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OZET

PC12 HUCRE HATTINDA Afxsss ILE INDUKLENEN HUCRE
SITOTOKSISITESI VE OKSIDATIF HASAR UZERINE SiKONININ ETKILERI

Neslihan OZTAS
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dal1
Tez Danigmant: Prof. Dr. Seyithan TAYSI
Haziran 2017, 61 sayfa

Alzheimer Hastalig1 (AH) ilerleyici hafiza kaybu ile seyreden, kronik ndérodejeneratif bir
hastaliktir. Sikonin antioksidan, anti-inflamatuar, anti-trombotik, anti-mikrobial, anti
kanser ve yara iyilesmesi gibi bir¢ok olumlu etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu tez
calismasinda PC12 hiicre hattinda AB»s-3s ile olusturulan AH modelinde sikonin’in A
toksisitesine ve sonucunda olugan oksidatif hasara kars1 olas1 koruyucu etkisinin varligi
arastirilmasi amaclanmistir. ABzs.3s ve sikoninin PC12 hiicre canlilig1 {izerine etkileri
MTT [3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5 diphenyl-2H-tetrazolium bromide] yontemi ile
belirlendi. Siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT)
aktiviteleri, malondialdehit (MDA) ve nitrik oksit (NO") diizeyleri ELISA yontemi ile
analiz edildi. SuM A2s.35 ile azalan hiicre viabilitesinin 20 pM sikonin ilavesi ile anlaml
bir sekilde arttig1, APss.zs ile artan NO® ve MDA diizeyleri sikonin ilavesi ile azaldig,
Apa2s-3s ile azalan SOD ve GSH-Px enzim aktiviteleri sikonin ilavesi ile arttig1 ve benzer
sekilde A»s.3s ile azalan katalaz enzim aktivitesi sikonin ilavesi ile arttig1 gozlendi. APas-
35 ile PC12 hiicrelerinde olusturulan in vitro AH modelinde sikoninin olusan ndronal
sitotoksisite ve oksidatif hiicre hasar1 iizerine olumlu etkilerini ortaya koymustur.
Boylece, sikoninin AH’1nda 6nemli bir patofizyolojik mekanizma olan AP ile indiiklenen
sitotoksisite ve oksidatif hasarin Onlenmesinde potansiyel bir ajan olabilecegi
diisiincemizi desteklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer Hastalig1, Amiloid B, oksidatif stres, sikonin



ABSTRACT

THE EFFECT OF SHIKONIN ON AB2s.3s INDUCED CELL CYTOTOXICITY
AND OXIDATIVE INJURY IN PC12 CELL LINE

Neslihan OZTAS
Masters thesis, Department of Medical Biochemistry
Supervisor: Prof. Dr. Seyithan TAYSI
June 2017, 61 pages

Alzheimer's Disease (AD) is a chronic neurodegenerative disorder characterized by
progressive loss of memory. Shikonin has been shown to have many positive effects such
as anti-oxidant, anti-inflammatory, antithrombotic, antimicrobial, anticancer and wound
healing properties. In this study, using the AD model induced with AB2s.35 in the PC12
cell line, we aimed to investigate the potential protective effect of Shikonin against A
toxicity and its resulting oxidative damage. The effects of AP2s.35 and shikonin on PC12
cell viability was determined by MTT [3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5 diphenyl-2H
tetrazolium bromide] assay. To examine the effects of Af2s.35 and Shikonin oxidative
stress, we analyzed the levels of superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase
(GSH-Px), catalase (CAT) and lipid peroxidation product, malondialdehyde (MDA)
using Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) method. Nitric oxide (NO°) was
colorimetrically analyzed by Griess method. On addition of 20uM shikonin, reduced cell
viablility noted with SuM A2s.35 was significantly increased. increased levels of NO® and
MDA by AP2s-35 decreased by the addition of shikonin, increased SOD and GSH-Px
enzyme activities reduced AP by the addition of shikonin. Similarly, CAT enzyme activity
decreased with A2s.35 by the addition of shikonin. Results obtained from this study reveal
the positive effects of shikonin on neurotoxicity and oxidative damage in A2s-35-induced
AD model created in vitro in the PC12 cells We therefore are of the opinion that shikonin
may be a potential agent in preventing the cytotoxicity and oxidative damage induced by
AB.

Key Words: Alzheimer's Disease, Amyloid 8, Oxidative stress, Shikonin.



1. GIRIS ve AMAC

Ik olarak 1907 yilinda Alman hekim Alois Alzheimer tarafindan Alzheimer Hastalig
(AH) klinik ve noropatolojik ozellikleri ile tanimlanmustir (1,2). AH ilerleyici hafiza
kaybr ile seyreden, kronik ndrodejeneratif bir hastaliktir. Giiniimiizde 6liim nedenleri
arasinda altinci sirada yer alan bu hastalik ilerleme siirecinde, hastayla beraber hasta
yakinlarini da etkiledigi i¢in sosyo-ekonomik bir problem olusturmaktadir (3).

AH’nin goriilme orami1 yasa bagli olarak logaritmik sekilde artmaktadir (4,5). AH,
demansin en sik nedeni olup 21.yiizyilda en 6nemli saglik sorunlarindan biri olmustur
(6). Toplum bazinda hastaligin goriilme siklig1 65 yasin altinda %4 iken, 85 yas ve
uistiinde %38 olarak bildirilmistir (7).

AH ilerleyici, kronik ve geri doniisiimsiiz bir ndrodejeneratif hastaliktir. Ancak hastaligin
kesin patofizyolojisi heniiz ortaya konulamamustir. ilerleyici sinaptik bozulma ve néron
kaybinin yani sira, hiicre disinda amiloid plaklarin (AP) birikimi, hiicre i¢inde ise
norofibriler yumaklarin (NFY) olusumu bu hastaligin  patogenezindeki temel
degisikliklerdir. AP’nin temel bileseni amiloid beta (AP) proteini iken, NFY’lerin ana
bileseni hiperfosforile tau proteinidir. AH patogenezinde, tau proteininin
hiperfosforilizasyonuna yol agan hipoaktif fosfatazlar ve/veya hiperaktif kinazlar tau
proteinin mikrotiibiillere baglanma yetenegini bozarlar. Mikrotiibiillere baglanamayan
fosforilize tau c¢oziilemeyen ¢ift sarmalli filamanlara doniisiir. Bunlar zamanla
intrandronal NFY’lere dontisiirler. NFY’ler aksonal transportu ve hiicre iskeleti

biitiinliiglinii bozarak hiicre 6liimiine sebep olurlar (8).

AH’deki ikinci ana noropatolojik degisiklik, temel bileseni AP peptidi olan, AP’lerdir.
AB, diffiiz plaklar seklinde katlanir ve sonra yogun ndoritik plaklara doniisiir. Zararsiz A3
icerikli gevsek plaklarin B kivrimli zararli yogun plaklara doniisiimii net olarak
bilinmemektedir. Gevsek plaklarda AP birikimi serbest radikallerin ve oksidatif stresin
meydana gelmesine ve bu faktorlerde plaklarin fiziksel degisimine sebep oluyor olabilir
(9). AP'nin oksidatif hasar, inflamasyon ve norotoksisite gelisiminde onemli rolleri
vardir. Ayrica A, hastalikla ilgili bolgelerde tau hiperfosforilasyonunu arttirir ve boylece

NFY i¢inde tau proteininin agregasyonunu indiikler (10).



AH patogenezini agiklamak igin ileri siiriilen AP kaskad hipotezine gore, AR nin néron
hiicre membraninin yapisin1 bozarak hiicre i¢indeki Ca*? konsantrasyonu arttirdigi ve
boylece oksidatif stresi tetikledigi ve sonug olarak noronal hiicre 6liimiine sebep oldugu
ileri siirtilmektedir. Hiicrede oksidatif stresin artis1 ile karbohidrat, lipit, protein ve DNA

gibi makromolekiillerin biiyiik oranda zarar gordiigii bilinmektedir (11).

Yapilan in vivo ve in vitro deneysel ¢alismalar ve insan beyin ¢alismalar1 oksidatif stresin
AH’da gozlenen ndrodejenerasyonda onemli rol oynadigim1 gostermistir (12). Beyin,
oksijen ve enerji tiiketiminin fazla olmasi, doymamis yag asitleri ve lipitler yoniinden
zengin olmast ve antioksidanlarin diisiik seviyede olmasi sebebiyle viicudun diger

organlarina gore oksidatif hasara kars1 daha duyarhdir (13).

Bir naftakinon tiirii olan sikonin, Lithospermum erthrorhizon Sieb. Et Zucc.
(Boraginaceae) bitkisinin kurumus koklerinden elde edilmekte ve geleneksel Cin tibbinda
bitkisel ilaglarin yapiminda kullanilmaktadir. Yaklasik otuz yili agkin siiredir yapilan
calismalar, Cin tibbinda bilimin temelini olusturan sikoninin bir¢cok faydali etkilerinin
oldugu gériilmiistiir. Ozellikle de sikonin ve tiirleri bu ham ilaglarin farmakolojik

ozelliklerini tagiyan temel maddelere sahiptir (14,15).

Yapilan bir ¢alismada sikonin’in farelerde olusturulan deneysel iskemi modelinde,
iskemiye bagli olusan inflamatuar yanitlar regiile ettigi ve Kan Beyin Bariyeri (KBB)
gecirgenligini iyilestirdigi ve boylece beyni etkin bir sekilde korudugu goriilmiistiir (16).
Bir diger calismada yetiskin erkek farelerde olusturulan iskemi/reperfiizyon hasarina
kars1 sikonin’in noroprotektif etkiler sergiledigi gosterilmistir. Bu ¢alismada sikonin’in
norolojik defisit skorlarinda, infarkt biiyiikliiglinde ve malondialdehit, karbonil ve reaktif
oksijen tiirlerinin seviyelerinde anlamli bir azalmaya neden oldugu goézlenmistir. Ayni
zamanda glutatyon/glutatyon disulfide oranini azaltirken siiperoksit dismutaz, katalaz ve
glutatyon peroksidaz aktivitesinin ileri yonde artigin1 sagladigi ve ndronal hasari azalttigi
da bu ¢alisma sonucu elde edilmistir. Yapilan bu ¢caligmalar sonucunda sikonin’in serebral
iskemi/reperfiizyon hasarma karsit noroprotektif ve antioksidan etkilere sahip oldugu

gosterilmistir (17).

Bu tez calismasinin amaci, PC12 hiicrelerinde AP ile olusturulan AH modelinde
sikonin’in AP toksisitesine ve sonucunda olusan oksidatif hasara karst olas1 koruyucu

etkisinin varliginin arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastahg1

1907 yilinda ilk olarak Alman hekim Alois Alzheimer tarafindan 51 yasinda
noropsikiyatrik hastalik sebebiyle 6len bir kadinin beyin organindaki degisikliklerin
incelenmesi ile tanimlanan ve uzun yillar demansin presenil formu olarak kabul edilen
hastalik yaygin olarak Alzheimer Hastalig1 olarak bilinmektedir (18). AH, 1907 yilindan
beri bilinen, giinliikk yasam aktivitelerinde azalma, bilisgsel islevlerde bozulma, psikolojik

ve davranissal bozukluklarla sonuglanan ilerleyici ndrodejeneratif bir hastaliktir (19).

Alzheimer Hastaligi, demans tablosunun goriilen en sik nedeni olup, tiim demans
vakalarmin %50-70’ini olusturmaktadir. Yapilan prevalans ¢alismalarina gore 2000 yili
icinde diinyada 25 milyon Alzheimer hastasinin bulundugu ve yeni koruyucu-
noroprotektif tedaviler gelistirilemezse bu saymin 2050 yilina kadar 114 milyona

ulasacagi tahmin edilmektedir (20).

Alzheimer Hastaliginin heniiz kesin etiyopatogenezi ortaya konulamamasina ragmen
histopatolojik olarak senil amiloid plaklar (SP), norofibriler yumak (NFY) olusumu,

sinaps-noron kaybi1 ve beyinde belirgin atrofi, giruslarda daralma, sulkus ve

ventrikiillerde genisleme oldugu bildirilmistir (8).

Sekil 1: Ayni yasa ait saglikli beyin (solda) ile Alzheimer Hastasina ait beyin (sagda) (21)



Giliniimiizde bile AH’nin kesin tanis1 ancak post-mortem beyin incelemesi ile
gerceklesebilmektedir. Klinikte belirlenen tani ise olast AH tanisidir. Bununla birlikte
fizyolojik ve norolojik muayene, hasta Oykiisii, noropsikolojik testler, laboratuvar
incelemeleri ve goriintiileme yontemleri ile yiiksek oranda (%85-90) klinik tan1 koymak
mimkiindiir. Amerikan Noroloji Akademisi tarafindan 2001 yilinda yayinlanan bir
rehberle AH icin standart tani kriterleri olarak gelistirilen Uluslararasi Norolojik ve
Bilissel Hastaliklar Ulusal Enstitiisii inme, Alzheimer hastaligi ve Iliskili Hastaliklar
Birligi (NINCDS-ADRA) ve Tanisal ve Istatiksel El Kitabi-IV (DSM-IV) kriterlerinin

kullanimi giivenilir bulunarak 6nerilmektedir (19).

A. Asadidakilerden her ikisinin bulunmasi ile belirli cogul kognitif defisit gelismesi
1. Bellek bozuklugu (yeni bilgiler 63renme ya da daha 6nceden 6grenilmis bilgileri animsama yetisinde bozulma)
2. Asagidaki kognitif bozukluklardan birinin ya da daha fazlasinin bulunmasi

a. Afazi (dil bozuklugu)

b. Apraksi (motor islevlerde bozukluk olmamasina ragmen motor aktiviteleri yerine getirmede bozukluk)

¢. Agnozi (duyu islevlerinde bozukluk olmamasina karsin nesneleri taniyamama ya da tanimlayamama)

d. Yonetsel islevlerde bozukluk (organize etme, siraya koyma, tasarlama, soyutlama)

B. A; ve A, tani Glcitlerindeki kognitif bozukluklarin kisinin toplumsal, sosyal ve giinlik islevselliginde bozulmaya ya da nceki islevsellik diize-
yinde azalmaya sebep olmas

C. Hastaligin yavas, sinsi, asama agama olugu ve siirekli bir kognitif azalma

D. Hastanin kognitif kapasitesindeki azalmanin santral sinir sitemini ilgilendiren hastaliklara (serebrovaskiiler olay, Parkinson hastaligi, subdural
hematom, beyin timord, hidrosefali,...), demansa yol acabilecek sistemik durumlara (hipotiroidizm, vitamin By, eksikligi, hipoglisemi....) ya da

madde bagimliligina bagl olmamasi
E. Hasta deliryum tablosunda olmamali

F. Hastanin klinik durumu bagka bir psikiyatrik bozuklukla (sizofreni, major depresyon,...) aciklanamamalidir

Sekil 2: AH tanisinda DSM-1IV kriterleri (19).

Alzheimer Hastalig1 icin belirlenmis birkag risk faktorii ile iizerinde halen calisilan ve
hastaligin gelisimindeki rolii heniiz kesin olarak aydinlatilamamais faktorler de vardir. Bu
risk faktorleri igerisinde yas en 6dnemli risk faktoriidiir. 65 yasin altindaki popiilasyonda

hastaligin goriilme orani az iken 85 yasin ilizerinde yaklasik %38’ e ulagmaktadir (7).

Genetik faktorler, biiyiik oranda AH’da hastaligin gelisiminde ¢evresel faktorlere zemin
olusturan risk faktoriidiir. Cevresel ve genetik faktorlerin etkilesimi ile AH olusur. AH
olusumu ¢ogunlukla sporadiktir ve tiim Alzheimer olgularinin yaklasik %5°1 kalitsal olma

(basit Mendel kalitim1 ile otozomal dominant gegis) 6zelligi tasir (22).

APP (amiloid prekiirsor protein) genindeki mutasyonlar, ailesel AH’ nin kiiciik oranda
sebebi olup ailesel EBAH (Erken Baslangigli AH) olgularinin %10-15’inde etkilidir ve

amiloid metabolizmasi aracilig1 ile hastaligin patogenezine 151k tutmus ve ayni1 zamanda




Down sendromu ile AH arasindaki iliskiyi de anlatmistir. Bilindigi gibi Down sendromlu
kisiler 21. kromozomun ii¢ kopyasmni tasirlar (Trizomi 21) ve bu tip kisiler 30’lu
yaglardan itibaren cogunlukla AH’nin goOstergesi olan noéropatolojik degisiklikler

meydana gelir (23).

Beyinde ve plasmada kolesterol tasiyan ApoE (apolipoprotein E), temel
apolipoproteinlerden biri olup Santral Sinir Sistemi (SSS)’de olusan hasar sonucu
aksonlarin miyelinizasyonu ve néronal membranin onariminda gerekli olan kolesteroliin
salinimin1 ve hiicrelere yeniden dagilimini kontrol eder. Beyinde ise ApoE birincil olarak
astrositler ikincil olarak mikroglia ve noronlarda sentezlenmekte ve salgilanmaktadir.
Insanlarda ii¢ ayr allelik formu vardir; €2, €3 ve e4. Saglhkli bireylerde €3 siklig1 %70
iken, €4 siklig1 %20°dir. AH kisilerde bu oran %40’a ¢ikmaktadir. Fakat insanlarda
ApoE-g4 allelinin varligi her zaman AH’ye sebep olmaz ancak hastaliga duyarlilig
arttirir, bu nedenle bu gen duyarlilik geni olarakta bilinmektedir (24,25). €2 allelin ise AP
peptid temizlenmesinde etkili oldugu ve bu nedenle koruyucu etmen oldugu bilinmektedir
(26).

Risk faktorlerinden olan cinsiyet halen tartisilan bir konudur. Bazi epidemiyolojik
caligmalar sonucunda kadin cinsiyetin AH riskini arttirdigr bulunmustur. Kadinlarda
gbzlenen yasam siiresinin uzunlugu ya da ¢ogunlukla daha diisiik egitim seviyelerine
sahip olunmasinin bu orani artirdig1 diisiiniilsede, egitim ve yas faktorlerinin goz ardi
edildigi lojistik regresyon analizi modellerinde de kadinlarda demans riskinin arttigi
gozlenmistir. Menopoz yasi ve dstrojen eksikligi gibi etmenler ile AH iliskisi arastirilmis
fakat kesin bir iliski bulunamamstir. Ostrojen eksikliginin néronlarin diizenlenmesi,
serebral kan akimi, glial hiicrelerin gelisimi ve ApoE ekspresyonu gibi siirecleri
etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. Ostrojenin  ApoE &4 heterozigotlarda &4’{in
ekspresyonunu baskilanarak demans baglama yasmi geciktirebildigi belirtilmistir
(24,27,28). Fakat 2003’te yayimlanan ‘Women’s Health Initiative’ ¢galismasinin verilerine
gore Ostrojen kullanan bireylerde demans riskinin arttigi gézlenmis olup, AH tedavisi ve
onlenmesinde kullanilmasi 6nerilmemistir (29).

Cinsiyet, yas, aile Oykiisii ve Down sendromu gibi genel risk faktorlerinin disinda,
dislipidemi, diabetes mellitus, hipertiroidi, hipertansiyon, Bi> vitamini beslenme
yetersizlikleri, diisiik sosyoekonomik diizey, infeksiyonlar, oksidatif hasar, inflamasyon,
homosistein yiiksekligi eksikligi, inme gibi birgok sayidaki risk faktorleri son yillarda
belirlenmeye baslamistir. Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada iilkemizde AH gelisiminde



etkili risk faktorleri incelenmis ve lojistik regresyon analizlerinde, vitamin kullanimu, yas,
cinsiyet ve depresyonun bagimsiz risk faktorleri oldugu saptanmaistir (30).

Norotoksinler, kursun, organik c¢oziiciiler, demir, endiistriyel boyalar, ¢inko, bakir,
glutamat, alliminyum gibi metallerin AH olusumu ile iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir
(31,32,33). Fakat sayilan toksik maddeler ile AH arasinda kesin bir iligki gozlenmemistir.
Bununla birlikte epidemiyolojik ispatlar beyinde metal diizeylerinin yiikselmesinin,
AH’1n noérodejeneratif siirecin gelisimi ve ilerlemesiyle iliskili oldugunu gostermektedir

(34).

AH’de amiloid plaklarin olusmasinda kolesteroliin rolii biiyiiktiir. Kolesterol seviyesi ile
fazla APP olusumu arasinda iliski gosterilmis, statinler ile kolesterol seviyesinin

diisiiriilmesinin AH riskini %70 azalttig1 ileri siiriilmiistiir (32,35,36).

Son yillarda AH ile vaskiiler faktorler arasindaki iliski 6nem kazanmaktadir. Vaskiiler
demansa ilaveten inme varligt AH olusumunda 6nemli bir risk faktoriidiir (37). AH’da
diyabetin duigiik bir risk faktérii olup olmadigin1 belirten c¢alismalar vardir.
Hipergliseminin amiloid agregasyonunu arttirabilecegi, diyabet ve AH arasindaki iliski
NFY’lerde glikozillenmis son iiriinlerin varligi gibi bulgularla aciklanmaya calisilmistir.
Diger taraftan, diyabetiklerde sik goriilebilen hipoglisemilere bagli olarak néronal hasarin
demans gelisimini tetikleyebilecegi diisiiniilmektedir. Diyabetin AH i¢in dnemli bir risk
faktorii olup olmadig1 yoksa neden oldugu vaskiiler sorunlar ve eslik eden dislipidemi,

hipertansiyon ile dolayl1 olarak mu riski arttirdig1 hala bilinmemektedir (38).

Alzheimer hastaligi olusumunda hipotiroidininde riski arttirdigr belirtilmistir. AH
bireylerin hipokampiisiinde tirotiropini salgilatict hormon (TRH) konsantrasyonunda
azalma saptanmis, TRH nin hipokampiiste proteinlerin fosforilasyonunu diizenledigi ve

boylelikle AH patogenezinde yer alabilecegi one siiriilmiistiir (39).

2.2. Alzheimer Hastahig1 Epidemiyolojisi

Demans toplumda ilerleyen yas ile birlikte artis gostermektedir. Yapilan bir ¢aligsmada,
yashiliktaki demans prevalansinin Kuzey Amerika ve Bat1 Avrupa’da % 6,4-% 5,4 ile en
yiiksek degere sahip oldugu, bunlarin Latin Amerika (% 4,9), Cin ve gelismekte olan
Bati-Pasifik komsularinin (% 4) izledigi goriilmiistiir. Bu iilkelerdeki yillik insidans

oranlari ise, Kuzey Amerika i¢in % 1.05, Bat1 Avrupa i¢in % 0.88, Latin Amerika i¢in %



0.92, Cin ve gelismekte olan Bati-Pasifik komsulari i¢in % 0.8 olarak belirlenmistir.

Demans hastalarinin yarisindan fazlasinin AH ile iliskili oldugu bildirilmistir (40).

Alzheimer hastalig1 yasla ilgili demansin en yaygin formudur ve hastaligin olusma riski
yas ile bagli olarak logaritmik bir sekilde artmaktadir (4,5). 65 yasin altindaki
poplilasyonda hastalifin goriilme oranit az iken 85 yasin iizerinde yaklasik %38’e

ulagmaktadir (7).

Tahminen diinyada 40 milyon insanin ¢ogunlugu 60 yas iistii olup demans hastaligina
sahiptir ve bu durum 2050 yilina kadar her yirmi yilda bir ikiye katlanacagi tahmin
ediliyor (41).

Demansin prevalansindaki dngoriilen artis, orantili olarak ¢ok yagl bir niifusa sahip bati
Avrupa ve Amerika {lilkelerinden ziyade gelismekte olan geng niifusa sahip iilkelerde
daha yiiksektir. Giivenilir tahminlere gore erken baslangicli demans ve AH (65 yas
Oncesi) prevalansi azdir. 50 yas oncesi demansin goriilme orani 1/4000°dir ve yaklasik

olgularin %30’u AH’ nin olugmasina neden olmaktadir (42).

Hastalarin yasam siiresi, prevalans ve insidans oranlar ile iliskilidir. AH’nin
baslangicindan sonra ilerlemesi 2 ile 16 yil arasinda degismekle birlikte, ortalama yasam
stiresi yapilan son ¢alismalarda 3-7 yil olarak belirtilmistir. AH, ABD’de genel 6liim
nedenleri arasinda 6. sirada iken, 65 yas ve ilizerindeki bireylerin 6liim nedenleri arasinda

5. siradadir (7).

2.3. Alzheimer Hastaligi’nin Noropatolojisi Ve Patogenezi

Alzheimer hastaliginda histopatolojik olarak ndrofibriler yumak (NFY) ve amiloid plak
(AP) olusumu, sinaps olusumu, beyinde belirgin atrofi ve ndron kayb1 mevcuttur. Her iki
durumda da (AP ve NFY), normal yaglanmada ve baz1 diger nérodejeneratif hastaliklarda
gorilebilir. Fakat AH’in kesin olarak belirlenebilmesi i¢in lezyonlarin belirli bir

noroanatomik dagilim gostermesi ve belirli bir miktarda olmas1 gerekmektedir (43).
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Sekil 3: AH noropatolojisinde goriilen AP ve NFY olusumlari (44)

Alzheimer hastaliginin patogenezini anlamak i¢in NFY’ler ve AP’ler arasindaki iliskiyi
belirlemek kesinlikle gereklidir ve biiyiik olasilikla AH fizyopatolojisindeki en biiyiik
bilinmezi olusturmaktadir. Tahmin edilen baglantilardan biri ise, apoptoz baslaticilari
olan sistein aspartil proteazlarini (kaspazlar1) igermektedir. Bilyiik oranda artan kanitlar,
AP peptid birikiminin kaspazlarin aktivasyonunu indiikledigi, bdylece kaspazin tau
proteininin bodliinmesine neden oldugu ve bu olayin erken AH’da gergeklestigi
diistiniilmektedir. NFY olusumunda tau proteininin boliinmesi kritik bir durum oldugu

goriilmektedir (45).

Baska bir kurama gore AP’ler ve NFY birbirinden bagimsiz olup, AH patogenezinin
aracilar1 degil, sonug iirlinleri olarak islev gormektedir. Bu kurama gére AH, gevresel ve
genetik faktorlerle yasam siiresince giderek biriken plastisite yiikiiniin artik kaldirilmaz
hale gelmesi sebebiyle, normal yaslanma siirecinden ¢ikmanin sonuclaridir. Cogunlukla
plastisite yiikiiniin fazla oldugu alanlarda fosfataz-kinaz dengesinin bozulmasi,
fosforillenmis tau proteininin defosforilasyonunun gergeklesemeyerek patolojik

katlanmasina sonrada oligomerlere donilismesine sebep olmaktadir (43).

AP’lerin ve NFY’lerden baska inflamasyon, gliozis, sinaps ve noron kayiplari, kortikal
kolinerjik inevarsiyon ve diger norotransmitter sistemlerde gergeklesen kayiplar AH

ndropatolojisinin yapilarini olusturmaktadirlar (8).
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2.3.1. Amiloid Plak (AP) Olusumu

Amiloid beta 19. kromozomda kodlanir ve islevi hala kesin olarak anlasilamamis bir
transmembran protein olan amiloid prekiirsor protein (APP)’den proteolitik yolla
meydana gelmektedir (9,46). APP’nin ndroprotektif ve norotrofik aktivitesi olabilir (47).
Genel anlamda AB’nin islevi ise bilinmemektedir. AH’deki ilk patolojik olay ¢oziilebilir
amiloid fibrillerinin meydana gelmesi ve bunlarin néritik plaklara doniismesi olabilir.
APP’nin de tipki transmembran proteinlerde oldugu gibi hiicre i¢inde 28 aminoasitten
olusan bir karboksi ucu ve hiicre disinda ise bir amino ucu vardir. A, APP’nin hiicre i¢i
bolgesini de icermektedir. APP bir seri proteolitik yollarla kesilerek metabolize
edilmektedir. Proteolitik yoldaki bu enzimler a,  ve y sekretaz olarak adlandirilir. APP’yi
a-sekretaz AB’nin yaklasik olarak ortasindan keser. Bu islem sonunda ¢oziilebilir AP
yerine SAPP ya da APP olarak isimlendirilen yeni ekstraseliiler protein olusur. Meydana
gelen bu proteinlerin hiicre kiiltiirii ortamlarinda ndronlar iizerine norotrofik etkileri
gosterilmistir. B-sekretaz APP’yi amino ucundan, y -sekretaz ise karboksi ucundan keser
ve iiriin olarak AP olusur. Meydana gelen AB’lar 40-42 aminoasit uzunlugundadir. Cok
daha amiloidojenik olan1 42 aminoasit uzunlukta olup ilk ¢kendir (48). ilaveten diffiiz

plaklar halinde agrege olan A, yogun ndritik plaklara doniistir (49).
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Sekil 4: Sekretaz enzimlerinin APP’yi kesmesiyle olugan fragmanlar (50)

Alzheimer hastaliginda A birikiminin primer bir rol mii oynadig1 yoksa gerceklesen bir
olaymn kalintilarin1 m1 gosterdigi giiniimiizde hala tartisilan bir konudur. Fakat AP
agregatlarinin varlig1r hastaliin meydana gelmesinin bir sebebi olduguna dair artan

kanitlar mevcuttur. AP proteininin asirt olugsmasi ve birikimi sonucu olasi toksik etkisinin
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hastalig1 meydana getirici ilk faktor oldugu goriistiniin kabul edilmesi “Amiloid Kaskad

Hipotezi’’ olarak bilinmektedir (46,51).

APP
APP,PSEN1,PSEN2 APP FAD mutations,

FAD mutations i trisomy 21
AF42 aggregation
7 '

Soluble forms of oligomeric A i Deposited Af peptide
Agpregate stress

i

Tau + NFT

—)‘ Neuronal dysfunction and deuth‘

Dementia

Sekil 5: Amiloid Kaskad hipotezi (52)

Amiloid beta, normal néronlar tarafindan iiretilmekle birlikte, AH patogenezinde néronal
lizozomlarda fazla miktarda biriktigi gosterilmistir. Normal kosullarda Af’nin biiyiik
cogunlugu, ekstralizozomal olarak lokalize olurken, oksidatif stresin makrootofaji
aktivasyonu yoluyla intralizozomal A icerigini arttirdig ileri stiriilmektedir. Bu nedenle
hasarli AB salimiminin ve AP’nin intralizozomal artisinin AH patolojisine katkida
bulundugu diisiiniilmektedir. Bununla birlikte AP ’nin néronlarda nasil dagilim gosterdigi
ve AP saliniminin inhibisyonunda etkilenecek yolaklarin neler olabilecegi hala tartisilan

bir konudur (53).

Coziinmez formdaki AP, B tabaka yapisinda olup kat1 (compact) plaklara doniistir iken,
¢oziinilir yapidaki AB monomerleri ¢ogunlukla random coil ve a-helikal katlanmis peptid
olarak bulunur. Kiiciik AB monomerlerinin ¢oziinmez yapidaki AP fibrillerinden daha
fazla sitotoksik etkiye sahip olmasi nedeniyle kii¢iik A monomerleri dikkat ¢ceker hale
gelmis ve bunlarla ilgili bir¢cok farkli ¢calismalar yapilmistir (51).

Norotoksisite ve AP ile ilgili yapilan ¢alismalarda ilk olarak dikkatler Ap peptidlerine
cekilmis olsa da son zamanlarda diizensiz AP fibrillerinin norotoksik etkili oldugu
gosterilmistir. AH olan bireylerin beyinlerinde ¢oziiniir formdaki AP peptid miktar1 ile

hastaligin belirtileri arasinda ¢oziinmez formdaki plaklar ile karsilastirildiginda ¢ok daha

12



iyi bir iligkinin oldugu goriilmiistiir. Bu arada AH olan bireylerin beyin dokularinda
coziiniir AP peptidi yogunlugu fazla bulunmus ve bu ¢oziiniir yapidaki peptidlerin
olusumunun AH semptomlarinin meydana gelisinden daha dnce olustugu vurgulanmistir
(51).

Amiloid betanin hiicre i¢inde artisi; mitokondri membran potansiyelinin azalmasi, hiicre
ici kalsiyum konsantrasyonu artisi, inflamatuvar yanit ile birlikte serbest radikal salinimi
ile iliskilendirilen fonksiyon degisikliklerine ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir (54).
Alzheimer hastalig1 ile iliskilendirilen 6nemli patolojik mekanizmalarindan biri de
oksidatif hasardir. AH’de AP ile iligkilendirilen serbest radikal olusumunun hiicrede
oksidatif hasara neden oldugu 6ne stiriilmektedir. Coziiniir ve agregatlasmis AP’ nin
noronal membranlara girerek lipit peroksidasyonunu, protein oksidasyonunu tetikledigi
ve reaktif nitrojen tiirlerinin (RNT) ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumuna sebep

oldugu kabul edilmektedir (55).
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Sekil 6: AH'de AP toksisitesi (55)

2.3.2. Norofibriler Yumaklar (NFY)

Norofibriler yumaklarin ana bileseni 17. kromozomda kodlanan ‘hiperfosforile tau’
proteinidir. Mikrotiibiil-iligkili protein (MAP) ailesinden olan Tau proteini, hiicre
iskeletinin biitlinligii, mikrotiibiil stabilizasyonu ve aksonal transportta onemli rol
oynamaktadir. AH patogenezinde, hipoaktif fosfatazlar ve /veya hiperaktif kinazlar tau

proteininin hiperfosforilasyonuna sebep olarak mikrotiibiillere baglanma yetenegini
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bozarlar. Baglanmamis fosforile tau proteini, ¢ézlinmeyen c¢ift sarmal filamentlere

doniisiir ve olusan bu form toksik etkili olabilir. Bu olaydan etkilenmis ndronlar normal

olarak tau proteini sentezleyerek, anormal hiperfosforillenmis tau proteinini nérofibriler

aglara baglayarak filament uzamasina sebep olurlar ve toksik etkili bu tau proteinine tepki

gosterirler. Bu yapilar zamanla néron i¢i NFY’ler halini alir. Olusan bu NFY’ler aksonal

transportu ve hiicre iskeletinin biitiinliigiinii bozarak hiicre 6liimiine neden olurlar (56).
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Sekil 7: Tau fosforilasyonu ve NFY olusumu (57)

Normalde proteozom sistemi tarafindan yapisal biitiinliigli bozulmus, yanlis katlanmis
toksik etkiler olusturan zararli proteinler etkili bir sekilde yikilmaktadirlar. Cift sarmalll
flaman (PHF: Paired helical filaments)-tau, protein birikimlerine ve proteozom
aktivitesinin azalmasina sebep olmaktadir. Hiperfosforile tau proteini biitiin bu etkiler
sebebiyle AH’nin patojenik yolaginda etki gosteren 6nemli bir ndrotoksik ajan olarak
kabul gormektedir.

Genellikle NFY’ler kortekste ve beynin diger bolgelerinde de bulunabilmektedirler.
NFY’lerin kortekste cok yogun oldugu bolgeler entorinal korteks ve hipokampus gibi
limbik ve paralimbik bolgelerdir. NFY yogunlugunun demansin siddeti ile kuvvetli bir
iligkisinin oldugu diisiiniilmektedir.

Alzheimer hastaligi kesin tanist i¢in hastaliin patogenezinde ana mikroskobik
degisiklikler olan AP’lerin ve NFY lerin patolojik olarak belirlenmesi gereklidir, fakat
yeterli degildir. Ciinkii bu iki olgu farkli ndrodejeneratif hastaliklarda ve normal saglikli
yaglilarda da goriilebilmektedir. AH nin kesin tanisi i¢in her iki olgunun bulunmasindan
cok bunlarin belli bir néroanatomik dagilimda ve miktarlarda bulunmalar1 gerekmektedir.

60 yas lstli bireylerde neredeyse herkeste limbik NFY’ler ve neokortikal AP’ler
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gelismeye baglar. Fakat yapilan son aragtirmalara gore AP’lerin limbik, NFY lerin
neokorteks sistemde goriiniir olmalarinin AH i¢in %100’e yaklasan duyarlilik ve 6zgiilliik

ortaya koydugunu gostermistir (24).

2.3.3. Gliyozis ve inflamatuvar Mekanizma

Alzheimer hastaliginda AP ve tau protein agregatlarina ek olarak AP’lerin ¢evresinde
immiin sistem ile iligkili hiicrelerin ve antijenlerin varligi bildirilmistir. Merkezi sinir
sistemindeki AP’lerin mikroglia aktivasyonunu saglayarak kemokin, sitokin, ROT,
RNT’leri ve cesitli proteolitik enzimler gibi potansiyel toksik tirlinlerin salinmasina yol
actig1 ve bunun sonucunda pro-inflamasyon kaskadini baslatarak néronlarda dejeneratif
degisikliklere neden oldugu one siiriilmektedir. Aktif olan mikroglia hiicrelerinin tau
fosforilasyonuna ve NFY olusumuna yol agabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica AH’de
gliyozisin olustugu ve AP’lerin oldugu bolgede astrosit hiicrelerinin de oldugu
belirlenmistir. Ancak AH’de inflamasyonun kesin rolii ve mikroglia, astrosit ve T lenfosit

hiicrelerinin mekanizmalar1 hala arastirilmaktadir (58).

2.3.4. Noron ve Sinaps Kaybi

Alzheimer hastaligindaki ndron kaybinin anatomik dagilimi NFY’lerin anatomik dagilim
yatkinligina benzese de hiicre oliimiinden tek basina NFY’ler sorumlu tutulamaz. Néron
ile NFY sayis1 arasindaki anlaml1 negatif baglantiyr vurgulayan birgok calisma olmasina
ragmen NFY’lerin bulunmadig: alanlarda agir ndron kayb1 da goriilebilmektedir. Bu
nedenle hiicre 6liimiinde rolii olan transsinaptik dejenerasyon ve amiloid ndrotoksisitesi
gibi diger faktorler 6n plana ¢ikmaktadir (43).

Alzheimer hastaliginda néron Sliimiiniin apoptoz yolu ile gerceklestigi ve bu yolagin
aktivasyonunda AB’nin rol oynadigi bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda AP’ nin
apoptotik  hiicre Oliimiinii eksternal ve internal yollarla aktive edebilecegi
diistiniilmektedir (59,60). Eksternal yolakta hiicre disindaki AP fibrilleri membranda
bulunan Oliim reseptorlerine baglanarak kaspazlarin aktivasyonunu saglamaktadir.
Internal yolakta ise hiicre icindeki AP fibrilleri endoplazmik retikulum (ER) stresine veya
mitokondride bulunan alkol dehidrogenaz enzimine baglanarak mitokondriyal strese
neden olabilmektedir. Kaspaz 3 ve 7’nin tau proteinini kesme 6zelligine sahip oldugu ve
bu nedenle NFY olusumuna destek olabilecegi bildirilmistir. NFY olusumu ile
aksoplazmik ve dentritik transportun aksamasi ve daha sonra trofik destegin azalmasi

noronal kayiplara yol agmaktadir (59).
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Yapilan ¢alismalar membran reseptor degisikliklerinin biligsel gerilemenin progresyonu
tizerine 6nemli etkisi oldugunu gostermektedir (61). AH’li beynin korteks ve hipokampus
bolgelerinde sinaptik yogunlugun onemli derecede azaldigi goriilmiistiir (62). AR’ nin
asetilkolin sentezini, salinimini, postsinaptik etkinligini azalttigi goézlenmistir. Ayrica
AH’de kotrikal serotonerjik akson terminallerinde serotonin salinimi ve geri alinimi
bozulmaktadir. Bunlar disinda sinapslarda bulunan N-metil-D aspartat (NMDA),
dopamin ve adrenerjik reseptorlerin de AH’nin progresyonunda spesifik rollere sahip

olabilecegi tahmin edilmektedir (61,63).

2.3.5. Kolinerjik Inervasyon ve Diger Norotransmitter Kayiplari

Limbik sistemin en onemli bileseni olan Meynert’in bazal cekirdeginden, serebral
korteksin kolinerjik inervasyonu saglanmaktadir (64). Bu cekirdek, yaslanma esnasinda
noron kaybmin ve yaygin NFY olusumunun goriildiigli 6nemli bir bolge olup, tau
proteininin asir1 fosforillendigi ilk bolgelerden biridir. Belirtilen diger patolojik 6zellikler
gibi kolinerjik aksonlarin kaybi1 da Meynert’in bazal cekirdegine bolgesel yatkinlik
gostermektedir (24).

Kolinerjik inervasyon dikkat ve bellegin néronal kontroliinde dnemli bir etkiye sahiptir.
Sinaptik araliktan difiizyonla ilerleyen asetilkolin postsinaptik membranda muskarinik ve
nikotinik reseptorlere baglanarak ikincil uyaricilar iizerinden etkisini gostermektedir.
Dikkatin saglanmasinda nikotinik etkiler hiicrenin uyarilabilirligini arttirir, muskarinik
etkiler ise kalici sinaptik degisikliklerle yeni bilginin toplanmasi ile ndroplastisite
mekanizmalarii aktif hale getirirler. Muskarinik ve nikotinik stimulasyon kaybi1 Af
tiretimini arttirirken, 6te yandan Af’nin kendisi de asetilkolin sentez, salinim,
postsinaptik etkinligini azaltarak kisir bir dongii meydana getirir (24).

Es zamanda NFY ve AP’lerin varlig1 diger norotransmiter sistemlerini de biiyiik oranda
zayiflatir. Kortikal serotonerjik akson terminallerinde serotonin salinimi ve geri alinimi
AH’de bozulur. Bu durum hastalikta gozlenen saldirgan davraniglar ve depresyon ile
iliskilendirilebilir. Dopaminerjik, noradrenerjik kayiplar ile somatostatin {ireten
hiicrelerde, noropeptid Y ve/veya substans P salan néronlarda farkli oranlarda azalmalar
olabilir ve bu farkliliklar hastalikta goriilen davranis bozukluklari ile iliskili oldugu
anlagilmistir (65).
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2.3.6. Oksidatif Hasar Mekanizmasi

Alzheimer hastaligi ile baglantis1 oldugu diisiiniilen bir diger patolojik mekanizma
oksidatif stres olup, etki mekanizmasi heniiz net olarak aydinlatilamamistir (66). Son
yillarda toksikolojik ¢alismalarin ilgi odagi haline gelen oksidatif stres, toksisitenin olasi
bir mekanizmasi olarak diigiiniilmektedir (67). Yapilan deneysel model ve insan beyin
calismalari ile oksidatif stresin AH nin nérodejenerasyonunda 6nemli etkiye sahip oldugu
anlasilmistir. Beyin, antioksidanlarin diisiik seviyede olmasi, ¢oklu doymamis yag
asitlerinin fazla olmasi ve yiiksek oksijen kullanimi nedenlerinden dolay1 viicudun diger
organlarina gore oksidatif hasarin goériilme orani daha yiiksektir (12). AH’de NFY,
¢Oziiniir AP, AP fibriller, mitokondriyal anormallikler ve yaslanma oksidatif stresin

olusumunu tetiklemektedir (68).

[ROS] generation ROS | defense

_ (A)
Aging
AP production
A fibrillization
NFT pathology
Mitochondrial abnormalities [ROS | defense

(B)
Sekil 8: AH'de oksidatif stresin olasi mekanizmasi (68)
(A) Normal kosullar altinda reaktif oksijen tiirleri (ROS)un olusumu antioksidan savunma sistemi
tarafindan notralize edilir. (B) AH’de ROS diizeyinin artmas1 oksidatif strese neden olur.

Oksidatif stres, hiicrelerin lipid tabakasinin peroksidasyonuna sebebiyet veren serbest
radikallerin iiretimi ve viicudun antioksidan savunmasi arasindaki dengesizlik olarak
ifade edilmektedir (67). Basgka bir ifade ile oksidatif hasar, oksidan ve antioksidan sistem
arasindaki dengenin oksidan sistem yoniine dogru kaymasi durumudur. Oksidan sistem
eslesmemis elektrona sahip oksijen veya nitrojen bazli molekiiller tarafindan olusturulan
ROT ve RNT’den olusmaktadir. Eslesmemis elektronlar1 nedeniyle serbest radikaller
kararsizdirlar ve yiiksek reaktif Ozellikleri ile elektronlarimi eslemek icin diger
molekiillerin elektronlarini alabilmektedirler. Eslesmis elektronlarini kaybettiklerinde ise
serbest radikallere doniismektedirler (68).

Serbest radikal reaksiyonlari, enerji iiretiminde ve transferinde, bagisiklik sistemi
hiicrelerinden makrofajlarin ve noétrofillerin savunma mekanizmasinda ve birgok
metabolik islevlerde gerekli olsa da serbest radikallerin zincir reaksiyonunun kontrolsiiz

davranis1 ve serbest radikallerin fazla tiretimi toksik etkilidir (68,69). Serbest radikaller,
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santral sinir sisteminin patolojik olaylarinin birgogunda dogrudan doku hasari
olustururlar. Serbest oksijen tiirleri, ekzitotoksisite, metabolik disfonksiyon ve
kalsiyumun intraseliiler hemostazisinde bozulma gibi c¢oklu mekanizmalarla doku
tahribat1 olustururlar (70,71,72,73). Ortadan kaldirilmazsa veya noétralize edilmezse
protein, lipit ve niikleik asitler ile reaksiyona girerek hiicresel fonksiyonlarda hasar
olusturmaktadir. Bunun sonucunda ise doku hasar1 ve hiicre 6liimii ger¢eklesmektedir

(68,69). ROT olusumu ekzojen ve endojen kaynakli olabilmektedir.

EKZOJEN
KAYNAKLAR ENDOJEN
KAYNAKLAR

G UV 151l
Uirrrgllas: i — Hiicreler (notrofil vb.)
Yiyecekler ROT ve RNT iireten
flaclar enzimler (XO, NOS
Cevresel kirlilik vb)

ivoti Metabolizma
Ksenobiyotikler
Toksinler Hastaliklar

S g

Reaktif Oksijen Tiirevleri (ROT) olusumu

Sekil 9: ROT'un ekzojen ve endojen kaynaklari (74)

Serbest radikaller, lipid peroksit, nitrik oksit, siiperoksit ve hidroksil radikalleri gibi farkl
kimyasal yapilara sahiptir (67). Oksijen molekiiliinden olusan serbest radikaller, biyolojik
sistemdeki en 6nemli yapilardir (72,73). RNT ise azot dioksit (NOy) ve nitrik oksit (NO)
radikalleridir (75).

Serbest radikaller, yar1 6miirleri ¢ok kisa, kararsiz ve diigiik molekiil agirlikli olmalarina
karsin ¢ok etkili molekiiller olarak bilinmektedirler. Mesleki a¢idan kursun ve kadmiyum
gibi baz1 ¢evre kirleticilere uzun siire maruz kalmalar, oksidatif strese sebep olabilir.
(76,77).

Hidroksil (OH") en reaktif radikaldir ve biyolojik bilesenler i¢in reaksiyon hizi sabit olup
biyolojik sistemde 107'° saniye kalabilmektedir. Diger radikallerin yar1 &miirleri ise
kisadir fakat reaksiyon hizi c¢evresel ortama gore degisiklik gostermektedir. Ayrica

ROT’da radikal olmayan metabolitler de saniyeler ve saatler i¢inde degisen yar1 Omiirlere
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sahiptirler. Ozellikle pH, fizyolojik gevre ve diger reaktif tiirlerin varligzn ROT un yari
omrii iizerine etki gostermektedir. Uzun yar1 dmre sahip olan tiirler yayilmak icin
yeterince zamana sahiptirler. Bu sayede iiretildigi bolgeden diger bolgelere giderek
molekiiller ile etkilesime girebilmekte ve yiiksek toksisiteye sebep olabilmektedirler (74).
Flavoproteinlerin ve demir-kiikiirt igeren bazi yiikseltgenme-indirgenme enzimleri
oksijeni siiperoksit grubuna indirgemektedir (72,73)

Siiperoksit radikali (O2™) uzun yar1 6mre sahip olup, kolaylikla biyolojik membranlardan
gecebilmektedir. Bu nedenle mitokondriyal membranda iiretildikten sonra mitokondriyal
genoma gecerek hasara sebep olabilmektedir. Kisa yar1 6mre sahip olan OH" radikalleri
ise Uretildigi bolgede bulunan protein, lipit, DNA, amino asit, seker ve metaller ile
etkilesime girerek hasara sebep olabilmektedirler. Bu durumda OH" radikallerinin
iretildigi bolgenin yakinlarinda esansiyel biyolojik hedef yoksa radikaller oksidatif hasar
olusturmayacaklardir (78).

Hiicre hasarina neden olan oldukg¢a etkili grubu, bakirli bir enzim olan siiperoksit
dismutaz (SOD) aracilig1 ile oksijen ve hidrojen peroksit (H202)’e doniistiiriiliir. O2™
grubundan daha az etkili olan H,0., dokularda bulunan glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
ve katalaz (CAT) gibi enzimlerle oksijen ve su gibi daha zayif etkili iriinlere
doniistiiriilerek etkisiz hale getirilir. SOD’un etkinligini durduran dietilditiyokarbamat
gibi maddeler, lipid peroksidasyonu hizlandirir iken, O>" gruplarinin zararsiz hale
getirilmesini smirlandirirlar. Ayrica CAT enziminin etkinligini duruduran maddeler
(aminotriazol gibi herbisidler) de etkin olan oksijen gruplarina ya da bu gruplari olusturan
maddelere duyarliligi artirirlar (72,73).

Nitrik oksit radikali L-argininden sentezlenmektedir ve yari dmrii ise 10-20 saniyedir.
NO" viicuttaki ROS’lar ile reaksiyona girerek giiclii bir oksidan olan peroksinitrit
(ONOO") olusturmakta ve daha sonra bu reaktif tiirev OH' radikalini meydana
getirmektedir. Ayrica, ONOQO" tirozin gibi fenolik amino asitleri nitrolayarak toksik nitro-
tiirevleri (nitrotirozin) meydana getirmektedir (78).

Oksidanlar aerobik metabolizma tarafindan biiyiikk oranda ve devamli olarak
tiretilmektedir. Olusan bu oksidanlar DNA, lipid ve protein makromolekiillerinin hasarina
sebebiyet verirler. Bu sekildeki hasarlarin artmasi sonucu yaslanma ve yaslanmaya baglh

dejeneratif hastaliklar meydana gelebilir (79).
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ROT ve Antioksidan Sistem

Antioksidanlar, hem dolayli hem de direkt olarak ilaglarin, ksenobiyotiklerin, toksik
radikal reaksiyonlarin ve karsinojenlerin olumsuz etkilerine karsi hiicreleri koruyan
maddelerdir. melatonin, Vitamin C, E, A, metallotionin, koenzim Q-10, adenozin, iirat,
ubikuinol, polifenoller, betakaroten, poliaminler, siiperoksit dismutaz, fitodstrojenler,
flavonoidler, NADPH, sistein, homosistein, taurin, rediiktaz, resveratrol, nitroksidler,
glutatyon, glutatyon peroksidaz, hem oksijenaz-L ve eozinofil peroksidaz, katalaz, s
adenozil-L-metionin, tioredoksin nitrikoksid sintaz bu gruba girer (80,81, 73).
Tokoferoller, insan viicudu i¢in esansiyel olan hiicrelerde bulunan ve yagda ¢oziinebilen
bir antioksidandir. Temel islevi membran fosfolipitlerinin peroksidasyonunu dnleyerek
hiicre membranlarinin hasar gérmesine engel olmaktir. Glutatyon (GSH) ise, hidrofilik
yapida olup endojen antioksidanlarin en Onemlilerinden birisidir. Ayn1 zamanda
antioksidan enzimlerin kofaktoriidiir (82).

Enzimatik antioksidanlar grubundan olan glutatyon peroksidaz, sitokrom oksidaz,
stiperoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz, katalaz ve glutatyon-S-transferaz hiicre ici ROT
ve ROT iiriinlerinin etkilerini diizenleyerek gercek nitelikte antioksidan savunmay1
saglamaktadirlar. Bakir, ¢inko gibi eser elementler ise bu enzimlerin aktivite
gosterebilmeleri icin gereklidir (83).

Alzheimer hastaliginda ROT’un asir1 {iretimi ve antioksidan sistemin yetersizligi
nedeniyle protein, lipid ve DNA gibi makromolekiiller biiyiik oranda hasar gérmekte ve
noron hiicrelerinin 6liimiine se Alzheimer hastalig1 sebebiyet vermektedir. Ayrica asir
uretilen ROT, mitokondriyal fonksiyon bozukluklari, Ap ve APP iiretimini ve yaslanmay1
tetikleyebilme ve sekretaz enzimlerini aktive edebilmektedir (68). Yapilan ¢aligmalarda
serbest oksijen radikallerinin amiloid iiretimini arttiric1 etki gosterdigi ve bu etkiyi serbest
radikal yakalayicilarindan olan E vitamininin Onleyerek korucu etki gosterdigi

gozlemlenmistir (64).
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Sekil 10: AH’da ROT olusumu (68)

2.3.6.1. Lipid Peroksidasyonu

Oksidatif stres sonucu iiretilen ROT birinci hedefi membranda bulunan ¢oklu doymamis
yag asitleridir. Yag asitlerinde karbonlar arasinda bulunan ¢ift baga yakin olan metilen
grubunun C-H baglar1 zayif yapidadir. Bu nedenle hidrojen, reaktif oksijen tiirleri
tarafindan kolaylikla alinabilmektedir. Lipit peroksidasyonu sonunda OH’ radikali, ROO’
radikalleri ve alkoksil radikalleri RO’ gibi serbest radikaller olugsmaktadir (68). Olusan bu
serbest radikaller yaptiklar1 zincir reaksiyonlar ile hiicre membranina biiylik olgiide
hasarlar meydana getirmektedir (84). Reaksiyon sonunda malondialdehit (MDA),
akrolein ve 4-hidroksi-2-nonenal (HNE) gibi reaktif aldehitler meydana gelmektedir (11).
Bu bilesikler ya hiicrelerde metabolize edilmekte ya da yayilarak diger hiicrelere zarar
vermektedir (12).

Yapilan caligmalarda AH olgularinda AP’nin lipit peroksidasyonunu arttirarak oksidatif
stresi arttirdigr goriilmektedir. AH’na sahip olan beyin dokusu incelendiginde serbest
HNE, akrolein ve MDA seviyelerinin kontrole oranla yiiksek oldugu gézlenmistir. Ayrica
HNE proteinlere baglanarak proteinlerin fonksiyonlarim1 ve konformasyonlarini
degistirebilmektedir. AH’de HNE’nin glutamat transporter, glutatyon-S-transferaz ve

multidrug-direng proteinine baglandig1 gozlemlenmistir (12,68).
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2.3.6.2. Protein Oksidasyonu

Protein oksidasyonu, AH’da nérodejenerasyonun Onemli bir mekanizmadir (68).
Proteinlerin oksidasyonu sonucunda protein yapisinda katlanma ile fragmentasyonda
artis, sekonder ve tersiyer yapmin farklilagmasi gibi degisiklikler meydana gelir. Bu
degisiklikler sonucu normal fonksiyonda azalma ve proteolize yatkinlik gibi bozukluklar
meydana gelir (85,86). Proteinlerin aminoasit icerikleriyle serbest radikal hasarindan
etkilenme durumlari arasinda bir iliski vardir. Doymamis baglar ve —SH i¢eren molekiiller
ile histidin, triptofan, sistein, metiyonin, fenilalanin ve tirozin gibi aminoasitleri igeren
proteinler serbest radikallerden daha cabuk etkilenmektedirler (69).

Lipit peroksidasyonu, proteinlerle kovalent etkilesimleri sonucu HNE bagli proteinler ve
protein karboniller olusabilmektedir. Lipit peroksidasyonu sonucu olusan bu iiriinler
enzim fonksiyonunun baskilanmasi ve kovalent etkilesim ile proteinlerin yapisal
modifikasyonuna sebep olmaktadir.

Alzheimer hastaligina sahip bir beyinde protein oksidasyonu sonrast HNE-, 3 nitrotirozin
(3-NT) ve karbonillenen modifiye proteinlerin sayisinda artma goézlenmistir (12).
Oksidatif olarak farklilasan ve fonksiyonunu yitirmis ¢apraz baglar meydana getiren
proteinler ya proteozomal yikima gider ya da norodejeneratif hastaliklarda protein

birikimlerini sonucu hiicresel hasarlara sebep olurlar (68,87).

2.3.6.3. Oksidatif DNA Hasan

Reaktif oksijen tiirleri lipid, protein, karbonhidrat gibi biyomolekiillerin yani sira
DNA’da da kimyasal olarak oksidatif hasar meydana getirebilmektedir. Meydana gelen
bu degisikler okside sekerler, modifiye bazlar, tek veya ¢ift zincir kiriklari ve DNA
protein ¢apraz baglanmalar seklinde meydana gelmektedir (88).

Yapilan birgok arasgtirmada, AH’nin serbest radikal olusumuna sebep oldugu one
siiriilmektedir (89, 90). Iclerinde, canlilarda hayati 6neme sahip, oksijenin bazi ara
bilesenlerinin de bulundugu serbest radikaller, hiicresel diizeyde toksik etkilidirler.
Mitokondri i¢ zar1, oksidatif fosforilasyondan dolay1 ROT larin fazlaca iiretildigi yerdir.
Normal metabolizma firiinleri olan ROT’lar, DNA'da birgok farkli bozulmalara hatta
kopmalara sebep olurlar. Mitokondri DNA'sinda (mtDNA), ¢ekirdek DNA'sindakilerden
16 kat daha fazla oksitlenmis bazlarin oldugu goriilmiistiir. Bu olay ROT'larin, mtDNA'da
biiyiik oranda hasar olusturabilecegini gdstermektedir. Onemli ROT tiirleri, O™, H20»,
OH'’ ve atomik oksijendir. Mitokondrideki H>O> ve sirastyla, Mn iceren SOD ve selenyum
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(Se) iceren GSH-Px tarafindan metabolize edilmektedir. Ayrica antioksidanlar grubundan

olan vitaminlerde ROT'lar1 yok etmektedir (91).

2.4. Sikonin

Sikonin, Zicao’nun aktivite gosteren temel yapilarindan bir tanesi olup, Lithospermum
erythrorhizon Sieb. Et Zucc. (Boraginaceae) bitkisinin kok ekstraktindan elde edilir.
Yaygin olarak geleneksel Cin tibbinda anti-inflamatuar olarak kullanilmaktadir (14). L.
erythrorhizon un koklerinden elde edilen bu ekstraktin ilk tiirevi olarak asetilshikonin ilk
kez 1922°’de Krudo ve Majima tarafindan kesfedilmistir. Daha sonra bu bitkiden elde
edilen i¢lerinde sikonin’in de bulundugu diger tiirler de izole edilip, bir¢ok kimyasal
ozellikleri tantmlanmistir. Fakat izole edilen bu tiirlerin naphthazarin’e olan kimyasal ve
fiziksel benzerliklerinden dolayi sikonin’in yapisinin ilk tanimlamasi yanlis yapilmstir.
Daha sonra 1936 yilinda Brockmann ve Liebigs sikoninin yapisini 5,8-dihydroxy-2
[(1R)-1-hydroxy-4-methyl-3-pentenyl]-1,4-naphthoquinone olarak dogru bir sekilde

tanimlamis olup, sikonin’in enantiomeri olarak alkannin’de saptamislardir (92).
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Sekil 11: Sikonin ve tiirlerinin kimyasal yapis1 (92).
Cogunlukla L. erythrorhizon bitkisinin kdklerinden elde edilen sikonin, alkannin ve diger

tirler, ayrica Boraginaceae familyasimin diger tiirlerinin koklerinden de elde
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edilmektedir. Bu tiirler, Echium (E. lycopsis), Onsoma, Eritrichium ve Arnebia (such as
A. euchroma) gibi cinsleri icermektedir (15).

Yaklasik otuz yili askin siiredir yapilan c¢alismalar, Cin tibbinda bilimin temelini
olusturan Zicao’ nun bir¢ok faydali etkilerinin oldugu goriilmiistiir. Ozellikle de shikonin
ve tiirleri bu ham ilaglarin farmakolojik 6zelliklerini tagiyan temel maddelere sahiptir.
Bu sayilarin artis1 bize sikoninin anti-inflamatuar, anti-kanser, anti-mikrobial ve yaralari
tyilestirici gibi farmakolojik etkilerinden dolay1 bu molekiile olan ilginin giderek arttigini

gostermektedir (92).

2.4.1. Sikoninin Bioyararlanim ve Farmakokinetik Ozellikleri

Zicao’nun ¢esitli inflamasyon ve bulagici hastaliklar i¢in etkin tedavisi uzun bir ge¢cmise
dayanmaktadir. Bir¢cok calismalar bu etken maddenin birinci temel aktivite gdsteren
mekanizmasini anlamaya yoneliktir ve sonuglar sikonin ve tiirevlerinin Zicao’nun temel
aktif bileseni oldugunu gostermektedir (14). Yapilan ilk c¢alismalarda sikonin’in
farmakolojik ozellikleri ve de farmakokinetik davranisi ve toksisitesi bildirilmisti. Ne
yazikki, bu molekiiliin farkl tiirlerinin toksisitesi tizerine yapilan ¢caligmalar ve uygulama
yontemleri hala hatalidir ve bu durum diizeltilmeye ¢aligilmaktadir.

Yiiksek lipofilisite 6zelliginden dolay1 shikonin genellikle krem ve merhem gibi yag bazli
maddelerin yapiminda kullanilmaktadir ve diisiik bioyararlanim 6zelliginden dolay1 suda
coziinemezler (93). Ayrica sikonin ve tiirevleri 1stya duyarhdir, oksidasyon ve

polimerizasyona egilimlidir (93, 94).

2.4.2. Sikoninin Antioksidan Etkisi

Sikonin’in bitki kaynakli bir antioksidan bilesen oldugu ve ndronal hiicrelerde toksisiteye
kars1 koruyu etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir. Farelerde olusturulan iskemi
modelinde yapilan bir ¢calismada, sikoninin néronal hasar1 onardig ve enfarktiis boyutunu
kiictilttiigli goriilmiistiir (17). Bu degisimler sikonin’in yardimi ile ROT seviyesinin ve
noronal hasarin azaltilmasi ile baglantilidir. Ayrica bu modelden, sikonin’in GSH-PX-1’1
de iceren antioksidan enzimlerini aktif hale getirdigi ve GSH/GSSG oranin1 azalttig1 (17),
Nrf2/ARE yolaginda indiikleyici ajan olarak sikoninin olasi etkisinin gozlendigi (95,96)
ve hiicre i¢i redoks homeostazini onarmasi ve devam ettirmesi gibi sonuglar elde
edilmistir (97).

Sikonin ve tlirevlerinin antioksidan 6zellikleri ve yapilari ile aktiviteleri arasindaki iliskisi

tizerine Assimopoulou ve arkadaslar tarafindan ¢alismalar yapilmis ve yaklasik olarak

24



bu antioksidan etkinin nasil gerceklestigi saptanmaya c¢alisiimistir (98). Biitiin
hidroksinaftakinonlar c¢alisilmis ve DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl) radikaline
kars1 yliksek radikal gaz saliniminin oldugu goriilmiis, bu yiizden yan zincir olas1 kii¢lik
rol oynuyor iken, naftakinon parcasinin varligir aktiviteleri icin esansiyel oldugu

kanitlanmigtir (92).

2.4.3. Sikoninin Noroprotektif Etkisi

Sikoninin, farelerde iskemi/reperfliizyona kars1 néroprotektif etkisinin ve serebral beyin
hasarlarina kars1 onemli derecede koruyucu etkisinin oldugu yapilan caligmalarla
goriilmustiir (17).

Sikonin ve tiirevlerinin (acetylshikonin, isobutyrylshikonin, isovalerylshikonin, (3,
dimethylacrylshikonin, B-hydroxyisovalerylshikonin) mikroglia hiicrelerinde sanrtal sinir
sisteminin inflamatuar yanitinda ve immun sistemde birincil etkili molekiil oldugu
yapilan ¢alismalarda goriilmiistiir (99). PC12 hiicrelerinde de sikoninin, 6-OHDA (6
hidroksidopamin) ile indiiklenmis dopaminerjik ndron hiicrelerinde olusan
norotoksisiteye karsi koruyucu etkisinin varligi gozlenmistir. Ayrica bel-2 ekspresyonunu

arttirdigl, bax ekspresyonunu ise azalttigi ve boylelikle apoptozu Onledigi goriilmiistiir
97).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan Gerecler ve Sarf Malzemeler

Calismamizda kullanilan kimyasallar, sarf malzemeler ve cihazlar tabloda listelenmistir.

Tablo 1: Calismada kullanilan cihazlar

Cihaz adi

Model-Kod

Laminer air flow

Euro Elone safematel.2

Karbondioksit inkiibatori

Thermo Scientific model 310 series

Ters-faz 151k mikroskobu

Olympus CH-2

Santrifiij

Heraeus- Biofuge Stratos

Elisa reader

Thermo Scientific Multiskan GO

Buz makinasi

Thermo Scientific

Otoklav

Hirayama HICLAVE HV-50

Derin dondurucu (-20°C)

Arcelik

Derin dondurucu (-80°C)

Thermo Forma Model

Derin dondurucu (-152°C)

Thermo Forma Model

Etiv

Thermo Heraeus

Hassas terazi

Precisa XB 220 A

Saf su cihazi

Milipore Mili-Q ZLX55003Y

Su banyosu

Niive ST-402

Ph metre

Orion, USA Model 420
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Tablo 2: Calismada Kullanilan Kimyasallar

Kimyasal Maddeler

Marka-Kod

RPMI-1640 Medium

Sigma-R8758

At serumu

Sigma-H1270

Fetal bovine serumu (FBS)

Sigma-F2442

Poli Lizin

Sigma P1149

PBS (phosphate buffered saline)

Sigma-P4417

MTT

Sigma-M2128

Tripsin-EDTA

Sigma-T4049

Penisilin/Streptomisin

Sigma-P4333

L-Glutamin

Sigma-G3126

Amiloid B fragman 25-35

GenScript-RP10008

Sikonin

Sigma-S7576

DMSO (Dimetil siilfoksid)

Sigma-D2650

Etanol Sigma-493511
Tripan Blue Sigma-T8154

Cayman chemical-
TBARS Kkiti 10009055
CAT kiti Cayman chemical-707002
SOD kiti Cayman chemical-706002
GSH-Px kiti Cayman chemical-703102

Nitrit/Nitrat analiz kiti

Cayman chemical-780001
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3.2. Arastirmada Kullanilan Yontemler

PC12 hiicrelerinin in vitro kosullarda kiltira

e PCI12 hiicreleri

Hiicre kiiltiir kaplarinin poli lizin ile kaplanmasi
Donmus hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi

Hiicrelerin pasajlanmasi ve dondurulmasi

MTT testleri

APas.3s toksisitesi ile in vitro Alzheimer modeli olusturma
Sikonin molekiiliintin doz araliginin belirlenmesi
Sikoninin AB»s.35 toksisitesine karsi etkileri

Oksidatif hasar testleri

e TBARS testi

o CAT testi

e SOD testi

o GSH-Px testi

o Nitrit/Nitrat testi

3.2.1. PC12 Hiicrelerinin in vitro Kosullarda Kiiltiirii
3.2.1.1. PC12 Hiicreleri

Ik defa 1976 yilinda Tischler ve Grene tarafindan PC12 hiicreleri sigan feokromasitoma
hiicrelerinden elde edilmistir. PC12 hiicreleri adrenal bezin medullasindan koken alan tek
hiicre klonudur. Feokromasitoma, ndroendokrin 6zellige sahip, noronal krestten koken
alan kromaffin hiicrelerden olusan bir tiimordiir. Bu hiicre hatti ndéronal dokudaki
endokrin Ozellikleri gostermesi sebebiyle c¢alismamizda noéronal model olarak
kullanilmistir. PC12 hiicreleri morfolojik olarak poligonal goriiniimlii, adheran 6zellikte,
kiiltiir kabinin ylizeyine yapisan kiiciik kiimeler halinde ¢ogalan hiicrelerdir. Biiyiime
ortami olarak %10 at serumu %1 penisilin/streptomisin ve %5 sigir serumu iceren RPMI-
1640 kullanilir. Hiicre sayilarinin iki katina ¢ikmasi i¢in ihtiya¢ duyulan siire (doubling
time) 50-60 saattir. Hiicreler%5 CO: basinci altinda, nemli atmosferde 37 °C’de inkiibe
edilirler (62).
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Sekil 12: PC12 hiicrelerinin ters faz 151tk mikroskobundaki goriintiisii (20x) biiyiitme

3.2.1.2. Hiicre Kiiltiir Kaplarmin Poli-lizin ile Kaplanmasi

PC12 hiicreleri zayif adherent 6zellige sahip hiicrelerdir ve kiiltiir kabinin yiizeyine

yapisarak biiytirler. Fakat plastik maddeye zayif olarak tutunma gosterdiklerinden dolay1

tutunmalarin1 saglayabilmek i¢in kiiltiir kaplarinin yiizeylerinin poli lizin, kollagen ve

laminin gibi protein yapidaki maddeler ile kaplanmasi gerekmektedir. Bu nedenle hiicre

kiiltiirli ¢aligmalarinda bu hiicreler kullanilmadan 6nce hiicre kiiltiir kaplar1 Poli lizin ile

kaplanir. Kaplama islemi 10 pg/ml konsantrasyonda poli lizin ¢ozeltisinin kiiltiir

kaplarinda 1 saatlik inkiibasyonu sonunda poli lizinin kiiltiir kaplarina adsorbe edilmesi

ile saglanir.

Islem Basamaklari:

1.

Hiicre kiiltiir kaplarinin poli lizin ile kaplama islemleri steril ortamda, laminer
kabin icerisinde gerceklestirildi.

75 ecm®’lik kiiltiir kaplar1 i¢in 4 ml, 25 cm?’lik i¢in 2 ml, 6 kuyucuklu plaklarin
her bir kuyucuguna 1 ml, 96-kuyucuklu plaklarin her bir kuyucuguna 100 pl
olacak sekilde 10 pg/ml konsantrasyondaki poli lizin ¢ozeltisi eklendi.

Ekleme isleminden sonra kiiltiir kaplar1 laminer kabin igerisinde 1 saat bekletildi.
1 saat sonunda kiiltiir kaplarinda kapladigimiz yiizeye dokunmadan dikkatlice poli
lizin ¢ozeltisi pipet yardimu ile ¢ekildi.

Yikama islemi i¢in kiiltiir kaplarina ayni miktarda otoklavlanmis distile su
konuldu ve hafif calkalama yapildiktan sonra distile su uzaklastirildi. Bu islem 2-
3 kez tekrarlandi.

Kiiltiir kaplarinin kurumasi i¢in kapagi agik sekilde laminer kabinde kuruyana

kadar (2-3 saat) bekletildi.
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7. Kuruduktan sonra kiiltiir kaplarinin kapaklar1 kapatilarak parafilm ile sarildi ve

kullanilincaya kadar oda 1s1sinda saklandi.

3.2.1.3. Donmus Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

1. Daha 6nceden hazirlanmis olan, 4 °C’de muhafaza edilen %15 serum igeren
ortam su banyosunda 37 °C’e 1sitild1.

2. Daha once poli lizin ile kaplanmis olan 25 cm?’lik kiiltiir kab1 laminer kabin
icerisine alind.

3. Hiicre dondurma tiiplerinde (Cryovial) bulunan hiicreler -152°C’den ¢ikarilarak
hizlica 37°C’deki su banyosunda yaklasik 2 dakika tutularak ¢ozdiiriildii.

4. Cozdiriilmiis olan hiicreler pipetle siispanse edildi ve 15 ml’lik tiiplere aktarildi
ve lizerine yaklasik 10 ml biiyiime ortami eklenerek pipet ile 2-3 defa alt iist edildi.

5. Tipler 120 g de 5 dk santrifiij edildi.

6. Santrifiij sonrasi {ist faz atildi, dipte kalan hiicre kiimesi 6nce 1 ml biiyiime ortami
eklenerek pipetlemeyle ¢ozdiiriildii, sonra 2 ml daha biiyiime ortam1 eklenerek
hiicreler siispanse edildi (Pipetleme islemi bu asamada 6nemlidir, hiicre kiimeleri
dagitilarak miimkiin oldugunca tek hiicre haline getirilmesi daha kolay
biliylimelerini saglayacaktir). Sonra istenilen kiiltiir kaplarina aktarilarak iizeri
biiylime ortami ile uygun hacme tamamlandi.

7. Kiiltiir kaplar1 37°C’de %5 COz iceren inkiibatorde inkiibe edildi.

8. Yaklasik bir giin sonra (16-20 saat) hiicrelerin yiizeye tutunma oranlar1 ve

morfolojileri ters-fazli mikroskop ile degerlendirildi.

3.2.1.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

Islem Basamaklari:

1. Hiicreler pasajlanirken, oncelikle kiiltiir kaplariin i¢indeki ortam pipetle ¢ekilip
atild.

2. Kiiltiir kabinda arta kalan ortami uzaklastirmak icin steril phosphate buffer saline
(PBS) ile yikama islemi yapildi.

3. 25 cm?’lik kiiltiir kaplart igin 1.5 ml, 75 ecm?’lik kiiltiir kaplar1 i¢in 3 ml dnceden
37°C’e 1sitilmus tripsin/EDTA ilave edilerek yaklasik 2-3 dk kadar inkiibatorde
bekletildi.
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10.

11.

Kiiltiir kabinin yilizeyinden hiicrelerin ayrildigr mikroskop altinda goriildiikten
sonra kiiltiir kaplarina en az tripsin/EDTA hacminin 2 kat1 kadar biiylime ortami
eklendi ve 2-3 defa pipetleme yapildiktan sonra hiicreler 15 ml’lik tiiplere alindi.
Sonra tiipler 120 g de 5 dk santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 siipernatant atildi.

Dipteki hiicre pelleti 1-2 ml 6nceden 1sitilmig hiicre ortamu ile siispanse edildi.
Hiicre silispansiyonu ig¢indeki hiicre sayist ‘hiicrelerin sayimi protokoliine’ gore
belirlendi.

Bir sonraki deney c¢alismalart i¢in gerekli hiicre sayilarini elde edebilmek igin
hiicre siispansiyonu belirli oranlarda seyreltilerek ¢ogalmalar i¢in uygun kiiltiir
kaplarina aktarildi.

Sonra saklanmak istenilen hiicreler 1-2x10° hiicre/ml olacak sekilde %10 dimetil
siilfoksit (DMSO) iceren ortam dondurma ortaminda dondurma tiiplerine eklendi.

Dondurma tiipleri 6nce -20°C’e 2-3 saat bekletildikten sonra -152°C’ye kaldirildu.

Hiicrelerin Sayima.:

Islem Basamaklari:

l.

Hiicrelerin pasajlanmasi islemindeki hiicrelerin tripsinle kaldirilip, santrifiij
edilip, dipte olusan hiicre pelleti elle vurus hareketiyle ¢ozdiiriiliip Sml biiylime
ortami ile resiispanse edildi.

Sonra ependorf tiipe hiicre siispansiyonundan (20ul) ve tripan blue boyasindan
(20pl) 1:1 oraninda eklendi.

Daha sonra boyali hiicre siispansiyonundan 10pul alindi ve Neubauer lami
kullanilarak ters-fazli 151k mikroskobunda 20x biiylitmede hiicre sayimi1 yapildi.
Sayma islemi neubauer laminin tim karelerindeki hiicreler sayilip ortalamasi
alindi. Hiicre siispansiyonunun ml’deki hiicre miktarini (hiicre sayisi/ml)
belirlemek i¢in hesaplama yapildu.

Hesaplama: Ortalama sayim degeri x seyreltme faktorii x 10*

Deneylere gegmeden once hiicreler %70-80 yogunlukta oluncaya kadar, yaklasik olarak
2-3 giinde bir %15-17 serum iceren kiiltiir ortamlar1 ile beslenerek %5 CO> basingl ve
nemli atmosferde 37°C’de inkiibatorde tutuldu.

Olusturulan deneyler ¢alismaya gore uygun kiiltiir ortamlarina ekimi yapildiktan 24 saat

sonra kimyasallarin uygulanmasina gegildi.
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Biitiin deney kosullar1 kendi igerisinde iicer kez ve farkli zamanlarda en az 3 defa

tekrarlanarak teyit edildi.

3.2.2. Hiicre Canlilik Testi (MTT)

Bir hiicre toplulugundaki canli hiicrelerin orani, MTT [3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5
diphenyl-2H-tetrazolium bromide] rediiksiyonu yontemiyle kolorimetrik olarak
belirlenebilmektedir. Bu yontem, canli hiicrelerin mitokondrilerinin MTT boyasinin
tetrazolium halkasini1 pargalayabilmesi islemidir. Bu islem mitokondrial bir enzim olan
siiksinat dehidrogenaz enziminin aktivitesine baghdir. Tetrazolium halkasinin
parcalanmasi sonucu soluk sar1 renkli MTT boyast koyu mavi-mor formazan iiriiniine
doniismektedir. Bunun sonucunda mitokondri fonksiyonu bozulmamis canlt hiicreler mor

renge boyanmakta, mitokondri fonksiyonu bozulmus 6lii hiicreler ise boyanmamaktadir.

(100, 101).
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(MTT) {Formazan)

Sekil 13: MTT nin siiksinat dehidrogenaz aktivitesi ile formazan kristaline doniisiimii (102)

MTT Stok Soliisyonu Hazirligi:

MTT boyas1 PBS i¢inde ¢oziilerek steril ve karanlik ortamda S5mg/ml konsantrasyonda
hazirlandi. Cozelti 0.22um’lik filtre 1ile siiziilerek hiicre kalintilar1 ortamdan

uzaklastirildi. MTT ¢ozeltisi her analiz 6ncesi taze olarak hazirlandi.

Uygulama Basamaklari:

1. Hiicre canliliginin degerlendirilecegi giin, hiicrelerin inkiibasyon siirelerinin
ardindan kiiltiir kaplarmma son konsantrasyon 5mg/ml olacak sekilde MTT
cozeltisinden eklendi.

2. Kiiltiir kab1 37°C’de %5 COsz iceren inkiibatorde 4 saat inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki siipernatant atilds.

4. Olusan formazan kristallerini ¢6zmek i¢in 200ul DMSO eklendi ve 37°C’de 30
dakika inkiibe edildi.
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5. Siire sonunda 96 kuyucuklu kiiltiir kab1 Elisa plak okuyucusunda 570 nm’de

absorbanslar1 okutuldu.

% Canhlik = (Ornek Abs-AKontrol II Abs/ AKontrol I Abs-AKontrol IT Abs) x 100

3.2.2.1. AP2s-35 Toksisitesi ile in vitro Alzheimer Modelinin Olusturulmasi

Ap>s-35 ¢ozeltisinin hazirlanmasi

1 mg’lik AP peptidi steril, otoklavlanmig distile su ile ¢oziilerek 1mM’lik stok ¢ozelti
hazirland1. Sonra 50ul olarak porsiyonlanip -20°C’de saklandi. Calisma yapilacagi zaman
%]1,5 serum igeren ortam ile seyreltilerek hazirlanan konsantrasyonlar her deneyden dnce
taze olarak hazirlandi.

PC12 hiicreleri 96 kuyucuklu plaklarm her bir kuyusuna 2x10* sayida olacak sekilde
ekimi yapildi. Once 16-24 saat boyunca hiicrelerin tabana tutunabilmeleri igin %15 serum
iceren ortam, %5 CO:> basmci altinda 37°C’deki inkiibatorde inkiibasyona birakildi.
Sonra hiicrelerin deney boyunca serumun igerebilecegi koruyucu faktorlerin etkisinden
kurtulmak ve ¢cogalmalarini1 yavaslatmak amaciyla kiiltiir kaplar1 i¢indeki ortam atilarak
yerine %1,5 serum igeren ortam eklendi ve deneyde kullanilacak tiim kimyasal maddeler
%1,5 serum igeren ortamda hazirlandi. Alzheimer modeli olusturmak ig¢in hiicrelere farkli
konsantrasyonlarda A2s-35 (0.5, 2.5, 5, 10, 20, 40, 80 ve 100 umol) ve 24, 48 ve 72 saat
gibi farkli stirelerde uygulandi. Kiiltlir kaplart 24 saatlik %5 CO2 basinci altinda
37°C’deki inkiibatdrde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonlar sonrasi canlilik analizleri
MTT yontemi ile spektrofotometrik olarak saptandi. Kullamilan MTT yOnteminin
dogrulugunu ve glivenirliligini saglayabilmek amaciyla 6l¢tim sonras1 alinan absorbansin
1.25 O.D. degerini gegmemesi 6nerilmektedir (103). Analiz sonucunda Af2s.35 icin uygun
doz ve siire belirlendi. Tiim 96 kuyucuklu kiiltiir kab1 ¢caligsmalarinda her grup icin 3’1i

calisild1 ve her test en az 3 defa tekrarlandi.

3.2.2.2. Sikoninin Doz Araliginin Belirlenmesi

Sikonin molekiiliiniin hazirlanmasi

Sikonin molekiili DMSO’da ¢6zdiiriilerek 1mM’lik stok soliisyon hazirlandi, sonra daha
kiiciik hacimlere (50ul, 100ul) porsiyonlanarak -20°C’de saklandi. Calisma yapilacagi
zaman %]1,5 serum iceren ortam ile seyreltilerek hazirlanan konsantrasyonlar her

deneyden Once taze olarak hazirlandi.
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Sikonin molekiiliiniin AP toksisitesi iizerine etkisini gorebilmek icin Oncelikle etkin
dozunun belirlenmesi gerekmektedir. Bunun i¢in farkli konsantrasyonlarda (5-60 umol)
sikonin hiicrelere uygulandi. Sonra kiiltiir kaplar1 24 saatlik %5 CO> basinci altinda
37°C’deki inkiibatérde inkiibasyona birakildi. Siire sonunda MTT testi ile hiicre

canliliklar1 belirlendi.

3.2.2.3. Sikoninin Af2s.35 Toksisitesine Karsi Etkilerilerinin Belirlenmesi
Amiloid beta toksitesi i¢in uygun doz ve siire analizleri yapildiktan ve sikoninin etkin
toksik olmayan dozu belirlendikten sonra AB’nin indiikledigi sitotoksite {izerine sikoninin
etkilerini aragtirmak i¢in MTT analizi yapildi. Dort farkli deney grubu olusturuldu.

1. grup; Kontrol grubu (Higbir tedaviye maruz birakilmayan hiicre grubu)

2. grup; AP uygulanan grubu

3. grup; Sikonin uygulanan grup

4. grup; AP +Sikonin uygulanan grup

3.2.3. Oksidatif Hasar Testleri

Besinlerin oksijen yardimiyla enerjiye dontisiimii esnasinda reaktif molekiiller olan
serbest radikaller meydana gelir. Oksijen, metabolizma sirasinda serbest radikal kaynagi
olarak bilinmekle birlikte yasam i¢in 6nemli bir molekiil olup ¢ok fazla reaktif olan ara
driinlerin meydana gelmesine neden olabilmektedir. Antioksidan savunma sistemleri
ROT olarak bilinen bu molekiillerin zararl etkilerini 6nlemek icin gelismistir. Ancak bazi
durumlarda antioksidan savunma sistemi serbest radikallerin zararl etkisini tamamen yok
edemez ve oksidatif stres meydana gelir. Oksidatif stres ile birlikte olusan bu ROT
ozellikle DNA, lipit ve protein gibi hiicre bilesenlerine zarar verirler ve sonugta aralarinda
akut renal yetmezlik, ateroskleroz, bronsit kalp hastaliklari, alkolik karaciger hastaliklari,
serebrovaskiiler hastaliklar, diyabet, akciger hastaliklari, kanser, anfizem, ve
norodejeneratif hastaliklar gibi yaslanmaya bagli dejeneratif bozukluklarin da yer aldig:
patolojik olaylarin olusumuna neden olurlar (103).

Serbest radikallerin direkt dl¢iim yontemlerinin zorlugu nedeniyle serbest radikal aracilt
doku hasarmin belirlenebilmesi amaciyla daha ¢ok oksidatif hasar sonucu olusan
iriinlerin dl¢iilmesi yoluna gidilmektedir (104,105).

Bu calismada olusan oksidatif hasarin belirlenmesi amaciyla anti oksidan parametreler
GSH-Px, SOD, CAT ve lipit peroksidasyon iiriinii olan MDA seviyesi ELISA yontemiyle

Olctildii. Ayrica NO® analizi Griess yontemi ile kolorimetrik olarak analiz edildi. ELISA
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yontemin prensibi antijen-antikor iliskisine dayanmaktadir. Antijene 6zgii antikor ile
kaplanmis kuyucuklara uygun miktarlarda standartlar ve numuneler ilave edilir.
Inkiibasyon ve yikama isleminden sonra enzim ile isaretli antikor eklenir. Bagli enzim
substratla reaksiyona girerek renk degisikligine neden olur. Reaksiyon i¢in yeterli siire
tamamlandiktan sonra reaksiyonu durdurma soliisyonu ile reaksiyon durdurulur ve
renklenme spektrofotometrik yontemle belirli dalga boyunda okuma yapilarak absorbans
degerleri belirlenir. Bu renk degisikligi antijen varliginin ve diizeyinin tespit edilmesini
saglar.

ELISA yontemi ¢alismasi i¢in PC12 hiicrelerinden asagida belirtilen islem basamaklari
uygulanilarak her bir 6rnek grubu i¢in homojenat elde edilmistir.

Islem Basamaklari:

1. Calisma i¢in kontrol, AP, Sikonin, AP +Sikonin olmak iizere 4 farkli 6rnek grubu
olusturuldu.

2. 6 kuyulu kiiltiir plaklarma 1x10° hiicre/2 ml’de ekildi ve hiicrelerin tutunmast igin
24 saat inkiibasyonu saglandi.

3. Siire sonunda hiicrelerin st faz1 atild1 ve yerine %1.5 serum igeren ortam eklendi.
Sikonin (20uM) ve AP (5uM) igin stok ¢ozeltiden %1.5 serum igeren ortam ile
belirlenen konsantrasyon hazirlandi ve hiicrelere uygulandi.

4. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda asagida belirtilen sekilde hazirlanan liziz
tampon ¢ozelti ile hiicreler buz tizerinde lizis edildi.

5. Liziz olan hiicreler 1.5 ml’lik ependorf tiiplerine alindi ve 15.000 rpm de 15
dakika 4°C’de santrifiij edildi.

6. Santriflij sonrasinda hiicre kalintilar1 dibe ¢oktii, list kisim ayr1 ependorflara
alind1.

7. Elde edilen homojenatlarin 1,5 ml’1 ¢alisma i¢in ayrildi, kalan kismi ise saklamak
izere -80°C’ye kaldirildi.

8. Tiyobarbitiirik asit reaksiyon triinleri (TBARS) kit ¢alismasi i¢in homojenatlarla
kitte belirtilen protokole uyularak deney yapildi. Her 6rnek grubunda 3 defa
caligildi.

Lizis Tampon Hazirlanisi:

e 10mM Tris-HCI

e 25mM EDTA

e % 0,1 Triton-X-100
e ImMDTT
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90 ml distile suyun igerisine Tris-HCI eklenip pH=7,2’ye ayarlandi. Sonra iizerine
yukarida belirtilen diger kimyasallar eklendi ve son hacim 100 ml olacak sekilde eksik
kalan kisim tekrar distile su ile tamamlandi. Hazirlanan bu lizis tampon ¢ozelti ile
hiicrelerden homojenat hazirlandi ve TBARS, CAT, GSH-Px kitlerindeki belirtilen
protokole uyularak ELISA yéntemi ¢aligildi.

3.2.3.1. TBARS Testi (katalog no: 10009055)

Hiicrelerin reaktif oksijen iirlinlerine kars1 en hassas bilesenleri lipitlerdir. Reaktif oksijen
tirtinleri tarafindan membran lipitlerindeki doymamis yag asitlerinin oksidasyonu lipit
peroksidasyonu olarak bilinir. Lipit peroksidasyonunun en dnemli iiriini MDA’ dir. MDA
diizeyi tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri (TBARS) testi ile belirlendi. Bu test oksidatif
hasar testlerinde lipit peroksidasyonunun belirlenmesinde en sik kullanilan yontemlerden
biridir. Tiyobarbitiirik asit reaksiyon iiriinleri malondialdehit (MDA) olarak ifade edildi.

Testin _prensibi: Lipit peroksidasyonu sonucu olusan iiriinlerin asidik kosullarda

tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona girmesi sonucu meydana gelen renk degisimi
kolorimetrik olarak 6l¢iilebilmektedir. Elde edilen absorbans degerleri molar ekstinksiyon

katsayist (1.56x10° cm™'M™!) kullanilarak hesaplands.

peroxyl radical m

cyclic peroxide \/'_L\/‘_“\\/

TBA reaction with MDA

s S T s.__N_ _OH HO N\[/SH
2 \]'ij, + )] — = i [ +ae
N S

oH H H
TBA MDA product

Sekil 14: MDA olusumu ve MDA-TBA arasinda meydana gelen reaksiyon (106)
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3.2.3.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Testi (katalog no: 703102)

Glutatyon peroksidaz, sitozolde bulunan tetramerik bir enzimdir ve yapisinda dort Se
atomu vardir. Hidroperoksitler ile H>O; indirgenmesini saglar. Zar fosfolipitlerinden,
fosfolipaz A2 tarafindan salinan lipit hidroperoksitlere etki gosterir. Fagositik hiicrelerde
onemli bir etkisi vardir. Asir1 solunum esnasinda serbest radikal hasari sonrasinda
fagositik hiicrelerin zarara ugramasini onler. GSH-Px aktivitesindeki azalma, hiicre
hasarina ve hidrojen peroksit birikmesine neden olur. GSH-Px, hem lipit peroksidasyonu
sonucu olusan lipit hidroperoksitlerin metabolizmasin1 saglar hem de lipit

peroksidasyonunun baslamasini 6nler (103).

GSH-Px
HrO» + 2GSH ———> 2H,0 + GSSG

3.2.3.3. Katalaz (CAT) Testi (katalog no: 707002)

Sitozolde ve peroksizomlarda bulunan ve yapisinda hem grubu igeren bir protein olan
katalaz, H>O2’in suya ve molekiiler oksijene cevrilmesini katalizler. CAT etil
hidroperoksit ve metil hidroperoksit gibi kii¢iilk molekiillerin indirgenmesini de saglar,

fakat biiylik molekiil agirlikli olan lipit hidroperoksitlere karsi etki gostermez (105).
Katalaz
HO: + AH, ————> ZHO+ A
(Katalitik aktivite)
Katalaz

Hg(}3+ Hg(_.‘lz _—

> 2H,0 + O,
(Peroksidatik aktivite)

3.2.3.4. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Testi (katalog no: 706002)

Tiim aerobik hiicreler SOD icgerirler. Hem mitokondrilerde, hem de sitozolde bulunan bu
enzim siiperoksit radikallerini etkisiz hale getirerek, hiicreleri O2" zararlarindan korur.
SOD aktivitesi, dokularda oksijen basincinin (pO2) yiikselmesi ile artar. SOD, graniilosit
fonksiyonu ve fagosite edilmis bakterilerin intraseliiler olarak oldiiriilmesinde rol
oynayan énemli bir enzimdir. Igerigindeki metal iyonuna gore mitokondriyal tetramerik
Mn-SOD ve sitozolik dimerik Cu, Zn-SOD olarak adlandirilir (103).

SOD

207+ 2HY ——— > 2HhOh + O
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Bu deney i¢in kitin protokoliinde belirtilen liziz tampon ¢ozelti ayr1 olarak hazirlanip,
elisa yontemindeki homojenat eldesi icin yapilan islem basamaklar1 takip edilerek
homojenat elde edilmistir. Homojenat eldesinden sonra kitteki islem basamaklarina
uyularak deney yapilmistir. Liziz tampon ¢ozelti asagida belirtilen sekilde hazirlanmstir;
Liziz tampon ¢ozelti hazirlanisi:

e 10mM Tris-HCI

e 25mM EDTA

e 9% 0,1 Triton-X-100

e 100Mm Sukroz
90 ml distile su igerisine 10 mM tartilan tris-HCI eklenip pH=7,2’ ye ayarlandi ve {izerine
yukarida belirtilen kimyasallar belirtilen oranlarda eklendi ve eksik kalan hacim tekrar
distile su eklenerek 100 ml’e tamamlandi.
Her bir 6rnek grubu i¢in homojenatlar hazirlanan bu liziz tampon ile elde edildikten sonra

3’er li olarak kitteki protokole uyularak deney yapildi.

3.2.3.5. Nitrat/Nitrit Kolorimetrik Testi (katalog no: 780001)

Nitrik oksit, insan hiicreleri tarafindan biyokimyasal olarak sentezi yapilan bir endojen
sinyal molekiilii olmasinin yaninda solunumla kirlenmis atmosferden alinan ve zararl
etkilere sahip bir ekzojen gaz molekiiliidiir (107). NO°, yar1 omrii ¢ok kisadir ve serbest
radikal yapisina sahiptir. NO®, lipofilik yapida olup, yiiksek konsantrasyonlardaki NO°,
oksijensiz ortamda oldukga stabildir ve suda ¢oziinme 6zelligine sahiptir. NO®, iizerinde
yiik tasimamasi ve eslenmemis elektron bulundurmasindan dolay1 6nemli bir mesajcidir.
Yani yiiksiiz oldugu i¢in bir hiicreden diger hiicreye hicbir bariyerle karsilasmadan
kolaylikla gecer ve eslenmemis elektrona sahip olmasi nedeniyle reaksiyon hizlari
yiiksektir (108).

Nitrik oksit, L-argininden sitriilin olusumu esnasinda, L-argininin guanidin nitrojen
grubunun hidroksilasyonu ile olusan bir ara iirlindiir. Sentez icin NADPH, kalmodulin,
oksijen ve dort kofaktor (hem, flavin mononiikleotit, flavin adenin diniikleotit ve
tetrahidrobiyopterin) gereklidir NO°, viicudun bir¢ok dokularinda sentezlenmektedir.
NO’, endojen L-argininden nitrik oksit sentaz (NOS) enzim ailesi tarafindan sentezlenir.
NO’ sentezlendikten sonra hizli ve kararli bir sekilde okside edilerek son iiriinler olan

nitrit ve nitrat gibi inaktif bilesiklere doniisiir (108). NO® oksijen ile hizla reaksiyona
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girerek nitrite doniistiiglinden, “Griess Reaksiyonu” yontemi kullanilarak nitrit/nitrat
tizerinden NO' konsantrasyonu ol¢iilmektedir. Asagida belirtilen islem basamaklari takip
edilerek NO" konsantrasyonu griess yontemi ile tayin edilmistir.

Islem Basamaklari:

1. Calisma i¢in kontrol, AP, sikonin, AB+sikonin olmak {izere 4 farkli 6rnek grubu
olusturuldu.

2. 6 kuyulu kiiltiir plaklarmna 1x10° hiicre/2 m1’de ekildi ve hiicrelerin tutunmast i¢in
24 saat inkiibasyonu saglandi.

3. Siire sonunda hiicrelerin iist fazi atildi ve yerine %1.5 serum i¢eren ortam eklendi.
Sikonin (20uM) ve AP (S5uM) igin stok ¢ozeltiden %]1.5 serum iceren ortam ile
belirlenen konsantrasyon hazirlandi ve hiicrelere uygulandi.

4. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin iistiinii orten iist faz (siipernatant) ayr1
ayr1 ependorflara alindu.

5. 15.000 rpm de 15 dakika 4°C’de santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi dipte 6lii hiicre kalintilar1 olustu, yeni ependorf tiiplere iist faz,

dibe ¢ok gelmeden alindi.

3.3. istatiksel Analiz

Verilerin istatiksel analizinde SPSS 16.0 (SPSS Inc.) istatistik programi kullanildi.
Sonuglar ortalama + Standart Sapma seklinde verildi. Hastalarin ve kontrol grubunun
verilerileri arasindaki farklar bagimsiz gruplarda t testi ile analiz edildi. Gruplar arasinda
karsilagtirma yapmak i¢gin ANOVA ve Kruskal Wallis testi kullanildi. Normal dagilim
gosteren parametrik verilere Pearson korelasyon testi, normal dagilima uymayan verilere
ise Spearman korelasyon testi uygulandi. Tiim istatiksel degerlendirmelerde 0.05’den

kiigiik p degeri istatiksel agidan anlamli kabul edildi.
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4.BULGULAR

4.1. MTT Hiicre Canlilik Testi Sonuclari

4.1.1. AB25-35 Toksisitesi ile in vitro Alzheimer Modelinin Olusturulmasi

PC12 hiicrelerinde A2s-35 peptidi ile ndrotoksisite modeli olusturmak i¢in 0.5, 2.5, 5, 10,
20, 40, 80 ve 100 umol konsantrasyonlarda AP peptidi verilerek 24, 48 ve 72 saat
stiresince inkiibasyonu yapildi ve inkiibasyon sonunda MTT testi ile hiicre canliliklar
belirlendi. Analiz edilen dozlar ve siireler degerlendirildi ve Spmol AB2s.35’in hiicrelerin
yaklagik %33’1 iizerine toksik etki goOstererek hiicre canliligini azalttigi goriildi. Bu
deney sonucu Af»s.35 igin en uygun siire ve dozun 24 saat 5 umol oldugu saptand: ve bu
doz ve siire diger ¢alismalarda kullanildi. Tiim 96 kuyucuklu plak ¢alismalarinda her grup
icin 3’1 ¢alisildi ve her test en az 3 kez tekrar edildi.
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Sekil 15: PC12 hiicrelerinin farkli konsantrasyondaki A»s.3s ile 24 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen
MTT sonuglari. (Kontrol vs AP ***: p<0.05, **: p<0.01, *.p<0.001).
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Sekil 16: Hiicrelerin farkli A»s.3s konsantrasyonlarina maruziyeti, 48 saat sonra yapilan MTT sonuglart.
(Kontrol vs AR **: p<0.01, **:p<0.001).

120

J

100 -

L

N . e

40 - I

) I l
0 05 25 5 10 20 40 50

Amiloid beta (pM)

1

Hiicre canlihig (OD 570 nm)

Sekil 17: Hiicrelerin farkli AB»s.35 konsantrasyonlarina maruziyeti, 72 saat sonra yapilan MTT sonuglari.
(Kontrol vs AB ***p<0.05, **p<0.01, *p<0.001).

4.1.2. Sikonin Molekiiliiniin Doza Bagh Hiicre Canlihigina Etkisi

PC12 hiicrelerinde sikonin molekiiliiniin koruyucu etkisini belirlemek iizere farkli
konsantrasyonlarda (5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 ve 60 umol) uygulandi. 24 saat inkiibasyonu
yapildiktan sonra MTT testi ile kullanilan tiim dozlarin hiicre canliligi {izerine toksik etki
yapmadigr saptandi  (Sekil 18). Kullanilan dozlardan canliligi destekleyen

konsantrasyonu olan 20 umol diizeyi segilerek calismada kullanildi.
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Sekil 18: Farkli konsantrasyonlarda uygulanan sikonin dozlarinin 24 saatlik uygulamasi sonucu elde edilen
MTT sonuglari (Kontrol vs Sikonin **p<0.01).

4.1.3. Sikoninin Ap2s-35 Toksisitesine Kars1 Etkisi

Bu asamada, sikoninin A2s.35 toksisitesi tizerine etkinligi incelendi. Bu amagla, hiicreler
5 pumol A2s-35°ya maruz birakilirken bazi gruplara da 20 pmol sikonin eklendi (Sekil 19).
Inkiibasyon sonunda (24 saat) yapilan canlilik analizleri, sikonin’in Aas.3s toksisitesini
azaltarak hiicre canliligini istatiksel olarak anlamli diizeyde koruyucu etkisi oldugunu

gosterdi (p<0.01).
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Sekil 19: Sikoninin (20 pM) AP (5uM) toksisitesine karsi koruyucu etkisinin MTT canlilik testi ile
degerlendirilmesi. Kontrol vs. AR *p <0.01, AB vs. Sikonin **p < 0.01, A vs. AB+Sikonin ***p< 0.05.
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4.2. Sikoninin Oksidatif Hasara Kars1 Korucu Etkileri

4.2.1. Lipit Peroksidasyonu-TBARS Testi Bulgulari

Lipit peroksidasyon iiriinii olan MDA diizeyi tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri
(TBARS) testi ile belirlendi. Yapilan analizde, PC12 hiicrelerinde Ap2s.35, MDA
tiretimini belirgin diizeyde stimiile ederken (p<0.001), sikonin uygulamasinin bu etkiyi
biiylik oranda diistirdigli goriilmiistiir (p<0.001). Bu sonug, sikoninin oksidatif hasara

yani lipit peroksidasyonuna kars1 koruyucu etkisini gostermektedir.
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Sekil 20: Sikoninin lipit peroksidasyonuna karst koruyucu etkisinin belirlenmesi. Kontrol vs. A3

("p< 0.001). AB vs. sikonin ("p<0.001). AB vs. AR+ sikonin (“p < 0.001).

4.2.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Testi Bulgular:

Yapilan analizde, kontrol grubuna kiyasla APB2s.35’in SOD diizeyini azalttigini (p<<0.001),
sikonin uygulamasinin ise SOD diizeyini arttirdig1 goriilmiistiir (p<0.05). Bu sonug, PC12
hiicrelerinde AP toksisitesi ile olusturulan oksidatif hasara karsi sikoninin SOD

antioksidaninin aktivitesini arttirarak koruyucu etkisi oldugunu gostermektedir.
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Sekil 21: Sikoninin SOD enzimi iizerine etkisinin belirlenmesi. Kontrol vs. AB ("p < 0.001). AP vs. sikonin
(™p < 0.05). AB vs. AB+sikonin (“"p < 0.05).

4.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH Px) Testi Bulgular:

Yapilan analizde, kontrol grubuna kiyasla A2s3s’in GSH-Px diizeyini azalttigini
(p<0.001), sikonin uygulamasinin ise GSH-Px diizeyini arttirdig1 gortilmistiir (p<0.05).
Bu sonug ile hiicrelerde AP peptidi ile olusturulan oksidatif hasara kars1 sikoninin

glutatyon peroksidaz enzim aktivitesini arttirarak koruyucu etkisinin varligi gozlendi.
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Sekil 22: Sikoninin GSH-Px aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi. Kontrol vs. AB ("p < 0.001). AB vs.
sikonin ("p < 0.001). AP vs. AB+sikonin (*“p < 0.05).
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4.2.4. Katalaz (CAT) Testi Bulgular:

Yapilan analizde, kontrol grubuna kiyasla Af»s3s’in katalaz diizeyini azalttigini

(p<0.001), sikonin uygulamasinin ise katalaz diizeyini arttirdig1 goriilmiistiir (p<0.001).
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Sekil 23: Sikoninin CAT aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi. Kontrol vs. AR ("p < 0.001). AB vs.
sikonin (“p < 0.001). AB vs. AB+sikonin ("p < 0.001).

4.3. Nitrik Oksit Testi Bulgular:

Nitrik oksit, serbest radikal yapisina sahip ve yar1 omrii ¢ok kisa olan bir gaz

molekiiliidiir. Bu calismada “Griess Reaksiyonu” yontemi kullanilarak nitrit/nitrat

tizerinden NO® konsantrasyonu dl¢iilmiistiir. Analiz kolorimetrik olarak tayin edilmistir.

Yapilan analiz sonucuna gore AR nin NO® diizeyini arttirdig1, sikoninin ise NO* diizeyini

azalttig istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0.001).
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Sekil 24: Sikoninin NO® diizeyi iizerine etkisinin belirlenmesi. Kontrol vs. AB ("p < 0.001). AB vs. sikonin
("p < 0.001). AP vs. AB-+sikonin (p < 0.001).
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5. TARTISMA

Alzheimer Hastalig, kortikal disfonksiyon ve ilerleyici bellek bozuklugu ile karakterize
kronik norodejeneratif bir hastaliktir. Tiim demanslar arasinda en sik goriilen demans
tipidir ve goriilme siklig1 yasla birlikte artar. Giinlimiizde 6liim nedenleri arasinda altinci
sirada goriilmektedir ve ilerleme siirecinde hastanin yani sira ¢evresindekileri de olumsuz
yonde etkileyerek toplum i¢in sosyo-ekonomik bir problem meydana getirmektedir (3).
Yapilan bir ¢calismaya gore tahminen diinyada 40 milyon insanin ¢ogunlugu 60 yas tistii
olup demans hastaligina sahip oldugu ve bu durum 2050 yilina kadar her yirmi yilda bir
ikiye katlanacagi tahmin edilmektedir (41). Bu nedenle AH patogenezi iizerine yapilan

arastirmalar giderek 6nem kazanmaktadir.

Alzheimer hastaliginin etiyopatogenezini tanimlamada kabul géren teorilerden birisi
Amiloid Kaskad Hipotezi_dir. Bu hipoteze gére AP’ nin asir1 liretilmesi sonucu meydana
gelen agregatlarin toksik etki gosterdigi ve bunun sonucunda noéron Oliimiiniin
gerceklestigi kabul edilmektedir (52). AP, beyinde ¢oziiniir ya da ¢oziinmez yapilarda,
monomerden yiiksek molekiil agirlikli oligomerlere kadar degisen formlarda hiicre i¢inde
veya disinda bulunabilmektedir (51). Senil plaklarda ¢oziinmez formda ekstraseliiler
depozitler halinde birikiminin AH patogenezinde temel mekanizma olduguna dair artan
gorlisler bulunmakta ise de, AP ’nin indiikledigi toksisitenin olusum mekanizmasi hala

kesinlik kazanmamis durumdadir.

Alzheimer hastaligt modeli olusturulurken Apa2s3s peptidi siklikla kullanilan bir A
formudur (109). AB»s-35 peptidi 11 amino asitten olugsmaktadir. Néronal dokuda APP’nin
amiloidojenik parcalanmasi sonucu toksik APi40 ve APi42 fragmanlart olusmaktadir.
Amfipatik 6zellige sahip olan APBi.42 peptidinin C-terminalindeki 12-14 amino asitlik
kisim hidrofobik olup, N-terminal kismi ise hidrofiliktir. AP2s3s peptidi APi-42’nin
hidrofobik C-terminal kisminda lokalizedir (110). AH olanlarin beyninde Af2s.35
peptidin varlifi immunohistokimyasal olarak gosterilmistir. Amiloidojenik siirecte

tiretilen ve toksik olan APi40 monomerlerinin AB2s3s peptidine doniisebildigi
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kanitlanmistir (111). Bu nedenle AH ile iliskili mekanizmalarin aragtirllmasinda Af2s-35

peptidi sik olarak kullanilmaktadir.

Bizim ¢alismamizda da in vitro AH modeli olusturmak i¢in néronal toksisite ajani olarak
sentetik AP2s-35 peptidi kullanilmistir. AP2s.35 peptidinin ndronal dokuda olasi etkilerini
inceleyebilmek icin hiicre hatti olarak PC12 (sican feokromasitoma) hiicre hatti
kullanilmistir. PC12 hiicreleri noéroendokrin 6zellige sahip kromaffin hiicrelerden
gelismis sican feokromasitoma hiicreleri olup deneysel AH modeli olusturmak igin sik

kullanilan bir hiicre hattidir (112).

PCI12 hiicre hattinda noronal sitotoksite olusturmak i¢in hangi doz ve siirede AP2s-35
kullanilacagina ait literatliirde farkli ¢alismalarda farkli doz ve siireler bildirilmistir.
Yapilan bir¢ok ¢alismada PC12 hiicrelerinde etkin AP doz ve siiresi i¢in genellikle 24
saatlik inkiibasyon ile 10-20 pmol olarak belirlenmistir (113, 114,115). Jang JH ve ark.
(2003) ise 36 saatlik inkiibasyon ile 50 pmol olarak belirlemislerdir (116). Calismamizda
PC12 hiicrelerinde AH modeli olusturmak i¢in farkli konsantrasyonlarda (0.5, 2.5, 5, 10,
20, 40, 80 ve 100 pumol) ve farkl siirelerde (24, 48 ve 72 saat) AP2s.35 uygulanarak
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonlar sonras1 hiicre canliigit MTT testi ile analiz edildi.
Yapilan MTT analizleri sonucunda 24. 48. ve 72. saatlerin sonunda hemen hemen tiim
dozlarin kontrole gore hiicre canliliginin anlamli olarak azalmasina neden oldugu
gozlendi (Sekil 15,16,17). Bu analizler sonucunda anlamli néron 6liimiine yol a¢an doz
ve siire olarak 5 pmol ve 24 saat (hiicrelerin yaklasik %33’ lizerine toksik etki gésteren

doz) olarak secildi (p<0.01). Bu doz ve siire ile deneylere devam edildi.

Sikonin geleneksel Cin tibbinda yaygin olarak yara iyilesmesinde kullanilmaktadir. Anti-
inflamatuar, anti-trombotik, anti-mikrobial, anti-oksidan ve etkilere sahip oldugu
bilinmektedir. Lithospermum erthhrorhizon Sieb. Et. Zucc. (Boraginaceae) bitkisinin
kurumus koklerinden elde edilmektedir. Sikonin son yillarda ilgi odagi haline gelmis olup

bircok faydali etkileri {izerine yapilan ¢alismalar gittikce artmaktadir (14,15).
Bu tez ¢alismasinda PC12 hiicrelerinde AP ile olusturulan in vitro AH modelinde

sikonin’in AP ile indiiklenen sitotoksite ve oksidatif hasara kars1 olas1 koruyucu etkisi

arastiritlmistir. Sikoninin bir¢cok hastalikta koruyucu rolii oldugu bilinmesine karsin,
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AH’da 6nemli bir patofizyolojik mekanizma olan AP aracili sitotoksite ve oksidatif hasar

lizerine etkilerinin arastirildigi bir literatiir ¢aligmasi heniiz bulunmamaktadir.

Amiloid beta i¢in uygun doz ve siire analizi yapildiktan sonra, sikoninin PC12 hiicreleri
tizerine etkilerini incelemek i¢in farkli konsantrasyonlarda (5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 ve
60 umol) sikonin uygulandi. 24 saatlik inkiibasyondan sonra yapilan MTT testi ile
kullanilan tiim dozlarin hiicre canlilig1 tizerine toksik etki yapmadigi saptandi. Kullanilan
dozlardan en diisiik ve canlilig1 destekleyen doz olan 20 umol segilerek ¢alismamizda
kullanildi.

Esmaeilzadeh E. vd. (2013), yaptiklari calismada sikonin’in PC12 hiicrelerinde 6 OHDA
ile olusturulan ndrotoksisiteye karsi koruyucu etkisinin varligini aragtirmiglar ve 10 pmol
sikoninin olusan toksisiteye karsi hiicre canliligini %70 korudugu saptamislardir (97).
Sikoninin PC12 hiicre hattinda Af2s.35 toksisitesi iizerine etkilerini incelemek icin MTT
canlilik analizi yapildi. MTT canlilik analizinde 20 pmol sikoninin 5 umol AP2s.3s
toksisitesi azaltarak hiicre canliligin1 korudugu saptandr (Sekil 19). Sonuglar istatiksel
olarak anlamli idi (‘p<0.001).

Alzheimer hastaliginda AP ile iligkilendirilen serbest radikal olusumu hiicrelerde
oksidatif strese neden olmaktadir. Coziiniir ve agragat halindeki AB’nin ndron hiicreleri
membranlarina giderek lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonunu tetikledigi ve RNT
ve ROT’larin olusumuna neden oldugu bilinmektedir. Tiim bu A kaynakli degisimler, E
vitamini ya da diger antioksidanlar ile inhibe edilebilmektedir (55).

Oksidatif stres, hiicrelerin lipid tabakasinin peroksidasyonuna sebebiyet veren RNT lerin
tiretimi ile viicudun antioksidan savunma sistemi arasindaki dengesizlik olarak ifade

edilmektedir (67).

Calismamizda sikoninin ABgs.35 toksisitesine karst koruyucu etkisi belirlendikten AB’nin
indiikledigi oksidatif hasara kars1 olas1 koruyucu etkisinin incelenmesi amag¢lanmistir. Bu
amacla kontrol, AP2sss, sikonin ve Afassstsikonin olmak iizere 4 deney grubu
olusturuldu. Oksidatif hasarin belirlenmesi amaciyla antioksidan parametreler GSH-Px,
SOD, CAT ve lipit peroksidasyon {iiriinii olan MDA, ELISA yontemiyle ol¢iildii. Ayrica

NO’ analizi Griess yontemi ile kolorimetrik olarak analiz edildi.

Hiicrelerin ROT’lara kars1 en hassas bilesenleri lipitlerdir. ROT’lar tarafindan membran
lipitlerindeki doymamis yag asitlerinin oksidasyonu lipit peroksidasyonu olarak bilinir.

Lipit peroksidasyonunun en 6nemli iirtinlerinden biri MDA dir (114). Calismamizda
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MDA diizeyi TBARS testi ile belirlendi. MDA diizeyi 4 deney grubunda 6l¢iildii ve elde
ettigimiz sonuglara gére AP2s.3s 'in MDA diizeyini anlamli olarak arttirdigi, ancak Apas.
35’in sebep oldugu MDA diizeyindeki artisin sikonin eklenmesi ile istatistiksel olarak
anlaml bir diizeyde azaldig1 gozlendi (p<<0.001) (Sekil 20). Bu sonug sikonin’in AP ile
indiiklenen lipit peroksidasyonuna kars1 koruyucu etkisi olabilecegini gostermektedir.
Stiperoksit dismutaz ROT kars1 savunmanin ilk yoludur (17,117) hem mitokondrilerde,
hem de sitozolde bulunmaktadir. Bu enzim O:" radikallerinin zararlarii etkisiz hale
getirerek, hiicreleri O2™ radikallerinin zararl etkilerinden korur. Dokularda oksijen
basincinmn (pO>) yiikselmesi ile SOD aktivitesi artar. Icerigindeki metal iyonuna gére
mitokondriyal tetramerik Mn-SOD ve sitozolik dimerik Cu, Zn-SOD olarak adlandirilir
(103). Calismamizda AP2s-35’in SOD diizeyini anlamli olarak azalttig1 (p<0.001), ancak
AP2sas’in sebep oldugu SOD diizeyindeki azalmanin sikonin eklenmesi ile istatiksel
olarak anlamli bir diizeyde arttig1 gézlendi (p<0.05) (Sekil 21).

Katalaz ve GSH-Px, H202’in molekiiler oksijen ve suya doniistiiriilmesini saglayan
enzimlerdir (17). CAT, peroksizomlarda ve sitozolde bulunur ve yapisinda hem grubu
icermektedir (103). Caligmamizda yapilan analize gore A2s-35’in CAT diizeyini anlamli
olarak azalttigi, ancak AP»s.35’in sebep oldugu CAT diizeyindeki azalmanin sikonin

eklenmesi ile istatiksel olarak anlamli bir diizeyde arttig1 gozlendi (p<0.001) (Sekil 23).

Glutatyon peroksidaz sitozolde bulunan tetramerik bir enzimdir ve yapisinda dort Se
atomu vardir. Hidroperoksitlerin ve H202’ in indirgenmesini saglar. GSH-Px
aktivitesindeki azalma, hiicre hasarina ve H>O; birikmesine neden olur. GSH-Px, hem
lipit peroksidasyonu sonucu olusan lipit hidroperoksitlerin metabolizmasini saglar hem
de lipit peroksidasyonunun baslamasini 6nler (105). Yapilan analiz sonucuna gére A nin
GSH-Px diizeyini anlamli olarak azalttig1 (p<<0.001), ancak A2s-35’in sebep oldugu GSH-
Px diizeyindeki azalmanin sikonin eklenmesi ile istatiksel olarak anlamli bir diizeyde
arttig1 goézlendi (p<0.05) (Sekil 22). Bu sonuglar sikonin, A2s.35 aracili oksidatif hasara
kars1 bu antioksidan enzim aktivitelerini artirdigi ve koruyucu etkiye sahip oldugunu

gostermektedir.

Alzheimer hastaliginda asir1 miktarda AP ve NFY birikimi sonucu oksidatif stres
meydana gelmekte ve bu siiregte oksidan ve antioksidan sistem arasindaki denge
bozulmaktadir (118). Bunun sonucunda ise serbest radikaller olugsmaktadir. Antioksidan
savunma sistemi enzimlerinden olan SOD, CAT, GSH-Px olusan ROT’lan

zararsizlatirarak oksidatif strese karsi koruyucu etki gosterirler.
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Alzheimer hastaliginda ROT’un asir1 {iretimi ve antioksidan sistemin yetersizligi
nedeniyle protein, lipid ve DNA gibi makromolekiiller biiyiik oranda hasar gérmekte ve
noron hiicrelerinin Oliimiine sebebiyet vermektedir. Ayrica agir1 iiretilen ROT’ lar,
mitokondriyal fonksiyon bozukluklari, AP ve APP {iretimini ve yaslanmay1
tetikleyebilme ve sekretaz enzimlerini aktive edebilmektedir (68). Yapilan ¢alismalarda
serbest oksijen radikallerinin amiloid birikimini arttirict etki gosterdigi ve bu etkiyi bazi
serbest radikal yakalayicilarindan olan E vitamininin korucu etki gosterdigi

gozlemlenmistir (64).

Bizim c¢aligmamiza benzer sekilde Wang Z. vd. (2010) yaptiklar1 ¢alismada sikonin’in
farelerde serebral iskemi/reperflizyon hasarina karsi noroprotektif etki sergiledigini
saptamiglardir. Bu ¢alismada sikonin’in iskemik beyin hasarina kars1 koruyucu etkisinin
varlig1 saptanmis, lipit peroksidasyon iiriinii olan MDA diizeyini azalttigi gézlenmistir.
Ayni1 zamanda sikonin’in SOD, CAT ve GSH-Px aktivitesini arttirdigr goriilmiistiir. Bu
sonuclar sikonin’in iskemi/reperfliizyon hasara karsi noroprotektif etkilerinin onun

antioksidan etkilerinden dolay1 olabilecegini gostermistir (17).

Lu GA. vd. (2015), karbon iyon 1sinlariyla 1sinlanmis farelerde olusan beyin hasarina
kars1 sikonin’in koruyucu etkisini arastirmislar ve sikonin’in farelerde karbon iyon
1s1ninin olusturdugu oksidatif strese karst koruyucu etkisinin oldugunu, SOD, CAT ve

GSH/GSSG oranini anlamli derecede arttirdigini saptamislardir (119).

Esmaeilzadeh E. vd. (2013), yaptiklart ¢alismada PC12 hiicrelerinde 6-OHDA ile
olusturulan norotoksisiteye karst sikonin’in koruyucu etkisi arastirmiglardir. Bu
calismada sikonin’in 6-OHDA ile olusan norotoksisite ve oksidatif hasara kars1 koruyucu
etkisinin varlig1 goriilmiis, ROT seviyesini ve noronal hasar1 azalttig1, antioksidan enzim

aktivitesini arttirdigr (GSH-Px, SOD) gozlemlenmistir (97).

Nitrik oksit, serbest radikal yapisina sahip olan ve yari omri ¢ok kisa bir gaz
molekiilidiir. NO* 6l¢iimii yapilirken 0Ozellikle nitrit Sl¢timii tercih edilse de NO°
metabolizmas1 sonucu, biyolojik sistemlerde nitrit hem demiri igeren proteinler varliginda
nitrata okside olmaktadir. Fizyolojik kosullarda NO® yaklagik 3:2 oraninda nitrit ve nitrata
okside olmaktadir. Olusum oranlar1 6rnege bagli olarak degisiklik gosterdiginden, NO*
metabolizmasinin derecesinin en 1iyi goOstergesi olarak nitrit ve nitratin birlikte
Ol¢iilmesidir (107). Bu calismada “Griess Reaksiyonu” yontemi kullanilarak nitrit/nitrat

tizerinden NO" konsantrasyonu ol¢iilmiistiir. Yapilan analiz sonucuna goére AR’ nin NO’
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diizeyini arttirdigi, sikonin’in ise A2s-35’in sebep oldugu NO® diizeyindeki artisi istatiksel
olarak anlamli (p< 0.001) bir diizeyde azalttig1 gézlendi.

Bizim caligmamiza benzer sekilde Prasad RG vd. (2015), lipopolisakkarit (LPS) ile
indiiklenen BV2 mikroglial hiicrelerinde sikonin’in anti-inflamatuar etkisi arastirilmis ve
bu ¢alismada pro-inflamatuar mediatorler olan NO°, prostoglandin Es, timor nekroz
faktor-a (TNF-a) diizeylerine ve de bunlarin temel diizenleyici genleri ve {iriinleri olan
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), cyclooxygenase-2 (COX-2) ve TNF-a
ekspresyon diizeylerine bakilmig ve sikonin’in anti-inflamatuar etkisinin oldugu

gozlemlenmis. Sikoninin NO' seviyesini anlamli derecede azalttig1 goriilmiistiir (120).

Bu tez ¢aligmasindan elde edilen sonuglar, AB2s.35ile PC12 hiicrelerinde olusturulan in
vitro AH modelinde sikonin’in olusan noronal sitotoksite ve oksidatif hiicre hasari
tizerine olumlu etkilerini ortaya koymustur. Boylece, sikonin’in AH’inda 6nemli bir
patofizyolojik mekanizma olan AP ile indiiklenen sitotoksisite ve oksidatif hasarin

onlenmesinde potansiyel bir ajan olabilecegi diisiincemizin desteklendigini gérmekteyiz.
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