisilmigtir. Kendine has patolojisi olan Alzheimer hastaligi kiiresel olarak 26
milyondan fazla kisiyi etkilemektedir. Niifus artis1 ve yasam Omriinlin uzamasi
dolayisiyla AH ile karsilagilma riski hizla artmaktadir. Etkilenen birey sayisinin
fazlalig1 ve maliyeti gbz Oniine alindiginda 2050°1i yillarda 1 yil erken teshisi bile
milyarlarca dolarin geri kazanimi ve yasam kalitesinin artis1 anlamina gelmektedir
(Sery ve ark. 2013; Agis-Torres ve ark.2014; Fargo ve Bleiler 2014; Ferreira ve
ark.2014; Pimplikar 2014).

Calismamizi igeren deneysel rat modelinde AH olusturmayr ve AH ile ilgili
etkilerin gozlenmesi, tanimlanmasi ve/veya tedavi edilmesi amaciyla bu konuda
etkin olabilecegini diislindiiglimiiz antioksidan 6zellikleri olan piperine ve betainin

etkilerini gédrmeye caligtik.

4.1. Moris Water Maze Test

Bes haftalik morris su tanki testi sonuclari bize gostermektedir ki ilk haftada
herhangi belirgin bir degisiklik gdzlenmezken ilerleyen haftalarda alkol ve AF64A
gruplarinda besinci hafta sonuna vardigimizda kontrol grubu ile diger tiim gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamlilik elde edilmistir (Sekil 3. 9. a: p<0,001). Hem
alkol hemde AF64A ugulamasinda goriildii ki; kullanilan antioksidan ozellikli
piperine hem alkoliin olusturdugu oksidan hasari ortadan kaldirmada ve/veya tedavi
etmede; hem de AF64A’nin yaptigi harabiyeti geriletme, azaltma ya da tedavi

etmede basarili oldugu ortaya konarak kacis platformuna c¢ikis stireleri agisindan
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davranig degisiklikleri goriilmiistiir. Bu degisiklikler plazma oksidan MDA
parametresinde tanimlanmigtir. Ayni sonuglar, rat beyin dokusunun hippokampiis
bolgesi patolojik bulgulariyla da desteklenmistir. Bes hafta sonundaki oksidan hasar
seviyesini azaltmada ve/veya geriletmede betain’in etkinligi de gosterilmistir, ancak
betainin basarisina kiyasla piperine’nin etkinligi belirgin olarak daha o6n plana

cikmaktadir.

Yu ve ark. (2015), Ap’nin ROS olusumunu indiikledigini rapor etmislerdir.
Ratlarda AB’nin indiikledigi ROS’un sonucunda AH benzeri davranislarin olustugu
ve bununda ratlarin ¢ikis platformuna ulagma siiresini uzattigini gostermislerdir. Bu
calismadaki sonuglar ile bizim deneysel modelimizdeki biyokimyasal, davranissal ve

patoloji sonuglart uyum igerisindedir.

Javed ve ark. (2015), calismalarinda intraseberebroventrikiiler-streptozotocin
(ICV-STZ) uygulayarak, biligsel harabiyet olusturduklart ratlarda antioksidan
Ozellikli bir flavonoid olan Hesperidinin etkilerini arastirmislardir. Calisma
sonucunda hesperidinin rat hippokampiisiinde olusan harabiyeti engelledigi
goriilmiistiir. Yine benzer sekilde antioksidan 6zelligi piperinenin bizim modelimizde
ratlarin davranigsal, kimyasal parametrelerde ve patolojik analizlerde iyilestirici
ozellikleri oldugu goriilmiistiir. Antioksidan etkinin harabiyeti engelleyici rolii bizim

calismamizca da teyid edilmistir.

Leiros ve ark. (2015), Alzheimer modeli olusturduklar1 ratlar {izerinde
Gracilinin etkilerini arastirmislardir. Invitro gracilin uygulamasinin sonucunda,
BACE-1 aktivitesini inhibe ettigi, Alzheimer hastalig1 patolojilerinden olan, hiper tau
fosforilasyon seviyelerini azalttigi ve ERK’y1 inhibe ettigi rapor edilmistir.
Intraperitonal uygulama sonucunda da aym etkilerin gdzlendigi ve rat davramslari
tizerinde gracilinin pozitif etkisinin oldugu rapor edilmistir. Ayrica AP42
seviyelerinin de bu calisma sonucunda azaldigi gosterilmistir. Calisma sonucunda
gracilinin ndrodejeneratif ve 6zellikle AH tedavisi igin potansiyel olumlu etkisinin

oldugu belirlenmistir. Bizim calismamizda ise alkol ve AF64A’nin etkilerini
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azaltmada ve/veya tedavi etmede piperine’nin benzer etkilere sahip oldugu

belirlenmistir.

Sabogal-Guaqueta ve ark. (2015), antioksidan falavonoid ailesinin bir iiyesi
olan quercetinin Alzheimer rat modelinde etkilerini arastirmiglardir. Sonug
olarakquercetinin ekstraselliiler AR 1-42 seviyelerini anlamli olarak azalttigi ve
APP’nin BACE aracili kesilimini azalttigt rapor edilmistir. Ayni1 zamanda
quercetinin morris su tanki testinde 6grenme lizerine pozitif etkilerinin oldugu da
rapor edilmis olup, bu calisma da bizim ¢alismamizi antioksidan 6zelligin (ki farklh
bir kimyasal olan piperine kullanilmasina ragmen) harabiyeti Onleyici etkisinin

ispatlanmasi agisindan desteklemektedir.

Namki Cho ve ark (2014), Betula platyphylla bark (BPB-316)’in Ap 1-42’nin
indiikledigi hasar {izerine etkilerini arastirmislar ve ¢aligma sonucunda oral BPB-316
uygulamasi ile hippokampiiste B-sekretaz aktivitesini inhibe ettigini ve bunun
sonucunda AP 1-42’nin hippokampiiste birikimini anlamli olarak azalttigini
kaydetmislerdir. ~ Calismaya gére BPB-316 uygulamasi  hippokampiiste
asetilkolinesteraz aktivitesini anlamli olarak azaltmakta, GSH konsatrasyonunu ise
anlamli olarak artirmaktadir. Bu sonuclar1 morris su tanki testiyle de davranigsal
olarak desteklediklerini ifade etmislerdir. Bu extraktin oksidatif stres baglantili ve
Ozellikle yasa bagli neurodejenaratif hastaliklara karst koruyucu bir etkisinin
olabilecegi ve ozelliklede etkisini AP birikimini azaltict olarak gdstermesi AH
hastaligina kars1 tedavide etkin olarak kullanilabilecegi bildirilmistir. Bu sonuglar

arastirmamizda kullandigimiz piperinenin etkilerini desteklemektedir.

Alfa (a)-sekretaz tarafindan Amiloid prekiirsor proteinin (APP) islenmesi ile -
amiloid AH’1 verilen kiigiik peptid yapimin olusumu engellenir. Alfa (a)- sekretaz
aktivitesi sonucu olusan sAPPo, noronal plastisite/hayatta kalma da Onemli rol
oynamakta ve ekzotoksisiteye karsi korumada gorev almaktadir. sAPPa bir de stem
cell proliferasyonunu diizenler ve erken CNS (Merkezi Sinir Sistemi) gelisiminde
onemli rol oynar. Amiloid prekiirsor protein [-sekretaz 1 (BACE1l) APP

metabolizmasiyla ilgili B-sekretazdir. BACE ekpresyonunun artis mekanizmalari
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arasinda enerji yoksunlugu, hipoksi, iskemi gibi oxidatif durumlar bulunmaktadir.
BCFT, y-sekretaz tarafindan AP40 ve AP42 ye pargalanir ki bu durum plak
olusumunu hizlandirarak; AH benzeri etkilerin daha fazla goriilmesi anlamina
gelmektedir (Khachaturian 2007; Sery ve ark. 2013; Bayer ve Wirths 2014,
Pimplikar 2014).

J. Greilberger ve ark. (2008), Alzheimer hastalarinda oksidatif marker1
caligarak aralarinda iliski olup olmadigimmi gozlemlemeye calismislardir. Calisma
sonucunda MDA degerlerinin yiiksekligi ile Alzheimer arasinda anlamli korelasyon
oldugu go6zlenmistir. Bu calisma sonuglart da bizim sonuglarimizla uyum

igerisindedir.

4.2.  AF64A Seviyeleri

Segici bir kolinotoksin ve etilkolin mustard aziridinium iyonu (AF64A) Alzheimer
hastaliginin ilerleyisini anlayabilmek i¢in olduk¢a Onemlidir. AH ile 6grenme
eksiligi, hafiza ve  kolinerjik  eksiklik arasinda  giicli  bir  iliski
bulunmaktadir. AF64A’nin  indiikledigi DNA hasar1 ve sitotoksik sonuglari
gosterilmis olup; calismamizin sonuglar1 da hafiza kayb1 ile AH olusturma
mekanizmasina etkilerini net olarak ortaya koymustur (Hanin 1996; Rose ve ark.,
2004).

AF64A’nin ¢arpict olarak glutatyon (GSH) seviyesinde artisa neden oldugu
rapor edilmistir. GSH invivo oxidatif strese yanit olarak endojen iiretilen hiicresel
toksisiteyi siirlamak i¢in hizmet eder. AF64A serbest radikal olusturabilir ve lipit
peroxidasyona yolu ile hiicresel hasara yol agarak oxidatif stresi tetikliyebilir (Hanin

1996; Hiramatsu ve ark., 2002; Rose ve ark., 2004).

Deneysel modelimizde AF64A’nin etkilerini arastirmak igin asetilkolinesteraz
(AChE) aktivite seviyeleri yetersiz kaynak dolayisiyla calisilamamigtir. Diger yandan

tim doku Orneklerinde daha once de sOzii edilen AF64A’nin oksidatif stresi

87



indiikleyerek hasar olusturabilecegi ve c¢esitli dokularda 6zellikle ndron ve serum
oksidan metabolit seviyeleri arastirilmis, davranis testleri ve hippokampiis iizerindeki
zararl etkileri patolojik goriintiileme ile ortaya koyulmaya calisilmistir. Elde
ettigimiz sonuglar hipotezimizi destekler yonde ortaya c¢ikmustir. Lipit
peroksidasyon gostergesi olan MDA seviyelerinde karaciger dokusunda AF64A

seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli yiiksek oldugu kaydedilmistir.

Morris su tanki testinde ilk hafta AF64A grubu ratlarda platforma g¢ikis
siirelerinde istatistiksel olarak herhangi fark gdzlenmemistir (Sekil 3. 5.). Ikinci ve
liclincli haftalarda ise kontrol grubuna gore anlamli yiiksek istatistiksel fark
gozlenmistir (Sekil 3. 6. a: p<0,05) ve (Sekil 3. 7. a: p< 0,01). Dordiincii haftada ise
kontrol gurubuyla istatistiksel olarak anlamli yiiksek iliski kaydedilirken (Sekil 3.8. a
p< 0,001); ayn1 haftada ve besinci haftada AF64A grubu ile AF64A + piperine grubu
arasinda anlaml disiik iligski gozlenmistir (Sekil 3. 8. ¢ p<0,05) ve (Sekil 3. 9. a ve
c). Morris su tanki testine gore piperine’nin pozitif etkisi davraniglarda da
belirlenmistir. Patolojik inceleme sonuglarinda; AF64A grubu ile kontrol
kiyaslandiginda kontrole gore istatistiksel yiiksek anlamlilik goriiliirken (Sekil 3.18),
AF64A ile AF64A+ piperine grubu arasinda istatistiksel anlaml diisiik sonug elde
edilmistir (Sekil 3.18 c¢: p< 0,05). Patolojik goriintiileme sonuclar1 da bu
sonuclarimizi destekler yondedir (Sekil 3. 19 C). Hippokampiis patoloji goriintiileme
sonuglarinda AF64A grubuna goére AF64A+ piperine grubunda daha diisiik hasar
izlenmistir (Sekil 3.19. E).

N.V. Gulyaeva ve ark. (1996), beyine AF64A uygulamanin lipit peroksidasyon
seviyesini yiikselttigini rapor etmislerdir. Bu calisma sonuglar1 bizim deneysel
modelimizdeki karaciger ve plazma MDA sonuglariyla (Sekil 3. 1., Sekil 3. 2.) uyum

igerisindedir.

S. Bachurin ve ark. (1999, 2001), beyine AF64A uygulamasinin morris su
tanki test sonuclarina gore, AF64A’nin G6grenmeye negatif yonde etki ettigi,

O0grenmeyi zayiflattigi ve AP seviyelerini yiikseltici yonde sonug¢ beyan etmislerdir.
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Bizim ¢alismamizda da AF64A’nin 6grenmeyi negatif yonde etkiledigi ve Alzheimer

hastaligini taklit eden semptomlar olusturdugu belirlenmistir.

Nongnut Uabundit ve ark. (2010), AF64A’nin Alzheimer hastaligini

indiikledigi yoniindeki bulgulari, bizim ¢alismamiz ile paralellik gostermektedir.

4.3.  Alkol Seviyeleri

Etanole bagli demansin, tiim demans vakalarinin yaklasik % 10’unu olusturdugu
varsayllmakta olup “asir1 alkol kullanimi1” biiyiik olasilikla daha yiiksek bir orana
denk gelmektedir. Etanoliin ndrotoksik olup etanol verilen hayvanlarda hafiza ve
O0grenme bozukluguna neden olan ndéropatolojik degisimlerin  goriildigiini
dogrulanmaktadir. Etanol, ayni zamanda beyin-norotropik faktdr ve sinir gelisim
faktoriiniin yararliigmi diisiirmektedir (Collins ve ark., 2009; Brust 2010; Kruman
ve ark., 2012).

Rachel L. Self ve ark. (2005), yiiksek doz etanol tiiketimi nérodejenerasyona
ve AP birikimine yol agmakta, bunun sonucu olarak da AH’ nin gelisimine katkida
bulunmaktadir. Bu ¢alisma sonuglari bizim modelimizdeki patolojik inceleme ve
goriintilleme sonuglarimiz ( Sekil 3. 18., Sekil 3. 19. G) ile uyum gosterdigi

gozlenmistir.

Do Yeon Lee ve ark. (2008), alkol tiiketiminin mitokondrial disfonksiyonu
tetikledigi, ayrica ROS {iriinlerinin olusumunu artirarak, Af olusumunu hizlandirdigi
ve AP’nin norodejeneratif etkilerine katkida bulundugu ifade edilmistir. Bu sonuglar,
bizim modelimizde elde ettigimiz alkoliin ROS iirlinlerini artirdigini plazma ve
karaciger MDA (Sekil 3. 1. ve Sekil 3. 2.) ve AP olusumunu tetikledigi yoniindeki

bulgularimizla ayn1 yonde oldugu gézlenmistir.

Young-Jung Lee ve ark. (2012), alkoliin etkileriyle ile ilgili ¢caligma raporlari

ve sonuglar1 bizim ¢alisma sonucglarimizla paraleldir .

89



Gonzalo Mufioz ve ark. (2015), alkoliin etkileriyle ilgili yaptiklart
caligmalarinda, alkoliin artan dozlarinda norodejeneratif ve toksik etkiye sahip
oldugunu, kiiciik dozlarda ise koruyucu etkiye sahip olabilecegini rapor etmislerdir.
Alkoliin noérotoksik etkisi ile ilgili bulgular1 deneysel modelimizde davranis testi,
patolojik inceleme ve patolojik goriintileme sonuglarimizla uyumlu oldugu

distiniilmektedir.

4.4. MAPK Seviyeleri

Oksidatif stresin, AH’nin ilerlemesinde anahtar bir risk faktorii oldugu
diistiniilmektedir. Bu tiir bir stres, hidroksil radikal, siiperoksit anyon ve hidrojen
peroksit gibi ROS’lar ile tetiklenir ve AH’da JNK ile p38 sinyal yollarmin tipik
aktiflestiricileridirler. Aktiflenen MAPK sinyal yollarinin; ndronal apoptosiz
tetiklenmesi, - ve y-sekretazlarinin transkripsiyonal ve enzimatik aktiflenmesi, JNK
tarafindan yapilip AH’nin bir isareti olan APP’nin fosforlanmasi ve dengelenmesi
gibi ¢esitli mekanizmalar araciligtlyla AH patogenezine katki sagladigi

diistiniilmektedir (Zhu ve ark., 2002; Kim ve Choi 2010; Munoz ve Ammit 2010).

Deneysel modelimizde kontrol ile kiyaslandiginda alkol, AF64A,
AF64A+betain ve AF64A-+piperine gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml
yiiksek sonuclar bulunmustur (Sekil 3. 22. ve Sekil 3. 23.) Alkol grubu ile
alkol+piperine grubu arasinda istatistiksel anlamli diisiik sonuglar gozlemlenmistir
Sekil 3. 23.). Yine AF64A grubu ile AF64A + Piperine gruplar1 arasinda istatistiksel
anlamli diisiik sonuclar elde edilmistir (Sekil 3.22.). Bu calisma sonuglarina gore
alkol, ve AF64A uygulama gruplarinda olusan oksidan hasari geriletmede ya da
hiicre oliim yoluna tetikliyebilecek MAPK yolunun aktiflestigini sdyliyebiliriz.
Piperine’nin bu zararh etkileri geriletmede ya da azaltmada anlaml katki sagladigi
gozlenmistir. Patolojik inceleme ve goriintiileme sonuglarimiz da bu goriisii destekler

yondedir (Sekil 3.18. ve Sekil 3.19.).
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Chiara Criscuolo ve ark. (2015), Ap grubunda yiiksek p38MAPK seviyeleri
rapor edilmistir. Bilindigi gibi p38 ve JNK yolag1 oksidatif stresle aktive olmaktadir.
Bizim ¢alismamizda alkol ve AF64A uygulama gruplarinda yliksek MAPK
seviyeleri gozlenirken, piperine verilen grupta MAPK mRNA ekspresyon

seviyelerinin baskilandig1 gézlenmistir.

Jeremy Yee Hoong Ong ve ark. (2015), oksidatif stresin MAPK, p38 ve JNK
yolunu aktifledigini rapor etmislerdir. Bizim denecysel modelimizde AF64A ve alkol

gruplarinda oksidan hasarin yiiksek oldugu MDA ve GSH sonuglartyla gézlenmistir.

Ender Biiyiikgiizel ve ark. (2014), 6zellikle MAPK elemanlar1 JNK ve p38’in
ROS veya hiicre igi tiyol/disiilfit diizeyinin degismesine bagli ilimli oksidatif stres ile
giiclii bir sekilde aktiflestirildigi ifade edilmistir. Deneysel modelimizde oksidan
hasar gostergesi olan MDA plazma ve karaciger seviyeleri alkol ve AF64A
gruplarinda yiiksek gozlenmistir (Sekil 3. 1. ve Sekil 3. 2.). Ayrica alkol ve AF64A
gruplarinda MAPK mRNA ekspresyon seviyeleri yiiksek izlenmistir. Piperine ve
betain gruplarinda ise betain ve piperinenin antioksidan etkinliklerinden dolay: diisiik
oksidan hasar ve baskilanmis MAPK mRNA ekspresyon seviyeleri gdzlenmis olup

bulgular bizim sonuglarimizla uyum igerisinde oldugu diistintilmektedir.

Janos Varga ve ark. (2014), APP ve MAPK-1 seviyelerinin yasla beraber
artt1igi ve yine yasla beraber morris su tanki testinde ¢ikis platformuna ¢ikis
stirelerinin uzadigr rapor edilmistir. Bunun sebebi olarak da, pro-inflamatuar
sitokinlerin saliniminin regiilasyonunda anahtar rol oynayan MAPK’nin yasla
beraber artan inflamasyon riskini azaltmaya yonelik etkisi gosterilmistir. Deneysel
modelimizde ise alkol ve AF64A gruplarinda morris su tanki ¢ikis platformuna ¢ikis
stireleri uzamis, aynit gruplarda MAPK seviyeleri yliksek gozlenmistir. MAPK
seviyelerinin yiiksek oldugu gruplarda oksidan hasar yiliksek gézlenmistir.

Bo Ma ve ark. (2014), ERK yolunun hiicrelerin farklilagmasi ve biiylimesinde
onemli rol oynadigi, JNK ve p38’in cgesitli stres durumlarinda yiiksek aktivite ile

aktiflendigi rapor edilmistir. MAPK yolunun ise siklikla apoptotik aktivasyona yol
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act1ig1, diger yandan Alzheimer hastaliinda AB’nin her igilinii de aktive ettigi
belirtilmistir. Bu c¢alismada, AB’nin MAPK yolunu aktive etmesi yoniiyle bizim
caligmamizdaki Alzheimer benzeri etki olusturulan deneysel modelimizde yiiksek

MAPK seviyeleri gozlenmistir.

Rui Liu ve ark. (2014), sitotoksik AB’nin indiikledigi yiiksek ROS seviyelerine
sekonder ERK1/2, p38 MAPK/MK2, ve SAPK/JNK-c-Jun kaskatlarinin aktive
oldugu belirtilmistir. Bu sonuglar bizim deneysel modelimizdeki alkol ve AF64A nin
indiikledigi yiiksek ROS seviyesiyle aktive olan MAPK seviyesi bakimindan iligkili

bulunmustur.

Nirut Suwanna ve ark. (2014), AP’nin oksidatif zarar1 ve inflamasyonu
artirdigini =~ rapor  etmislerdir.  Calismalarinda  noroprotektif — etkisi  olan
diarylpropionitrile (DPN) kortikal hiicre kiiltiirlinde kullanilmistir.  Calisma
sonucunda DPN ile muamelenin ROS seviyelerini anlamli olarak diistirdiigii
gosterilmistir. Ayrica DPN ile muamelenin Af’nin indiikledigi pro-inflamatuar
sitokinler olan IL-1B ve IL-6’nin ekspresyon seviyelerini azalttigi da belirtilmistir.
Caligmada yer alan diger bulgu, AR’ nin indiikledigi ERK1/2 ve Akt fosforilasyonun
deprese edilmesini DPN’nin gelistirdigi sonucudur. DPN’nin etkileri, ERK1/2 ve Akt
aktivasyonuda dahil olmak tizere, JNK ve p38 inhibisyonunu kapsayabilecegi ifade
edilmistir. Calisma sonucunda DPN’nin, AB’nin indiikledigi nérotoksisite lizerine
cesitli mekanizmalarla antioksidan, antiapoptozis ve antiinflamasyon etkileriyle
noropropektif etki gdsterdigi; bu koruyucu etkinin ¢alismamizda yer alan 6zellikle
Piperin’in antioksidan olarak ayni sekilde ROS seviyelerini diistiriicii etkide

bulunmasi nedeniyle benzerlik gosterdigi anlasilmaktadir.

Xiaolei Shi ve ark. (2015), Alzheimer modeli hiicre kiiltiirinde Af’nin
indiikledigi norotoksisite lizerine antiinflamatuar 6zellikte oldugunu ileri siirdiikleri
Curcuminin koruyucu etkisi arastirilmistir. Calisma sonucunda curcuminin doza ve
zamana bagh sekilde, AB42°nin etkilerine karsi mikroglial yasami korudugu rapor
edilmistir. Bunun yanisira curcumin’in mikroglada AB42’nin indiikledigi ERK1/2 ve

p38’in fosforilasonu {izerinde inhibitdr etkisi oldugu da ifade edilmistir. Mikroglada
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curcumi’nin ERK1/2 ve p38 yolagin blokaji ile inflamatuar stokinlerin iretimini
azalttig1 da belirtilmigtir. Ayrica curcuminin mikrogliada AB42°nin indiikledigi IL-
1B, IL-6 ve TNFa’nin mRNA seviyelerini doza bagl olarak kaldirdigi da rapor
edilmis olup, ¢alismamizda yer alan betain ve piperine’in MAPK geninin AH
olusumundaki etkisini azaltici olarak mRNA seviyelerini diisiirme ve koruyucu

etkileri ile benzer sonuglar gdstermesi acisindan 6nemli oldugu diistiniilmektedir.
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5. SONUC

Deneysel alzheimer rat modelimizde oksidan alkol ve AF64A maddelerin
seviyelerinin molekiiler diizeyde olmak iizere beyin dokusunda o&zellikle
hippokampiis bolgesindeki ndéron hiicrelerinde oksidan ve hiicreler tizerindeki
harabiyet edici etkileri gézlenmistir. Ayrica sozkonusu oksidan maddelerin morris su
tanki  testi ile de davramigsal etkileri izlenmistir. Oksidan etkileri
azaltmada/geriletmede antioksidan Ozelligi disilinlilen piperin ve betain
kullanilmistir. Betainin etkinligi tam olarak izlenememis olmasina ragmen
piperinenin alkol ve AF64A oksidan etkileri azaltmada hem molekiiler diizeyde hem
de davranigsal anlamda daha etkin oldugu kaydedilmistir. Deneysel modelimiz bu
yOniiyle istenilen amaci ve basariyr sagladigi sdylenebilir. Diger yandan, Alzheimer
hastaliginin molekiiler diizeyde patolojisinin aydinlatilmasi tedavi seceneklerinin
ve/veya ortaya ¢ikmadan Onlenebilir yollarin aydinlatilmasi i¢in daha genis katilimli

ileri ¢alismalara ihtiya¢ oldugu diistiniilmektedir.
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OZET

Alzheimer Benzeri Demans Olusturulan Ratlarda Piperine ve Betain Kullaniminin

Ogrenme Davranisi Biyokimyasal, Patolojik ve Genetik Etkileri

Demans hastalarinin biiyiik bir cogunlugunu (yaklasik %60-70) Alzheimer hastaligi
olusturur. Alzheimer hastaliginin kendine has o6zellikleri senil plaklar (SPs),
norofibriler yumaklar (NFTs), sinaptik kayip ile seyreden ilerleyici nérodejeneratif
bir hastaliktir. Kanserden sonraki tedavi maliyeti en yiiksek hastalik olan AH ig¢in
etkili bir tedavi heniliz bulunamamistir. Bu konuyla ilgili deneysel rat modelimizde
beyin ve oOzellikle hippokampiis lizerinde etkili oksidan oOzellikli olan segici
kolinotoksin ve etilkolin mustard aziridinium iyonu (AF64A) arastirdik.
Caligmamizda serebral atrofi ve norolojik anomallikleri indiikleyen alkoliin
olusturdugu hasar1 ve bu olusan hasar1 ortadan kaldirma ve/veya geriletme i¢in
antioksidan 6zelligi olan piperini ve betainin etkinliklerini gézlemlemeye calistik.
Mitojen aktive protein kinaz (MAPK-1)’in hippokampiis doku 6rneginde, serumda

ve morris su tanki testi aracili davranis testi ile gozlemlemeye ¢alisildi.

Bu amacgla 60 adet, 3-3,5 aylik 280-320 g Sprague-Dawley erkek rat
kullanilmistir. Gruplarimiz su sekilde olusturuldu; Grup 1 Kontrol grubu (n=6),
Grup 2 Alkol Uygulamasi ile Deneysel Demans Olusturulan Grup (n=18), Grup 3
AF64A Uygulamasi ile Deneysel Demans Olusturulan Grup (n=18), Grup 2a
Kontrol Grubu ( Sadece Alkol n=6), Grup 2b Tedavi Amagh Piperin Verilmesi
(n=6), Grup 2c Tedavi Amagh Betain Verilmesi (n=6), Grup 3a Kontrol Grubu (
Sadece AF64A n=6), Grup 3b Tedavi Amagli Piperin Verilmesi ( AF64A+Piperine

n=6), Grup 3c Tedavi Amagli Betain verilmesi (n=6).

Calisma sonucunda serum, karaciger ve eritrosit hemolizat Orneklerinde,
hippokampiis doku orneklerinde patolojik inceleme ve davranis testi sonuglarimizla
elde edilen bulgulara gore alkol ve AF64A uygulamasmin yapildigi gruplarda
davranigsal, biyokimyasal, patolojik ve genetik diizeyde oksidan etkileri

gozlenmistir. Diger yandan piperine ve betainin  bu zararli etkileri
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azaltmada/geriletmedeki basarilar1 izlenmistir. Ozellikle piperinin antioksidan
etkisinin daha bariz olarak ortaya ciktig1 istatistiksel, davranigsal, patolojik olarak,

kan analizleri ve genetiksel incelemeler bazinda belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: AF64A, AH, Alkol, Betain, Homosistein, Piperine
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SUMMARY

Its Effect of using Piperine and Betaine Application to Learning
Behaviour, Biochemical Parameters, Patalogical Examination and Genetic

analysis of Alzheimer Like Dementia Formed in Rats

The vast mojority of dementia patients (about 60-70%) suffer from Alzheimer
disease. The Alzheimer is a progressive neurodegenerative disease with specific
features like senile plaques (SP), neurofibrillary tangles (NFTs) and synaptic loss.
With the second highest treatment cost of AH after cancer, there is no effective
treatment. In finding a cure for this disease, | performed an experimental rat model
and used as a effective on brain and especially hippocampus, oxidant selector the
kolinotoksin and etilkolin mustard aziridinium ion (AF64A). In this study; we aimed
to find the damage level caused by the the alcohol, inducing the cerebral atrophy and
neurological anomally; and to determine the elimination and/or recession of this
damage by the Piperine and Betaine as a antioxidant. The effect into mitogen active
protein kinases (MAPK-1) in hippocampiis tissue, blood serum sample via mRNA
level and the behaviour of the animals with using morris water maze test were

searched.

In this study; 60 Sprague-Dawley male rat with each 3-3,5 months old and
280-320 g weight were used. The groups were performed like this; Group 1 as the
control group (n=6), Group 2 performing experimental dementia with alcohol
(n=18), Group 3 performing experimental dementia with AF64A (n=18), Group 2a
the control Group (only alcohol n=6), Group 2b for treatment the Piperin applying
(n=6), Group 2c for treatment the Betain applying (n=6), Grup 3a the control groub
(just AF64A n=6), Group 3b for treatment the Piperin applying (AF64A+Piperine
n=6), Group 3c for treatment the Betain applying (n=6).

From this study; we obtained expected results from as a oxidant effective of the
alcohol and AF64A application on the basis of the patholojical and behavioural test

in hippocampus tissue sample of blood serum, liver and hemolisat. Also, it was
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observed the decrease and downgrade success of Betain and Piperine into detrimental
effect of these substance. Especially, the significant antioxidan effect of Piperidine

was determined from statistical, behavioural, patological, blood and genetic analysis.

Key Words: AF64A, AH, Alcohol, Betain, Homocystein, Pipperine
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