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Insanlarda ortalama yasam siiresinin artmasi giizel bir gelisme olmakla birlikte
beraberinde yaglanmaya bagl hastaliklarin artmasina yol agmugtir. ileri yasta goriilen
demansin 2/3’linden sorumlu olan Alzheimer’in sebebi bilinmemekle beraber hastaligin
tedavisi de yoktur. Bu yiizden bilim insanlar1 AH’yi engelleyecek alternatif yollara
yonelmistir. Bu ¢alismamizda Vitis vinifera’nin bir alt tiirii olan ve Erzincan’da endemik
yetisen Cimin Uziimii ¢ekirdek ekstraktinin anti Alzheimer potansiyelinin
degerlendirilmesi yapilmistir. Erzincan Cimin Uziimii Cekirdeginin sulu ekstresi in vitro
Alzheimer modeli olan SH-SY5Y hiicre kiiltiiriine uygulanmistir ve BA toksisitesine karsi
norokoruyucu etkisi arastirilmistir. Hiicre canliligi testi igin MTT ve LDH testi
yapilmistir. Apoptotik ¢cekirdeklerin saptanmasi i¢in Hoechts 33258 ile boyanip incelenip
floresan mikroskobu altinda fotograflanmistir. Ayrica Asetilkolinesteraz aktivitesi
Olclilmiistiir. Elde edilen bulgular Cimin {iziimi c¢ekirdeginin sulu ekstresinin
BA toksisitesine karsi hiicre canliligini artirip antioksidan kapasiteyi destekleyerek
norokoruyucu oldugunu gostermistir.
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The increase in average life expectancy in humans is a good development, but this
has led to an increase in diseases related to aging. The cause of Alzheimer's, which is
responsible for 2/3 of dementia seen in advanced age, is not known, but there is no cure
for the disease. Therefore, scientists have turned to alternative ways to prevent AD. In
this study, the anti-Alzheimer potential of Cimin Grape seed extract, which is a subspecies
of Vitis vinifera and grows endemically in Erzincan, was evaluated. Aqueous extract of
Erzincan Cimin Grape Seed was applied to SH-SY5Y cell culture, an in vitro Alzheimer's
model, and its neuroprotective effect against BA toxicity was investigated. MTT and LDH
test were performed for cell viability test. In order to detect apoptotic nuclei, they were
stained with Hoechts 33258, examined and photographed under a fluorescent microscope.
Acetylcholinesterase activity was also measured. The findings showed that the aqueous
extract of Cimin grape seed is neuroprotective against BA toxicity by increasing cell
viability and supporting antioxidant capacity.
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1. GIRIS

1. GIRIS

1.1. Alzheimer

Alzheimer hastalik olarak ilk kez Alman Doktor Alois Alzheimer tarafindan
tanimlanmustir. 51 yasinda davranis bozuklugu ve asirt unutkanligi olan bir hastasinin bu
davraniglar1 ve beyni arasindaki iliskiyi merak eden Dr. Alois Alzheimer, hasta ile ilgili
geligsmeleri 5 y1l boyunca siirekli takip etmistir. 1906 senesinde 6len Auguste Deter’in
beyni ¢ikarilarak Dr. Alois Alzheimer’e gonderilmistir. Hastanin beynini mikroskop
altinda inceleyen Dr. Alois Alzheimer beyinde anormal iki patolojik bulgu saptamistir.
Bu bulgulardan biri yuvarlak plaklar ikincisi ise kopmus sinir uzantilar1 seklindeki
iplikgiklerdir. Daha sonralari Alzheimer hastalarinin otopsi bulgularindan elde edilen
sonuglarda bu patolojik bulgularin beyinde biriken amiloid plak ve ndrofibriller yumagi

olarak adlandirilan anormal proteinler oldugu anlagilmistir (Tanridag 2013) (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Amiloid plak ve norofibriller yumag: temsil eden bir 6rnek (Tanridag 2013)

Alzheimer; merkezi sinir sisteminin (MSS) bazi bolgelerindeki noron ve
sinapslardaki kayiplar yiliziinden meydana gelen; bellek, algilama, zeka gibi bilissel
fonksiyonlarda azalma, 6z bakimi karsilayamama, davranis bozukluklar1 ve
noropsikiyatri ile iligkili ilerleyici insan beynindeki noronlari etkileyen bir hastaliktir
(Uncu vd 2021). Demans hastaliginin en fazla goriilen tiiri olup biitiin demans
hastaliklarinin 2/3’sinden sorumludur. Alzheimer hastaliinin etiyolojisi hakkinda kesin
bir bilgi sahibi olunamamakla beraber bilim adamlan tarafindan 21. Kromozomda
bulunan Amiloid Prekiirsér Proteini (APP) geninin anormal bir sekilde “B -amiloid

proteinine” doniisiip beyin hiicrelerinin arasina sizdigi savunulmaktadir. Hastaligin
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etiyolojisi ¢oziilememekle beraber gilinlimiizde hastalig1 iyilestirecek etkin bir tedavi
yontemi de bulunmamaktadir. Yalnizca hastaligin ilerlemesini 6nlemeye yardimer tedavi
yontemleri mevcuttur. Bu yiizden son zamanlarda Alzheimer hastalifindan korunma

yontemlerine yonelim olmustur (Canbolat ve Yardime1 2016).

1.2. Amiloid plaklar ve Norofibriler Yumaklar

Viicudumuzda, DNA tarafindan kodlanarak meydana gelen protein pargaciklarina
amiloid (nisasta benzeri) denir. B amiloidler 40-42 aminoasitten olusmus bir protein olup
kromozom 21°de kodlanan ve islevi heniiz aydinlatilamamis APP adli daha biiyiik bir
transmembran proteininden proteolitik yolla meydana gelir (Glenner and Wong 1984;
Masters et al. 1985). Yani, Amiloid B, APP’nin metabolizmasi sonucu olusur (Oztiirk ve
Karan 2009). APP’nin a, B ve y sekretaz enzimleri ile parcalanmasi (Sekil 1.2) (Ozdemir
Tozlu 2018) sonucu olusan [ amiloid pargalari olduk¢a yapiskandir ve olustukca
birbirlerine yapisirlar. Yapistikca diger molekiiller ve noronlarla karigir. Karigimin
sonucunda ise B amiloid plaklar1 ortaya cikar. Bu plaklarin 6zellikle kiiglik olanlari
sinapslarda sinyali kesip ndronlar arasi iletisimi engelleyebilir. Ayrica baZisiklik

hiicrelerini tetikleyip aktif olmayan hiicrelere de zarar verebilir.

o-sekretaz

APP -sekretaz
B-sekretaz\ \ " /
NH2 ﬁ-sekretaz‘ CooH
B
SAPPB l y-sekretaz

AB- n—
aco

Sekil 1.2. APP proteolitik yikimi ve PA olusumu (Ozpak vd 2017)

Alzheimer hastaligina bu plaklarin m1 sebep oldugu yoksa bu plaklarin hastaligin

ilerlemesi sonucu mu ortaya ¢iktig1 halen daha bilinmemektedir (Tiirkseven 2014).
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™~

Alzheimer’'s Normal Normal
Disease Amyloid positive Amyloid negative

Sekil 1.3. AH’li beynin tomografi (Anonim 2012)

Norofibriler yumaklar kismen mikrotiibiillerden olusur. B-amiloid plaklarin
tersine noronlarin i¢inde bulunur ve saglikli noronlarla desteklenir. Mikrotiibiiller
ndronlar arasi iletisimi ve besin aligverigini saglar. Tau adi verilen 6zel bir protein
sayesinde birbirlerine baglanirlar ve sabit kalirlar. Alzheimer hastalarinda ise tau
proteinleri kimyasal olarak degisime ugrar ve biikiiliir. Biikiilen tau proteinleri gérevini
yapamaz ve mikrotiibiiller birbirinden ayrilarak serbest kalir ve tau proteinleri ile
birlesirler. Yumak seklinde karmakarisik bir yapiya doniistirler (Sekil 1.4). Dolayisiyla

iletisim sistemi ¢oker ve ndronlar islevini kaybedip lmeye baslar.

A Saghkh bireylerde néron

) &/
- a 4
o == = Tau mikrotiibiillere baglanir

— -
—— ——— o ve stabilize eder

\

mikrotiibiiller

B Alzheimer hastalarinda néron

a0 . .
',‘;’ \ ) ¢ /
~ % v
Y

)

o P —

|
|
|

A J 7 N
Vg (¥
4 .«‘//‘/.t, \ hasarh
o mikrotiibiiller

Noro ﬁbri@
yumaklar

Sekil 1.4. Mikrotiibiiller ve Tau Proteinleri (Geng Satir 2016)

Olusan bu plaklar ve yumaklar Alzheimer hastalig1 ilerledik¢e beyin zarindan
baslayarak diger bdlgelere dogru yayilirlar. Ilk olarak beynin 6grenme ve hafizayla ilgili
temporal boliimii etkilenirken ndéronlar islevini kaybettikce 6n loba (diisiinme ve

planlama ile ilgili boliim) dogru ilerler. Git gide biriken bu plaklar ve yumaklar konusma
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ve iletisim yeteneginin bulundugu temporal lobu biiyiik 6l¢lide sarar. Oradan da parietal
lob, en son ise korteksin tamamina yakinina yayilarak beyne ¢ok biiyiik hasarlar verir.
Sonug olarak beynin kaybettigi noronlar yiiziinden beyin kiigtliir (Bobinski et al. 1999)
(Sekil 1.5).

Normal Brain Alzheimers Brain

Sekil 1.5. Normal beyin ve AH’li beyin (Anonim 2017a)

1.3. Alzheimer Risk Faktorleri

Alzheimer etiyolojisi kesin olarak bilinemedigi i¢cin Alzheimer’e sebep olabilecek
risk faktorleri izerinde durulmustur. Risk faktorleri “kesinlesmis risk faktorleri” ve “olasi

risk faktorleri” olarak incelenmektedir (Ariogul 2011).

1.3.1. Kesinlesmis risk faktorleri

1.3.1.1. Yas

Alzheimer i¢in kesin bir yas aralig1 olmamakla birlikte bilinen en biiyiik ve geri
doniisii olmayan risk faktorii yastir. Clinkli hastalarin biiyiik bir bolimii 65 yas ve
tizerindedir. 65 yas ve sonrasinda Alzheimer hastaligina yakalanma ihtimali ilerleyen bes

yilda iki kat artarken 90 yas sonrasi risk %50’ye yaklasir (Gurvit et al. 2008).
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1.3.1.2.Genetik

Erken baglangigli Alzheimer hastaligi (65 yas Oncesi) i¢in bilim adamlari
tarafindan dogrudan hastaliga sebep olan 3 gen defekti bulunmustur. Bunlar: kromozom
14’teki presenilin 1 (PS-1), kromozom 1°deki presenilin 2 (PS-2) ve kromozom 21°deki
APP proteinleridir (Ariogul 2011; Stoppelkamp et al. 2011) (Sekil 1.6).

Bu genler otozomal dominant yolla kalitilmaktadir (Ariogul 2011) ve bu genlerin
kodladig1 3 transmembran proteinin ne ise yaradigi hala ¢oziilememis olup bilim insanlari
tarafindan noronal plastisitedeye sebep olduklar1 yoniinde teoriler 6ne siiriilmiistiir (Altin
2006). Bu sekilde erken gegisli genetik AH tiim vakalarin %1-5'ini olusturmaktadir.
(Arslan 2017).

Geg baglangich Alzheimer hastaligina sebep olan tek gen APO E4 (apolipoprotein
E) isimli; kolesteroliin viicutta tasinmasi, damarlarda depolanmasi ve organizmada
sentezlenmesinde islev yapan en 6nemli serum proteinidir (Vilatela et al. 2012) (Sekil 1.6
). Bu gen dogrudan hastaliga sebep olmamaktadir. Ancak diger ¢evresel risk faktorleri ile
birlestigi zaman hastaliga yakalanma ihtimalini artirmaktadir (Ozpak vd 2017). Erken
baslangi¢li Alzheimer hastaligina yakalanmamak miimkiin degilken ge¢ baslangich
Alzheimer hastaligina koruyucu faktorler ile yakalanma riski azaltilabilir (Ariogul 2011).

TAU YOLAG

Sekil 1.6. EOAH ve LOAH olusum semast (Ariogul 2011)
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1.3.1.3. Down Sendromu

Down sendromu ve APP’de meydana gelen gen defektinin kromozom 21°de
olmasi ¢ok ilging ve sasirtici bir rastlantidir. Bununla berbaber Down sendromlu
hastalarin biiyiik bir kismi 40’11 yaslara ulastiklar1 zaman Alzheimer’in biitlin
semptomlarin1 tagimaktadir. Hatta bu konudaki 6rnekleri inceleyen arastirmaciya her
hangi bir Kklinik bilgi verilmeden arastirmacinin 6rneklerin sonuglar1 dogrultusunda
kisinin Alzheimer mi yoksa Down sendromlu mu oldugunun ayirimini yapabilmesi

miimkiin degildir (Ariogul 2011).

1.3.2. Olasi risk faktorleri

1.3.2.1. Diisiik egitim diizeyi

Arastirmalar, egitim diizeyinin diisiik olmas1 hem Alzheimer hem de vaskiiler tip

demans igin risk faktorii oldugu gostermistir (Akyar ve Akdemir 2009).

1.3.2.2. Kafa travmasi

Alzheimer hastalarindan bazilarinin 6rnegin boksorler ve gazilerin gegmiste kafa
travmasi Oykisii oldugu saptanmistir (Weiner et al. 2013). Bu sekilde siirekli kafa
travmasi ile karst karsiya kalan kisilerde, beyin kilcal damarlarindaki kanamalar
yiiziinden AH ihtimali yiikselmektedir (Tanridag 2013). II. Diinya savasindan sonra
askerler tizerinde yapilan ¢alismalarda ciddi kafa travmasina maruz kalan askerlerin hafif
kafa travmasi gegiren askerlere gore AH olma riskinin, yiizde elli daha fazla oldugu
kamtlanmistir. Bununla beraber Amerikan Duke Universitesi'nde yapilan diger bir
calismada, Amneziye yol agan siddetli travmalarin riski dort katina ¢ikardigi belirtilmistir
(Anonim 2000).
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1.3.2.3. Cinsiyet

Bazi karsit goriisler olsa da kadinlarin erkeklere gore hastaliga yakalanma ihtimali
daha yiiksek oldugu disiiniilmektedir. Sebebi, kadinlarin erkeklere gore daha fazla
yasamasina (Ariogul 2011) ve kadinlarin menopozla beraber dstrojen hormon seviyesinin
yetersizligine baglanmistir (Tanridag 2013). Yapilan bir arastirmada ise gec baslangich
Alzheimer hastaliginin ortaya ¢ikmasindan sorumlu olan APO E4 alelinin, APO E4
heterozigot erkek ve kadinlarin dogrudan karsilastirilmasi, kadinlarda iki kat 6énemli bir
risk artis1 oldugunu ortaya koymustur. Bu ii¢ sebep ayr1 ayr1 degerlendirildigi zaman
kadinlarin hastaligi gelistirme riskinin erkeklere gore 6nemli olgiide yiiksek oldugu

diistiniilmektedir (Payami et al. 1996).

1.3.2.4. Depresyon

Depresyon, kiside {ziintli, keder, degersizlik hissi, hayati faaliyetlerin
yavaglamasi ve isteksizlik ile kendini gosteren bir duygu durum bozuklugudur (Celik ve
Hocaoglu 2016). Beyindeki bilgi akisini yavaslatarak kiside bir takim konsantrasyon
bozuklularina neden olmaktadir. Tedavi edilmeyen uzun siireli depresyonlarin ise
beyindeki 6grenme bozukluklarina yol agabileceginden Alzheimer’e neden olabilecegi

savunulmaktadir (Tanridag 2013).

1.3.2.5. Hipertansiyon, Hiperkolesterolemi, Diyabet

Hipertansiyon, Hiperkolesterolemi, Diyabet faktorlerinin tek baslarina insan
beyninde apoptozu kolaylastirdigi ve AH’nin olusumunu ve ilerlemesini hizlandirdig:
gosterilmistir (Yavuz ve Ariogul 2008; Tanridag 2013). Ozellikle Tip 2 diyabet gelisen
hastalarda, kandaki insiilinin beyin bariyerini gecip beyindeki BA ve tau protein

fosforilasyonunu tetikleyebildigi de arastirmalarda mevcuttur (Arslan 2017).

1.3.2.6. Homosistein yiiksekligi

Homosistein metiyonin iiretim basamaklarindan biri olan ve siilfiir ihtiva eden bir

aminoasittir. Cok oOnemli bir antioksidan olan glutatyonun olusmasin1 saglar.
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Viicudumuzda firetilmedigi i¢in besinlerle alinmasi gerekmektedir. Bu aminoasit
norovaskiilotoksik bir ara oldugu i¢in bu ara maddenin gereginden fazla birikimi viicutta
ozellikle de beyindeki 6nemli molekiilerin sentezinin aksamasina neden olur (Temel ve
Ozerol 2002). Alzheimer hastalig1 ile hiperhomosistein arasindaki iliski tam olarak

kanitlanmasa da Alzheimer i¢in risk faktorii oldugu diistiniilmektedir (Ariogul 2011).

1.3.2.7. Enfeksiyon

Klamidya pnomonia ve Herpes simpleks tip | ile yapilan c¢alismalarla
enfeksiyonun risk faktorii olabilecegine dair tez ortaya atilmistir. Bagka bir calismada ise
tetanoz, influenza, polio ve difteri asis1 olmus kisilerin hastaliga yakalanma ihtimalinin

diisiik oldugu goriilmiistiir (Adali vd 2020).

1.3.2.8. Agir metaller

Agir metaller; metalik veya yar1 metalik 6zellige sahip toksisiteye neden olan,
elementlerdir (Apaydin 2005). Aliiminyum, kursun, civa, kalay, bakir, krom,
kadminyum, arsenik, antimon bilinen agir metal ¢esitleridir (Okcu et al. 2009). Agir
metaller hem organlarin igleyisini bozar hem de viicuttaki bazi metallerin yapisini taklit
ederek onlarm yerine gecerler. Ornegin; viicut, talyuma potasyum gibi, arsenige de fosfor
gibi, kursuna da kalsiyum gibi davranir (Uriah et al. 2014) . Proteinlerin oksijen, nitrojen,
ve siilfidril gruplarina eklenirler ve enzimlerin aktivitesini inhibe ederek hiicrelerin
apoptoza girmesine sebep olurlar (Yazilan 2010). Ozellikle nérolojik hiicre kaybina ve

bu yiizden nérolojik hastaliklarin ortaya ¢tkmasina yol agarlar (Ozbolat ve Tuli 2016).

Agir metaller viicuda solunum, deri ve agiz yolu ile girerek viicudun beyin, kemik
gibi ¢esitli bolgelerinde birikirler. Bunun haricinde; hava kirliligi, su kirliligi, topraktaki
kimyasal kirlilik veya radyasyon gibi diger toksik durumlara maruz kalarak da direkt

olmasa bile dolayli yoldan agir metal maruziyeti s6z konusu olabilir (Adal1 vd 2019).

Agir metallerden Alzheimer’e sebep olan elementlerden en Onemlisi

altiminyumdur; ¢iinkii aliiminyumun etki ettigi en 6nemli sistem sinir sistemidir. Buna
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kanit olarak sinir sisteminde ndrofibriler yumaklara yol agtig1 otopsi kayitlarinda tespit

edilmistir (Akman vd 2011).

Beyinde, aliiminyum agirlikli olarak hipokampus ve frontal kortekste, 6zellikle
Alzheimer’e neden oldugu bilinen bolgelerde birikir (Roskams and Connor 1990; Patir
ve Akar 2018). Bu bilgiye ragmen aliiminyum; mutfak geregleri, yemek sektorii, ilag
kutulari, iiriin paketi ve ambalaj, ingaat sahasi, ara¢ yapimi gibi birgok alanda, hafif ve

kolay islenebilir olmasi sebebiyle tercih edilmektedir.

Aliiminyumunun toksik etki gostermesi ile ilgili ¢alismalar 1890’1 yillarin
sonunda baglamis ve halen bu g¢alismalara devam edilmektedir (Akman vd 2011).
Wisniewsk ve arkadaglar tarafindan 1965 yilinda yapilan deneyde; geng tavsanlarin
beyinlerine enjekte edilen aliiminyum kloriiriin, omurilik ve beyin noronlarinda
norofibriler yumaklarin artmasina sebep olmustur kanitlanmistir (Wisniewski et al.
1980). Baska bir hayvan deneyinde ise kedilerin hipokampus boliimiine verilen 100 nmol
aliminyum klorlir enjeksiyonu sonucunda, kedilerin beyninde ndrofibriler yumak
olusumunun ¢ogaldig: tespit edilmistir. Bu sonuglar; hayvanlarda oldugu gibi insanlarda

da norodejenerasyona sebep olmaktadir (Savory et al. 2001).

Aliminyum oraninin yiiksek oldugu bolgelerde oOzellikle igcme sularindaki
aliminyumun Alzheimer veya norolojik rahatsizliklarin riskini %50 civarinda artirdig

gozlemlenmistir (McLachlan et al. 1989).

Aliiminyumdan sonra viicutta toksik etki gosteren ikinci nemli agir metal civadir.
Civa da altiminyum gibi ¢esitli sanayi alanlarinda kullanilmaktadir. S1vi metal 6zelligi
gostermesi sebebiyle barometre veya termometre gibi kontrol cihazlarinda, kagit
yapiminda, boya sanayisinde, amalgam dis dolgularinda ve plastik {iretimi gibi civanin
cesitli kullanim alanlarma 6rnek verilebilir (Ozbolat ve Tuli 2016). Kullanim alan1 bu
kadar yaygin olan civa, maalesef biiyiik ¢evre kirliligine de sebep olmaktadir. Dolayisiyla

insan sagligin ciddi boyutlarda etkilemektedir.

In vitro ve in vitro ortamda yapilan arastirmalar sonucunda; civanin, BA

iretiminin artmasina ve tau proteininin bozulmasina sebep oldugu tespit edilmistir. Civa,
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beyin hiicrelerinin yapisini1 bozarak serbest radikal hasarlarina sebep olarak Alzheimer

gibi norodejeneratif rahatsizliklar tetiklemektedir (Pigatto et al. 2018).

Kursun norotoksik bir agir metal olup canli viicudundaki biyokimyasal
tepkimelerde yer almaz (Yapici vd 2002). Aliminyum ve civa kadar tehlikeli olan kursun,
dogada organik ve anorganik olarak iki sekilde bulunur. Anorganik olan formu, dogada
pargacikli halde bulunurken organik olan formu ise ucucu olup, genellikle besinlere ve
sulara karismaktadir (Ozbolat ve Tuli 2016). Canlilar da ise en gok deri yoluyla viicuda
aliir. Kursuna maruz kalinmasi durumunda, kursun viicuttan kolay kolay atilamaz. Hatta
yumusak dokularda ve 6zellikle kemiklerde depolanabilir (Ericson and Thompson 2005).
Canli organizmadaki presinaptik noronlarda asetilkolin iretimini uyarir. Sonug¢ olarak
sinir dokusundaki islev ve mitokondriyal solunum bozulur (Ozbolat ve Tuli 2016). Bu
durumun nérotoksisiteye sebep olarak nérodejenerasyonun artirmasina imkan saglamasi
muhtemeldir. Ayrica kursun maruziyetinin BA liretimine yol actig1 belirlenmistir (Basha
et al. 2005).

Bakir, viicudumuzda bulunan eser elementlerinden biridir. Organizmada demirin
hemoglobine baglanmasi saglar. Ayrica sa¢ ve deri gibi bazi organlarin ve organik asit
reaksiyonlarinin temel bilesenidir. Eksikliginde viicutta miizmin yorgunluk, siirekli
tisiime, kemik zayifligi, 6grenme giicliigli gibi ¢esitli hastaliklara neden olan bakirin,
fazlas1 ve viicutta agir1 birikmesi de eksikligi kadar zararhidir. Cilinkii bakir, 5 g/cm?’den
fazla yogunlugu olmasi sebebi ile agir metal olarak adlandirilmistir. Sitokrom c oksidaz,
dopamin B-hidroksilaz, {irat oksidaz, siiperoksit dismiitaz, tirozinaz, amin oksidaz ve
askorbik asit oksidaz gibi tepkimelerin biyokatalizorii olarak gérev yapar fakat (Ozbolat
ve Tuli 2016) onciiliik ettigi bu tepkimelerin, beyinde hastaliktan etkilenen kisimlardaki
aktivitelerin azalmasi sonucunda Alzheimer’e sebep olabilecegi diislinlilmistiir. Hatta
yiiksek bakir maruziyetinin sonucu BA olusumu ve Ogrenme eksiklikleri ile
iligkilendirilmistir.  Fareler iizerinde yapilan bir arastirmada, yiiksek bakir
konsantrasyonuna maruz kalan farelerin beyinlerinde BA {iretiminin ve oksidatif stresin

arttig1 gorillmiistiir (Squitti and Polimanti 2013).

Arsenik yar1 metal Ozellik gosteren toksik bir metalloiddir. Pestisit olarak

kullanildig1 zaman; havadan, sudan veya besinlerden viicuda girebilirler. Viicuda
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girdikten sonra ise viicutta bulunan tiyol grubu enzimleri inhibe ederek DNA hasarina
sebep olurlar (Ozbolat ve Tuli 2016). Bunun yam sira diisiik arsenik maruziyetininin bile
beyinde ndronal apopitozu tetikleyebildigi savunulurken ve néropsikiyatri hastaliklariyla

da iliskilendirilmistir (Gharibzadeh and Hoseini 2008).

1.4. Alzheimer’in Tedavisi ve Alzheimer’den Koruyucu Yontemler

Glinlimiizde maalesef Alzheimer hastaliginin etkin bir tedavisi yoktur. Sadece
hastalig1 6nlemeye yardimci ve hafiza ve bellegi destekleyen ilaglar kullanilmaktadir.

Kullanilan bu ilaglar {i¢ gruba ayrilabilir:

e Asetilkolin maddesinin azalmasina karsi ila¢ kullanimi. Bu ilaglarin kullanim
stireleri sinirhidir. Belli bir zamandan sonra etki etmemektedir.

e Glutamat maddesinin etkisinin giderilmesine yonelik ila¢ kullanimi. Son
zamanlarda bu ilaglarin kullaniminin pek ise yaramadigi ortaya konmustur.

e Bellek bozukluklarmin giderilesinde yardimci ilag kullanimi. Bu tiir ilaglarin

etkileri olumlu ve uzun siireli goriilmiistiir (Tanridag 2013).

Yukarida da goriildiigii gibi ilaglarin da pek bir iyilestirici etkisi yoktur. Hatta bu
ilaglar farkli yan etkilere de yol agabilir (Tiirkez et al. 2020). O yilizden bir beyin hastalig1
olan Alzheimer’den korunma yollar1 bagvurulmaktadir. Bu yollar ise dncelikle risk
faktorlerini ortadan kaldirip beyni beslemeyi artirarak hafizay1 giliglendirmek olarak

distiniilebilir.

1.4.1. Beslenmenin Alzheimer iizerindeki etkisi

Beslenme; viicudumuzun ihtiya¢ duydugu maddeleri (karbonhidrat, yag, protein,
vitamin, mineraller) ve enerjiyi yiyeceklerle ne eksik ne fazla, besin degerlerini yok
etmeden saklayarak veya pisirerek tiiketmemize denmektedir. Bu ihtiyaglar yasa,
cinsiyete, ¢evreye, enerji tiiketimine bagl olarak degisebilir. Yani karin doyurmak ile

beslenmek ayni sey degildir (Baysal 1996).
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Glinlimiize kadar beslenme ile hastaliklar arasindaki iligkiyi saptamak i¢in birgok
arastirma yapilmistir. Saglikli yaslanmak i¢in demanstan, koroner kalp rahatsizliklarina,
kanserden cesitli kronik ve metabolik hastaliklara kadar ¢cogu hastaliktan korunmada
beslenmenin énemli bir etken oldugu ortaya konulmustur (Canbolat ve Yardimci 2016).
Yetersiz beslenme, asir1 ve yanlis beslenmenin ise hastaliklara davetiye ¢ikardigi

goriilmiistiir (Cizelge 1.1) (Baysal 1996).

Cizelge 1.1. Beslenme ve hastaliklarin iliskisi (Baysal 1996)

YETERSIiZ BESLENMEYE BAGLI ASIRI BESLENMEYE BAGLI

HASTALIKLAR HASTALIKLAR
Protein-enerji malniitrisyonu Koroner ve kalp hastaliklari
Anemi Diyabet

Rasitizm Kanser

Vitamin eksikligine bagli cilt hastaliklar1  Hipertansiyon

Adin1 Akdeniz kiyilarinda yasayan insanlarin beslenme bi¢iminden alan Akdeniz
Diyeti hastalilardan korunmada bi¢ilmis bir kaftandir. Akdeniz Diyeti; sebze, meyve,
kepekli tahillar bakimindan zengindir. Deniz firiinleri, beyaz et, siit ve siit {irtinleri
bakimindan orta seviye ve kirmizi et iiriinleri bakimindan diisiik olmasi, fazla miktarda
A, B, C, D, E vitaminleri, ¢esitli mineraller, selenyum, ¢oklu doymamis yag asitleri
icermesi Alzheimer, parkinson, travmatik beyin hasari, epilepsi, MS gibi nérodejeneratif
hastaliklarda noroprotektif etkisi oldugu belirtilmistir. Hatta bu diyet seklinin Alzheimer
hastaliginin prevalansini da azalttig1 gézlemlenmistir. Cilinkii Akdeniz Diyeti’nin ytliksek
orandaki antioksidan igerigi beyindeki serbest radikaller gibi reaktif molekiillerin

hasarlarini azaltarak beyni korumaktadir (Canbolat ve Yardimci 2016).

1.5. Vitis vinifera

Tarihgesi milattan oncesine kadar dayanan asma bitkisinin anavatani Anadolu
olarak kabul edilmektedir ve hemen hemen her cografyada yetisebilmektedir. Asma
bitkisinin meyvesi olan {iziim; diger meyvelere nazaran en fazla ¢esidi olan bir meyvedir.
Ulkemizde “Tiirkiye Asma Genetik Kaynaklarinin Belirlenmesi, Muhafazas1 ve

Tanimlanmasi Uzerinde Arastirmalar” projesi kapsaminda 1435 adet yerli iiziim cesidi
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toplanmis, Milli Koleksiyon Bagi’'nda koruma altina alinmis ve taksonomi galismalari
yapilmistir. Bunlardan ise 50-60 kadarinim iiretimi yapilmaktadir (Ozkan 2019). Uretimi
yapilan {ziimlerin tazesi, kurusu, suyu, kabugu, c¢ekirdegi kisacasi her seyinden
faydalanilmaktadir ve hepsinin de birbirinden farkl1 yararlar1 bulunmaktadir. Uziimiin bu
kadar ¢ok ceside sahip olmasinin yani sira gidadan tipta ilag yapimina, kozmetikten boya

sanayisine kadar kullanim alan1 da olduk¢a genistir.

Cizelge 1.2. Vitis vinifera’nin taksonomisi

Boliim Spermatophyta
Alt Boliim Angiospermae
Sinif Dicotyledoneae
Altsiif Rosidae

Ust takim Celastranae
Takim Rhamnales
Familya Vitaceae

1.5.1. Siyah iiziim ve faydalan

Siyah iizim; protein, karbonhidrat, yag, vitamin, mineral bakimindan zengin
oldugu gibi antioksidan, fenolik ve polifenolik bilesikler agisindan da zengin bir meyvedir
(Xia et al. 2010). Uziim zengin igerigi sayesinde birgok hastaliga iyi gelmesine ragmen
icerigindeki demir igerigi yiiziinden en Onemli Ozelliginin kansizhiga iyi geldigi
zannedilmektedir. Fakat {iziimiin viicutta neredeyse faydali olmadig1 hicbir yer yoktur.
Hatta anne siitliinliin yetmedigi durumlarda iiziim suyunun bebekler i¢in sakincasinin
olmadig1 ve milkemmel bir besin kaynagi oldugu belirtilmistir (Giilci vd 2008). Sadece
bebekler i¢in degil yetiskinler i¢in de DNA hasarina, fiziksel ve mental saglik acisindan
muhtesem bir meyvedir. Giin igerisinde insan viicudunun maruz kaldig1r bir takim
olumsuz durumlarin —6rnegin serbest radikal olusumu, agir metal birikimi, radyasyon-
lizimiin icerigindeki antioksidan ve fenolik bilesikler sayesinde bertaraf edilmesi

mimkiindiir (Giilcti vd 2008; Xia et al. 2010; Celik 2014).

Uziim, kalorisi yiiksek bir meyvedir. Muhtevasindaki karbonhidratlar, difiizyon
yoluyla direkt kana karistigi i¢in viicudun kaybettigi enerjiyi hizli bir sekilde
toparlamasina yardimci olur (Giilcii vd 2008). Viicuttaki protein ve aminoasidi

miikemmel bir sekilde dengeler. Muhtevasindaki C vitamini sayesinde bagisiklik
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sistemini giiclendirir ve viicudun alerjik tepkilerini azaltir. Ayrica viriislere karsi da
direncini arttirir. Kalp ve damar hastaliklarindan korur ve dolasim sistemini giiglendirir.
Uziim ¢ekirdegi karaciger yaglanmasim dnler ve karacigerin hizli bir sekilde ¢alismasini
saglar. Bunun yani sira yukarida da belirtildigi gibi yiiksek demir miktariin (etten daha
fazla miktarda) kansizlig1 6nledigi de bilinmektedir. Yemeklerden sonra yenen taze tiziim
ise sindirim sistemini rahatlatir. Ornegin icerigindeki asitler mideye zarar vermeden
midenin ¢alismasini hizlandirir ve viicudu bagirsak hastaliklarina karsi korur. Potasyum
kaynagi olmas1 sebebiyle sinir sistemini gii¢lendirir ve hafizay1r kuvvetlendirir. Hatta
beyinde plak olusumunu 6nlemeye yardimer olur. Antioksidanlar ve fenolik bilesikler
sayesinde kanserden ve demanstan korur (Celik 2014). Yapilan bir arastirmada siyah
lizim suyunun kemoterapi alan kanser hastalarinin hiicre yenilenmesinde olumlu

sonuglar alindig1 gosterilmistir (Giilcii vd 2008).

Mount Sinai Scholl of Medicine’de yapilan bir arastirmada siyah {iziim ¢ekirdegi
polifenollerinin Alzheimer hastaliginin ilerlemesini geciktirdigi ve gelismesini dnlemeye
yardimc1 olabilecegi bulunmustur. Bu caligma tiziimiin yapisindaki polifenollerin, BA’y1

onleme kabiliyetini degerlendiren ilk ¢alismadir (Wang et al. 2008).

Bilim insanlar tarafindan, farelerin genel olarak beyinlerinde gelisen agikliklarin
ve Alzheimer hastaliginda bulunan benzer BA ndrotoksinlere tiziim ¢ekirdegi ekstrakti
uygulanmugtir. AR~ % iceren ve beyinde PA’nin spesifik bir formu daha 6nceden
Alzheimer hastalarinin hafiza kaybi icerdigi tanimlanmis olan bu plaklarin tedaviden

sonra ger¢ekten onarildigi goriilmistiir (Liu et al. 2011).

1.6. Siyah Uziimiin Yapisinda Bulunan Organik Bilesikler

Faydalar1 saymakla bitmeyen siyah iiziimiin, icerigi de oldukca zengindir. Tane
agirhigr gramla ifade edilen bu meyvenin kimyasindaki bilesikler oldukg¢a sasirticidir.
Bilinen organik bilesiklerin yansira kendine 6zgii mineraller, vitaminler, aromatik ve

fenolik bilesikleri ihtiva eder.
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1.6.1. Karbonhidratlar

Uziimiin kabuga en yakin olan etli kism1 yiiksek miktarda karbonhidrat icerir.
Yapraklarda sukroz formunda olan bu karbonhidrat tanede glukoz ve friiktoza doniisiir.
Uziimdeki en yogun sekerler glukoz ve friiktozdur. Fakat az miktarda da rafinoz, stagiyoz,

melibiyoz, maltoz ve galaktoz bulunur (Lund and Bohlmann 2006).

Cizelge 1.3. 100 Gram Siyah Uziimiin Besin Degerleri (Anonim 2014)

Enerji 63 Kcal Pridoksin 0,066 mg
Karbonhidrat 15,38 gr Riboflavin 0,050 mg
Protein 1,4 gr Thiamin 0,050 mg
Yag 0,41 gr A vitamini 230 1U
Kolesterol 0 C vitamini 181 mg
Lif 4,3 gr Sodyum 2mg
Folat 8 mcg Potasyum 322 mg
Niasin 0,300 mg Kalsiyum 55 mg
Pantotenik Asit 0,398 mg Bakir 0,086 mg
Magnezyum 24 mg Demir 1,54 mg
Manganez 0,256 mg Fosfor 59 mg
Cinko 0,27 mg K Vitamini 3,5 mcg
E Vitamini 0,12 mg

1.6.2. Organik asitler

Fuleki’nin 1993 yilinda yayinladigr “Otantik ¢esitli ve ticari iizim sularimin
karboksilik asit bilesimi” adli makalede siyah iiziimde 20°den fazla organik asit ¢esidi
bulundugundan bahsetmistir. Bu bahsedilenlerden harig ise {iziimde yogun olarak tartarik,
malik ve sitrik asit mevcuttur (Ford 2012). Bu organik asitler {iziimiin olgunlasip

olgunlagsmamasi hakkinda bilgi sahibi olmay1 saglar (Kunter vd 2013).
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1.6.3. Vitaminler

Siyah {iziim; A, Bl-tiamin, B2-riboflavin, B3-niasin, B5-pantenoik asit, B6-
pridoksin, B8-inositol, B9-folat, C, E ve K vitaminlerini ihtiva eder. Ayrica son
zamanlarda P vitamini olarak da olarak da adlandirilan flovanoid grubunu da biinyesinde
barmndirir (Agaoglu 2002). B gurubu vitaminler bagisikligi artirirken C vitamini de
virlislere karsi direng olusturur. Bulunla beraber C, A ve E vitaminleri ise gii¢li

antioksidan gorevi goriir (Celik 2014).

1.6.4. Mineraller

Potasyum meyvede en yogun bulunan mineraldir (Kunter vd 2013). 100 gram
siyah liziim 322 mg potasyum ihtiva eder (Anonim 2014). Potasyum sodyum ile beraber
viicudun asit kontroliinii ve hiicresel iletimi saglar. Ayrica sinir, dolagim ve bosaltim
sistemini diizenledigi i¢in siyah tiziim; kalp, bobrek ve 6zellikle beyin rahatsizliklari igin
birebirdir. Meyvede miktar olarak potasyumu fosfor ve kalsiyum takip eder. Fosfor
bilindigi lizere ATP, DNA ve RNA’nin yapisina katilirken kalsiyum hiicre membraninin
yapisina katilir ve kemik sagligi agisindan oldukga 6nemli bir mineraldir (Kunter vd
2013). Yapisinda bulunan demir, etteki demirden daha fazla ve daha islevseldir (Anonim
2014). Diger 6nemli mineraller ise bor, bakir, magnezyum, sodyum, mangan, ¢inko ve

selenyumdur (Celik 2014).

1.6.5. Antioksidanlar

Antioksidanin kelime manasi oksidasyon karsit1 veya oksidasyonu engelleyici
demektir. Giinliik hayattaki, radyasyon, ¢evre, hava ve su kirliligi, tarim iirlinlerindeki
zirai ilaglar, gida maddeleri igindeki koruyucu etkenler ve organizmada meydana gelen
baz1 dogal bilesikler (hidrojen peroksit, lipit peroksitleri, tekli oksijen atomlari, siiper
oksitler vb.) viicutta birikerek organizmanin isleyisine zarar verir. Serbest radikaller ad1
verilen bu zararlt molekiiller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahiptir, molekiil
agirhig diistiktiir, kisa dmiirlii ve kararsizdir (Kasnak ve Palamutoglu 2015). Ortaya ¢ikan
ve hiicreye saldirip zarar veren (Celik 2014) bu serbest radikallerin bir sekilde hiicreden

uzaklastirilmasi gerekir. Antioksidanlar ise tam bu esnada devreye girer; olusan serbest
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radikalleri kendine baglayarak hiicreden uzaklastirir (Celik 2014). Antioksidanlarin
bazilar1 viicutta sentezlenirken bazilar1 ise viicut tarafindan sentezlenemez; meyve ve

sebzelerden temin edilir, baz1 antioksidan ¢esitleri ise sentetik olarak tiretilir (Sekil 1.7).

Viicut tarafindan
sentezlenebilen
antioksidanlar

Viicut tarafindan —

Antioksidanlar

sentezlenemeyen
antioksidanlar

) ) )
Enzimatik Bltillenmi
Karotenoidler Antioksidanla = . 3
. hidroksitoluol
~— ~— ~—
( ) (Enzimatik ) ( )
. Olmayan Butillenmis
Polifenoller Antioksidanla hidroksianizol
— N -~
) )
Antioksidan
— Vitaminler — Propil gallat
(C,E)
| N —
T )
Antioksidan Tersiyer-
— Mineraller — batilhidrokino
(zn,Cu, Se) n
— | —

Sekil 1.7. Antioksidan Cesitleri (Kasnak ve Palamutoglu 2015)

Siyah 1{ziim; viicut tarafindan sentezlenemeyen antioksidanlarin neredeyse
hepsini igerir. Meyvenin i¢erdigi en bilinen antioksidan ¢esitleri karotenoidler ile A, C ve
E vitaminleridir. Son yillarda yapilan arastirmalarda ise fenolik bilesiklerin antioksidan
acisindan en 6nemli bilesikler oldugu goriilmiistiir. Siyah {iziimiin de saglik acisindan bu
kadar faydali olmasinin sebebi, muhtevasindaki fenolik bilesiklerdir (Giilcii vd 2008).
Bunlarin haricinde ise son yillarda yapilan arastirmalarda siyah tiziimiin fenolik bilesikler

bakimindan da zengin oldugu gosterilmistir.

1.6.6. Fenolik bilesikler

Bitkilerde dogal bir savunma sistemi olarak gorev yapan fenolik bilesikler ayn1
zamanda renk, aroma ve tattan da sorumludur (Kunter vd 2013). Siyah iiziimii beyaz

iiztimden ayiran en 6nemli 6zellik igerigindeki fenolik bilesiklerin farkliligidir. Siyah
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tiztimdeki fenolik bilesiklerin sayis1 beyaz liziime gore daha fazladir (Giilcii vd 2008). Bu

ylizden siyah iizim beyaz iizlime gore daha faydalidir.

Fenolik bilesikler “flavonoidler” ve “nonflavonoidler” diye iki guruba ayrilir
(Sekil 1.8). Flavonoidler, flavanoller diger ismiyle tanenler, flavonoller ve antosiyaninler
olarak iii¢ gurupta nonflavonoidler ise, fenolik asitler ve stilbenler olarak iki grup altinda
incelenir (Kunter vd 2013).

1.6.6.1. Flavonoidler

Antosiyaninler flavonoid gurubunun en 6nemli bilesikleridir. Meyvedeki dogal
renk pigmentlerini igerir. Siyanidin meyvede kirmizi, malvidin meyvede mor, peonidin
meyvede acik kirmizi, petunidin meyvede mavi-mor, delfinidin ise meyvede koyu mavi
rengini verir. Antosiyaninler giiclii antioksidanlar olmasinin yaninda antienflamatuar,
antikanser ve antidiabetik 6zellik de gosterirler. Kotii kolesteroliin (LDL) olusumunu

onler (Kasnak ve Palamutoglu 2015).

Flavonoller flavonoidlerin, en aktif ve en genis kapsamli grubudur (Muhsiroglu
2017) ve kuersetin, kamferol, mirisetin ve izoramnetin adli dort gruba ayrilir. Genellikle

sekerlerle birleserek liziimde glikozit olarak bulunurlar (Gékgen vd 2017).

Flavonollerin onemli ozellikleri antioksidan, antienflamatuar, antihipertansif,

antiaterojenik, antikarsinojenik ve antiproliferatif olmasidir (Muhsiroglu 2017).

Tanen ad1 da verilen flavanoller renksiz bilesiklerdir. Flavanollerinin alt grubu
olan katesin, kimyasal ve enzimatik yolla Oz ile tepkimeye girerek proantosiyanidinleri
meydana getirir. Proantosiyanidin meyvede buruk tad: verir ve molekiil agirliklar1 belirler
(Gokgen vd 2017). Insan saglig: iizerindeki etkisi ise giiglii serbest radikal temizleyicisi
olmalaridir. Antosiyaninler gibi antienflamatuar, antikanser Ozellik gosterirken ayni
zamanda antimikrobiyal, antialerjik, astim ve hipertansiyonu 6nleme ve kalbi koruyucu

etkisi vardir (Kasnak ve Palamutoglu 2015).
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Fenolik Bilesikler

Flavonoidler Nonflavonoidler
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Sekil 1.8. Fenolik Bilesiklerin Siniflandirilmasi

1.6.6.2. Nonflavonoidler

Fenolik asitler, oksijen ile hizli bir sekilde tepkimeye giren peroksil radikallere
kars1 inhibitor etki gosterirler. Ayrica kanser, demans gibi pek ¢ok kronik hastaligin temel
sebebi olan serbest radikallere karsi da kuvvetli antioksidan ozelligine sahiptirler.
Flavonoid bilesiklere ek olarak bagisikligi giiclendirip kan dolasimini diizenler. Bu
sayede yaslanma karsit1 etkiye sahiptir (Kasnak ve Palamutoglu 2015).

Stilbenler, stres durumlarinda sentezlenen ve fitoaleksin aktivitesi gosteren
fenolik bilesik c¢esitleridir (Gokcen vd 2017). Yaralanma, patojen saldirist ve UV
1sinlarina kars1 bitkinin dayanikliligini artirirlar (Celik 2014). Stilben ¢esitleri igerisinde
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en bilinen bilesik resveratrol bilesigidir. Diger bilesikler ise trans- ve cis-piceid
“resveratrol glikoziti”, E-viniferin “trans-resveratrol dimeri”, pterostilben “trans-3,5-
dimetoksi-4'-tetrahidroksi-stilben”, piceatannol “trans-3,3',4,5'- tetrahidroksi-stilben” ve

pallidol “trans-resveratrol dimeri” olarak isimlendirilirler (Gokg¢en vd 2017).

OH

o ,_.OH
H e R, (] v_,a.,._x i P Sy Jll
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HO QOH

HO
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Sekil 1.9. Stilibenlerin yapist

1.7. Siyah Uziim ve Resveratrol

Resveratrol ilk kez 1930’Iu yillarda tibbi bir bitki olarak bilinen Veratrum
grandifolium’da tanimlanmistir (Keskin vd 2009). 1967 yilinda ise Langcake ve Pryce
tarafindan yapilan ¢alismalarda Vitis vinifera’nin yapraginda kesfedilmistir. Daha sonra
Uzak Dogu’da Kojo-kon denilen ve asirlardir sifa amagh kullanilan ve hipertansiyon,
damar tikaniklig1, cesitli cilt hastaliklari, alerji gibi pek ¢ok hastaliga iyi gelen Poligonum
Capsidatum’un koklerinde yiiksek miktarda resveratrole rastlanmistir (Ergin ve Yaylali
2013).
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Resveratrol 70’e yakin bitkide iiretilebilir; fakat en fazla siyah {iziimiin kabuk
kisminda sentezlenir ve siyah iiziimde bulunur. Siyah {iziimiin neredeyse her hastaliga
deva olmasinin en onemli sebebi resveratroldiir diyebiliriz. Ciinkii resveratrol simdiye

kadar kesfedilen en 6nemli antioksidandir (Celik 2014).

1.7.1. Resveratroliin insan sagh@ iizerindeki etkileri

Resveratrol ile alakali aragtirmalarin bir¢ogu kanser tizerinedir (Keskin vd 2009).
Resveratroliin  kanser olusum mekanizmasinin basamaklarini inhibe ederek (Bay
Karabulut 2008) kanser olusumunu baskiladigi bir¢ok ¢alismada kanitlanmistir (Keskin
vd 2009). Timor baskilayici genin olmadigi durumlarda kansere sebep olabilecek diger
hiicreleri de imha eder. Ornegin kemoterapi ve radyoterapi sirasinda zarar goren hiicreler
saglikli hiicrelerde enflamasyona sebep olur. Bu pargcalanmis hiicre atiklar1 resveratrol
sayesinde uzaklastirilir. Kanserin neden oldugu lezyonlar1 azaltir. Midede, deride,
prostatta, kemikte ve memede kansere veya tiimore neden olan hiicrelerin biiylimesini

engelleyerek hastaligi 6nler. (Keskin vd 2009).

Giinlik hayatta iltihap veya yangi diye kullanilan viicudun hasarli dokuyu
tyilestirmek ve viicuda girebilecek yabancit maddelerden korumak i¢in gelistirmis oldugu
savunma mekanizmasina enflamasyon denir. Enflamasyon arterlerin i¢ ylizeyinde lipid
depolanmasina sebep olur. Lipit birikimi de ne yazik ki arterlerin tikanmasina ve kalp
krizinin tetiklenmesine neden olabilir. Bu gibi durumlarda resveratrol enflamatuara sebep

olan enzimleri inhibe ederek arterlerde lipit birikmesini 6nler (Keskin vd 2009).

Uzak Dogu’da asirlardir tibbi bitki olarak kullanilan Kojo-kon bitkisi damar
tikanikligini tedavi etmek icin kullanildigi bilinmektedir (Ergin ve Yaylali1 2013). Yapilan
aragtirmalar ise bu bilgiyi dogrulamaktadir. Resveratrol damarda lipit birikimini
engelleyerek damar tikanikligin1 dnler. Dolayli da olsa kalp sagligi lizerinde koruyucu
etkisi mevcuttur (Keskin vd 2009). Bununla beraber resveratrol LDL oksidayonunu
saglayarak ve kotii kolesterolii disirir, (Keskin vd 2009) trombositlerin kilcal
damarlarda birikmesini 6nledigi igin ve kalp krizi riskini azaltir (Bay Karabulut 2008).
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Yaslanmay1 dnlemede yapilan calismalarda kesfedilen ilk molekiil resvetaroldiir
(Bay Karabulut 2008). Saccharomyces cerevisiae (maya,) Caenorhabditis elegans (iplik
kurdu) ve Drosophila melanogaster (sirke sinegi) iizerinde yapilan arastirmalarda
resveratroliin yasam siiresini uzattig1 tespit edilmistir (Howitz et al. 2003). Resveratrol
SIRT1 ve SIRT2 adli yaglanmay1 6nledigi ve yaslanmanin hiicreler {izerindeki etkisini
azaltti1 diisiiniilen proteinleri aktive ederek (Bayram ve Igci 2003) DNA tamir
mekanizmalarini harekete gecirir. Hatta tavsanlar lizerinde yapilan bir baska aragtirmada
resveratroliin yaghiligin bir sebebi olan oksidatif stresi yavaslattig1 sonucuna varilmistir

(Yiiriikoglu 2011).

Transgenik fareler lizerinde yapilan bir arastirmada yiiksek oranda saflagtirilmig
%100 suda ¢oziiniir bir polifenolik 6ziitliniin beyinde amiloid beta birikmesini engelledigi
goriilmistiir (Wang et al. 2008). Baska bir ¢alismada ise resveratroliin beyinde amiloid
beta plaklarini yok ettigi bildirilmistir (Marambaud et al. 2005).

Bir arastirmada 119 Alzheimer hastasina resveratrol takviyesi yapilmistir. 13
hafta giinde 500 mg, diger 13 haftada resveratrol miktar1 500 mg artirilarak 52. haftanin
sonunda giinde 2000 mg resveratrol verilmistir. Sonug; hastaliga sebep olan PA’da
belirgin azalma, sinir iltihabinda iyilesme ve bagisiklik sisteminde gliclenme
gozlemlenmistir. 22 saghkli goniillii iizerinde yiiriitilen bir ¢alismada resveratrol
takviyesi ile beyin damarlarinda kan dolagimini artirdigi tespit edilmistir. Bu sonuca gore
resvertrol bilesiginin kan akigini hizlandirarak beyin hiicrelerinin daha iyi beslenmesini

sagladigin1 gostermektedir (Moussa et al. 2017).

1.8. Erzincan Cimin Uziimii

Cimin iiziimii Vitis vinifera ‘nmn alt tiirii olup Erzincan’in Uziimlii ilgesinde
endemik bir tiir olarak yetismektedir (Gozener vd 2014). Karaerik olarak da adlandirilan
Cimin iiziimili kendine has eksimsi, diger liziimlerde goriilmeyen 6zgiin bir tada ve hos
bir kokuya sahiptir. Meyveleri dolgun, konik seklinde, iri taneli, siyaha yakin mor renkli
ve orta kalin kabukludur. Cekirdek sayis1 1-4 arasinda ve salkim agirlig1 ortalama 300-

500 gramdir (Ceyhun Sezgin ve Onur 2017). 2001 yilinda Erzincan'm Ugziimlii
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Belediyesinin Tiirk Patent Enstitiisiine basvurusu sonucu “Cimin Uziimii” cografi

isaretleme tescil belgesine sahip olmustur (Gézener vd 2014).

i

Sekil 1.10. Erzincan cimin tiziimii (Anonim 2017b)

Son zamanlarda Cimin Uziimiiniin kimyas: iizerinde yapilan bircok ¢aligmalarda
Cimin Uziimiiniin etken maddelerinin kuvvetli antioksidan ve antikanserojen igerdigi
ortaya konulmustur (Aslaner ve Salik 2018). Hatta Cimin Uziimiiniin ¢ekirdeginin
beyinde plak olusumunu azalttig1 ve Alzheimer hastaligin1 6nlemeye yardimci oldugunu
gosteren ¢alismalar da mevcuttur (Pasinetti et al. 2015). Faydalarina gelecek olursak diger
liziimlerin aksine, Cimin Uziimiindeki seker oran1 sifira yakin oldugu igin Tip2 diyabet
hastalarinin bile yiyebilecegi bir meyvedir (Ozpinar vd 2017). Bagisiklik sistemini
giiclendirerek viicudu zararli bakteri ve virtislere kars1 korur. Ayrica antialerjenik 6zellik
gosterir. Koroner sistemin diizenli bir sekilde ¢alismasimni saglayarak damar sertligini
Onlemeye ve kani temizlemeye yardimci olur (Karadogan vd 2018). Kansizliga ve
karaciger rahatsizliklarina karsi da mucize niteliginde bir meyvedir. Bdobrek
fonksiyonlarini artirmakla beraber viicuttaki yaglarin yikilmasini kolaylastirir (Anonim

2017h).

Erzincan Cimin Uziimii tanede azotu %0.36, potasyumu %0.20, fosforu %0.01,
potasyumu 9%0.20, kalsiyumu %0.04 magnezyumu %0.008 ihtiva ederken yaprakta;
demiri %66, cinkoyu %29,95, azotu %1,75, fosforu %0.3, potasyumu 9%0.49,
magnezyumu %0.11, bakir1 %36,25 ihtiva eder (Ekinci 2008).
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Ayrica Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim
Dalr’nda Erzincan Cimin Uziimii’niin antioksidan 6zelligi arastirilmistir ve su sonuclara
ulasilmistir: Erzincan Uziimii’nde flavonoid orani en cok ¢ekirdek ve kabuk kisminin
metanolik ekstraktinda; en az ise {iziim suyu ve kabugun sulu ekstraktinda dl¢iilmiistiir.
Bunun yaninda iiziimde en yiiksek miktarda Olgiilen flavonoid katesin olarak
belirlenmistir. Katesinden sonra ise gallik asit ve epigallokatesin gelmektedir. Sulu faz en
diisiik serbest radikal etkisini inhibe etme potansiyele sahipken kabuk ve ¢ekirdegin
metanolik faz1 en yiiksek serbest radikal etkisini inhibe etme potansiyeline sahiptir
(Ekinci 2008).
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2. KAYNAK OZETLERI

Giulio Mario Pasinetti Onderliginde, The Sounder Family Professor in
Neurology Development at Pschiatry and Geriatrics and Adult Alzheimer adli dergide
yayinlanan c¢alismada siyah {liziim ¢ekirdegi polifenollerinin Alzheimer hastaliginin
ilerlemesini geciktirdigi veya gelismesini 6nlemeye yardimei olabilecegini bulunmustur
(Liu et al. 2011). Calismada, Uziim cekirdegi polifenolik ekstrakti (GSPE) bes aylik bir
stire i¢in Tg2576 farelerine uygulanmistir. GSPE, in vitro BA oligomerizasyonunu inhibe
etmistir ve transgenik farelerin beyinlerinde AB™® y1 azaltmistir. Boylece bu sonuglar,
GSPE'nin AH ig¢in potansiyel bir 6nleme ve / veya tedavi olarak daha fazla test edilmesi
gerektigini giiclii bir sekilde ortaya koyabildigini gosteren ilk kaniti sunmaktadir (Liu et
al. 2011).

Giulio Mario Pasinetti’nin 2014 yilinda yaptig1 bir baska calismada ise iiziim
cekirdegi ekstresi, resveratrol ve Concord iiziim suyu ekstrakti kullanilarak, farkli
polifenolik bilesimlerinin AH fare modelinde bilissel bozukluklar1 tedavi etmesi
amaglanmistir. Basarili tedavinin ayn1 anda AH'nin birden fazla patolojik 6zelligini
ortadan kaldirabilecegi diisiincesinden yola c¢ikilmistir. Polifenollerin kombinasyon
halinde verilmesinin beyindeki biyoaktif polifenol metabolitlerinin  profilini
degistirmedigi ve J20 AH farelerinde, bilissel bozukluklara karsi daha iyi koruma
sagladigint bulunmustur. Ayrica, kombinasyon tedavisi beyindeki toplam amiloid
icerigini biiyiik Ol¢iide azaltmistir. Bu c¢alismada, coklu hastalik mekanizmalarini
hedefleyen polifenollerin uygulanmasinin daha biiyiik bir terapotik etkinlik olasiligi
saglayabilecegine dair deneysel kanitlar saglamistir (Wang et al. 2014). AH’de
mikrotiibiiller ve tau proteinlerinin birlesmesi sonucu yumak seklinde karmakarisik bir
yapiya doniisiirler. Tau AH'de anormal hiperfosforile olur ve anormal tau fosforilasyonu
AH ve diger tauopatilerin noropatolojisine sebep olur. Bu yapi ndrodejeneratif
hastaliklarin karakteristik bir igaretidir. Giulio Mario Pasinetti ve arkadaglarinin yaptigi
baska bir c¢alismada sec¢ilmis GSPE’nin tau peptitlerinin noérotoksik agregatlara
birlestirilmesine giiclii bir sekilde miidahale edebilecegini bulmuslardir. Ayrica,
GSPE'nin oral uygulamasi, beyindeki hiicre dis1 sinyal-reseptoér kinaz 1/2 sinyalinin
zayiflamastyla iligkili mekanizmalar araciligiyla AH nin TMHT fare modelinin beyninde

AH tipi tau néropatolojisinin gelisimini énemli 6lglide azaltmistir (Wang et al. 2010).
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Diyet ile beraber viicuda alinan resveratrolin AH biligsel eksiklikleri
iyilestirmek i¢in gii¢lii bir ajan olduguna dair arastirmalar da literatiirde mevcuttur.
Porquet ve arkadaslarinin bir arastirmasinda, yasa bagli AH modeli SAMPS farelerinde
resveratrol takviyelerinin SAMPS8'de ve onlarin kontroliinde, ilgili SAMRI susunda
ortalama yasam siiresini ve maksimum yasam siiresini artirdigini bulmuslardir. Ayrica,
AH’nin ¢esitli spesifik 6zellikleri lizerindeki resveratrol aracili ndroprotektif etkileri
incelendiginde uzun siireli diyet, resveratroliiniin in vivo olarak AMPK (aktive edici
protein kinaz) yollarmi ve SIRT1 gibi hayatta kalma yanlisi yollar1 etkinlestirdigini
gostermislerdir. Bulunla beraber resveratrol biligsel bozuklugu, amiloid yiikiinii ve tau
hiperfosforilasyonunu azaltan noroprotektif bir role sahip oldugunu da kanitlamislardir

(Porquet et al. 2013).

Resveratrol harici diger polifenollerin BA agregasyonunu inhibe ettigine dair
baska bir arastirma da Yan-Jiang Wang ve arkadaglari tarafindan yapilmistir. Arastirmada
AH farelerinde proantosiyanidinlerin iiziim ¢ekirdegi ekstresinin (GSE) terapotik etkileri
amaclanmistir. Proantosiyanidinler katesin, epikatesin ve gallik asitten olusur (Lian et al.
2016). APP Swe/ PS1dE9 transgenik fareleri iki gruba ayrilmistir. Ik gruba normal AIN-
93G diyeti (kontrol diyeti), diger gruba %0.07 kurkumin igceren AIN-93G diyeti ve %2
GSE igeren diyet verilmistir (GSE'nin toplam fenolik igerigi, gallik asit (49 mg/g), katesin
(41 mg/g), epikatesin (66 mg/g) ve proantosiyanidinler (436,6 mg katesin esdegerleri /g)).
GSE ile beslenen farelerin beyindeki ve serumundaki BA seviyeleri, kontrol diyetiyle
beslenen Alzheimer farelerine kiyasla, sirasiyla %33 ve %44 azalmistir. GSE ile beslenen
Alzheimer farelerinin beynindeki amiloid plaklar ve mikrogliosis de sirasiyla %49 ve
%70 oraninda azalmigtir. Sonug olarak, polifenol bakimindan zengin GSE BA birikimini
onlemektedir ve transgenik bir fare modelinin beynindeki iltihab1 hafifletmektedir. Yani
tiztimiin i¢indeki polifenoller AH gelisimini geciktirme konusunda umut vericidir (Wang
et al. 2009).

Proantosiyanidin sagliga yararli olan ve AH’yi =zayiflatabilecek veya
Onleyebilecek oldugunu gosteren bir bagka calisma da Lian ve arkadaslar tarafindan
yapilmistir. GSPA uygulamasinin APP/PS-1 ¢ift transgenik farelerin davranisi ve hafizasi
tizerindeki etkisi, APP BA peptitleri ve tau hiperfosforilasyonu incelenmistir. Sonug

olarak, mevcut klinik oncesi ¢alisma GSPA tedavisinin APP {iretimini veya birikimini
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azalttigini, norotoksik A birikmesini kesintiye ugrattigini ve hiperfosforile tau birikimini
azaltigim gostermistir. Ozellikle, GSPA tedavisi bir APP/PS1 cift transgenik fare
modelinin bilis ve hafiza kapasitesini gelistirmistir Mevcut in vitro biyokimya
calismalarinin ve in vivo preklinik ¢alismalarinin sonuglari, GSPA uygulamasiin AH'ye
iki mekanizma yoluyla fayda saglayabilecegini gostermistir. Bunlardan birincisi geligmis
antioksidan fonksiyon, ikincisi ise oksidatif strese cevaben kaspaz 3-aracili BA
birikiminin downregiilasyonudur. Bu c¢alismanin sonuglari, AH'nin tedavisi veya
Onlenmesi icin GSPE' nin gelistirilmesine devam edilmesi i¢in destek saglamaktadir

(Lian et al. 2016).

Loureiro ve arkadaslarinin AH igin terapotik olarak cesitli dogal bilesikler
arasinda, noroprotektif Ozellikleri nedeniyle resveratrol {izerinde durmustur.
Calismalarinda, liziim kabugu ve iiziim c¢ekirdegi ekstraktlarinin BA agregasyonu
tizerindeki inhibisyon etkisini arttirdigina dair kanitlar sunulmustur. Resveratroiin
intravendz enjeksiyondan sonra, karaciger ve bagirsak epitel hiicrelerindeki fenolik
gruplarin (2 saatten az bir siire ig¢inde) hem glukuronik asit hem de siilfat
konjugasyonlarina hizla metabolize edilir ve daha sonra ortadan kaldirilir. Bu ¢alismada,
bir antikor, anti-transferrin reseptér monoklonal antikoru ile fonksiyonellestirilmis kati
lipit nanopartikiillerinin (SLN), beyni hedeflemek ic¢in ekstrakti tasimak i¢in olasi bir
tastyict olarak calisabilir. Insan beyni benzeri endotelyal hiicreler iizerinde yapilan
deneyler, monoklonal antikor SLN'lerin hiicresel aliminin, spesifik olmayan bir antikorla
fonksiyonellestirilmis normal SLN'lerden ve SLN'lerden 6nemli 6lgiide daha verimli
oldugunu gostermektedir. Sonu¢ olarak, bu farkli SLN'lerin transitoz yetenegi

monoklonal antikor ile fonksiyonellestirildiginde daha yiiksektir (Loureiro et al. 2017).
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu tez calismasinda yapilan tiim deneyler Erzurum Teknik Universitesi, Yiiksek

Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezinde (YUTAM) gergeklestirilmistir.

3.1. Materyal

Yapilan deneylerde kullanilan sarf malzemeler, kitler, kimyasal maddeler Cizelge

3.1’de kullanilan cihazlar ise Cizelge 3.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan sarf malzemeler, kimyasal maddeler ve kitlerin

listesi.
Kitler Alindig1 Firma
96 kuyucuklu plaka Corning® Costar®
48 kuyucuklu plaka Corning® Costar®
PBS Sigma-Aldrich®
AChE aktivite kiti Abcam
DMEM-F12 Gibco®
DMSO Sigma-Aldrich®
Etanol Sigma-Aldrich®

FBS (Fetal Bovine Serum) Gibco®

Hoechts 33258 Sigma-Aldrich®

AChE aktivite kiti Abcam

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

BDNF Sigma-Aldrich®

TAC Kiti Rel Assay Diagnostics®
TOS Kiti Rel Assay Diagnostics®
Tripan Blue Sigma-Aldrich®
Tripsin/EDTA Sigma-Aldrich®
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Cizelge 3.2. Arastirmada kullanilan cihazlarin listesi

Cihazin Ad1 Modeli
-20 Sogutucu J.P. Selecta
+4 Sogutucu J.P. Selecta

Analitik Terazi (0,0001)

Shimadzu ATX 224

Biyogiivenlik Kabini

ESCO NordicSafe™

CO2’li Inkiibator

ESCO Celculture

Derin dondurucu — 86

Esco, Lexicon

Dijital Mikrobiyolojik Emniyet
Kabini

ESCO, AC2-4E8M

Isitici-sogutucu Kuru Blok

Bioer, ch 202

Isitilict Manyetik Karistirict

Daihan, shr

Leica DFC450C Model: CH-

Invert Mikroskop 9435

Masaiistii pH Metre Adwa, AD1000

Otoklav JSR, JSAC-60

Santrifii Hettich Zentrifugen Universal

320R

Sogutmali Santrifiij

Hettich, Universal 320R

Spektrofotometre Biotek EPOCH

Su Banyosu Wisd WiseBath

Ultra Saf Su Cihaz1 Millipore, Q-3W
Vorteks Wisd Wisemix VM-10
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3.2. Yontemler

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii ve Farklilasmasi

SH-SYS5Y hiicreleri % 10 FBS, %1 penisilin/streptomisin ‘de 37 °C’de ve %5 CO;
‘de dahil olmak iizere DMEM:F12 ortaminda biiyiitiilmiistiir. Sonra hiicreler Tripsin
/EDTA soliisyonu kullanilarak toplanmis ve 48 kuyucuklu plakalara aktarilmistir.
Farklilagsma i¢in besiyeri 10 ng/mL retinoik asit ile takviye edilmis yeni besiyeri ile
degistirilmistir ve 5 giin boyunca inkiibe edilmistir. Son olarak ortam, hem 10
ng/mLretinoik asit hem de 25 ng/mL BDNF ile takviye edilmis besiyeri ile

degistirilmigtir. 11 giin sonra hiicrelerdeki farklilasma mikroskopta gozlemlenmistir.

3.2.2. Uygulama

%70-80 konfluense ulasan hiicreler farkli konsantrasyondaki (3.125-200 uM) BA
ve tiziim ¢ekirdegi ekstresi (1/2-1/128 seyreltme oranlarinda) ile muamele edilmistir.
Kontrol hiicreleri normal kosullar altinda kiiltiire edilmistir. MTT, TAC ve TOS analizleri
igin sirasiyla %1 Triton X, askorbik asit ve hidrojen peroksit pozitif kontrol olarak

kullanilmistir.

Cimin tiziimii ¢ekirdegi sulu ekstraktlar, 2 g kuru tozun bir ¢alkalayic1 banyosunda
25 °C'de 150 mL su ile 18 saat muamele edilmesiyle elde edilmistir. Daha sonra besiyeri

ile seyreltilerek hiicrelere uygulanmistir.

3.2.3. MTT testi

Hiicreler 96 kuyulu plakalara aktarilmis ve 24 saat siire zarfinda BA ve iiziim
cekirdegi ekstraktlar1 uygulanmistir. Ardindan iireticinin talimatlarina gore hiicre
kiiltiirlerine ~ 3-(4,5-dimetilthazol-2-yl)-2,5 difeniltetrazolium  bromit soliisyonu
uygulanmistir. Ozet olarak her bir kuyuya 10 ul MTT soliisyonu eklenmis ve 3 saat
boyunca hiicre kiiltiirlerinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra formazan
kristallerini ¢6zmek i¢in 100 ul dimetil siilfoksit (DMSO) kullanilmigtir. Daha sonra

kiiltiirleri analiz etmek i¢in 570 nm dalga boyunda 6l¢iim yapilmistir.
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3.2.4. LDH testi

LDH testi uygulamasi i¢in, iireticinin nerilerine gore LDH sitotoksisite testi kiti
kullanilmistir. Hiicreler 48 kuyucuklu plakaya ekilmis ve 24 saat siire ile farkl
konsantrasyonlarda ekstrakt uygulanmistir. Daha sonra 100 uL siipernatant ve 100 L
reaksiyon karisimi, yeni bir 48 kuyucuklu plakaya aktarilmistir. Oda sicakliginda 30
dakika boyunca inkiibasyon gerceklestirilmistir. Son olarak kiiltiirlerin absorbansi bir

mikroplaka okuyucusu kullanilarak 490 nm’de analiz edilmistir.

3.2.5. AChE aktivitesinin belirlenmesi

Ureticinin belirledigi protokole dogrultusunda Abcam'tan (Cambridge, MA,
ABD) Asetil Kolinesteraz Test Kitiyle (Colorimetric) hiicresel Alzheimer Hastaligi
modeli icindeki AChE aktivitesini 6l¢iilmiistiir. Kisaca, 100 uL toplam asetilkolinesteraz
analiz hacmi olusturmak i¢in; asetilkolinesteraz standardi, kontrol ve test numunelerinin
her birine 50 pL asetiltiyokolin reaksiyon karisimi eklenmistir. Ardindan, reaksiyon
1siktan korunarak oda sicakliginda 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir. OD =410 £ 5

nm'de dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.

3.2.6. TAC ve TOS analizi

Optimize edilmis kitler yardimiyla toplam antioksidan kapasitesi (TAC) ve
toplam oksidatif stres (TOS) tahlilleri, kiiltiirlerden alinan numuneler iizerinde piyasaya
stirilen kitler (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep, Tiirkiye) tarafindan {ireticisi tarafindan
tarif edildigi gibi gerceklestirilmistir. Sonu¢ olarak ortamdaki antioksidan deger

degisimleri ve oksidatif sitres durumlari tespit edilecektir.

3.2.7. Hoechst 33258 boyama ile ¢ekirdek analizi

Cekirdeklerin yapisal biitiinliiklerinin saptanmasi i¢in Hoechst 33258 boyama
kullanmilmistir. BA kiiltlirleri ile negatif kontrol ve iiziim ¢ekirdegi ekstesi, hiicre

morfolojisini belirlemek amaciyla igin 24 saat siire ile inkiibe edilmistir. Daha sonra
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hiicreler %4 paraformaldehit fosfat tamponlu tuz ile 30 dakika boyunca +4 °C’de
sabitlenmigtir. Hiicreler PBS ile yikandiktan sonra niikleer DNA’lar oda sicakliginda 5
dakikalik siire zarfindal M Hoechts 33258 floresan boya ile boyanmalar1 saglanmistir.

Hiicreler incelenmis ve floresan mikroskobu ile fotograflanmistir.

3.2.8. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Istatistiksel degerlendirme SPSS paket programi kullanilarak yapilmistir.
Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir. Biyokimyasal veriler Tek Yonlii

Varyans Analizi (ANOVA) ve onu takiben Tukey Post Hoc Testi ile incelenmistir.

33



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. In vitro BA Toksisite Sonuclar

SH-SYS5Y olarak adlandirilan insan ndroblastoma hiicrelerine in vitro Alzheimer
modeli olusturmak amaciyla retinoik asit ile muamele edilmistir. Hiicrelerin morfolojik
degisimleri izlenmis ve farklilasma gozlemlendiginde hiicreler deneye alinmistir. Anti-
Alzheimer potansiyel degerlerinin belirlenmesi i¢in en uygun BA dozunu Slgebilmek
adina farkli konsantrasyonlarda (3.125-200 uM) BA 24 saatlik siire diliminde farklilagmis
SH-SYSY hiicrelerine uygulanmistir (n = 6). MTT testi ile hiicrelerin yiizde canlilik
oranlar1 belirlenmistir. MTT testi ile bulunan sonuglar, farkli konsantrasyonlara bagl
olarak BA toksisitesini belirlemeye yardimci olmustur (Sekil 4.1). En yiiksek BA
konsantrasyonunda (200 uM), hiicrelerin canlilik yiizdesi %31,3’e diismiistiir. En diisiik
BA konsantrasyonunda (3,12 uM) ise kontrol grubuna gore %6,33 hiicre oliimiine yol
acmistir. MTT sonuglarina gore belirlenen ICsp dozu ise 92.3 uM olarak hesaplanmuistir.

Bu nedenle sonraki ¢alismalarda BA’nin ICsp dozu kullanilmistir.

Hiicre canliligmmin yanmi sira BA’ya maruz birakilan farklilasmig SH-SY5Y
hiicrelerindeki LDH aktivitesinin 6l¢iimii i¢cin LDH salinim testi yapilmistir. Elde edilen
sonuglar MTT testi bulgulari ile paralellik gostermistir. En yiiksek BA konsantrasyonu
(200 uM) uygulandiginda kiiltiirdeki LDH aktivitesi %72,9 olarak bulunurken en diisiik
BA konsantrasyonu (3,12 pM) uygulandiginda ise, LDH aktivitesi %7,02 olarak
saptanmustir (Sekil 4.1).

Mevcut sonuglar, BA’nin kontrol grubu ile karsilagtirilmasi sonucu BA’nin hiicre

canliliginda 6nemli azalmalara yol actigin1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.1. 24 saatlik BA toksisitesi

4.2. In vitro Hiicresel AH Modelinin BA Ile Indiiklenen Sitotoksisitesinde Cimin

Uziimii Ektraktinin Noroprotektif Potansiyelleri

Farklilagmig SH-SYS5Y hiicrelerine I1Cso konsantrasyonunda BA uygulanarak
olusturulan Alzheimer modelinde Erzincan Cimin iiziimii ekstraktinin ndroprotektif
etkileri kolorimetrik ve kantitatif olarak MTT ve LDH testleriyle degerlendirilmistir.
Mitokondriyal fonksiyonun (MTT indirgenmesi) ve membran hasarinin (LDH salinimi)
belirlenmesi hiicre kiiltiirii  sistemlerinde test edilen bilesiklerin etkinliginin
saptanmasinda yaygin olarak kullanilan parametrelerdir (Briest et al. 2015; Kim et al.
2016).

Farkli konsantrasyonlarda Cimin {iziimii ekstraktlar1 (1/2-1/128 seyreltme
oranlarinda) tek basina farklilasmis SH-SYS5Y hiicrelerine uygulandiginda kontrol
grubuna kiyasla hiicre canliliginda anlamli bir degisiklige yol agmamustir. Ayrica, Cimin
liziimii ektstrakti doza bagli olarak PBA toksisitesine karsi farkli seviyelerde koruma

saglamistir. Elde edilen sonuglar asagida grafikler halinde gdsterilmistir (Sekil 4.2).
MTT testi, canlt hiicrelerin mitokondriyal enzim aktivitelerini yansitir. SH-SY5Y

insan noroblastoma hiicreleri 24 saat BA’ya maruz birakilarak ndrotoksisite potansiyeli

MTT analizi ile degerlendirilmistir. A maruziyeti hiicre canliliginda 6nemli bir
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azalmaya yol agmistir (~%49). Farkli konsantrasyonlarda Cimin iiziimi ekstrakti
uygulamalarinin BA’nin sebep oldugu sitotoksisiteyi diizelttigi gosterilmistir. Cimin
liziimii ekstrakti, BA wuygulamasinin yol agtifi apoptozu inhibe ederek, 1Cso
konsantrasyonda hiicre canliliginda sirasiyla %56,41 ve %30,76 oraninda bir artig

saglamigtir.

BA’nin yol agtigt membran hasarinin Ol¢lilmesi LDH salinim testiyle
degerlendirilmistir. Bu test ile apoptoz veya nekroza giren SH-SYS5Y hiicrelerinden
salinan LDH enziminin diizeyi 6l¢iilmistiir. 24 saatlik 1Cso BA maruziyeti SH-SY5Y
hiicreleri tarafindan salinan LDH enziminin diizeyini, negatif kontrol grubuna kiyasla
%54,23 oranina yiikseltmistir. LDH testinin sonuclari, Cimin iiziimii ekstrakti
uygulamalarinin, SH-SY5Y hiicre membranin1 BA ile indiiklenen norotoksisiteye karsi
korudugunu gostermektedir. Cimin iiziimii ekstrakti, BA maruziyetinin yol agtig1 apoptoz

mekanizmasini inhibe ederek, hiicre canliliginda artis neden saglamistir.

LDH salinim testi ile bulunan sonuglar, MTT testi ile benzesen sonuglar ortaya

koymustur. Bu sonuglar Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Cimin tliziimii ekstraktinin koruyucu ve iyilestirici etkilerini gosteren cesitli
calismalar bulunmaktadir (Atic1 ve Colak 2017; Hermosin-Gutiérrez et al. 2020). Ayrica
iziim ¢ekirdegi ekstraktinin BA agregasyonunu inhibe ettigi, BA liretimini azalttigi ve in
vitro A norotoksisitesine karsi koruyucu oldugu gosterilmistir (Wang et al. 2009; Ma et
al. 2018).
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Sekil 4.2. Uziim cekirdegi ekstresinin (gesitli seyreltme oranlar1) 24 saat boyunca 100 uM
BA uygulamasina karsi noroprotektif etkisi. Sembol (*) BA uygulamasina
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalmay1 (P <0.01) temsil etmektedir.
(GraphPad Prism 7, Anova: Dunnett’in ¢oklu karsilastirma testi degerleri
hesaplamak i¢in kullanildi).

4.3. In vitro AH modelinde Uziim Cekirdegi Ekstraktinin Hoechst 33258 Floresan

Boyama Sonuglari

Hiicre apoptozunu arastirmak i¢in Hoechst 33342 floresan boyama yontemi
uygulanmistir. Hoechst 33342 niikleik asit bir boya olup DNA’ya baglandigi zaman
DNA’y1 isaretleyerek goriiniir hale getirir.

Bu amacgla, SH-SY5Y hiicre hatlarina BA ve Cimim iiziimii ekstrakti
uygulanmistir. 24 saat inkiibasyonun ardindan floresan boyama uygulanarak floresan
mikroskopta inceleme yapilmistir. Floresans mikroskopta c¢ekilen Sekil 4.3’teki
goriintiilere gore, 24 saat boyunca BA uygulamasinin kontrol hiicreleriyle kiyaslandiginda
niikkleer fragmentasyon ve piknozise neden oldugu gosterilmistir. Ayrica BA toksisitesine
karst1 Cimin Uziimii ekstraktinin hiicre c¢ekirdeginde goriilen hasarlar1 engelledigi

gbzlemlenmistir.
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Sekil 4.3. Hoechst 33258 kromozom biitiinl{igli analizi i¢in floresan boyama sonuglari. a-
24 saat boyunca herhangi bir kimyasal uygulama olmadan hiicre kiiltiirii
modeli, b- B-Amiloid (100 uM) + Uziim ¢ekrdegi ekstresi (1/8 seyreltme orani)
24 saat, ve c- 24 saat boyunca B-Amiloid uygulamasi (100 uM).

4.4, In vitro AH modelinde Uziim Cekirdegi Ekstresinin TAC ve TOS Seviyeleri
Uzerine Etkileri

Cimin liziimii ekstraktinin ve BA ile indiiklenmis in vitro AH modelinde TAC ve
TOS seviyeleri iizerindeki etkileri Cizelge 4.1°de gosterilmektedir. Sonuglar cimin
lizimii ekstraktinin  BA toksisitesine karst TAC seviyesini destekledigini ortaya
cikarmigtir. TOS seviyesinde ise pozitif kontrol olarak kullanilan hidrojen peroksit (25
uM) yaklagik 3,12 kat artisa neden olurken BA ile 2,8 kat artisa neden olmustur. Bu
sonuclar dogrultusunda BA uygulamasinin TAC seviyesinde anlamli (p <0,05) azalisa ve
TOS seviyesinin artisina (p <0,05) yol agtig1 gostermistir. Meydana gelen bu negatif
degisimlerin Cimin iiziimii ekstrakti sayesinde ile iyilestigi gézlemlenmistir (Cizelge
4.1).

Cok sayida calisma oksidatif stresin yaslanma ile hiicre fonksiyonunda hasara
neden oldugunu ve ateroskleroz, artrit ve norodejeneratif bozukluklar dahil olmak {izere
yasa bagl bir dizi bozuklukta rol oynadigini gostermektedir. Oksidatif strese daha
dayaniksiz ve savunmasiz olan beyin, ndronlarin bilesenlerinin ¢ogu (lipidler, proteinler
ve niikleik asitler) mitokondriyal disfonksiyon (Federico et al. 2012), agir metal birikimi
(Ayton et al. 2013), enflamasyon (Lee et al. 2010; Candore et al. 2012) ve birikmis BA
(Zhao ve Zhao 2013; Yan et al. 2013) sebeplerle oksidasyona ugrayabilmektedir.

38



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Oksidatif stres, BA birikimi ve tau fosforilasyonunu tetikleyerek sinapslarin ve ndronlarin
kaybina sebep olur ve AH’nin ilerlemesine yol acar (Dias-Santagata et al. 2007). Bu
iliskiden dolay1, oksidatif stresin AH’nin 6nemli bir sebebi oldugunu ve hastaligin

tyilestirilmesinde antioksidanlarin faydali olabilecegini akla getirmektedir.

Elde edilen bu veriler dogrultusunda Cimin iiziimii ekstraktinin BA ile indiiklenen
toksisiteye kars1 antioksidatif etki gostererek ndroprotektif bir etkiye sahip oldugu sonucu

ortaya ¢ikmaktadir (Uydu vd 2014; Hermosin-Gutiérrez et al. 2020).

Cizelge 4.1. 24 saatlik 1/8 seyreltmede {iziim ¢ekirdeginin in vitro uygulanmasindan
sonra TAC ve TOS seviyeleri (100 uM BA). Sembol (*) negatif kontrole
kiyasla TAC ve TOS diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisimi
(p <0.05) temsil etmektedir.

TAC (mmol Trolox TOS (umol
Uygulama , )
Equiv./l) H202 Equiv./l)
Cekirdek eks.+ BA 1,93+0,15 16,73+1,56
Sadece BA 1,36+0,05* 30,63£1,72%
() kontrol 1,82+0,07 14,56+0,27
(+) kontrol 2,75+0,11* 41,23+1,37*

4.5. In vitro AH Modelinde Uziim Cekirdegi Ekstresinin AChE Aktivitesi Uzerine
Etkisi

BA ve Cimin {liziimii ekstraktinin BA toksisitesine karsi olusturdugu AChE
aktiviteleri Cizelge 4.2°de verilmistir. Deneyde, AChE aktivite degerleri tek yonlu
ANOVA testi ile karsilastirildiginda deney gruplar1 arasinda anlamli bir fark oldugu
belirlenmistir (p < 0.05). Post-hoc analiziyle AChE aktivitesinin BA grubunda kontrol
grubuna gore anlamli derecede arttig1 gozlenmistir. Diger yandan, Cimin iizimi

ekstraktinin BA tarafindan azalan AChE aktivitesini artirdig1 tespit edilmistir.
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Cizelge 4.2. 24 saat boyunca hiicre kiiltliriine tiziim ¢ekirdegi ekstresi (1/8 seyreltme
oran1) uygulamasindan sonra asetilkolinesteraz aktivitesi (mu/ml) BA
toksisitesine karsi degisimi. Sembol (*), negatif kontrole kiyasla AChE
seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir farki (p <0.05) temsil etmektedir.

Asetilkolinesteraz aktivitesi (mu/ml)
24 h

Uziim ¢cek.+BA 492,6 (x14,2)

Sadece BA 4534 (£6,7)*

Negatif kontrol 531,2 (£3,5)

Alzheimer hastaliginda, ndronlarin ve aksonlarin kaybiyla asetilkolin seviyesi
azalir. Bu nedenle AH tedavisinde asetilkolin diizeyinin artirilmasi1 Onemlidir.
Asetilkolini parcalayan kolinesteraz enzimleri baskilanarak asetilkolin diizeyi
yiikseltilebilir. AChE ve BChE, ayni gen tarafindan kodlanan fakat substrat segimleri ve
bazi katalitik mekanizmalardaki degisiklikler sebebiyle farkli olan enzimlerdir.
Calismalar, kolinesteraz inhibisyonu nedeniyle asetilkolin seviyelerindeki artislarin,
AH'nin erken evrelerinde biling kaybini iyilestirebilecegini bildirmistir (Howes et al.
2003; Alkan et al. 2017).
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Modern hayat ve teknoloji, yagantimiza kolayliklar getirmistir. Teknolojik aletler
bizim yerimize isimizin bir¢ogunu yaparak zamandan, mekandan ve giicten tasarruf
saglamaktadir. Akilli telefon, tablet ve bilgisayarlar bizim yerimize bilgileri hafizasina
kaydetmekte ve islerimizi planlamaktadir. Teknolojik hayat biitin bu kolayliklar
saglarken hareketsiz yagam, sagliksiz beslenme ve beyin aktivitelerinin azalmasi gibi bazi
sebeplerden dolay1 bircok hastaliga da davetiye ¢ikarmistir. Son yiizyilin en tehlikeli
hastaliklarindan biri oldugu diisliniilen Alzheimer da bu hastaliklardan yalnizca bir
tanesidir ve tedavisi olmamasindan dolayr milyarlarca insani tehdit etmektedir.
Hastaligin etiyolojisi heniiz aydinlatilamamis olmasina ragmen bu nedenlerin hastaligi
tetikledigi savunulmaktadir. Ozellikle Alzheimer’in beyin fonksiyonlarindaki kayiplar
yliziinden olusmasi bu ihtimali kuvvetlendirmektedir. Kendini ilk basta basit bir
unutkanlik ile gosteren Alzheimer, ilerleyen sathalarda kisinin 6z bakimi dahi
kargilayamamasina sebep olmaktadir. Giiniimiizde uygulanan tedaviler ise hastaligin

seyrini yavaslatmak amaci giitmektedir.

Hastaligin etiyolojisi kesin olarak bilinmedigi i¢in bilim insanlari, hastalik i¢in
birka¢ hipotez tlizerinde durmuslardir (Arslan 2017). Bazi arastirmacilar, beyindeki
noronlar arasi iletisimi yavaslattigini ve hastaliga sebep oldugu diisiindiikleri amiloid plak
birikiminin engellenmesi durumunda hastaligin da ortaya ¢ikma ihtimalinin de azaldigim
gostermek i¢in ¢aligmalar yapmaktadir. Bitkilerdeki antioksidan, resveratrol (Wang et al.
2014), seskiterpen (Arslan 2017) gibi maddelerin amiloid plaklar1 azalttigi birgok

calismada ortaya konmustur.

Erzincan Cimin Uziimii Ekstraktinin  Anti-Alzheimer  Potansiyelinin
Degerlendirilmesi adli tez ¢alismasinda, bu ¢alismanin sonucu olarak iiziim ¢ekirdegi
ekstraktinin, in vitro sartlarda Alzheimer benzeri model haline getirilmis SH-SY5Y hiicre
hattinin hiicre yapisinin biitiinliiglinii, kromozomal yapisim1 korumayi basardigir ve

sitotoksisiteyi de anlamli bir sekilde azalttig1 gosterilmistir.

Uziim ¢ekirdegi ekstresi ndroprotektif potansiyele sahip oldugu bu g¢alisma ile

kanitlanmistir. Bu arastirmada, {liziim c¢ekirdegi ekstrakti direkt kullanildigi igin
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noroprotektif etkiden sorumlu olan madde bilinmemektedir. Sonraki ¢alismalarda iiziim
cekirdeginin igeriginin belirlenmesi olduk¢a Onemlidir ve her bir maddenin ayr1 ayri
analizinin yapilarak néroprotektif etkiden sorumlu olan bilesigin tespit edilmesi elzemdir.

Dolayisiyla liziim ¢ekirdegi karakterizasyon ¢alismasi yapilabilir.

Alzheimer’in kesin tedavisi olmamasi nedeniyle, riskleri ve olasiliklar
hesaplayarak yapilabilecek en giizel sey hastaliktan miimkiin oldugunca korunmaktir.
Diizenli beslenme, diizenli egzersiz, diizenli beyin jimnastigi, stresten uzak kalarak
kisacas1 modern hayatin dezavantajlar1 ortadan ne kadar ¢ok ortadan kaldirilirsa; bu
hastaliga yakalanmama sansi artar. Hastaliga yakalanmak istemeyen veya her 6nleme
ragmen bu hastaliga yakalananlar icin, hastaligin etkilerini en aza indirmek agisindan

Erzincan Cimin Uzlimii besin takviyesi olarak onerilebilir.
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