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OZET

Alzheimer hastaligi (AH), biligsel fonksiyonlarda bozulma ile karakterize ilerleyici, kronik bir
hastaliktir. Giinlimiizde AH’nin tam tedavisi bulunmamaktadir, mevcut tedaviler belirtileri azaltmak
ve hastaligin ilerlemesini yavaslatmak seklindedir. Yag asitlerinin tiikketim miktarlar1 ve aralarindaki
dengenin ndrolojik hastaliklardan koruyucu olabilecegi diigiiniilmektedir. Bu tez ¢aligsmasinda,
Q3/Q6 ¢oklu doymamis yag asitlerinin (CDYA) oranlarinin, ABi.42 ile SH-SYSY hiicrelerinde
olusturulan AH modelindeki hiicre canliligl, hiicre ici ROT miktari, apoptoz oranlari, azalan
mitokondriyal membran potansiyeli {izerine koruyucu etkileri, asetilkolin esteraz (AChE) enzim
aktivitesi lizerine inhibitor etkileri ve pro/antiinflamatuvar sitokinler iizerine etkilerinin belirlenmesi
amaglanmigtir. Q6 ve Q3 yag asitleri uygulanan hiicrelerin canliligt MTT testi ile belirlendi.
Apoptotik hiicrelerin yiizdesi, FITC-konjuge Annexin-V/PI ile tespit edildi. TNF-a, COX-2, IL-6,
NF«B ve TGFB1 genlerinin ekspresyon seviyeleri Real-Time PCR ile sitokin salinimlari ise Enzime
Bagli immiin Sorbent Tahlili (ELISA) yéntemi kullanilarak belirlendi. ROT, MMP ve Hiicre déngii
analizleri akis sitometrisi ile yapildi. Caligma sonuglarimiza gore, 48 saat 23/Q6 oranlar1 uygulamasi
sonucu MTT testinde, 1/1, 1/2 ve 1/8 dozlarinda istatistiksel olarak anlamli diisiis, 1/4 ve 1/16
gruplarinda ise artis gézlenmistir. Apoptoz sonuglarina gore, 1/1, 1/2, 1/4, 1/8 ve 1/16 dozlarinin 48
saat uygulamadan sonra kontrol grubunda %95,7 olan hiicre canliligiin sirastyla, %95,6, %81.4,
%86,2, %32,2 ve %19,8’¢ diistiigii, Q6 dozu arttikca yiizde canliliginin azaldigi bulunmustur. ROT
ve MMP diizeylerinin, kontrol grubuna gore tiim gruplarda azaldigi tespit edilmistir. Oksidatif strese
kars1 en yiiksek norokoruyucu etki 1/1 dozunda gozlenmistir. ABi142” nin neden oldugu hiicre
dongiisiindeki blokaj1 ise 1/8 dozunun kismi de olsa diizeltilebildigi gézlenmistir. AChE enzim
aktivitesinde, 1/4, 1/8 ve 1/16 dozlarinda istatistiksel olarak anlamli diisiis gézlenmistir. TNF-a ve
IL-6 mRNA ekpresyon seviyesi; en diisiik 1/4 dozunda, en yiiksek ise 1/16 dozunda bulunmustur.
COX-2 mRNA ekpresyon seviyesinin en yiiksek 1/4, 1/8 ve 1/16 dozlarinda €26 orani arttik¢a anlaml
olarak arttig1, en diisiik seviyenin ise 1/1 dozunda oldugu gozlenmistir. TGF1 mRNA ekpresyon
seviyesi; 1/4 ve 1/8 dozlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artig gostermistir. TNF-a ve IL-6" nin
protein seviyeleri en diisik 1/2 ve 1/4 dozlarinda goriilmistir. COX-2 protein seviyesinin 1/8
dozunda istatistiksel olarak anlamli artis bulunmustur. TGFB1 protein seviyelerinde istatistiksel
anlamli artis 1/4 ve 1/16 dozlarinda bulunmustur. Sonug olarak, Q6 ve Q3 yag asitleri 1/4 ve 1/8
dozlarinda kullanildiginda néroinflamasyonu azaltabilecegi ve Alzheimer hastaligina kars1 koruyucu
etki saglayabilecegi sOylenebilir.
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ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a progressive, chronic disease characterized by impaired cognitive
function. Currently, there is no complete cure for AD; current treatments are aimed at reducing
symptoms and slowing the progression of the disease. It is thought that the amount of fatty acid
consumption and the balance between them may be protective against neurological diseases. In this
thesis, it was aimed to determine the protective effects of 23/Q6 polyunsaturated fatty acids (PUFA)
ratios on cell viability, intracellular ROS, apoptosis rates, decreased mitochondrial membrane
potential, inhibitory effects on acetylcholine esterase (AChE) enzyme activity and pro/anti-
inflammatory cytokines in ABi.42-induced AD model in SH-SY5Y cells. The viability of cells treated
with Q6 and Q3 fatty acids was determined by MTT assay. The percentage of apoptotic cells was
determined by FITC-conjugated Annexin-V/PI. Expression levels of TNF-a, COX-2, IL-6, NFxB
and TGFpB1 genes were determined by Real-Time PCR and cytokine release was determined by
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA). ROS, MMP and cell cycle analysis were performed
by flow cytometry. According to our study results, a statistically significant decrease was observed
in the MTT test after 48 hours of Q3/Q6 ratios application in 1/1, 1/2 and 1/8 groups, and an increase
was observed in 1/4 and 1/16 groups. According to the apoptosis results, it was found that the cell
viability of 1/1, 1/2, 1/4, 1/8 and 1/16 doses decreased from 95.7% in the control group to 95.6%,
81.4%, 86.2%, 32.2% and 19.8%, respectively, after 48 hours of application, and the percentage
viability decreased as the Q6 dose increased. ROS and MMP levels were detected to decrease in all
groups compared to the control group. The highest neuroprotective effect against oxidative stress
was observed at 1/1 dose. APi-42 induced blockade of the cell cycle was observed to be partially
corrected by 1/8 dose. A statistically significant decrease in AChE enzyme activity was observed at
1/4, 1/8 and 1/16 doses. TNF-a and IL-6 mRNA expression levels were lowest at 1/4 dose and highest
at 1/16 dose. COX-2 mRNA expression level increased significantly with increasing Q6 ratio at the
highest 1/4, 1/8 and 1/16 doses, and the lowest was observed at the 1/1 dose. TGFf1 mRNA
expression level showed a statistically significant increase at 1/4 and 1/8 doses. Protein levels of
TNF-a and IL-6 were lowest at 1/2 and 1/4 doses. COX-2 protein levels were statistically significant
at 1/8 dose. TGFp1 protein levels were statistically significant at 1/4 and 1/16 doses. As a result, it
can be said that Q6 and Q3 fatty acids, when used in 1/4 and 1/8 doses, can reduce neuroinflammation
and provide a protective effect against Alzheimer's disease.
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1. GIRIS

Alzheimer hastaligi (AH), klinik olarak, hafiza ve mantikli diisiinme siireci dahil olmak
iizere biligsel fonksiyonlarda bozulma ile karakterize ilerleyici, kronik bir hastaliktir [1].
Diinya Saglik Orgiitii (DSO, WHO) 2022 verilerine gore diinyada yaklasik 55 milyon
demans hastasi bulunmaktadir ve bu hastalarin %60-70'i AH'ye sahiptir. Bu veriler, 2030
yilinda AH'li hasta sayismin 78 milyona 2050'de ise 139 milyona ¢ikmasi beklendigini
gostermektedir [2].

AH ve hastalik semptomlarin1 tamamen iyilestiren bir tedavi heniiz yoktur. AH hastalig1
tedavisinde semptomlara yonelik Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi

(USAFDA) tarafindan onaylanmis sadece alt1 ila¢ vardir. Bunlardan dort tanesi

Asetilkolinesteraz inhibitorii (Rivastigmin, galantamin, donepezil, tacrin), bir tanesi Nmetil
D-aspartat (NMDA) reseptor agonistidir (Memantin) [3]. 2023 yilinda FDA onay1 almis
altinci ilag Lecanemab, Alzheimer hastaligina yol agan amiloid protein plaklarini hedef alan
bir insan monoklonal antikorudur. Ancak bu ilaglarin, farmakokinetik ve farmakodinamik
ozelliklerine bagl olarak toksisiteleri ile bradikardi, senkop, ajitasyon ve diger kolinerjik
etkiler olan kafa karisikligi, kabizlik, bas agrisi, bas donmesi, viicut agirliginda artig ve
hipertansiyon yan etkileri kullanimlarini sinirlandirmaktadir [4]. AH patogenezi, Amiloid
beta (AP) proteinin birikimiyle, amiloid /senil plaklar ve hiperfosforile Tau proteininin
birikimi sonucu nérofibriler yumaklarin (NFT) olusumuyla karakterizedir. Bu anormal
protein birikimi sinapslarda dejenerasyon ve ndronlarin dliimiiyle sonuglanan bir dizi
mekanizmay1 baslatmaktadir [5, 6]. Amiloid Prekiirséor Proteinini (APP) parcalayan
enzimler ¢alismadig1r ve AP proteini metabolize edilemedigi i¢in AP birikimi baglar. Bu
birikim, oksidatif stres, hiicre zar1 bozulmalari, mitokondriyal metabolizmadaki bozukluklar,
hiicre dongiisii kusurlari, anormal proteinlerin katlanmalari, DNA hasar1 gibi bir¢ok hasara

sebep olur [7].

Diyetsel faktorlerin metabolizmada anahtar rol {istlendigi ve norokoruyucu sitokin
saliniminda etkisi oldugu bilinmektedir. Diyet kompozisyonunun ve dolasimdaki yag asidi
seviyelerindeki degisikliklerin hipotalamik inflamasyonda rol oynadig: bildirilmistir. Yag
asitlerinin tliiketim miktarlar1 ve aralarindaki dengenin ndrolojik hastaliklardan koruyucu

olabilecegi diistintilmektedir.



Tiptaki ilerlemeler ve teknolojideki gelismelerle birlikte, biyoaktif lipitler olarak
adlandirilan sinyal molekiilleri kesfedilmistir. Biyoaktif lipitler hiicre biiyiimesi,
proliferasyonu ve apoptozu gibi ¢esitli hiicresel siireclerin ayirt edici aracilardir. Ayrica bu
lipidler inflamasyonu regiile eden siklooksijenaz (COX) yolaklar1 iizerinde de diizenleyici

faaliyet gostermektedir [8]. Biyoaktif lipitler eikozanoidleri, fosfolipitleri, sfingolipitleri,

endokannabinoidleri ve son yillarda kesfedilen Ozellesmis On c¢oziiniir lipit aracilari
(specialized pro-resolving lipit mediators-SPMs) icermektedir. Bu molekiiller
proinflamatuvar eikozanoidlerin iiretimini, néronal apoptozisi, glial hiicre aktivitesinin
izlemini ve santral sinir sistemi homostazisini regiile ederler. Ornegin, sfingolipitler hiicre
bliylimesini, apoptozisi, immiin yanitlar1 dilizenlerken, SPM’ler inflamasyonun
¢oziilmesinde rol oynar; eikozanoidler inflamasyon tetikleyicisi olarak islev goriir ve

fosfolipitler 6ncelikle hiicre zar1 fizyolojisini diizenlerler [8].

Memeli beyninin yaklasik % 60’1 fosfolipitlerden olusmaktadir [9]. Beyindeki yag
asitlerinin %25’ini omega 3 (€23) yag asidi olan dokosaheksaenoik asit (DHA) ve omega 6
(€26) yag asidi olan aragidonik asit (AA) olusturmaktadir. Beyindeki toplam Q3 miktarinin
%90’1n1 da DHA olusturmaktadir. Bu uzun zincirli yag asitlerinin viicutta sentezi i¢in diyetle
alinan alfalinolenik asit (ALA) tiiketimi 6nem kazanmaktadir [10]. Q3 Eikozapentaenoik
asit (EPA) beyindeki inflamasyonun hem siddetini azaltir hem de inflamasyonun
¢oziilmesinde rol oynar. Beyin i¢in tek EPA ve DHA kaynagi kan dolasimidir o yiizden
seviyelerini kan dolagiminda degerlendirmek daha mantiklidir. EPA ve DHA' nin doku
seviyelerindeki farkliliklarina ek olarak, beyindeki fosfolipid konumlarinda da farkliliklar
vardir, DHA baskin olarak fosfatidiletanolamin (PE) ve fosfatidilserin (PS) de bulunurken,
EPA ¢ogunlukla fosfatidilinositolde esterlesmis yag asitidir [197].

Beyindeki uzun zincirli CDYA seviyeleri, CDY A ve uzun zincirli CDY A’nin diyetle alimi
ile yiiksek oranda iliskilendirilmistir. EPA, DHA ve AA inflamasyon mekanizmasinda
diizenleyici olarak aktif yer alan, dokosanoidler ve eikozanoidler olarak bilinen birgok
biyoaktif lipitin de oOnciilleridirler. Biyoaktif lipitler eikozanoidler, prostaglandinler,
prostasiklinler, tromboksanlar, 16kotrienler, lipoksinler, hidroksi eikozatetraenoik asitler ve
epoksi eikozatrienoik asitler gibi pek c¢ok alt sinifa ayrilmaktadir. Bu lipitlerin tiimii, hem

inflamatuvar hem de antiinflamatuvar etkilere sahip olduklar1 i¢cin ve bagisiklik



mekanizmasini da modiile ettikleri i¢in inflamasyonun diizenlenmesinde biiyiik role

sahiptirler [11].

Hayat dongiisii boyunca homeostaz ve saglikli gelisim i¢in Q6 ve Q3 yag asitlerinin dengesi
cok onemlidir. Diyetteki Q6/Q3 yag asitleri arasindaki oranin degisimi farkli metabolik
etkilere sebep olur. Yag asitleri arasindaki denge ve bu dengenin metabolik etkilerini
anlamak cesitli arastirmalarin konusu olmaktadir. Farkli beslenme tarzlari farkli yag asidi
oranlari igerir, 26/€Q3=15-20/1 oran1 ‘Bat1 tarz1 beslenme’ bi¢gimi olarak adlandirilmaktadir
[12]. Q6/Q3 oranindaki yiikseklik kardiyovaskiiler hastalik, obezite, diyabet, kanser ve

inflamatuvar otoimmnun hastalik riski ile iliskilendirilmektedir.

Q6/Q3=13/1 oram1 kronik hastalik varligi ile iligkilendirilirken, bu oranin 7/1’e
diisiiriilmesinin kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklardan korudugu bildirilmektedir. Ayrica,

7/1 olan bu oran saglikli beslenme hedeflerinden biri olarak isimlendirilmektedir.

Yapilan ¢alismayla ©Q6/€23=4/1 oraninin kardiyovaskiiler dliimleri %70 oraninda azalttig
bildirilmigtir [13]. Q6/Q3=2/1 oraninin ise inflamatuvar hastaliklarda inflamasyonu
baskiladig1 gdzlenmistir. Inflamasyonu baskilayan oranin 1-3/1 aralifinda oldugu belirten

farkli galismalar da bildirilmistir [14, 15].

Farkli yas gruplar1 ve milletlerden bireylerin beslenmelerindeki CDYA gilinliik alim
miktarlar1 ve oranlar calisilmis, ALA’ nin 1,4-2,37 g/giin, LA’ nin 6,1-15,90 g/giin
alimiminin oldugu gosterilmistir. Yine bu ¢alismada ALA/LA oranlarinin ABD’ de 9,9/1-
10,07/1, Fransa da 8,60/1-9,33/1 ve balik tiiketiminin ¢ok oldugu Japonya da ise bu oranin
3,28/1-5/1 oldugu bildirilmistir. Yetigkin bir insanin giinliik 2000 kcal’ lik diyette, aldig:
enerjinin %2’ sinin LA ve % 0,3’ tiniin DHA+ EPA olmasi tavsiye edilmektedir [198].

Bir makalede €Q6/Q3 oraninin disiikliigliniin; sistemik inflamasyonu baskiladigi,
kardiyovaskiiler hastaliklarda endotel aktivasyonu onledigi bunun yaninda akut ve kronik
hastaliklarda, kronik bobrek yetmezliginde ve akut pankreatitteki biyokimyasal
parametreleri diizelttigi belirtilmistir.[16]. Bu ¢aligmada ayrica Q3’iin COX-1 ve COX-2
metabolik yolaklarini baskilayarak inflamasyonu azalttigir bildirilmistir. Arastiricilar
yagasitleri oranlarinda uygun dengenin bulunmasi halinde inflamasyonu azaltilabilecegini

ve Uygun beslenme tedavisinin oral aspirin tedavisinin yerini alabilecegini vurgulamislardir.



Yapilan deneysel bir hayvan ¢alismasinda farelerin diyetlerine Q3 yag asitleri ve doymus
yag asidi olan palm yagi ilave edilmis, farelerin hipokampiisiindeki ©6/Q3 degisim oranlari
incelenerek Q3 yag asitlerinin olumlu etkisi oldugu bildirilmistir.[17]. Diyetle alinan yag
asitlerinin miktar ve aralarindaki oranin norolojik hastaliklardan da korudugu bunu immun
diizenleyici ve antiinflamatuvar 6zelliklerinden dolay1 yaptiklari 6ne siiriilmektedir [18].
Cunnane ve arkadaslar1 ¢alismalarinda AH grubunda hem plazma hem de beyin dokusu
orneklerinde yag asitlerini 6l¢miisler saglikli insanlara gore orta frontal ve iist temporal
kortekslerdeki fosfatidilserinde diisiik DHA diizeyleri bildirmislerdir [19]. Q6 yag asitleri
LA ve AA ile Q9 yag asidi oleik asidin (OA) AH patolojisi iizerindeki etkisini belirlemek
icin yapilan in vitro bir ¢alismada yag sitlerinin ii¢iiniin de hem tau hem de Af'nin
polimerizasyonunu indiikledigi gosterilmistir [20]. AH ile yag asitleri etkilerinin incelendigi
cesitli hayvan calismalarinda da Q3 yag asitleri DHA ve EPA ile yapilan diyet takviyesinin,
hayvanlarin biligsel fonksiyonlarini iyilestirdigi ortaya konmustur [21, 22]. Yapilan insan
caligmalarinda da Q3 alan AH bireylerin biligsel fonksiyonlarinda umut verici gelismeler
oldugu belirtilmistir [23, 24]. Yapilan bir ¢alismada CVD hastalarinda DHA ve EPA
kompleksi kullanildiginda tek basina EPA uygulamasina gore tutarsiz sonuglar elde edilmis

ve yalniz EPA kullaniminin daha basarilt oldugu rapor edilmistir [25].

Su anda, herhangi bir norodejeneratif hastalik tiirii i¢in 1yilestirici tedavi mevcut degildir ve
bu alanda umut verici pek ¢ok yenilige ragmen tedavi stratejileri, ndron kaybini1 dnlemede
basarisiz olmaktadir. Hastalig1 degistiren tedaviler semptomlar: hafifletmeye ve hastaligin
ilerlemesini yavaglatmaya odaklidir. Norodejeneratif bozukluklarda CDYA takviyesinin
olast etkinligi hakkinda birikmis bilimsel kanitlar vardir. Her ne kadar diyet oOnerileri
norodejeneratif bozukluklarin tedavisi olarak kabul edilmekten uzak olsa da, bazi
semptomlar1 hafifletebilir ve en 6nemlisi yagam kalitesi iizerinde en biiyiik etkiye sahip olan
biligsel ve fiziksel gerilemeyi yavaslatabilir [26]. Cok sayida ¢alisma, CDYA’ lerinin anti-

inflamatuar etkilerini ve bunlarin Parkinson hastaligi, Demans, Alzheimer hastaligi,

Multipl Skleroz, Huntington hastaligi ve Amyotrofik Lateral Skleroz gibi ndrodejeneratif

hastaliklarda terapétik ajanlar olarak potansiyel kullanimlarini vurgulamistir [27]

Santral sinir sisteminin inflamatuvar hastaliklarinda, beslenmede alinan gidalarin
proinflamatuvar veya antiinflamatuvar etkilerinin bilinmesi hastaligin seyri agisindan ¢ok

onemlidir. AH gibi ndrodejenartif hastaliklarin seyrinde olumlu katkilar1 olabilecegi ve



genetik faktorler g6z oniline alindiginda bireylerde beslenme seklini degistirerek hastaligin
ilerlemesinin yavaslatilmasina etkisi olabilecegi diisiiniilmektedir. Caligmamiz literatiirde bu

konuyu arastiran bir ¢alisma bulunmamasindan dolay1 6zglindiir.

Tez calismamizda Q3 Yag asitlerinden EPA, Q6 yag asitlerinden LA kullanilararak
olusturulan Q3/Q6 yag asitleri oranlarinin, AB1.42 ile SH-SY5Y hiicrelerinde olusturulan in
vitro AH modelindeki hiicre canliligi, hiicre i¢i ROT miktari, apoptoz oranlar1 ve azalan
mitokondriyal membran potansiyeli iizerine koruyucu etkilerinin  arastirilmasi
amaglanmistir. Ayrica olusturulan in vitro AH modelinde CDYA” larin Asetilkolinesteraz
(AChE) enzim aktivitesi iizerine inhibitor etkileri ile antiinflamatuvar ve proinflamatuvar
sitokinler [Niikleer faktor -kappa-B (NFKB), tiimor nekrozis faktdr alfa (TNF-a), interlkin-
6 (IL-6), Siklooksijenaz2 (COX-2), Transforming Growth Faktor Beta 1 (TGF-B1)], tizerine

etkilerinin belirlenmesi de amaclanmstir.






2. GENEL BILGILER
2.1. Alzheimer Hastahg

Alzheimer hastaligi, demans, bilissel ve islevsel davranis bozuklugu ile Kkarakterize
ilerleyici nérodejeneratif bir hastalik olarak tanimlanmaktadir [28]. AH, diinya ¢apindaki
toplam demans vakalarinin %60 ila %80' ini olusturmaktadir ayrica kiiresel morbidite ve
mortalitenin 6nemli bir nedenidir. Su anda diinya ¢apinda 46 milyondan fazla kisinin bu
hastaliga sahip oldugu ve 2050 yilina kadar hasta sayisinin 131,5 milyona yiikselecegi
tahmin edilmektedir [29]. Tiirkiye Istatistik Kurumunun 2021 yilinda yayinladig1 rapora
gore, Tiirkiye’ de AH sebebiyle hayatini1 kaybedenlerin sayis1 2015 yilinda 12 bin 59 iken
2019 yilinda 13 bin 498'e yiikselmistir. AH, ¢éziinemeyen [ amiloid peptitlerin (AP)
olusturdugu senil plaklarin birikimi ve hiperfosforile tau iligkili fibrin yumaklarla
karakterizedir. Bu anormal protein birikimi kaynakli lezyonlar, sinapslarda dejenerasyon ve

ndron 6liimiiyle sonuglanan siireci baglatmaktadir [6].

Cok sayida calisma, beyindeki ¢oziinlir AP seviyesinin yiikselmesinin sinaptik islevi
bozabilecegini ve sinaptik ndron yogunlugunu degistirdigini géstermektedir [30]. Bununla
birlikte, sinaptik plastisite ve yogunluk, néro-/sinapto-trofik fonksiyonlara sahip olan gok
sayida endojen faktor tarafindan diizenlenmektedir [31]. Bu nedenle, APP'den tiiretilen
norotoksik peptitler ile noro-/sinapto-trofik faktorler arasindaki denge, AH'de sinaptik ve
biligsel islevlerdeki diisiis oranini belirleyebilmektedir. AH'nin hayvan modellerinde sinaps
ve hafiza kaybini 6nlemede endojen norotrofik faktorlerin etkili oldugu yapilan ¢aligmalarda
gosterilmistir [32, 33]. Yapilan aragtirmalar, beyindeki trofik faktorleri artirarak mevcut
sinapslar1 korumak ve/veya sinaps olusumunu/rejenerasyonunu tesvik etmenin, AH'deki

bellek kaybini iyilestirmek i¢in alternatif tedavi hedefi olabilecegini ortaya koymustur [34].

AH beynin hipokampus bdlgesinden baglayarak korteksteki frontal, paryetal ve temporal
bolgelere de yayilir. Bellek, konugma, organizasyon ve mekan bilgisinde bozulmalara sebep
olur. Hastalarin genelinde ice kapanma, depresyon gibi duygu durum bozukluklari
gozlenmektedir [35]. AH ve semptomlarini tamamen iyilestiren kesin bir tedavi yoktur. 2023
yilma kadar AH tedavisinde, ABD Gida ve Ilag Dairesi (US-FDA) tarafindan onaylanmis
yanlizca 5 ilag kullanilmistir. Bunlardan dort tanesi Asetilkolinesteraz inhibitori

(Rivastigmin, Galantamin, Donepezil, Tacrin, bir tanesi de N-Metil DAspartat (NMDA)



reseptdr agonistidir (Memantin) [3] . 2023 yilinda amiloid protein plaklarini hedef alan bir
insan monoklonal antikoru olan Lecanemab FDA onay1 almistir. Ancak bu ilaglarin,
farmakokinetik ve farmakodinamik Ozelliklerine bagli olarak toksisiteleri ile bradikardi,
senkop, ajitasyon ve diger kolinerjik etkiler olan kafa karisikligi, kabizlik, bas dénmesi,
viicut agirliginda artig, hipertansiyon, bas agrist gibi yan etkileri kullanimlarini
siirlandirmaktadir [4]. Bu nedenlerden dolayi, AH’ de kan beyin bariyerini gegebilen,
diisiik toksisite ve yliksek biyoyararlanima sahip yan etkisi daha az olan terapotik ilaglara

ihtiyac vardir. AH’ nin son yillarda sik goriilmesinin nedenleri olarak;

e Ortalama yasam siiresinin artmast
e Kronik hastaliklarin artisi
e  Genetik yatkinlik

e Viral ve bakteriyel enfeksiyonlar sayilabilir.

AH evrelerine gore incelendiginde tlige ayrilir. Erken evrede en temel problemin bilissel
bozukluk olarak ortaya ¢iktig1 gozlenmektedir. Bu evrede hastalar sadece basit rutin islerini
yapabilmektedir. Orta evre afazi ve apraksi gibi kognitif bozukluklarin artmasiyla
karakterizedir. Alzheimer hastalar1 bu evrede ev dis1 faaliyetlerini yapamazken hem ev i¢i
aktivitelerde hem de giinliik yasam aktivitelerinde zorlanmaktadirlar. ileri evre AH’de ise
inkontinans, motor islevlerde sorunlar, yiiriime ve beslenmede bozulmalar, 6zbakimda tam

bagimlilik geligserek hastaligin mevcut klinik tablosuna eklenmektedir [36] .

2.1.1. AH’ nin fizyopatolojisi

AH' nin patofizyolojisi hakkindaki tartisma, amiloidal plaklar ve hiperfosforile edilmis
NFT'ler dahil olmak {izere hastaligin néropatolojik 6zelliklerinin Alois Alzheimer (1907)
tarafindan gdzlemlenmesine kadar uzanir. {lk tanimimdan bu yana, bu bozuklugu agiklamak
icin hiperfosforile tau, AP hipotezi, kolinerjik hipotez, ndroinflamasyon hipotezi, oksidatif

stres hipotezi ve metal iyon hipotezi gibi bazi farkli hipotezler 6nerilmistir [37].

Hiperfosforile tau hipotezi

AH'nin ana semptomlari, beynin baz1 bélgelerinde yanlis katlanmis AP peptidlerinin yani

sira hiper fosforile edilmis tau proteinlerinin birikmesi olarak goriilmektedir [38]. Tau, sinir



mikrotiibiillerini stabilize eden ve diizenleyen mikrotiibiil ile iligkili proteinlerin bir iiyesidir.
Fakat baz1 patolojik durumlarda fosforile edilmis tau, néronlar i¢in toksik olan ¢oziinmeyen
olusumlara neden olur [39]. Asir1 ekspresyon ve hiperfosforile tau birikimi aksonal iletimin
bozulmasina ve anormal mitokondriyal dagilima yol agar. Patolojik tau, mitokondriyal
fonksiyonu bozar ve mitokondriyal fisyon/fiizyon proteinlerini diizenleyerek beyin hasarina

sebep olur [40]. (Sekil 2.1)
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Sekil 2.1. Hiperfosforile tau hipotezi. Tau proteinleri genellikle amino asitlerin amino
kalintilarina baglanarak hiperfosforile olur, bu monomerler oligomerik tau protein
yumaklarini olusturur ve bu da norofibriler yumaklar olusturarak hiicre 6liimiiyle
sonuglanir [40]

AP hipotezi

AP, amiloid 6ncii proteinlerinin (APP) B ve y-sekretaz dahil proteazlar tarafindan asamali
olarak boliinmesi yoluyla olusturulan kiiciik ¢oziintir peptitlerdir. AP plaklari, sinir hasarina,
demansa ve 6lime yol agan zararli fizyolojik degisiklikler dongiisiine neden olan AH'nin

unsurlarindan biridir. AP peptidlerinin beynin ¢esitli alanlarinda birikmesi hiicresel

toksisiteye ve sinaptik fonksiyon bozukluguna neden olur. Toksisitenin amplifikasyonunun,
oligomer yayiliminin prion benzeri bir mekanizmayla iligkili oldugu 6ne stiriilmektedir [41].
AP peptidleri, APP'lerinin boliinmesi yoluyla iiretilir. APP'ler beyinde sentezlendikten sonra
plazma membranina tasinir ve a-, B- ve y- sekretazlar tarafindan spesifik endoproteolitik
boliinmelere ugrar. Genel olarak APP'ler amiloidojenik ve amiloidojenik olmayan iki yoldan
biriyle metabolize olur [42] Amiloidojenik olmayan yolakta, APP'ler a-sekretaz tarafindan
parcgalanir, ¢oziiniir N-terminal fragmani (SAPPa) hiicre dis1 bosluga salinir ve C terminal

fragmant (CTFa) membrana bagli kalir. CTFa, ysekretaz tarafindan intramembranal
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bolinmeye ugrayarak hiicre dist P3 peptidini meydana getirir. APP, sitozole c¢ikar.
Amiloidojenik yolda, APP'ler B-sekretaz tarafindan parcalanarak ¢oziiniir ve APPB (sAPPp)
olarak hiicre disina ¢ikar. Proteinin geri kalan1 (CTFf) plazma membraninda kalir. CTFB'nin
y-sekretaz tarafindan daha fazla boliinmesi 40-43 amino asitten olusan AP peptidlerini
olusturur [43]. Beyin hasar1 ve biligsel bozukluk gibi AH patogenezinde, AP peptidleri
anormal sekilde beyinde birikir. Bu nedenle, Alzheimer hastalarinin beyinlerindeki bu
peptitler AH tedavisi i¢in anahtar hedefler olarak oOnerilmistir. Son yillarda yapilan
caligmalar birikmis AP ve tau proteinleri arasinda sinerjistik etkilerin oldugunu bildirmistir

[44]. Bu da hiicre dis1 AB'nin hiicrelere tau alimini arttirdigini diistindiirmektedir. (Sekil 2.2)

Non-amiloidojenik isleme Amiloidojenik isleme
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Sekil 2.2. APP' nin amiloidojenik ve amiloidojenik olmayan islenmesi [44]

Kolinerjik hipotez

Kolinerjik hipotez, beynin korteks ve hipokampiis gibi c¢esitli bolgelerindeki kolinerjik
fonksiyonlarin azalmasi ile iliskilendirilir. Alzheimer hastalarinda kolin asetiltransferaz ve
ACHE aktivitesindeki degisiklikler, asetilkolin seviyelerinde azalma, beyindeki nikotinik ve
muskarinik reseptor seviyelerinde degisiklikler olarak ortaya ¢ikmaktadir [45]. AH'nin artan
klinik belirtileri, beynin 6n lobundaki kolinerjik noronlarda ve Asetilkolin aracili
norotransmisyonda azalma ile iligkilidir. Donepezil gibi kolinesteraz inhibitdrleri

semptomatik AH tedavisi i¢in 20 yildan uzun siiredir kullanilmaktadir. (Sekil 2.3)
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Sekil 2.3. AH' nin patogenezinde ve tedavisinde kolinerjik hipotez [45]

Noroinflamasyon hipotezi

Noroinflamasyon erken evrede AH patogenezinde dnemli bir faktordiir ve néroinflamasyon
hipotezi, AH dahil olmak iizere bir¢ok ndrodejeneratif hastalik icin yaygin olarak da
kullanilmaktadir. Mitokondriyal disfonksiyon ve oksidatif stres bu hastaliklarin patolojileri
ile iligkilidir. Hafif bilissel bozuklukla birlikte, AH’ de beyin ve BOS da yliksek diizeyde
pro-inflamatuar aracilar bulunabilir. Akiyama ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, IL-
1B, IL-6 gibi pro-inflamatuar sitokin ve kemokinlerin asir1 salgilanmasi sonucunda beyinde
bulunan makrofajlarin aktive oldugu ve boylece TNFa ,interlokin-8 (IL-8), TGF-B, makrofaj
inflamatuar protein-1a. (MIP-1a) ile AP plaklarinin ¢oziinmeyen formlarmin yiiksek

seviyeleri ile néroinflamasyonun olustugu gosterilmistir [200].

Bu néroinflamasyon, amiloid plaklarin ve NFT'nin varligina baglh olabilir veya bunlara
neden olabilir. AH'de kronik proinflamatuar profil genetik, obezite, hareketsiz yasam tarzi
ve diyabet tarafindan indiiklenebilir ve sistemik enfeksiyonlar ile siddetlenir. Kronik
inflamasyon, mikroglialarin sitotoksik sitokin salinimina maruz kalmasina neden olarak sinir
hasar1 ve 6liimiine yol agar. Bu da AH semptomlarinin ilerlemesine ve biligsel gerilemeye

neden olur [46].

Oksidatif stres hipotezi

Oksidatif metabolik reaksiyonlar ve serbest radikallerin {iretimi, AH patogenezinde dnemli

bir rol oynamaktadir. Yapilan bazi1 caligmalarin sonuglari, AH hastalarinin beyninde
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oksidatif stresin neden oldugu biyolojik belirte¢lerde (Lipidler, proteinler, DNA ve RNA
gibi biyolojik makromolekiillerin oksidasyonu) artig oldugunu bildirmistir [47]. Oksidatif
stres, esas olarak reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) asir1 iiretimi veya antioksidan sistemin
islevsizliginden kaynaklanan, prooksidan ve antioksidan faktorler arasindaki dengesizligin
neden oldugu bir siirectir. Bu siire¢ beyinde yasla birlikte artar. Yapilan bir ¢alismada AH'
nin AP birikiminin yani sira protein oksidasyonu, protein nitrasyonu, glikol oksidasyonu ve
lipid peroksidasyonu gibi hiicresel oksidatif ve nitrozatif stresle son derece iliskili oldugu

gosterilmistir [48].

Metal iyon hipotezi

Sinir sisteminin bozulmus metal iyon homeostazi ¢esitli dejeneratif norolojik hastaliklarla
iligkilidir. Beyindeki Cu?*, Zn?** ve Fe?" gibi iyonlarin homeostazi normal fizyolojik
stireclerin siirdiiriilmesinde kilit bir rol oynar, dolayisiyla bu iyonlarin dengesizligi AH'nin
baslamasina ve ilerlemesine neden olabilir. Ayrica bu iyonlarin dengesizligi, dogrudan ve
dolayl olarak, cesitli hiicresel yollar1 etkileyerek AP ve tau'nun neden oldugu hasara yol

acabilir [49]. (Sekil 2.4)

‘ Alzheimer hastali§inda metaller ‘
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Sekil 2.4. AH' nin patogenezinde ve tedavisinde metal iyon hipotezi [49]
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2.1.2. AR’ de risk faktorleri

AH ile iliskili cesitli risk faktdrlerinin oldugu bilinmektedir. Iskemik kalp hastalig1 ve/veya

felg icin bilinen birgok vaskiiler risk faktorii ayn1 zamanda AH ile de iliskilendirilmistir.

Diyabet, hipertansiyon, sigara ve obezitenin AH riskini arttirdigi bulunmustur [28].

Serebrovaskiiler hastaliklar

22 hastane bazl1 bir meta-analizde hemorajik enfarktiisler, iskemik kortikal enfarktiisler, ve
beyaz cevherdeki farklilagsmalar gibi serebrovaskiiler degisikliklerin demans riskini arttirdigt

belirtilirken, fel¢ gegiren hastalarin %7,4'tinde demans gelistigini bildirilmistir [50].

Hipertansiyon

Orta yastaki hipertansiyon, biligsel bozukluk, demans ve AH riskini arttirdig1 buna da kan-
beyin bariyerinin vaskiiler biitliinliigiinii bozarak neden oldugu bildirilmistir [51]. Yapilan
bir ¢caligmada hipertansiyonda goriilen protein ekstravazasyonunun, hiicre hasarina, néronal
veya sinaptik fonksiyonda azalmaya, apopitoza ve A birikiminde artisa yol agarak biligsel

bozulmaya neden oldugu iliskilendirilmistir [52].

Diyabet

Gozlemsel caligmalarda tip 2 diyabetin AH riskini neredeyse iki katina ¢ikardigi
bulunmustur [53]. Diyabetin Alzheimer gelisimini etkileyebilecegi ¢esitli mekanizmalar 6ne
striilmiistiir. Diyabete eslik eden hiperinsiilinemi vakalarinda insiilini yikan, insiilin
pargalayici enzimin (IDE) AB' nin beyinden temizlenmesinde azalmayla iligkili bulunmustur
[54]. Bir¢ok randomize klinik ¢alisma ile antidiyabetik ilaglarin biligsel bozulma tizerindeki
etkileri arastirilmigtir. Intranazal insiilin uygulamasinin, erken evre AH' li yash hastalarda
biligsel performansi 1yi yonde degistirdigi bildirilmistir [55]. Tip 2 diyabet hastalarinda
noronal insiilin seviyesinin azalmasindan dolayr meydana gelen serebrovaskiiler
degisimlerin de AH’de etkili olabilecegi bildirilmektedir [56]. Diyabetle iligkili bilissel islev
bozuklugunun, beyin dokusu atrofisi, hipokampal boyutta azalma, sinir dokusu elektriksel

ozelliklerinde degisiklik, hipokampal nérogenezde azalma ve ndéroprogenitor hiicrelerin
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(NPC'ler) noronlara farklilagmasi ve ¢ogalmasinda bozulmanin neden oldugu merkezi sinir

sistemindeki yapisal degisikliklerin bir sonucu oldugu gosterilmistir [57, 58].

Obezite

Yiiksek viicut agirligi olan bireylerin AH ve bilissel bozukluk riskinin de yiiksek oldugunu
belirtilmistir. Dislipidemi, vaskiiler hastalik riskini artirir ve bu da AH riskinin artmasiyla
iliskilendirilir ve bu iliskinin obeziteden kaynaklandigi, viicut kitle indeksindeki yiiksekligin

AH riskini %59 artirdig1 gosterilmistir [59].

Sigara

Sigara, hem inflamatuar bagisiklik sistemi hiicrelerinde ROT fiireten sistemleri aktive eder
hem de hiicre ylizeyi yapisma molekiillerini uyararak vaskiiler duvarlarda birikmelerine
sebep olur [60]. Bununla birlikte, sigaranin AH'ye karsi koruyucu bir etkiye sahip
olabilecegine dair kanitlar da mevcuttur. Nikotinin, nikotinik AChE reseptorlerini aktive
ederek hafiza olusumu ve bilissel islev {lizerinde etkili olan AChE salinimini ve kalsiyum

aktivasyonunu arttirdigi bildirilmistir [61].

2.1.3. AH’ de noroinflamasyonun rolii

Noroinflamasyon, glial hiicrelerin patolojik kosullara kars1 verdigi bir savunma tepkisidir.
Otoimmiin hastalik ve ndrodejeneratif bozukluklardaki rolii nedeniyle terap6tik miidahaleler
icin potansiyel bir hedeftir [62]. Merkezi ve periferik inflamasyon arasinda carpraz bir
korelasyon vardir. Bununla birlikte, beyin bagisiklik acgisindan ayricalikli bir organdir.
Patolojik kosullarda, pro-inflamatuar sitokinler kan-beyin bariyerinden transfer olur ve
beynin yerlesik makrofajlar1 olan mikroglia i¢in erken bir uyaric1 gorevi goriirler[63] .
Mikroglia yanitlar1 yararli veya zararli olabilir. Baglangicta glial hiicreler akut periferik
inflamasyona yanit verir ve fagositoz yoluyla AP yiikiinii azaltir, daha sonra kronik
inflamasyon, inflamatuar sitokinler ve ROT igeren ndrotoksik faktorlerin salinmasina neden
olur. Bu da MSS'de sinaps kaybindan bilis bozukluguna ve son olarak AH patolojisine kadar
etkiler yapabilir [64].

Inflamatuar yanit, Interlokin-1p'nin (IL-1B) merkezi bir iiye olarak kabul edildigi sitokin

sinyal molekiilleri tarafindan diizenlenir. Bununla birlikte, kronik veya asir1 inflamasyon
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doku hasarini siddetlendirebilir ve hastaligin ilerlemesine neden olur. Noroinflamasyon
oncelikle beynin yerlesik bagisiklik hiicreleri olan mikroglialar tarafindan diizenlenir. Bu
hiicreler beyin hiicrelerinin %10-15'ini olusturur ve dinlenme durumunda, hiicre dis1 ortami
homeostazis, doku hasar1 veya infeksiyona karsi kontrol altinda tutarlar. Hiicre dis1 ortamda
bir degisiklik algilandiginda mikroglia aktive olur ve amip benzeri bir morfoloji gelistirir.
Aktive edilmis bir mikroglia, uyaranlara bagl olarak anti- veya pro-inflamatuar bir sekilde
hareket edebilir. Anti-inflamatuar etkinlestirilmis mikroglia, fagositoz yoluyla kalintilari
temizler ve IL-4 gibi anti-inflamatuar sitokinleri ve beyinden tiiretilmis norotrofik faktor
(BDNF) gibi biiyiime faktorlerini salgilar. Proinflamatuar olarak aktive edilmis bir
mikroglia, norotoksik ROT ve inflamatuar sitokinleri serbest birakarak potansiyel olarak
zarar verici bir immiin-vaskiiler yanit1 baglatir [65, 66]. Periferik inflamatuar biyobelirtegleri
olan hastalarla yapilan bir meta-analizi sonuglari, artmig proinflamatuar sitokinlerin demans

riski ile iligkili oldugunu ortaya koymustur [67]. (Sekil 2.5)
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Sekil 2.5. Amiloid-p tiirlerine mikroglial yanit [67]
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NFkB

Son yillarda yapilan ¢alismalar TNF-o 'nin tiimor nekroz faktorii reseptorii 1'e (TNFR1)
baglanip hiicre 6liimiinii indiikleyerek inflamasyona neden olabilecegini gdstermistir. Bu,
IkB kompleksini aktive edebilir ve ardindan NFkB 'nin ¢ekirdege translokasyonu ile
sonuglanan IkB kinazin fosforilasyonu ve ubikitinasyonuna neden olur. Bununla birlikte,
NFKB'nin néronlarin hayatta kalmasi ve plastisitesindeki rolleri karmasiktir. NFxB'nin pro-
apoptotik veya anti-apoptotik bir faktor olarak hareket edip etmedigi hiicre tipine ve
uyaranina baghdir. Yapilan in vitro ve in vivo calismada, NF«xB' nin noéronlardaki
proapoptotik roliinii bildirmistir [68]. Buna karsilik, bir¢ok ¢alisma NFxB' nin ndronal

sagkalimda anti-apoptotik roliinii gdsteren de bircok ¢alisma mevcuttur. [69, 70].

TNF-a

TNF-0, AH'deki en 6nemli pro-inflamatuar sitokinlerden biridir. Noronlar {izerinde faydali
veya zararlt fonksiyonlara sahiptir. AP, transkripsiyon faktorii NFxB'nin aktivasyonu
yoluyla mikroglial hiicrelerden TNF-a tiretimini dogrudan uyarir. TNF-a ayn1 zamanda AH
gelisiminde APP' den AB'min iiretilmesinde rol oynayan bir enzim olan - ve y-sekretazin
ekspresyonunu da arttirir [75]. Transgenik TNFR1'den yoksun farelerle yapilan bir
caligmada, biligsel islevlerde iyilesmenin yani sira AP agregasyonunda ve mikroglial
aktivasyonda azalma gosterilmistir [76]. Sitokinler esas olarak MSS'deki mikroglia ve
astrositler tarafindan tretilir ve MSS'nin gelisiminde ¢ok 6nemli bir rol oynar. Sitokinler,
norodejeneratif hastaliklarda da ¢ok sayida inflamatuar yanitta rol oynar. Alzheimer hastalari
tizerinde yapilan birgok calisma, TNF-a ve IL-6 dahil olmak {izere pro-inflamatuar
sitokinlerin diizeylerinde artis oldugunu ortaya ¢ikarmistir [71, 72]. Yapilan in vivo
caligmalar, yiiksek sitokin seviyelerinin mikroglial aktivasyonla dnemli dlglide iligkili
oldugunu ve A iiretimi, nérodejenerasyon ve biligsel faaliyetler tizerinde etkileri oldugunu
ortaya koymustur [73, 74].

IL-1

IL-1, AH gelisimi sirasinda AP birikiminin erken asamasinda eksprese edilen major bir
proinflamatuar sitokindir. AP plaklarin1 ¢evreleyen mikroglial hiicreler tarafindan tiretilir.

IL-1 ailesi icinde, Alzheimer hastalarinin beyin dokusunda IL-1p iiretimi giiclii bir sekilde
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gozlenmektedir. IL-1p, APP sentezini ve APP'nin glial hiicrelerden salgilanmasini diizenler
[77]. Ayrica bu hastalarda yiiksek IL-1P seviyeleri, mitojenle aktiflesen protein kinaz
sinyallemesinin aktivasyonunu tesvik eder bu da tau proteininin hiperfosforilasyonuna yol

acar [78, 79].

IL-6

IL-6, beyin dokusunun normal homeostazisi i¢in dnemlidir. IL-6’nin inhibisyonu mikroglial
aktivasyonun azalmasina neden olurken, asir1 ekspresyonu kronik néroinflamasyona yol
acar [80]. IL-1B'ya benzer sekilde, IL-6 da mikroglial hiicreler tarafindan tretilir ve APP
geninin mRNA seviyelerinin yiikselmesine neden olur. IL-6'nin ayrica CDKS5 aktivatori
p53"i artirarak tau proteininin hiperfosforilasyonunu indiikledigi ve bunun AH patolojisinde

onemli bir rol oynayan norofibriler yumaklarin olusumuyla sonuglandigi bildirilmistir [81].

COX-2

Inflamatuar medyatdrlerin AH patolojisi ile yakindan iliskili oldugu géz dniine alindiginda,
epidemiyolojik ¢alismalar, COX' in ana inhibitérleri olan steroid olmayan anti-inflamatuar
ilaglarin (NSAID'ler), AH ilag gelisimi i¢in umut verici olabilecegini 6ne siirmektedir [89].
COX, prostaglandin sentezi siirecinde arasidonik asidin doniistiiriilmesinden sorumlu olan
bir enzimdir. 2 tip COX vardir: COX-1 ve COX-2. COX-1 birgok hiicre tipinde eksprese
edilir ve prostanoidlerin fizyolojik iiretiminde yer alirken, COX-2 inflamasyon sirasinda
dretilir ve proinflamatuar prostanoid senteziyle sonuglanir. COX-1 ve COX2, AH
patolojisinin ¢esitli asamalarinda farkli sekilde eksprese edilir. COX-1 birincil olarak AH
nin ge¢ evresinde AP agregatlarinda yer alan mikroglialarda eksprese edilirken, COX-2
noronlarda yliksek oranda eksprese edilir ve diisiik AP birikimi ve tau dolasmasi kosullar

altinda hiicre ddngiisii proteinlerinin ekspresyonu ile ayni yerde bulunur [89]. In vivo AH

modellerinde yapilan ¢alismalarda, noronlarda COX-2'nin asir1 ekspresyonun, AP
plaklarinin olusumuna sebep oldugu ve serbest radikallerin {iretimi yoluyla ndronal hiicre
Oliimiinlin artmasina neden oldugu gosterilmistir [89, 90]. Bu nedenle bir¢ok bilim insant,
COX aracil1 ndronal hiicre dliimiinii hedeflemek icin NSII' leri kullanan ila¢ gelistirmenin,

AH'nin tedavisi i¢in strateji olabilecegini 6ne stirmektedir.
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TGF-B1

Pleiotropik bir sitokin olan TGF-p, hiicresel diizeyde néroproteksiyon, immiinregiilasyon ve
biliyiime-farklilagma-hayatta kalma modiilasyonu ile iligkilidir. Merkezi sinir sisteminde
yapisal olarak ifade edilen ii¢ izoformu TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-B3 bulunur. En ¢ok
incelenen izoform olan TGF-B1, beyin homeostazisinin, sinaptik plastisitenin, ndronal
farklilasmanin baglatilmasinda ve siirdiiriilmesinde norotrofik faktor olarak gorev yapar[82].
Yapilan c¢alismalarla saglikli yasli bireylerle karsilastirildiginda, AH ‘da plazma ve
serumlarinda periferik kandan salinan TGF-B1'de azalma gosterilmistir [83, 84]. Cesitli
raporlar, TGF-B1 sinyallemesindeki azalmanin AH hayvan modellerinde artan AB ve NFT
birikimi ile yakindan baglantili oldugunu ileri siirmektedir. Hafif bilissel bozuklugu olan
hastalarda, anti-inflamatuar TGF-p iiretiminin azalmasi ve proinflamatuar TNF-a iiretiminin
artmasi nedeniyle AH gelistirme riskinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir [85]. Buna
karsilik, AH beyin omirilik sivilarinda TGF-B1 oraninin arttigmin gosterildigi ve AH
bireylerin MSS' sinde TGF-B1' in arttigin1 gdsteren ¢alismalar da meveuttur [86, 87]. In vitro
yapilan bir c¢alismada TGF-B1 seviyelerindeki azalmanin Af birikiminin ve

norodejenerasyonun artmasina katkida bulundugunu gosterilmistir [87, 88].

2.1.4. AH’ de oksidatif stresin rolii

Oksidatif stres, 'redoks devrelerinin bozulmasi ve makromolekiiler hasarla iliskili
prooksidanlar ve antioksidanlardaki dengesizlik' olarak tanimlanir [91]. Bu da O2e—
(stiperoksit radikal anyonu), OH e (hidroksil radikali), H 2 O 2 (hidrojen peroksit), * NO
(nitrik oksit) ve ONOO - (peroksinitrit) gibi reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin (RNT)
yiikselmesine neden olur. ROT, fizyolojik olarak mitokondriyal elektron tagima zincirinden
ve elektronlar1 hiicresel membranlar boyunca molekiiler oksijene aktaran NADPH
oksidazlarin (NOX'ler) aktivitesinden tiiretilir. ROT seviyesini, ROT iiretiminin hiicresel
orant ve SOD'lar, glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalaz gibi antioksidan enzimler
tarafindan yapilan detoksifikasyon belirler [92]. Hiicre i¢i oksidatif stres, ROT {iretimi ve
birikimi ile hiicresel antioksidan savunma kapasitesindeki dengesizlikten kaynaklanir ve
lipid peroksidasyonu, DNA hasar1 ve protein yikimi ile sonuglanir [93]. Oksidatif stres APP
gen ekspresyonunu uyararak veya a- ve y-sekretaz ekspresyonunu modiile ederek A
patolojisini artirabilir [94]. Proteinlerin, lipitlerin ve niikleik asitlerin oksidatif hasari

sonugcta hiicresel dejenerasyon, fonksiyonel diisiis ve hiicre 6liimiiyle sonuglanabilir. Beyin,
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sinirlt antioksidan kapasitesi, yiiksek enerji talebi ve yiiksek CDYA igerigi nedeniyle
oksidatif hasarlara kars1 6zellikle hassastir. Artan oksidatif stresin, Alzheimer hastaligi
patogenezinde katkida bulunan bir faktor oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla serebral ROT

seviyesinin azaltilmasi bu hastaliklarin ilerlemesinin yavaslatilmasina yardime1 olabilir [95,

96].

2.2. Yag Asitleri

Yag asitleri, hidrokarbon zincirli monokarboksilik organik asitlerdir. Dogadaki yag asitleri
lipojenezde ¢ift karbon atomundan sentezlendiklerinden ¢ogunlukla ¢ift sayida karbon
atomu icermektedirler. En sik rastlanilan yag asitleri 14-22 karbon atomu igerenlerdir. Yag
asitlerinde yer alan karbonlar, -COOH karbonundan itibaren isimlendirilir. -COOH
karbonuna komsu olan ilk karbon atomu a-karbon, ikincisi B-karbon, tigiincii ise y-karbon
olarak isimlendirilir. En sonda yer alan metil grubunun karbonu ise Q karbon olarak
isimlendirilir [97]. Yag asitleri doymus yag asitleri ve doymamis yag asitleri olmak tizere 2

ana gruba ayrilir.

2.2.1. Doymus yag asitleri

Hidrokarbon zincirleri ¢ift bag igermeyen, oda sicakliginda kati halde bulunan ve
dallanmamis olan yag asitleridirler. Hidrokarbon.zincirindeki tiim karbonlar hidrojenle
doyurulmustur. Bag yapmayan karbon atomu olmadigi i¢in ¢ift bag olusturamazlar. Karbon
say1st 10’a kadar olan doymus yag asitleri oda sicakliginda sivi ve ugucu 6zelliktedir. Bazi
bitkisel kaynakli yaglarla hayvansal yaglarin ¢cogu bu grupta yer almaktadir Cizelge 2.1.
[98].
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Cizelge 2.1. Bazi doymus yag asitleri

Yag Asidinin Adi Karbon Sayis1 ~ Gida Kaynaklari
Formik asit 1

Asetik Asit 2:0

Propiyonik asit 3.0

Biitirik asit 4:0 Siit, tereyagi

Valerik asit 5:0

Kaproik asit 6:0 Siit, tereyagi
Kaprilik asit 8:0 Hindistan cevizi yagi
Kaprik asit 10:0 Hindistan cevizi yagi
Laurik asit 12:0 Hindistan cevizi yagi, tereyagi
Miristik asit 14:0 Tereyagi

Palmitik asit 16:0 Palm yag1

Stearik asit 18:0

2.2.2. Doymamis yag asitleri

Hidrokarbon zincirinde bir ya da daha fazla sayida ¢ift bag iceren yag asitleri doymamis yag
asitleri olarak isimlendirilir. Doymamis yag asitleri oda sicakliginda genellikle siv1 halde
bulunurlar ve ugucu degildirler. Hayvansal yaglarda en ¢ok bulunan doymamais yag asitleri,
palmitoleik asit, oleik asit, linoleik asit, arasidonik asittir. Linoleik asit ve linolenik asit
insanlar i¢in esansiyeldir, viicutta sentez edilmez, besinlerle disaridan alinmalar1 gereklidir.

Aragidonik asit yar1 esansiyeldir [97]. Bitkisel kaynakli yaglarin ¢ogu bu gruba girmektedir

Cizelge 2.2 [98].

Cizelge 2.2. Baz1 doymamis yag asitleri

Yag Asidinin Adi

Karbon Sayisi

Gida Kaynaklari

Palmitoleik asit

Oleik asit

Vakseneik asit
Linoleik asit

Gamma linolenik asit
Alfa linolenik asit
Aragidonik asit
Eikozapentaenoik asit
Dokosatetraenoik asit
Dokosapentaenoik asit
Dokosaheksaenoik asit

Nervonik asit

16:1
18:1
18:1
18:2
18:3
18:3
20:4
20:5
22:4
22:5
22:6
24:1

Balik, sigir eti

Zeytinyag1, kanola yag1

Tereyagi

Bitkisel yaglar

Bitkisel yaglar

Balik yag1, kanola yag1

Et

Balik yag1, kanola yagi, ceviz yagi
Bitkisel yaglar

Balik yag1, kanola yagi, ceviz yagi
Balik yag1, kanola yagi, ceviz yagi
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Tekli doymamis vyag asitleri (TDYA)

Doymus yag asitleri gibi insan viicudu tarafindan sentezlenebilen TDY A yapilarinda bir ¢ift
bag igeren yag asitleridir. Dogada tanimlanmis olan 100‘e yakin tekli doymamis yag asidi
bulunur. TDY A'nin LDL kolesterol iizerindeki etkilerinin nétral oldugu bilinirken, yiiksek
yogunluklu lipoproteni artiric1 etkileri vardir. Buna ragmen tliketilen TDY A miktarinin
toplam enerjinin %20’ sini gegmemesi tavsiye edilmektedir [99] . En ¢ok tiiketilen TDY A’lar
oleik asit, vaksenik asit ve palmitoleik asittir. TDY A’nin bitkisel gida kaynaklar1 zeytin,
kanola, yer fistig1, aycicegi, aspir yagi, avokado, fistik ezmesi ve findiktir. Ayrica tavuk,

domuz, sigir eti gibi hayvansal kaynaklardan da elde edilebilir [100].

Coklu doymamas yag asitleri (CDYA)

Sinir membraninin yaklasik %50°si, miyelin kilifinin da %70’ ¢oklu doymamis yag
asitlerinden olugmaktadir. En 6nemli ¢oklu doymamis yag asitleri Q3 ve Q6 grubu yag
asitleridir. Q3 yag asitleri noronal fosfolipidlerin ve retina pigment epitellerinin yapisina
katilir. Asetil-KoA formunda Krebs dongiisiinde bir substrat haline gelirler, ¢ogunlukla
hiicre zar1 fosfolipidlerinin sn -2 pozisyonunda bulunurlar, hiicre membranlarinin

fizyokimyasal 6zelliklerini degistirip membran gecirgenligini etkilerler [101].

Eikozapentaenoik Asit (EPA)

Insan beslenmesinde 6nemli olan Q3 grubu yag asitleri sunlardir: alfa-linolenik asit (18:3,
ALA), eikozapentaenoik asit (20:5, EPA) ve dokosaheksaenoik asit (22:6, DHA). Balik
yaginda bulunan ve antihiperlipidemik, antihiperglisemik, antiinflamatuar ve antioksidan
ozelliklere sahip coklu doymamis bir yag asitidir. ilk ¢ift bagi, metil grubuna en yakin 3.
karbondadir. Bu nedenle omega-3 adi verilir. (Sekil 2.6.)

Q3

Eikozapentanoik asit (EPA) c20:5n-3

Sekil 2.6. Eikozapentaaenoik asit
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Linoleik Asit (LA)

Linoleik asit ¢oklu doymamis bir Q6 grubu yag asididir. Suda ¢oziiniirliigii cok diisiik ancak
birgok organik ¢oziiciide ¢oziinebilen bir yag asididir. Dogada serbest yag asidi yerine
trigliserit olarak bulunur. Insanlarin diyet yoluyla almasi gereken ii¢ temel yag asidinden
biridir. Q6 yag asitleri kaynagimni linoleik asitten almaktadir. Ik ¢ift bagi, metil grubuna en
yakin 6. karbondadir. Bu nedenle omega-6 adi1 verilir [201]. (Sekil 2.7.)

Q6
“ Hs/\/\—/\—/\/\/\/\ COOH

Linoleik asit (LA) C18:2 n-6

Sekil 2.7. Linoleik asit
2.2.3. CDYA’ nin inflamasyon iizerine etkisi ve norodejeneratif hastaliklardaki rolii

Inflamasyon, norodejeneratif bozukluklarda ve bilissel gerilemede rol oynar. Inflamasyon
ve oksidatif stres arasindaki iliski iki yonlidiir: oksidatif stres inflamasyonu ve inflamasyon
da oksidatif stresi tetikler. Bu nedenle oksidatif stresi azaltici etki gdsteren ajanlar ayni
zamanda antiinflamatuar olarak da degerlendirilebilir. Inflamasyonun ¢dziilmesi daha
onceleri 10kotrienler ve prostaglandinler gibi lipit medyatdrlerini de igeren proinflamatuar
sinyallerin geri ¢cekilmesi nedeniyle olusan pasif bir siire¢ olarak goriilse de son zamanlarda,
inflamasyonun ¢6ziilmesinin, CDY A'lar da dahil olmak {izere farkl1 bir dizi kimyasal aract
ile aktif bir siire¢ oldugu tespit edilmistir. Resolvinler ve koruyucular gibi molekiiller
giiniimiizde Q3 onciillerinden {iiretilen ve model sistemlerde inflamasyonun zamaninda
coziimlenmesini yoOnetebilen molekiiller olarak tanimlanmaktadir [102]. Saglikli
beslenmede diyet Onerisi, metabolik rahatsizlik riskini azaltmak icin alinan doymus yag
asitlerinin azaltilmasini ve bunlarin CDY A Q3 ve Q6 ile degistirilmesini tesvik eder. Kronik
hastaliklar1 6nlemek i¢in diyette Q6/Q3 oraninin 6nemi, linolenik asitin ve daha uzun zincirli
Q3 CDYA 'larin antiinflamatuar islevleriyle baglantilidir. In vitro galismalar, hayvan kanser
modelleri ve epidemiyolojik ¢alismalar, bu iki CDYA grubunun hiicre biiyiimesi,
proliferasyonu ve neoplastik lezyonlarin ilerlemesi {izerinde farkli etkileri oldugunu

gostermektedir. CDY A viicutta birgok temel fizyolojik iglevleri yerine getirir. Asetil-KoA
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formunda Krebs dongiisiinde bir substrat haline gelirler, cogunlukla hiicre =zari
fosfolipidlerinin sn -2 pozisyonunda bulunurlar, hiicre membranlarinin fizyokimyasal
ozelliklerini degistirip membran gecirgenligini etkilerler [101]. Tek iyon kanallarinda bes
olasi CDYA baglanma bolgesi gosterilmistir. CDYA, oOzellikle noronlarda ve kas

hiicrelerinde potasyum, sodyum ve kalsiyum kanallarinin igleyisini etkiler [103, 104].

Nooyens ve ark, balik ve farkli yag alimlar1 arasindaki iliskinin yan1 sira biligsel islevlerde
5 yillik bir degisiklik arasindaki iliskiyi test etmek i¢in Doetinchem Kohort Calismasina
katilan 2612 bireyde bilissel islev lizerinde calismistir. Calisma sonucu CDY A’lerinden Q-

3 daha yiiksek alimini, genel bilissel islev ve hafizada daha yavas bir disisle
iligkilendirmistir [105]. 2015 yilinda Wu ve arkadaslar1 QO3 yag asitleri alimi ile demans ve
Alzheimer hastaliginin (AH) goriilme siklig1 arasindaki iliskiyi incelemek i¢in ileriye doniik
kohort caligsmalarinin bir meta-analizini gerceklestirmis, arastirmacilar, daha yiiksek balik
tilketiminin AH riskinin azalmasiyla iligkili oldugu sonucunu ortaya koymuslardir [106].
AlAmmar ve arkadaslari, Q3 takviyesinin MS hastalarinda proinflamatuar sitokin ve serbest
radikal seviyelerinin azalmasina ve yasam kalitesinin iyilesmesine katkida bulundugunu
bildirmislerdir [107]. Yapilan ¢alismalar Q3/Q6 oranmin 1/1 olmasi gerektigini one
stirmektedir, ancak sanayilesmis iilkelerde giinliik beslenmede, fast food yiyeceklerde ve
ozellikle de Q6 'nin yiiksek miktarlar1 nedeniyle bu oran 1:20 civarindadir. Dengesiz bir
Q3/Q6 orani, beynin sito mimarisi ve isleyisini, hiicresel biitiinliigiinii ve bagisiklik

hiicrelerinin fizyolojik durumunu da tehlikeye atar [108].

Q6 acisindan yiiksek bir diyet, cesitli hastaliklarin patogenezini tesvik ettiginden saglik
tizerinde olumsuz bir etkiye sahiptir. Buna karsilik, Q3 yag asitlerinin fosfolipit
kompozisyonunu degistirerek noronal iletimi etkileyebildigi ve merkezi sinir sistemi
hiicresel membranlarinin akigkanligina olumlu katkida bulunabilecegini desteklemektedir
[109]. Bu nedenle, CDY A durumu ile ndrotransmisyon ve davranis gibi beyin fonksiyonlari
arasindaki giiglii iliski vurgulanirken, Q3 yag asitlerinden fakir bir diyetin sagliga zararli
oldugu kabul edilir [110]. Yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar Q3 yag asitlerinin hiicre
Oliimlerini ve noronal inflamasyonu azalttigt bunu da eikozanoid sentezine katilarak
proinflamatuvar sitokinlerin gen ekspresyonlarin1 azaltarak yaptigini ortaya koymaktadir
[111, 112]. Q3 yag asitlerinin noroinflamasyondan kaynaklanan kronik noérolojik

hastaliklarda {imit verici bir ajan olabilecegi bildirilmistir [107]. Literatiirdeki ¢alismalarda
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daha ayrmtili bir sekilde Q3 yag asitlerinin antiinflamatuvar etkisi tizerinde durulsa da
ESPEN’in kilavuz onerisi, Q6 yag asitlerinin diyetteki total yag asitlerine orana dikkat
cekmistir. Diyetteki 6/Q3 orani ile ilgili bilinmezlige isaret edilmistir. Literatiirde ideal
Q6/Q3 oraninin AP1-42 ile SH-SYS5Y hiicrelerinde olusturulan in vitro AH modeli hiicresi
iizerindeki etkisini arastiran bir ¢alisma bulunmamaktadir. Yapilan calismalar LA igerigi
yiiksek tohum yaglarinin tiiketiminin, diisiik dereceli inflamasyona, oksidatif strese, endotel
disfonksiyonuna ve ateroskleroza sebep oldugunu ortaya koymaktadir [113]. Ayrica,
diyetteki LA’ nin aorttaki COX-2 ekspresyonunu 6nemli Olclide arttirarak aragidonik asidi
(AA) proinflamatuar eikozanoidlere doniistiiriirdigii bildirilmistir. Ayrica AA'dan bagimsiz
bir inflamasyon yolu daha vardir. LA' dan olusan okside linoleik asit metabolitleri
(OXLAM), NFkB' yi aktive ederek hepsi ateroskleroz olusumunda c¢ok Onemli olan
proinflamatuar sitokinleri, endotelyal adezyon molekiillerini ve kemokinleri arttirir [114,

115].

LA ayn1 zamanda endotel hiicrelerinde koroner kalp hastaligi (KKH) riskini artirabilecek
inflamatuar bir ortami da indiikler. Diyetteki LA orammin diisiiriilmesi OXLAM nin

azaltilmasina dolayisiyla inflamasyonun azaltilmasina yardimer olacaktir [116].

Bir ¢alismada, 60 yasin lzerindeki kisilerde haftalik diizenli alinan Q3 igeren balik
yaglarmin CRP ve IL6 salinimimi azaltarak inflamasyonu engelledigini ve insiilin
duyarhiligini iyilestirdigini ortaya konmustur [117]. Q6/ Q3 oranlar1 ile yapilan bir
calismada, metabolik sendromu olan erkeklerin, oral yag tolerans testine verdikleri tepkiler
incelenmis, hastalar yiiksek Q6/ Q3 (18/1) ve diisiik Q6/ Q3 oranina (3/1) sahip iki gruba
alinmigtir. Q6/ Q3 oraninin azaltilmasinin, proinflamatuar sitokin IL-6' nin 6. ve 8. saatlerde
daha diisiik salinmasina neden oldugu bulunmustur [118]. Baska bir calisma ise yalnizca 4
giin boyunca LA'nin izokalorik olarak ALA ile degistirilmesinin, ¢oziiniir IL-6 reseptoriinde
azalmaya neden oldugunu gostermektedir [119]. Tim bu c¢aligmalar, Q6’ nin Q3 ile
degistirilmesinin inflamasyonu azalttigin1 ortaya koymaktadir. Yapilan bir hayvan
caligmasinda farelerin hipokampiisiindeki Q6/Q3 degisim oranlar1 incelenmistir. Yag
asitlerinin beyinin belirli bir bolgesi {lizerine etkisi arastirilmis olup, Q3 yag asitlerinin

olumlu etkisi ortaya konmustur [120].
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Glioblastoma hiicre hatlar1 ile yapilan bir ¢alismada Q3 ilavesinin, apoptoz ve otofajik
aktiviteyi gosteren hiicrelerde onemli bir artigla sonuclandigini bunun da azalan fosforile

Akt seviyelerinin ve azalan mTOR aktivitesinin etkisiyle oldugunu ortaya koymustur

[121]. Ayrica, Q3 yag asitlerini endojen olarak sentezleme yetenegine sahip olan yag -1
transgenik fare modeli iizerinde yapilan in vivo ¢alismalar, vahsi tip ile karsilastirildiginda
fare glioma hiicrelerinin implantasyonunu takiben tiimdr hacminde 6nemli bir kiiciilme
sagladigini gostermistir [121]. €3 DHA ve EPA’ nin, insan beyin kanseri olan néroblastoma
LA-N-1 hiicreleri {izerinde zamana ve konsantrasyona bagli anti-proliferatif etkiler
sergiledigi gosterilmistir. Bu etkileri, GO/G1 hiicre dongiisiinii durdurarak ve apoptozu

indiikleyerek yaptig1 bildirilmistir [122].

Su anda, herhangi bir ndrodejeneratif hastalik tiirii i¢in iyilestirici tedavi mevcut degildir ve
bu alanda umut verici pek ¢ok yenilige ragmen tedavi stratejileri, néron kaybini 6nlemede
basarisiz olmaktadir. Cok sayida ¢alisma, CDYA’lerinin anti-inflamatuar etkilerini ve
bunlarin Parkinson hastaligi, Demans, Alzheimer hastaligi, Multipl Skleroz, Huntington
hastalig1 ve Amyotrofik Lateral Skleroz gibi nérodejeneratif hastaliklarda terapotik ajanlar

olarak potansiyel kullanimlarini vurgulamistir [27].
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3. GEREC VE YONTEMLER

Calismamiz in vitro kosullarda yapilmis deneysel bir caligma olup, deneyler Saglik Bilimleri
Universitesi Giilhane Saglik Bilimleri Enstitiisii ARGE Merkez Baskanlig1 Laboratuvarlar:
ve Gazi Universitesi Eczaciik Biyokimya AD. Laboratuvarlar1 kullanilarak

gergeklestirilmistir.
3.1. Kullanilan Cihazlar

* +4 °C Buzdolab1 (Niive, Tiirkiye)

* -20 °C Buzdolab: (Electrolux MF280, Isvec)

* -80 °C Buzdolab1 (Sanyo, Japonya)

+ Invert Mikroskop (Nikon F-12, Japonya)

* Biyogiivenlik Kabini (Seviye II) (Niive MN120, Tiirkiye)
* Su Banyosu (Niive, Tiirkiye)

 Santrifiij (Hermle, Almanya)

* CO2 'li inkiibator (Sanyo MCO-18AIC, Japonya)

* Vorteks (Niive NM10, Tiirkiye)

» Otomatik Pipetler (Eppendorf, Almanya)

» BD Accuri C6 (BD Biosciences, Amerika)

» Hassas Terazi ( Niive, Tiirkiye)

* Eliza Plak Okuyucu (Biotek Synergy HT, Amerika)

* RT-PCR Cihaz1 (ABI 7500, Amerika)

» Thermal Cycler (BioRad T100, Amerika) O Santrifiij (Sigma 2-16 KL, Almanya)
» Serolojik Pipet Tabancas1 (Biologix, Cin)

3.2. Kullanilan Kimyasal ve Sarf Malzemeleri

* Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Capricorn Scientific, Almanya)
» Fetal bovine serum (FBS) (Capricorn Scientific, FBS-HI11B, Almanya)

» L-Glutamine (Capricorn Scientific, GLN-B, Almanya)

* Amiloid 142 (Cayman, Amerika)

 Penicilin —Streptomycine (Capricorn Scientific, PS-B, Almanya)

» Phosphate Buffered Saline (PBS) (Sigma, Almanya)
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Eikozapentaenoik Asit (EPA ) (Cayman, Amerika)

Linoleik Asit (LA) (Sigma, Amerika)

Tripan mavi soliisyonu (Sigma, Almanya)

Tripsin (Capricorn Scientific, Almanya)

Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Applichem)

Hiicre sayim lami1 (Neubauer Haemocytometry)

6 ve 12 kuyulu well plate (Costar, Amerika)

96 kuyulu well plate (Costar, Amerika)

75 cm? hiicre kiiltiir kaplar1 (Thermo Scientific, Amerika)

Dondurma tiipleri (Croyogenic Vial Corning)

15 ml santrifiij tiipti kapakli (Costar, Amerika)

2 ml Eppendorf tiip kapakli (Costar, Amerika)

Serolojik pipetler (5ml), tek kullanimlik (Greiner Cellstar, Amerika)
Serolojik pipetler (10ml), tek kullanimlik (Greiner Cellstar, Amerika)
Pipet ucu 1-200 uL (Ependorf, Almanya)

Pipet ucu 100-1000 pL (Ependorf, Almanya)

Siringa filtreleri (0.22 um) (Sartorius Minisart)

Thiazoly Blue Tetrazolium Bromide (MTT) (Sigma Almanya)

RNA izolasyon kiti (Qiagen, Almanya)

cDNA sentez kiti (Transcriptor First Strand Cdna Synthesis Kit, Roche)
Sybr Green Master Mix (TONBO Sybrgreen PCR mix, Amerika)
Primerler

CongoRed boyama Kiti (Atom Scientific, UK)

BD Pharmingen™ FITC and PE Annexin V Apoptosis Detection Kits(Cat. Nos.
556570)

ROS Detection Kit (THORVACS Biyoteknoloji, Kat#; ROS-100T)
MMP Analiz Kit (THORVACS Biyoteknoloji, Kat#; MMPAK-100T)
Cell Cycle Kit (THORVACS Biyoteknoloji, Kat#; CCK-100T)

Human PTGS2/COX-2(Prostaglandin Endoperoxide Synthase 2) ELISA Kit_96T
(Elabscience, Amerika)

Human TNF-a(Tumor Necrosis Factor Alpha) ELISA Kit 20 Plate (Biolegends,
Amerika)

Human IL-10(Interleukin 10)ELISA Kit_96T (Elabscience, Amerika)
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* TGF-B1(Transforming Growth Factor Beta 1) ELISA Kit 96T (Elabscience,
Amerika) O Human IL-6(Interleukin 6) ELISA Kit_20plates (Biolegends, Amerika)

3.3. SH-SYS5Y Noroblastoma Hiicre Hatt1 Eldesi ve Cogaltilmasi

Calismamizda American Type Culture Collection (ATCC) standart Human SH-SY5Y
Noroblastoma hiicre hatt1 kullanildi. SHSY-5Y hiicre hattina ait kiinye bilgileri Cizelge 3.1.
verilmigtir. Bu hiicre hatti 1970 yilinda 4 yasindaki bir hastanin kemik iligine metastaz
yapmis hiicrelerinden elde edilmis bir alt soydur [123]. SH-SYSY hiicre hattt dopaminerjik
noronlara farklilagsabilme ozelliklerinden dolay1r néronal hiicre modeli olarak kullanilan

insan hiicre hattidir. ATCC’ den temin edilmistir. SH-SYS5Y hiicre hatt1

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Capricorn Scientific, Germany) besiyeri igerisinde
%10 fetal bovine serum (FBS) (Capricorn Scientific, FBS-HI11B, Germany), %1 Lglutamin

(Capricorn Scientific, GLN-B, Germany) ve %1 penisilin-streptomisin

(Capricorn Scientific, PS-B, Germany) ecklenerek c¢ogaltildi. Hiicreler hiicre kiiltiir
kaplarinda, %5 COz2, %95 bagil nem i¢eren 37°C olan inkiibator i¢inde tutularak 3 giinde bir
besiyeri degistirilerek tiretildi. Hiicre kiiltiir kaplarin1 incelemek i¢in inverted mikroskop,
stoklarin depolanmasi i¢in -196°C siv1 azot tanki kullanildi. Her ¢calismada 5. Pasaj olarak

yedeklenip dondurulmus hiicreler kullanildi (Resim 3.1)

Cizelge 3.1. SH-SYSY hiicre hattina ait kiinye bilgileri

ATTC®kodu CRL-2266™

Adi SHSY-5Y

Biiyiime ozelligi Adherent (Yapisarak Cogalir)
Organizma Human (Insan)

Morfolojisi Epitelyal

Doku Kemik iligi

Hiicre tipi Epitelyal
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Resim 3.1. SHSY-5Y hiicre hatt1 goriintiisii
3.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

%80-90 doluluk seviyesine ulasan hiicrelerin icerisinde bulundugu besiyeri pipet ile
cekilerek uzaklastirildi. Flasklara %0,05°1ik tripsinden 3-5 ml eklenerek, 37°C’lik %5’lik
CO2’li etiivde 2-3 dakika bekletildi ve zeminden ayrilmalar1 saglandi. Yiizeyden ayrilan
hiicrelerin iizerine FBS ilave ederek tripsinin etkisi durduruldu ve 15 ml’ lik santrifiij tlipline
toplanan hiicreler 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi. 6-7 ml

besiyeri ile resiispanse edilen hiicreler yeni kiiltiir kaplarina transfer edilerek

37°C’lik %5 CO2’li inkiibatorde bekletildi. Hiicreler inverted mikroskop ile takip edilerek,
3 giinde bir besiyerleri taze besiyerleri ile degistirildi. %70-80 doluluk seviyesine

ulasildiginda pasajlama islemi tekrarlandi.

3.5. Hiicre Sayisinin Belirlenmesi ve Canhlik Olgiimii

Calismamizin her asamasinda canli hiicreler sayilarak, kullanilacak hiicre miktar1 belirlendi.
Hiicre saymmu igin tripan mavisi kullanildi. Olii hiicrelerin membran biitiinliigii bozuldugu
icin sitoplazmalar1 maviye boyanirken canli hiicreler boyayi hiicre ig¢ine almadigindan
boyanmadi.10 pL tripan mavisi ve 10 pL hiicre siispansiyonunu karistirildi ve Thoma
lammin her iki bélmesine 10 uL olacak sekilde eklendi. Inverted mikroskop kullanilarak 16
esit kareden olugan Thoma laminin 4 bdlmesinde bulunan hiicreler sayilarak ortalamasi

alindi.
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Canli Hicre Sayisi Mililitrede = Ortalama Hiicre Savist x (10*) x Diliisvon Orani

3.1)

o

formiilii kullanilarak hesaplandi.
3.6. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicre dondurulmasi islemi DMSO kullanilarak yapildi. DMSO kullanimi hiicre i¢in toksik
olmakla birlikte, yeterli miktarda kullanildiginda hiicreleri cok hizli ya da ¢ok yavas sekilde
dondurulurken olusabilecek ani 1s1 degisimlerine karsi korumaktadir. Tripsinizasyon ile
kaldirilan hiicreler santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirildi. Elde edilen pellet,
%90 FBS ve %10 DMSO igeren dondurma soliisyonunda, 2ml’ lik -196 °C” ye dayanikh

hiicre dondurma tiiplerine alinarak saklandi.
3.7. Amiloid B142’ nin Hazirlanmasi

Amiloid B1-42 (Item no:20574, Cayman) 500 pg, 27,7 ml DMSO ile kit protokoliine uygun
olarak sulandirilarak 4 mM’ lik stok soliisyon elde edildi. Elde ettigimiz stok soliisyon
DMEM besiyeri igerisinde seri diliisyon yapilarak 2,5uM, 5SuM, 10uM, 50uM, 100uM,
200uM, 400uM lik dozlar halinde hiicreler iizerine 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulandi.

Amiloid Bi142 nin yari maksimum inhibitor konsantrasyon degeri(IC50) 100 Mm olarak

hesaplanmustir.
3.8. MTT Testi ile Hiicre Canlihiginin Belirlenmesi

3-[4,5-Dimetiltiyazol-2-il]-2,5-Difeniltetrazolium Bromid; Tiazol Blue (MTT) testi hiicre
proliferasyonu ve sitotoksitesinin kantitasyonunu belirlemede kullanilir. Metabolik
aktivitesi olan hiicreler tetrazolium tuzunu renkli formazanlara hiicre sitozoliindeki NADPH
bagimli oksidorediiktaz enzimleri ile indirgedigi i¢in MTT testiyle sadece canli hiicreler
belirlenebilir [124]. Canli hiicrelerin mitokondrileri MTT’ yi mor renkli ¢dziinmez
formazana doniistiiriir. Olusan ¢6ziinmez formazan izopropanol veya DMSO ile ¢oziinerek
meydana gelen renk degisimi spektrofotometrik olarak As7o nm-Aszonm de Olgiiliir [1, 125].

Calismaya tripsinizasyon yontemi ile kaldirilan hiicreler sayilarak baslandi. 96 kuyucuklu
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mikroplakanin her bir kuyucuguna 100 ul igerisinde 1x10* olacak sekilde hiicre ekimi
gergeklestirildi ve 24 saat boyunca 37°C’lik %5 CO- igeren etiivde inkiibe edildi. 24. saatin
sonunda besiyeri igerisinde diliie edilmis olan Amiloid Bi1-42 dozlar1 uyguland: (Sekil 3.2).
Plakalar 24, 48 ve 72 saat boyunca 37°C’lik %5 COz2 igeren etiivde inkiibe edildi. Kontrol
grubu olarak kullandigimiz kuyucuklara sadece %10 FBS + medya igeren hiicreli DMEM
besiyeri, vehicle kontrol olarak kullandigimiz kuyucuga ise DMSO igeren besiyeri
uygulanarak hiicre canliliklar1 lizerindeki etkisi hesaplandi. 24, 48 ve 72 saat Amiloid B1-42
ile inkiibasyon sonrasi, MTT soliisyonu (Sigma, USA) besiyeri i¢erisinde 5 mg/ml olacak
sekilde ¢oziildi. Tiim kuyucuklara 20 ul olacak sekilde dagitildi ve 3-4 saat boyunca
37°C’lik %5 CO2 igeren etiivde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda tiim
kuyucuklarin icerikleri ¢cok kanalli pipetle uzaklastirildi. Her bir kuyucuga 100 pl isopropil
alkol eklenerek reaksiyon sonucu olusan formazan kristallerinin ¢odziinmesi saglandi.
Hiicreler bir saat boyunca karanlikta ve oda 1sisinda inkiibasyona birakildi. islem sonunda
plaka 570 nm dalga boyunda (Biotek Synergy HTX, USA) spektrofotometrik olarak plaka

okuyucuda okutuldu.

MTT testi, Amiloid f1-42 nin hiicre canlilig1 lizerindeki etkisinin belirlenmesinin yani sira
farkli CDY A dozlar1 uygulamalarinin ABz-42 ile SH-SYS5Y hiicrelerinde olusturulan in vitro
AH modelindeki etkisinin belirlenmesi ve uygun CDYA oranlarinin etkisinin

belirlenmesinde de uygulanmistir.

3.9. Yag Asitlerinin Hazirlanmasi

3.9.1. Eikozapentaenoik asit (EPA) hazirlanmasi

EPA (Item no:90110, Cayman) 200 pl, kit protokoliine uygun olarak DMEM ile diliie
edilerek 4 mM” lik stok soliisyon elde edildi. Elde ettigimiz stok soliisyon DMEM besiyeri
icerisinde seri diliisyon yapilarak 5 pM, 10uM, 25 uM, 40uM, 50uM’ lik dozlar halinde

hiicre lizerine 48 ve 72 saat boyunca uygulandi.

3.9.2. Linoleik asit (LA) hazirlanmasi

LA (PC1003367601, Sigma) 3,241 M olan mevcut stok kit protokoliine uygun olarak
DMEM ile diliie edilerek 4 mM’ lik stok soliisyon elde edildi. Elde ettigimiz stok soliisyon
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DMEM besiyeri igerisinde seri diliisyon yapilarak 5 pM, 10uM, 25 uM, 40uM, 50uM’ lik

dozlar halinde hiicre tizerine 48 ve 72 saat boyunca uygulandi.
3.9.3. Yag asitlerinin oranlarimin belirlenmesi

Q3 ve Q6 yag asitleri uygulamasindan sonra MTT ve Annexin V verilerine bakilarak ¢alisma
dozu olarak 50uM olarak belirlendi. Q3/Q6 oranlari; 1/1, 1/2, 1/4, 1/8 ve 1/16 olarak
belirlenerek ¢alisilan dozlar stok soliisyonlarin DMEM besi yeri ile diliie edilmesinden sonra

kiltir ortamlarina eklendi.

3.10. APi42 ile SH-SYSY Hiicrelerinde Olusturulan /n Vitro AH Modelinin Tespit
Edilmesi

AP1-42 uygulamasinin ardindan hiicrelerde Alzheimer modelinin olustugunun tespit edilmesi

amaciyla Kongo red boyamasi ve AChE aktivitesi tayini ¢alisilmistir.
3.10.1. Kongo red boyamasi

Kongo red boyasi, APi-42 proteinin tayini icin kullamlan yontemlerden biridir. /n vitro AH
modelinin olustugunu goéstermek i¢in hiicreler lam tizerinde kiiltiire edildi. 24 saat AP1-42
uygulamasi sonucunda lamlar inkiibatorden alinarak mediumlar1 uzaklastirildi. PBS ile
yikanan lamlar absoliit etanol ile fikse edildi. 5-6 dakika oda 1s1sinda inkiibe edilen hiicrelere
Kongo red boyasi eklendi. 5-6 dakika oda 1sisinda inkiibasyon sonrasinda potasyum
hidroksit eklenen hiicreler 15 saniye sonra yikandi. Uzerlerine Haemalum mayer ¢ozeltisi
eklenen hiicreler 5-6 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra yikanarak kurumaya birakildi.

Inverted mikroskopta goriintiileri alindu.
3.10.2. Asetilkolinesteraz (AChE) protein tayini

AChE miktar1 6l¢iimii (Elabscience Biotechnology Inc. Texas, USA) sandvic ELISA
yontemine dayanmaktadir. Kuyucuklar AChE antikorlartyla kaphdir. Antikorlara 6rnekler
igindeki AChE baglanir. immun kompleks olusumu igin streptovidin-HRP ilave edilerek
antijen-antikor kompleksi kuyucuklara tutunur. Kromojen ilavesi ile olusan renkli

kompleksin absorbanst 450 nm’ de 6l¢iiliir.
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Orneklerin hazirlanmasi

Hiicre kiiltiir flasklarinda yapisarak tireyen SH-SY5Y hiicreleri PBS ile hafifce yikandi ve
tripsinizasyon ile santrifiij tiiptine toplandi. 1000xg’de 5 dakika santrifiijlenerek PBS ile 3
kez yikandi. Her 1x10° hiicre i¢in 150-250 uL 6nceden sogutulmus PBS (0.01M, pH=7.4)
eklenerek hiicrelerin yeniden siispansiyon haline gelmesini saglandi. Siispansiyon 5 saniye
ultrasonik hiicre pargalayici ile sonikasyona tabi tutuldu. 2 - 8°C' de 1500xg' de 10 dakika
santrifiij yapildi. Deneyi gergeklestirmek icin siipernatant alikotlanarak -20° C de saklandi.

Standartlarin hazirlanmasi

Referans AChE Standarti, 1 dakika boyunca 10.000 x g' de santrifiij edildikten sonra 1 ml
referans standart diluent soliisyonu eklendi. Tamamen ¢6ziilmesi i¢in 10 dakika bekletildi
iyice pipetaj yapildi. Boylelikle 1000 IU/ml' lik stok standart ¢calisma ¢ozeltisi elde edildi.
1000 1U/ml stok standart ¢ozeltisi ve standart diluent soliisyonu kullanilarak seri seyreltme
yontemiyle 250, 125, 62,5, 31,25, 15,63 ve 0 IU/ml konsantrasyonlarinda gradyanlar
hazirlandi. Son tiip bos olarak kabul edildi.

Deney protokolii

Kuyucuklara cift tekrar olarak 100 pl standartlar ve ornekler eklendi. Kuyucuklar plate
ortiicii ile kaplanip 37 °C'de 90 dakika boyunca inkiibe edildi.

Her bir kuyucugun icerigi dikkatlice aspire edilerek tiim kuyucuklara 100 pL. Biotinylated
Detection Ab eklendi. Kapatilan plaka yavasca karistirildi. 37 °C' de 1 saat inkiibe edildi.

Her bir kuyucugun igerigi dikkatlice aspire edilerek, tiim kuyucuklar yikama tamponu ile 3

kez yikand.

Her kuyucuga 100 uL. HRP konjugat calisma soliisyonu eklendi. Plate ortiicii ile kaplandi,
30 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe edildi, ardindan yikama tamponu ile 5 kez yikandx.

Her bir kuyucuga 90 pL substrat reaktifi eklenerek yeni bir plaka ortiicii ile kapatildi. 37 °C'
de yaklasik 15 dakika inkiibe edildi.
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Her kuyucuga 50 pL. Durdurma Soliisyonu eklendi ve optik dansitesi (OD degeri) plaka
okuyucuda 450 nm' de 6l¢iildii.

Standart ¢ozeltilerinin konsantrasyon ve absorbans degerleri ¢izelge 3.2. de kalibrasyon

grafigi Sekil 3.1. de verilmistir.

Cizelge 3.2. AChE standart ¢ozeltilerinin konsantrasyon ve absorbans degerleri

Konsantrasyon (1U/ml) Absorbans
250 1,316
125 0,734
62,5 0,393
31,25 0,336
15,63 0,232

*Kor degeri ¢ikarilarak elde edilen sonuglar

y =0,0046x +0,1549

1,4
R*=0,9949

Absorbans
o o o =
B [e)] (o] = N

o
N

o

0 50 100 150 200 250 300

Konsantrasyon IU/ml

Sekil 3.1. AChE kalibrasyon grafigi
3.11. RT-PCR i¢in Hiicrelerin Hazirlanmasi

MTT testi ile ICso orani belirlenen Amiloid P1-s2 uygun dozu 25 cm? hiicre kiiltiir kaplarinda
iiretilen hiicre hatlarinin {lizerine 24 saat uygulandi. 48 saat CDY A maruziyeti sonunda
hiicreler tripsinizasyon yontemi ile hiicre kiiltiir kaplarindan alinarak, 1000 rpm’de 5 dakika

santrifiij edildi. Hiicre pelleti 1ml PBS igerisinde RNA izolasyonu i¢in hazirlandi.
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3.12. RNA Izolasyonu, Olciimii, cDNA Sentezi ve RT- PCR Analizi
3.12.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in (Qiagen, Almanya) kiti kullanilarak, total mRNA izolasyonu
gerceklestirildi.

3.12.2. Total mRNA izolasyonu Kit protokolii

-20 °C’de saklanan 6rnekler oda 1sisinda ¢oziindiikten sonra 300g’de 5 dakika santrifiij

edildi. Total RNA izolasyonu asagidaki basamaklar takip edilerek gerceklestirildi.

1. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra 1,5 ml’lik mikrotiip igerisindeki hiicre pelletine
300 uL REL lizat ilave edildi.

2. Orneklerin iizerine 590 puL RNase-Free ddH20 ve 10 pL Proteinaz K eklenip
calkalamal1 su banyosunda 56 °C'de 10 dakika inkiibe edildi.

3. 12.000 rpm'de 5 dakika santrifiijlenen 6rneklerin siipernatant1 yeni bir 1,5 ml’ lik
mikrotiibe alind1.

4.  Siipernatantin {izerine hacminin yaris1 kadar etanol eklendi. Tiim igerik toplama tiipii
igerisine yerlestirilmis R kolona aktarildi. 10 000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildiktan
sonra, toplama tiipii i¢indeki s1v1 ile birlikte atildi.

5. Yeni bir toplama tiipline aktarilan R kolon {iizerine 500 pL de proteinize RRPB
eklenerek 10000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi.

6. R kolonuna hazirlanan DNasel ¢aligma soliisyonundan 80 pl eklenerek oda 1sisinda 10
dakika bekletildi.

7. R kolon iizerine 500 pl deproteinize soliisyon RRPB ilave edilerek 10000 rpm' de 1
dakika santrifiij yapildu.

8. R kolonuna 500 ul RWB yikama soliisyonu konularak oda 1sisinda 2 dakika bekletildi.

12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilen R kolon yeni bir toplama tiipiine alindi.
9. R kolonuna 500 ul RWB yikama soliisyonu eklenerek odaaisisinda 2 dakika bekletildi.

12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek yeni bir toplama tiipiine alindi.
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10. 2 dakika boyunca 12000 rpm' de santrifiijden sonra toplama tiipii atildi. R kolon temiz
bir zeminde kurumasi i¢in bekletildi.

11. R kolonunu yeni bir RNase-Free ependorfa aktarilip membranin ortasina 30 ul
RNasefree ddH20 ilave edildi. 2 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra 12000 rpm’de
2 dakika santriifiij edilen 6rnekler saflik ve miktar 6l¢iimii yapildiktan sonra, -20°C

derin dondurucuda sakland.
3.12.3. RNA safliginin belirlenmesi ve konsantrasyon hesaplanmasi

Cok modlu mikroplak okuyucu (Biotek Synergy HTX, ABD) kullanilarak 260nm/280nm
dalga boyunda elde edilen RNA’nin saflig1 ve miktari dlgiildii. Saflik oranlar1 1,9 civarinda
olan RNA’lar ¢alismada kullanild1 (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. RNA saflik ve miktar tayin tablosu

Ornek Grup 260/280 ng /ulL
1 SHSY-5Y Kontrol 1.921 83.935
1 SHSY-5Y AP Kontrol 1.991 73.889
1 SHSY-5Y AB 1/1 1.914 55.818
1 SHSY-5Y AB 1/2 1.995 44.875
1 SHSY-5Y AB 1/4 1.896 76.067
1 SHSY-5Y AB 1/8 1.985 63.971
1 SHSY-5Y AB 1/16 1.816 55.015

3.12.4. cDNA sentezi

Hiicrelerden elde edilen total RNA miktarlar1 spektrofotometre kullanilarak 260/280 nm
oranina gdre hesaplanarak sonuglar ng/ul olarak bulundu. RNA &rnekleri -80° C derin
dondurucuda saklandi. Cikarilip ¢oziinen Orneklerden Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit (Roche) ve T100 PCR System (Bio- Rad, Hercules, CA, USA) termal dongii
cihazi kullaniarak cDNA sentezi gerceklestirildi.
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1.Asama:

Cizelge 3.4. cDNA sentez protokolii

Total RNA Sug
10mm dNTP karigimi luL
Oligo dT 1ul
Primer 2 ul
RNA icermeyen su 10,0 uL

Tim oOrnekler i¢in Cizelge 3.4 de miktarlar belirtilen reaktfler 1siya dayamikli 0,5 pl” lik
termal tiipler i¢erisinde 65°C' de 10 dakika boyunca T100 PCR sistem (Bio- Rad, Hercules,
CA, USA) kullanilarak inkiibasyona birakildi.

2.Asama:

Cizelge 3.5. cDNA sentez protokolii

5XRT Tampon 4 uL
RNaz inhibitorii 40U/ uL 0,5 uL
Deoksiniikleotid Karigimi 10 mM 2,0 uL
Ters Transkriptaz 20U/ uL 0,5 uL

Bu karisim (Cizelge 3.5) 1. asamadaki reaktiflerin lizerine eklenerek 55°C' de 30 dakika,
85°C' de 5 dakika boyunca T100 PCR sisteminde (Bio- Rad, Hercules, CA, USA) inkiibe
edildi. Islem sona erdiginde tiipler hizla buz iizerine alindi. Ornekler RT-PCR igin -80° C'
de sakland1

3.12.5. RT-PCR analizi
cDNA sentezi yapilan ornekler calismadan 10 dakika 6nce oda 1sisinda bekletildi.

Calismada GAPDH geni kontrol (housekeeping) gen olarak kullanildi. SYBR Green Master
Mix, Primer F, Primer R PCR Grade H20 ve cDNA reaktifleri (Cizelge 3.6) her bir 6rnek
icin agagidaki miktarlarda olmak tizere 8 li PCR strip tiipler igerisine alindi. ABI 7500 Real-
Time PCR cihaz ile 6rnekler: 95°C’de 3 dakika, 95°C’de 5 sn 60°C’de 30 sn 72°C’de 30

sn, 40 siklus olacak sekilde amplifiye edildi. Erime 1s1s1 analizi; 70°C ve 95°C arasindaki
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sicakliklarda, 1s1 miktar1 2 saniyede 0,1°C artirilarak ve zamana bagli olarak olusan floresan

miktarinin erime egrisi degerlendirilerek yapildi (Resim 3.2).

Cizelge 3.6. RT-PCR mix bilesimi

SYBR Green Master Mix (10X) 10,0 uL

Primer F (10 pM): 0,8 uL
Primer R (10 pM): 0,8uL
PCR Grade H 20 10 pL
cDNA (500ng / pl) : 2ulL
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Resim 3.3. Erime egrisi analizi

3.12.6. RT-PCR uygulamasinda kullanilan primerler

Primer tasarimlar1 Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi [National Center for Biotechnology
Information Gen-Bank (NCBI-Gen Bankast1)] veri tabani tizerinde bulunan primer BLAST®

(Basic Local Alignment Search Tool) dizi eslestirme analizi ile tasarlandi. Primer3

(https://primer3.ut.ee/) programu ile degerlendirildi (Cizelge 3.7).
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Cizelge 3.7. Kullanilan primer tablosu

Gen (Transkript) Primer Sekanslari (5'-3")
TNF-a F: AAAACAACCCTCAGACGCCA
TNF-a R: TCCTTTCCAGGGGAGAGAGG
NF«B F: AACAGCAGATGGCCCATACC
NF«kB R: AATAGGCAAGGTCAGGGTGC
TGFB1 F: ACCTGCCACAGATCCCCTAT
TGFB1 R: GAGCAACACGGGTTCAGGTA
IL-6 F: CTTCGGTCCAGTTGCCTTCTC
IL-6 R: GGCATTTGTGGTTGGGTCAG
COX-2 (PGES2) F: TTGCATTCTTTGCCCAGCAC
COX-2 (PGES2) R: ACCGTAGATGCTCAGGGACT
GAPDH F: TTTTGCGTCGCCAGCC
GAPDH R: ATGGAATTTGCCATGGGTGGA

3.12.7. RT-PCR analiz yontemi

Calismamizda referans gen olarak GAPDH kullanildi. Boylece farkli 6rnekler arasinda
genlerin ifadesinin karsilastirilmasi saglandi. Gen ifadesini 6l¢mek i¢in standardize Ct degeri
(amplifikasyon egrisinin esik degeri astig1 dongii sayisi) , ACt degeri hesaplandi (Resim 3.3).
CDYA uygulanan orneklerin Ct degerlerinden referans gen Ct degerleri ¢ikarilarak, doz
uygulamas1 yapilan Orneklerin ACt degerleri hesaplandi. Kontrol 6rneklerinin Ct
degerlerinden, referans gen Ct degerleri ¢ikarilarak kontrol orneklerinin ACt degerleri
hesaplandi. CDY A uygulanan 6rneklerin, kontrol 6rneklerine gore ekspresyon seviyesini
belirlemek igin ACt degerleri kullanilarak 22ACt degeri hesaplandi. 2°4Ct degeri
hesaplamalari sonucunda ¢ikan 2 {izerindeki deger anlamli ve kontrole gore artmis
regiilasyonu ifade ederken, 1 ve 2 arasi deger anlamsiz regiilasyonu, 0 ve 1 aras1 deger ise
azalmus regiilasyonu ifade etmektedir. ifadesi azalmis regiilasyonun anlamli veya anlamsiz
oldugunu belirlemek amaciyla -1/222Ct yapildi. -1 ile -2 aras1 anlamsiz-diisiik regiilasyonu
ifade ederken, -2 veya -2’ den kiigiik degerler anlaml1 -azalmis regiilasyonu ifade etmektedir
[126]. CDYA uyguladigimiz hiicre orneklerinin RT-PCR uygulamasinda elde edilen

amplifikasyon egrilerinin Ct degerlerinden, 2*2Ct degerleri hesaplandi.
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3.13. Akim Sitometri ile Annexin V, MMP, ROT ve Hiicre Dongiisii Analizi
3.13.1. Akim sitometri ile annexin V ol¢timii

In vitro kiiltiir kosullarinda hiicre apoptozunun dl¢iimii icin en duyarli, en spesifik ve en ¢ok
kullanilan test olarak Floresein Izotiyosiyanat (FITC) etiketli Annexin V/Propidium iyodiir
akis sitometrisi kabul edilmektedir [127]. Apoptozun erken evrelerinde hiicre yiizeyinde
degisiklikler meydana gelir. Plazma zarindaki degisikliklerinden biri, fosfatidilserinin (PS)
plazma zarmin i¢ yiizeyinden dis ylizeye translokasyonudur. Annexin V, fosfatidil serine
yiiksek afiniteli, Ca*2 bagimli fosfolipid baglayici bir protein oldugu icin hassas bir dlgiit
olarak kullanilabilir. PSnin membranin dis yiizeyine translokasyonu apopitoza ozgii
degildir, hiicre nekrozu sirasinda da meydana gelir. Bu iki hiicre 6liimiiniin farki, apoptozun
ilk asamalarinda hiicre zarinin bozulmadan kalmasindan dolayidir. Nekroz meydana geldigi
anda hiicre zar1 biitiinliglinii kaybeder. Bu nedenle, apoptozun gostergesi olarak hiicre
ylizeyine baglanan Annexin V' in 6l¢iimii, hiicre zarinin biitlinliigiinii belirlemek icin bir
boyama testi ile birlikte gergeklestirilmelidir. Biitiin hiicreleri (FITC/PI-), apoptotik
hiicreleri (FITC+/PI-) ve nekrotik hiicreleri (FITC+/PI+) ayirt eder. Mevcut testlerle
karsilastirildiginda, Annexin V testi hassas ve uygulanmasi kolaydir [128]. Annexin V
analizi, hiicre zar1 biitlinliigiiniin kaybindan dnce apopitozun erken evrelerinin saptanmasina
ve hiicre dongiisiiyle iligkili olarak apoptotik oliimiin kinetiginin Ol¢iilmesine izin verir

[128].

Reaktifler

Calismamizda BD Pharmingen™ FITC and PE Annexin VV Apoptosis Detection Kits (Cat.
Nos. 556570) asagidaki basamaklar uygulanarak kullanildi.

1. FITC Ek V (bilesen no. 51-65874X): Test basina 5 pul kullanilda.

2. Niikleik asit boyas1 olan Propidium Iyodiir (PI) (bilesen no. 51-66211E), érnek basina 5
pl kullanildi.

3. 10X Annexin V Baglama Tamponu (bilesen no. 51-66121E): 0,1 M Hepes/NaOH (pH
7,4), 1,4 M NaCl, 25 mM CacCl2.
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1X c¢alisma soliisyonu i¢in, 10X Annexin V Baglama Tamponunu 9 kat saf su ile

seyreltilerek kullanildi.

Boyama

1. Iki kez soguk PBS ile yikanan 1x10° hiicre/ml olacak sekilde hazirlanan hiicreler 1X
Baglama Tamponu i¢inde siispanse edildi.

1x10° hiicre i¢in uygulanacak 100 pl soliisyon 5 ml' lik tiipe aktarildi.

5 ul FITC Annexin V ve 5 ul Pl ilave edildi.

Tiipler hafifce karistirilarak karanlikta ve oda sicakliginda (25°C) 10-15 dakika bekletildi.

o ~ w N

Her tiipe 400 pl 1X Baglama Tamponu eklenerek 30 dakika iginde akis sitometrisi ile

analizleri yapildi.

3.13.2. Akim sitometri ile MMP ol¢iimii

Mitokondri, hiicre sinyalizasyonu, hiicre dongiisiinlin kontrolii, hiicresel biiyiime, hiicre

farklilagmasi, metabolitlerin taginmasi ve hiicre 6liimii gibi bir¢ok siirecte yer almaktadir.

Besinleri adenozin trifosfat (ATP) enerjisine doniistiiriirler ve hiicrenin gii¢ jeneratorleri
olarak kabul edilirler. Bu islem, i¢ zar boyunca elektrokimyasal bir fark olusturmaktadir.
Oksidasyon ve indirgeme reaksiyonlari sirasinda elektronlar tarafindan salinan enerji,
protonlari (H" iyonlar1) matristen zarlar arasi bosluga pompalamakta ve burada bir proton
konsantrasyon gradientine neden olmaktadir. Sonug olarak, mitokondrinin i¢ zar1 boyunca
negatif potansiyel farki iiretilmektedir. Elde edilen elektrokimyasal potansiyel (A p H*):A p
H* = —2.3 RTApH" F olarak tanimlanmaktadir. ApH, pH farki ve A¥Ym mitokondriyal
membran potansiyelidir. A¥Ym genellikle -120 mV' den disiiktiir (hiicre dis1 bosluktan daha
negatiftir). A¥m, hiicre canlilifinin bir gostergesi olarak kullanilan mitokondriyal
fonksiyonun Onemli bir parametresidir. Mitokondriyal transmembran potansiyelinin
bozulmasi, apoptoz indiiksiyonunda meydana gelen en erken hiicre i¢i olaylardan biridir.

Mitokondriyal membran potansiyelinin analizi MMP Kit (THORVACS Biyoteknoloji,

Kat#, MMPAK-100T) kullanilarak yapildi. SH-SYSY hiicre dizisinde olusturulan deney

gruplarinda hazirlanan hiicreler tripsinizasyon yontemi ile bir araya toplandi.
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Boyama

1. Iki kez soguk PBS ile 500 xg de 5 dakika santrifiij edilerek yikanan hiicreler, 1x108
hiicre/ml olacak sekilde hazirlandi.

2. Hicreler 1X PBS iginde siispanse edildi.

3. 1x10° hiicre i¢in uygulanacak 10ul boyama soliisyon eklendi ve 37°C’ de 30 dakika
inkiibe edildi.

4. JC-1 boyasi ile isaretlenip BD Accuri C6 (BD Biosciences) akim sitometri cihazinda
analiz edildi.

3.13.3. Akim sitometri ile ROT o6l¢iimii

Reaktif oksijen tiirleri, oksijen metabolizmasinin dogal bir yan {iriinii olarak {iretilen
kimyasal olarak reaktif oksijen iceren molekiillerdir. ROT, normal fizyolojik kosullar altinda
stirekli olarak {retilir ve ortadan kaldirilir. Hiicre sinyalizasyonunda, homeostazda ve
mikrobiyal enfeksiyonlarin temizlenmesinde 6nemli islevlere sahiptir. UV, 1s1 maruziyeti,
cevresel stres veya enfeksiyon sirasinda, ROT seviyeleri oksidatif strese yol agacak sekilde
onemli Olgiide artabilir. Oksidatif stres hiicresel proteinlere, lipidlere ve DNA' ya zarar
vererek kardiyovaskiiler hastalik, kanser, diyabet ve inflamasyon riskini arttirir. ROT
ornekleri arasinda siiperoksit iyonlar1 ve peroksitler bulunur. Hiicre i¢i reaktif oksijen

tiirlerinin tayini ROS Detection Kit (THORVACS Biyoteknoloji, Kat#; ROS-

100T) kullanilarak yapildi. SH-SYS5Y hiicre dizisinde olusturulan deney gruplarinda

hazirlanan hiicreler tripsinizasyon yontemiyle toplandi.

Boyama

1. iki kez soguk PBS ile 500 xg de 5 dakika santrifiij edilerek yikanan hiicreler, 1x10°
hiicre/ml olacak sekilde hazirlandi.

2. Hiicreler 1X PBS i¢inde siispanse edildi.

3. 1x108hiicre i¢in uygulanacak 10pu1 ROS boyama soliisyonu eklendi ve 37°C de 30 dakika
inkiibe edildi.

4. Boyanan hiicreler BD Accuri C6 (BD Biosciences) akim sitometri cihazinda FL1 kanali

kullanilarak analiz edildi.
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3.14.4. Akim sitometri ile hiicre dongiisii analizi

Bir hiicre popiilasyonundaki hiicre dongiisiiniin belirli asamalarinda olan hiicre sayisini
tespit etmek, hiicre biiylimesini ve boliinmesini etkileyen bilesiklerin taranmasi i¢in ¢ok
onemlidir. Hiicredeki niikleik asitlere baglanan, hiicresel DNA igerigiyle orantili olarak
floresans sinyali veren niikleer boyalar kullanilarak 6l¢iim yapilabilir. Hiicre dongiisiiniin
farkli asamalarindaki (GO/G1, S ve G2/M) hiicrelerin yiizdeleri 6lgiilebilir. Hiicre dongiisii
analizi Cell Cycle Kit (THORVACS Biyoteknoloji, Kat#; CCK-100T) kullanilarak yapildi.

SH-SYS5Y hiicre dizisinde olusturulan deney gruplarinda hazirlanan hiicreler tripsinizasyon

yontemi ile bir araya toplandi.

Boyama

1. ki kez soguk PBS ile 500 xg de 5 dakika santrifiij edilerek yikanan hiicreler, 1x10°
hiicre/ml olacak sekilde hazirlandi.

2. PBS uzaklastirilarak pellet 200 pl % 70 etanolde buz iizerinde fikse edildi.

3. Fiksasyona 4°C de 30 dakika boyunca devam edildi.

4. Inkiibasyon sonrasinda iki kez PBS ile 800 xg de 5 dakika santrifiij edilen hiicrelerden
ethanol uzaklastirildi.

5. Hiicreler 50ul enzim soliisyonu ile 37°C de 30 dakika inkiibe edildi.

6. Inkiibasyon sonrast hiicrelere 200ul boyama soliisyonu eklendi ve 37°C de 15-30 dakika
bekletildi.

7. Boyanan hiicreler BD Accuri C6 (BD Biosciences) akim sitometri cihazinda FL3 kanali

kullanilarak analiz edildi.
3.14. Pro ve Antiinflamatuvar Sitokinlerin Ol¢iimii

AP142 ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan in vitro AH modelindeki hiicrelerin
proinflamatuvar ve antiinflamatuvar sitokin salmimlari ELISA yéntemi kullanilarak
calisildi. Calismamizda TNF-a, COX-2, NF«xf, IL-6, TGFBI sitokinlerinin salinimina
bakildi. Sitokin 6l¢iimleri 48 saat boyunca CDYA (3/Q6) uygulamasi sonucu elde edilen
hiicre lizatlar1 kullanilarak yapildi. Calismalar iiretici firmanin kullanim klavuzlarina

uyularak yapildi.
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3.14.1. Niikleer faktor -kappa-B (NFkB) seviyelerinin ol¢iilmesi

NFxB miktar1 6l¢iimii (Elabscience Biotechnology Inc. Texas, USA) sandvic ELISA
yontemine dayanmaktadir. Kuyucuklar NFxB antikorlariyla kaplidir. Antikorlara 6rnekler
icindeki NF«kB baglanir. Immun kompleks olusumu igin streptovidin-HRP ilave edilerek
antijen-antikor kompleksi kuyucuklara tutunur. Kromojen ilavesi ile olusan renkli

kompleksin absorbans1 450 nm’ de olgiiliir.

Orneklerinin hazirlanmasi

Hiicre kiiltiir kaplarinda yapisarak tireyen SH-SYSY hiicreleri PBS ile hafif¢ce yikandi ve
tripsinizasyon ile santrifiij tiipiine toplandi. 1000xg’de 5 dakika santrifiijlenerek PBS ile 3
kez yikand1. Her 1x108 hiicre i¢in 150-250 uL 6nceden sogutulmus PBS (0.01M, pH=7,4)
eklenerek hiicrelerin yeniden siispansiyon haline gelmesini saglandi. Siispansiyon 5 saniye
ultrasonik hiicre pargalayici ile sonikasyona tabi tutuldu. 2 — 8 °C' de 1500xg' de 10 dakika
santrifiij yapildi. Deneyi gerceklestirmek icin siipernatant alikotlanarak -20° C de saklanda.

Standartlarin hazirlanmasi

Referans Standart, 1 dakika boyunca 10.000 x g' de santrifiij edildikten sonra 1 ml referans
standart soliisyon eklendi. Tamamen c¢oziilmesi i¢in 10 dakika bekletildi 1yice pipetaj
yapildi. Boylelikle 10 ng/ml' lik stok standart ¢alisma ¢6zeltisi elde edildi. 10 ng/ml stok
standart ¢ozeltisi ve standart diluent soliisyonu kullanilarak seri seyreltme yontemiyle 5, 2,5,
1,25, 0,63, 0,32, 0,16 ve 0 ng/ml konsantrasyonlarinda gradyanlar hazirlandi. Son tiip bos
olarak kabul edildi.

Deney protokoli

1. Kuyucuklara ¢ift tekrar olarak 100 pl standartlar ve 6rnekler eklendi. Kuyucuklar plate
ortiicii ile kaplanip 37 °C'de 90 dakika boyunca inkiibe edildi.

2. Her bir kuyucugun igerigi dikkatlice aspire edilerek tiim kuyucuklara 100 pL
Biotinylated Detection Ab eklendi. Kapatilan plate yavasca karistirildi. 37 °C'de 1 saat
inkiibe edildi.

3. Her bir kuyucugun igerigi dikkatlice aspire edilerek, tiim kuyucuklar yikama tamponu

ile 3 kez yikandu.
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4. Her kuyucuga 100 uL HRP konjugat caligma soliisyonu eklendi. Plate ortiicii ile
kaplandi, 30 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe edildi, ardindan yikama tamponu ile 5
kez yikandi.

5. Her bir kuyucuga 90 uL substrat reaktifi eklenerek yeni bir plate ortiicii ile kapatildi. 37
°C'de yaklasik 15 dakika inkiibe edildi.

6. Her kuyucuga 50 uL. Durdurma Soliisyonu eklendi ve optik dansitesi (OD degeri) plate
okuyucuda 450 nm' de 6l¢iildii.

Standart c¢ozeltilerinin konsantrasyon ve absorbans degerleri Cizelge 3.8. de kalibrasyon

grafigi Sekil 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.8. NF«B standart ¢ozeltilerinin konsantrasyon ve absorbans degerleri

Konsantrasyon (ng/mL) Absorbans
5 1,593
2,5 0,89
1,25 0,495
0,63 0,309
0,32 0,192

*Kor degeri ¢ikarilarak elde edilen sonuglar

18 y-=0,3014x +0,1065
’ R%=0,9985

Absorbans
B
=N

o
o))

02

0 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon ng/ml
Sekil 3.2. NF«B kalibrasyon grafigi

3.14.2. Tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-0) seviyelerinin 6lciilmesi

TNF-o 6l¢iimii, sandvic ELISA (ELK Biotechnology Inc. Wuhan, China) yontemi ile
gergeklestirilmistir. Kuyucuklar TNF-a antikorlariyla kaplidir. Antikorlara 6rnekler igindeki
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TNF-a baglanir. Immun kompleks olusumu icin streptovidin-HRP ilave edilerek antijen-
antikor kompleksi kuyucuklara tutunur. Kromojen ilavesi ile olusan renkli kompleksin

absorbans1 450 nm’ de ol¢iiliir.

Orneklerinin hazirlanmasi

Hiicre kiiltiir kaplarina yapisarak iireyen SH-SYS5Y hiicreleri PBS ile hafifce yikandi ve
tripsinizasyon ile santrifiij tliptine toplandi. 1000xg’ de 5 dakika santrifiijlenerek PBS ile 3
kez yikandi. Her 1x10 ® hiicre igin 150-250 uL 6nceden sogutulmus PBS (0.01M, pH=7.4)
eklenerek hiicrelerin yeniden siispansiyon haline gelmesini saglandi. Siispansiyon 5 saniye
ultrasonik hiicre pargalayici ile sonikasyona tabi tutuldu. 2 - 8°C'de 1500xg' de 10 dakika
santrifiij yapildi. Deneyi gerceklestirmek icin siipernatant alikotlanarak -20° C de saklandu.

Standartlarin hazirlanmasi

Referans Standart, 1 dakika boyunca 10.000 x g' de santrifiij edildikten sonra 1 ml referans
standart diluent soliisyonu eklendi. Tamamen ¢dziilmesi i¢in 10 dakika bekletildi iyice
pipetaj yapildi. Boylelikle 500 pg/ml' lik stok standart ¢aligma ¢ozeltisi elde edildi. 500
pg/mlstok standart ¢ozelti ve standart diluent soliisyonu kullanilarak seri seyreltme
yontemiyle 250, 125, 62,5, 31,25, 15,63 ve 0 pg/ml konsantrasyonlarinda gradyanlar
hazirlandi. Son tiip bos olarak kabul edildi.

Deney protokoli

1. Kuyucuklara ¢ift tekrar olarak 100 pl standartlar ve 6rnekler eklendi. Kuyucuklar plaka
ortiicii ile kaplanip 37 °C'de 80 dakika boyunca inkiibe edildi.

2. Her bir kuyucugun igerigi dikkatlice aspire edilerek tiim kuyucuklara 100 uL Biotinylated
Detection Ab eklendi. Kapatilan plaka yavasga karistirildi. 37 °C'de 50 dakika inkiibe
edildi.

3. Her bir kuyucugun icerigi dikkatlice aspire edilerek, tim kuyucuklar yikama tamponu ile
3 kez yikandi.

4. Her kuyucuga 100 pL. HRP konjugat calisma soliisyonu eklendi. Plaka ortiicli ile
kaplandi, 50 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe edildi, ardindan yikama tamponu ile 5 kez
yikandi.
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5. Her bir kuyucuga 90 pL substrat reaktifi eklenerek yeni bir plaka ortiicii ile kapatildi. 37
°C'de yaklasik 20 dakika inkiibe edildi.

6. Her kuyucuga 50 uL. Durdurma Soliisyonu eklendi ve optik dansitesi (OD degeri) plate
okuyucuda 450 nm'de 6l¢iildii.

Standart ¢ozeltilerinin konsantrasyon ve absorbans degerleri Cizelge 3.9. da kalibrasyon

grafigi sekil 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.9. TNF-a standart ¢6zeltilerinin konsantrasyon ve absorbans degerleri

Konsantrasyon pg\ml Absorbans
250 2,124
125 0,952
62,5 0,514
31,25 0,22
15,63 0,148

*Kor degeri ¢ikarilarak elde edilen sonuglar

2,5
y =0,0083x - 0,0038
R?=0,9989

2
(%]

€15
©
2
]
3

< 1

0,5

0

0 50 100 150 200 250 300

Konsantrasyon pg/ml

Sekil 3.3. TNF-a kalibrasyon grafigi
3.14.3. Interlokin-6 (IL-6) seviyelerinin l¢iilmesi

IL-6 olgiimii, sandvi¢ ELISA (ELK Biotechnology Inc. Wuhan, China) ydntemi ile
gergeklestirilmistir. Kuyucuklar 1L-6 antikorlariyla kaphdir. Antikorlara 6rnekler igindeki

IL-6 baglanir. Immun kompleks olusumu igin streptovidin-HRP ilave edilerek antijenantikor
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kompleksi kuyucuklara tutunur. Kromojen ilavesi ile olusan renkli kompleksin absorbansi

450 nm’ de Olgiiliir.

Orneklerinin hazirlanmasi

Hiicre kiiltiir kaplarinda yapisarak iireyen SH-SYS5Y hiicreleri PBS ile hafifce yikandi ve
tripsinizasyon ile santrifiij tiipiine toplandi. 1000xg’de 5 dakika santrifiijlenerek PBS ile 3
kez yikandi. Her 1x10° hiicre i¢in 150-250 uL 6nceden sogutulmus PBS (0.01M, pH=7.4)
eklenerek hiicrelerin yeniden siispansiyon haline gelmesini saglandi. Siispansiyon 5 saniye
ultrasonik hiicre pargalayici ile sonikasyona tabi tutuldu. 2 - 8°C' de 1500xg'de 10 dakika
santrifiij yapildi. Deneyi gerceklestirmek icin siipernatant alikotlanarak -20° C de saklandu.

Standartlarin hazirlanmasi

Referans Standart, 1 dakika boyunca 10.000 x g' de santrifiij edildikten sonra 1 ml referans
standart&drnek diluent soliisyonu eklendi. Tamamen ¢oziilmesi i¢in 10 dakika bekletildi

iyice pipetaj yapildi. Boylelikle 500 pg/ml' lik stok standart ¢calisma ¢ozeltisi elde edildi.

500 pg/ml stok standart ¢ozelti ve standart diluent soliisyonu kullanilarak seri seyreltme
yontemiyle 125, 62,5, 31,25, 15,63, 7,82 ve 0 pg/ml konsantrasyonlarinda gradyanlar
hazirlandi. Son tiip bos olarak kabul edildi.

Deney protokoli

1. Kuyucuklara cift tekrar olarak 100 pl standartlar ve 6rnekler eklendi. Kuyucuklar plaka
ortiicii ile kaplanip 37 °C'de 80 dakika boyunca inkiibe edildi.

2. Her bir kuyucugun igerigi dikkatlice aspire edilerek tiim kuyucuklara 100 pL
Biotinylated Detection Ab eklendi. Kapatilan plaka yavasca karistirildi. 37 °C'de 50
dakika inkiibe edildi.

3. Her bir kuyucugun icerigi dikkatlice aspire edilerek, tiim kuyucuklar yikama tamponu
ile 3 kez yikandu.

4. Her kuyucuga 100 pL HRP konjugat ¢alisma soliisyonu eklendi. Plaka Ortiicli ile
kaplandi, 50 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe edildi, ardindan yikama tamponu ile 5
kez yikandu.
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5. Her bir kuyucuga 90 pL substrat reaktifi eklenerek yeni bir plaka ortiicii ile kapatildi.
37 °C'de yaklasik 20 dakika inkiibe edild.i.

6. Her kuyucuga 50 uL Durdurma Soliisyonu eklendi ve optik dansitesi (OD degeri) plaka
okuyucuda 450 nm'de olgiildii.

Standart ¢ozeltilerinin konsantrasyon ve absorbans degerleri Cizelge 3.10. de kalibrasyon

grafigi Sekil 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.10. IL-6 standart ¢ozeltilerinin konsantrasyon ve absorbans degerleri

Konsantrasyon(ng/mL) Absorbans
125 1,412
62,5 0,78
31,25 0,444
15,63 0,262
7,82 0,132

*Kor degeri ¢ikarilarak elde edilen sonuglar

y=0,0107x + 0,086
R*=0,9973

Absorbans
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Sekil 3.4. IL-6 kalibrasyon grafigi
3.14.4. COX-2 seviyelerinin olciilmesi

COX-2 miktar tayini PTGS2\COX-2 proteinin 6lgiimii ile yapilmistir. PTGS2\COX-2
olgiimii, sandvi¢ ELISA (Elabscience Biotechnology Inc. Texas, USA) ydntemi ile
gergeklestirilmistir. Kuyucuklar COX-2 antikorlariyla kaplidir. Antikorlara ornekler
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icindeki COX-2 baglanmir. Immun kompleks olusumu i¢in streptovidin-HRP ilave edilerek
antijen-antikor kompleksi kuyucuklara tutunur. Kromojen ilavesi ile olusan renkli

kompleksin absorbans1 450 nm’ de ol¢iiliir.

Orneklerinin hazirlanmasi

Hiicre kiiltiir kaplarinda yapisarak tireyen SH-SYSY hiicreleri PBS ile hafif¢ce yikandi ve
tripsinizasyon ile santrifiij tliptine toplandi. 1000xg’ de 5 dakika santrifiijlenerek PBS ile 3
kez yikandi. Her 1x10° hiicre i¢in 150-250 puL 6nceden sogutulmus PBS (0.01M, pH=7.4)
eklenerek hiicrelerin yeniden siispansiyon haline gelmesini saglandi. Siispansiyon 5 saniye
ultrasonik hiicre pargalayici ile sonikasyona tabi tutuldu. 2 - 8°C' de 1500xg' de 10 dakika
santrifiij yapildi. Deneyi gerceklestirmek icin siipernatant alikotlanarak -20° C de saklandu.

Standartlarin hazirlanmasi

Referans Standart, 1 dakika boyunca 10.000 x g' de santrifiij edildikten sonra 1 ml referans
standart diluent soliisyonu eklendi. Tamamen ¢dziilmesi i¢in 10 dakika bekletildi iyice
pipetaj yapildi. Boylelikle 20 ng/ml' lik stok standart calisma ¢6zeltisi elde edildi. 20 ng/ml
standart ¢ozeltisi ve standart diluent soliisyonu kullanilarak seri seyreltme yontemiyle 5, 2,5,

1,25, 0,63, 0,31 ve 0 ng/ml konsantrasyonlarda gradyanlar hazirlandi.

Son tiip bos olarak kabul edildi.

Deney protokoli

1. Kuyucuklara cift tekrar olarak 100 pl standartlar ve 6rnekler eklendi. Kuyucuklar plaka
ortiicii ile kaplanip 37 °C' de 90 dakika boyunca inkiibe edildi.

2. Her bir kuyucugun icerigi dikkatlice aspire edilerek tiim kuyucuklara 100 pL Biotinylated
Detection Ab eklendi. Kapatilan plaka yavasca karistirildi. 37 °C'de 1 saat inkiibe edildi.

3. Her bir kuyucugun icerigi dikkatlice aspire edilerek, tim kuyucuklar yikama tamponu ile
3 kez yikandi.

4. Her kuyucuga 100 pL. HRP konjugat calisma soliisyonu eklendi. Plaka ortiicli ile
kaplandi, 30 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe edildi, ardindan yikama tamponu ile 5 kez
yikandi.
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5. Her bir kuyucuga 90 pL substrat reaktifi eklenerek yeni bir plaka ortiicii ile kapatildi. 37
°C'de yaklasik 15 dakika inkiibe edildi.

6. Her kuyucuga 50 uL. Durdurma Soliisyonu eklendi ve optik dansitesi (OD degeri) plate
okuyucuda 450 nm'de 6l¢iildii.

Standart ¢ozeltilerinin konsantrasyon ve absorbans degerleri Cizelge 3.11. de kalibrasyon

grafigi Sekil 3.5’de verilmistir.

Cizelge 3.11. PTGS2\COX-2 standart ¢ozeltilerinin konsantrasyon ve absorbans degerleri

Konsantrasyon(ng/mL) Absorbans
5 0,459
2,5 0,22
1,25 0,144
0,63 0,102
0,31 0,087

*Kor degeri ¢ikarilarak elde edilen sonuglar

y=0,0795x +0,0483

0,5
R?=0,9878

0,45
0,4
0,35
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Sekil 3.5. PTGS2\COX-2 kalibrasyon grafigi
3.14.5. Transforming growth faktor beta 1 (TGF-B1) seviyelerinin o6lciilmesi

TGF-B1 miktar1 8lciimii (Elabscience Biotechnology Inc. Texas, USA) sandvi¢ ELISA
yontemine dayanmaktadir. Kuyucuklar TGF-B1 antikorlariyla kaplidir. Antikorlara 6rnekler

icindeki TGF-B1 baglanir. immun kompleks olusumu igin streptovidin-HRP ilave edilerek
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antijen-antikor kompleksi kuyucuklara tutunur. Kromojen ilavesi ile olusan renkli

kompleksin absorbansi 450 nm’ de dlgiiliir.

Orneklerinin hazirlanmasi

Hiicre kiiltiir kaplarinda yapisarak iireyen SH-SYS5Y hiicreleri PBS ile hafifce yikandi ve
tripsinizasyon ile santrifiij tiipiine toplandi. 1000xg’de 5 dakika santrifiijlenerek PBS ile 3
kez yikandi. Her 1x10° hiicre i¢in 150-250 uL 6nceden sogutulmus PBS (0.01M, pH=7.4)
eklenerek hiicrelerin yeniden siispansiyon haline gelmesini saglandi. Siispansiyon 5 saniye
ultrasonik hiicre pargalayici ile sonikasyona tabi tutuldu. 2 - 8°C' de 1500xg' de 10 dakika
santrifiij yapildi. Deneyi gerceklestirmek icin siipernatant alikotlanarak -20° C de saklandu.

Standartlarin hazirlanmasi

Referans Standart, 1 dakika boyunca 10.000 x g' de santrifiij edildikten sonra 1 ml referans
standart&drnek diluent soliisyonu eklendi. Tamamen ¢oziilmesi i¢in 10 dakika bekletildi
iyice pipetaj yapildi. Boylelikle 10 ng/ml' lik stok standart ¢alisma ¢ozeltisi elde edildi. 10
ng/ml stok standart ¢ozeltisi ve standart diluent soliisyonu kullanilarak seri seyreltme
yontemiyle 10, 5, 2,5, 1,25, 0,63, 0,32, 0,16 ve 0 ng/ml konsantrasyonlarinda gradyanlar
hazirlandi. Son tiip bos olarak kabul edildi.

Deney Protokolii

1. Kuyucuklara ¢ift tekrar olarak 100 pl standartlar ve 6rnekler eklendi. Kuyucuklar plate
ortiicii ile kaplanip 37 °C'de 90 dakika boyunca inkiibe edildi.

2. Her bir kuyucugun igerigi dikkatlice aspire edilerek tiim kuyucuklara 100 pL
Biotinylated Detection Ab eklendi. Kapatilan plate yavasca karistirildi. 37 °C'de 1 saat
inkiibe edildi.

3. Her bir kuyucugun icerigi dikkatlice aspire edilerek, tiim kuyucuklar yikama tamponu
ile 3 kez yikandu.

4. Her kuyucuga 100 uL. HRP konjugat caligma soliisyonu eklendi. Plate ortiicii ile
kaplandi, 30 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe edildi, ardindan yikama tamponu ile 5
kez yikandu.
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5. Her bir kuyucuga 90 puL substrat reaktifi eklenerek yeni bir plate ortiicii ile kapatildi. 37
°C' de yaklasik 15 dakika inkiibe edildi.

6. Her kuyucuga 50 uL. Durdurma Soliisyonu eklendi ve optik dansitesi (OD degeri) plate
okuyucuda 450 nm' de 6l¢iildii.

Standart ¢ozeltilerinin konsantrasyon ve absorbans degerleri Cizelge 3.12. de kalibrasyon

grafigi Sekil 3.6’da verilmistir.

Cizelge 3.12. TGF-B1 standart ¢ozeltilerinin konsantrasyon ve absorbans degerleri

Konsantrasyon(ng/mL) Absorbans
10 2,1335
5 1,84
2,5 1,2645
1,25 0,909
0,63 0,5725
0,32 0,3405
0,16 0,2425

*Kor degeri ¢ikarilarak elde edilen sonuglar

y =0,4859In(x) + 0,931

2,5
R?=0,9653
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Sekil 3.6. TGF-B1 kalibrasyon grafigi
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3.15. istatiksel Analiz

Tanimlayici istatistik olarak siirekli veriler i¢in ortalama ve standart sapma (ort+ss)
kullanilmustir. Siirekli verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile
kontrol edilmistir. Grup dagilimlar1 Kruskal-Wallis testi ile analiz edilmis c¢oklu
karsilastirma testi olarak Conover (1980) tarafindan gelistirilen formiil kullanilmistir.
Parametreler arasindaki iligkiyi belirlemek i¢in Spearman's rho korelasyon katsayilari
hesaplandi. IBM SPSS 23 (IBM SPSS Inc, Chicago, IL) paket programi ile veriler analiz

edilmistir. Istatistiksel anlamlilik seviyesi 0,05 olarak almmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canlhilig1 Bulgulan

4.1.1. Amiloid Bi-42’nin SH-SYSY noroblastoma hiicre hatti iizerinde 24-48-72 saatlik
etkisinin MTT testi sonuclar:

Cizelge 4.1. de 24, 48 ve 72. Saatlerdeki 8 grubun kontrol grubuna olan oranlarma ait
ortalamalar arasindaki farkin istatistiksel anlamliligin1 gosteren sonuglar gosterilmektedir.
Farkin kaynagini bulmak i¢in ¢oklu karsilastirma testi Bonferroni diizeltmesi kullanilmistir.
24 saatteki 8 gruba ait MTT 0Ol¢lim ortalamalart arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (F(7,40)=970,179, p <0,001). Kontrol grubu %100 olarak kabul edildiginde 50
uM, 100 uM, 200 uM ve 400 uM gruplarindaki yiizdelik diistislerin istatistiksel olarak
anlamli derecede farklilik gosterdigi bulunmustur (p<0,05). Farkin kaynagini bulmak igin
yapilan ¢oklu karsilastirma testi sonunda 50 pM, 100 uM, 200 uM ve 400 uM grup

ortalamalar1 birbirleriyle kiyaslandiginda anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,05).

Cizelge 4.1. Amiloid 142’ nin SH-SYS5Y noroblastoma hiicre hatti tizerindeki 24-48-72
saatlik etkisinin MTT testi sonuglari

N=48 2,5 uM 5uM 10 pM 25 uM 50 uM 100 pM 200 uM 400 pM Test
- () ) 3) 4 (5) (6) ) (8) Istatistigi
24 101,80 99,18 99,63 99,96 78,64 66,01 39,96 26,17  F(1.40=97
Ort s : , , , , , , , 0176
Ss (n=6) (2,34) (2,63) (2,38) (1,77) (1,95) (4,03) (1,25) (105)  peo00r
48 F(7,40)=12
on & 100,08 95,97 98,12 96,80 70,54 55,55 28,10 13,99 oy

Ss (n=6) (2,81) (1,99) (3,19) (2,64) (3,48) (1,27) (0,64) (0,68) p<0,001**

Z)Zrti 97,97 98,21 96,00 92,30 72,19 54,14 28,57 11,95 F(g‘g’l)jlg
ss=s) (1549 (7,49) (9,15) (7,48) (3,21) (5,65) (1,64) (084)  peooor™

*: Tek yonliit ANOVA test istatistik degeri.
**: Istatistik anlamlilik diizeyi (p<0,05).

48 saatteki kontrol grubu disindaki 8 gruba ait MTT 06l¢iim ortalamalar1 arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (F(7,40)=1288,580, p <0,001). Kontrol grubu %100
olarak kabul edildiginde 50 uM, 100 pM, 200 uM ve 400 uM gruplarindaki yiizdelik
diisiislerin istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik gosterdigi bulunmustur (p<0,05).
Farkin kaynagini bulmak i¢in yapilan ¢oklu karsilagtirma testi sonunda 50 uM, 100 pM, 200
uM ve 400 uM grup ortalamalar1 diger grup ortalamalarindan anlamli derecede diisiik
bulunmustur (p<0,05). (Sekil 4.1)
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72 saatteki kontrol grubu disindaki 8 gruba ait MTT Ol¢lim ortalamalart arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (F(7,40)=185,910, p <0,001). Kontrol grubu %100
olarak kabul edildiginde 50 uM, 100 uM, 200 uM ve 400 uM gruplarindaki ytizdelik
diistislerin istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik gosterdigi bulunmustur (p<0,05).
Farkin kaynagini bulmak i¢in yapilan ¢oklu karsilagtirma testi sonunda 50 uM, 100 pM, 200

uM ve 400 uM grup ortalamalar1 diger grup ortalamalarindan anlamli derecede diisiik

bulunmustur (p<0,05). (Sekil 4.1)

Calisma verilerine gore Amiloid B1-42 * nin 48 ve 72 saat uygulamalar1 benzer bulunmustur.
Deneyin toplam siiresi 72 saat lizerinden kurgulandigi i¢cin AB1-42 * nin SH-SYS5Y hiicreleri
iizerinde AH modeli olusturabilecek ancak yiiksek oranda sitotoksik etkisi olmayan etkin

konsantrasyonu tespit edilmistir. Bundan sonraki ¢aligmalara bu konsantrasyon (100 uM) ile

devam edilmistir.

W rTT24
120,00 EmTTa8
W aTT72

% Canlilik

Kontrol 2,5uM  SpM 10pM  25uM S0P 100pM  200pM  400pM

Sekil 4.1. Amiloid B1-42‘nin SH-SY5Y noroblastoma hiicre hatti tizerindeki 24-48-72 saatlik
etkisinin MTT testi sonuglari

4.1.2. SH-SYSY hiicre hatti1 iizerine 48 saat Amiloid Pi42 uygulamasi inverted
mikroskop goriintiisii

48 saatlik Amiloid Pi1-42 maruziyeti sonrast SH-SYSY hiicrelerinin inverted mikroskop
(Nikon F12, Japonya) ile goriintiileri alindi. (Sekil 4.2). SH-SYS5Y hiicreleri iizerinde doz

artigt ile uyumlu hiicre azalis1 gbzlendi. Kantitatif olarak MTT testi ile elde edilen sonuglar

gorsel olarak dogrulandi.
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KONTROL 25 pm 50 uM

100 pm 200 pm 400 uM

Sekil 4.2. 48. saat sonunda SH-SY5Y hiicre hatlar1 tizerine Amiloid Bi1-42 uygulanan ve
uygulama yapilmayan gruplara ait inverted mikroskop goriintiisii

4.1.3. SH-SYSY hiicre hatti iizerine 48 saat amiloid pi-42 uygulamasi Kongo red boyasi
inverted mikroskop goriintiisii

Kongo red boyasi, AB1-42 proteinin tayini i¢in kullanilan yontemlerden biridir. 100 uM Ap142
uygulamas1 sonrasit yapilan Kongo red boyamasinda amiloidin kiiltiirdeki dagilim1

arastirilldi, AP1-42 proteinin varlig1 gosterildi.

Kontrol AB1-42

Sekil 4.3. 48. saat sonunda SH-SY5Y hiicre hatlar1 iizerine amiloid Bi-2 uygulanan ve
uygulama yapilmayan gruplara ait Kongo red boyamasi mikroskop goriintiisii
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4.14. CDYA (Q3/Q26) 48 saat uygulamalarimin Afi-42 ile SH-SYSY hiicrelerinde
olusturulan in vitro AH modelindeki AChE protein miktar: bulgularn

AChE enzim aktivitesini tizerine 100 uM APi1-42 uygulamast sonucu enzim aktivitesinin
uygulama yapilmayan kontrol grubuna gore %62 oraninda arttigt ve AChE enzim
aktivitesinin  indiiklendigi  gozlenmistir (p<0,05). Diger yandan, tim CDYA
uygulamaslarinin AChE enzim aktivitesi lizerine inhibitor etkileri tespit edilmistir. Cizelge
4.2’ de kontrol grubuna gore Q23/Q6 oranlarina ait ortalamalar arasindaki farkin istatistiksel
anlamliliginin degerlendirildigi sonuglar gosterilmektedir. Grup dagilimlar1 Kruskal-Wallis
testi ile analiz edilmis gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(x*=16,596, p <0,005). Kontrol grubu ile karsilastirldiginda 1/4, 1/8 ve 1/16 deney
gruplarinda (sirasiyla p<0,01, p<0,001 ve p <0,005) istatistiksel olarak anlamli diisiis
gozlenmistir. 1/4 deney grubunda 1/1 deney grubuna gore (p<0,05) ve 1\8 deney grubunda
1/1 ve 1/2 deney gruplarina gore (sirasiyla p<0,01 ve p<0,05) istatistiksel olarak anlamli
diisiis goriilmektedir. (Sekil 4.4)

Cizelge 4.2. CDYA (Q3/Q6) oranlarinin APi-.42 ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan in
vitro AH modelindeki AChE protein seviyeleri

Ortalama (Standart

Sapma)
Test
NK PK 1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 fstatitik
AChE .
PROTEIN 3220 50,83 22,66 18,58 9,62 538 1458  y2=16,596*
(ng\ml) (1.41)  (0,28) (3,01) (0,62) (0,37) (0,62)  (1,62)  p<0,009**

*: Kruskal-Wallis test istatistik degeri.
**: Istatistik anlamlilik diizeyi (p<0,05).
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Independent-samples Kruskal-Wallis Test
B0 00—
— | —
E 5000
u
= 40,00
i
£ 30,00
e é
E 20 00 —— C
2 ad —
10,004 —— b,e,f
0,0 T T T T I T
P 1A 12 14 18 1HE
GRUP
4p<0,01 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 9p<0,05 1/1 grubu ile karsilastirildiginda
®p<0,001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda ¢p<0,01 1/1 grubu ile karsilagtirildiginda
‘p<0,005 kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05 1/2 grubu ile karsilastirildiginda

Sekil 4.4. CDYA (Q3/Q6) oranlarinin AP1-42 ile SH-SYS5Y hiicrelerinde olusturulan in vitro
AH modelindeki AChE protein seviyeleri arasindaki farklilig1 gésteren Kruskal-
Wallis testi

4.1.5. Cesitli dozlardaki CDYA (23 ve ©6) 48 saat uygulamalarinin ABi-42ile SH-SYSY
hiicrelerinde olusturulan in vitro AH modelindeki hiicre canhih@) iizerine
etkisinin sonuclari

MTT sonuclari

Cizelge 4.3 de 48. saatteki farkli Q3 konsantrasyonlarinin yer aldigi gruplar ile Q3
icermeyen kontrol grubuna ait ortalamalar arasindaki farkin istatistiksel anlamliliginin
degerlendirildigi sonuglar gosterilmektedir. Grup dagilimlar1 Kruskal-Wallis testi ile analiz
edilmis gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml1 fark bulunmustur (¥?=50,110, p <0,001).
Farkin kaynagini bulmak i¢in Conover formiilii kullanilmistir. Kontrol grubu %100 olarak
kabul edildiginde Q2350 uM ve Q310 uM gruplari haricinde diger gruplarda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p <0,001). (Sekil 4.5) Cizelge 4.3. Cesitli
dozlardaki Q3-CDY A 48 saat uygulama sonucu
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Cizelge 4.3. Cesitli dozlardaki CDYA SH-SYS5Y noroblastoma hiicre hatti iizerindeki 48
saatlik etkisinin MTT Testi

Q3-5uM Q3-10uM Q3-25uM Q3-40uM Q3-50uM Test B

@) @ ®) (4) (5) Istatistik Farkin Kaynag

N=30 109,40 97,76 99,49 108,93 96,28  4?=26,428*% ]i;4r,12-d3i,~2;? N
= (2,26) (2,18) (2,71) (0,83) (2,26) p<0,001%* ari¢ digerlert;

p<0,001

*: Kruskal-Wallis test istatistik degeri.
**: Istatistik anlamlilik diizeyi (p<0,05).

Independent-Samples Kruskal-Wallis Test
115,00 Q-3
110,00 @ —
~
= 105,00
(0]
bt ‘ *
95,00 °© —
90,00 T T T T T T
Kontrol 5 10 25 40 50
Konsantrasyon (uM)
(a)
120,007
100,007
80,00
x
=
<
o 60,00
s ¥
40,00+
20,00
0,00~
Kontrol Q3-5uM 0Q3-10pM Q3-25uM 03-40uM Q3-50uM

(b)

Sekil 4.5. Cesitli dozlardaki CDYA SH-SY5Y noroblastoma hiicre hatti tizerindeki 48
saatlik etkisinin MTT testi sonuglari
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Cizelge 4.4’ de 48. saatteki Q26 konsantrasyonlarinin yer aldigi gruplar ile Q3 icermeyen

kontrol grubuna ait ortalamalar arasindaki farkin istatistiksel anlamliliginin degerlendirildigi

sonuglar gosterilmektedir. Grup dagilimlar1 Kruskal-Wallis testi ile analiz edilmis gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (¥2=50,110, p <0,001). Farkin

kaynagini bulmak i¢in Conover formiilii kullanilmistir. Kontrol grubu %2100 olarak kabul

edildiginde Q3-50 uM ve Q3-10 uM gruplari haricinde diger gruplarda kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p <0,001). (Sekil 4.6)

Cizelge 4.4. Cesitli dozlardaki Q6-CDY A 48 saat uygulama sonucu

Q65uM  Q6-10iM  Q625uM  Q6-40pM_ Q6-50uM Test Farkin

(1) ) ®3) (@) (5) Istatistik Kaynag1

N30 98,86 101,71 108,10 101,07 93,51 g=27,159 24 harie
= 2,32) (1,96) (2,25) (1,56) (0,60) peogors  EE

*: Kruskal-Wallis test istatistik degeri.
*%: Istatistik anlamlilik diizeyi (p<0,05).
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Independent-Samples Kruskal-Wallis Test
115,00 Q-6
110,00
G
= 105,00
c
[}
95,00
I
o
90,00 T T T T T T
Kontrol 5 10 25 40 50
Konsantrasyon (uM)
(a)
120,00
100,007
G 80,007
I
L
X 60,00
:e 0
40,00
20,00+
0,00~
Kontrol Q6-5uM  Q6-10uM Q6-25uM Q6-40uM Q6-50uM

(b)

Sekil 4.6. Cesitli dozlardaki CDYA SH-SY5Y noroblastoma hiicre hatti iizerindeki 48
saatlik etkisinin MTT testi sonuglari

Annexin V sonuclari

Annexin V testi i¢in, 48 saat APi-42 uygulanmayan kontrol (Ap—kontrol) grubunda yasam
degeri % 98,2 iken, 48 saat ABi.42 uygulanan kontrol (AB+ kontrol) grubunda yasam degeri
% 97 olarak belirlenmistir. 24 saat AP142 ve 48 saat ¢esitli dozlarda Q3 uygulamasi
sonucunda 5uM, 10uM, 25uM, 40uM ve 50uM’ da sirasi ile apoptoz degerleri ; %97,9,
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%93.9, %95, %81,7 ve %97,1 olarak belirlenmistir. Yine 24 saat AP142 ve 48 saat ¢esitli
dozlarda Q6 uygulamasi sonucunda 5uM, 10uM, 25uM, 40uM ve 50uM’ da sirasi ile
apoptoz degerleri ; %94,8, %95.8, %96.2, %93,5 ve %98,2 olarak belirlenmistir. (Sekil 4.7)
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" ghecrosis CrOSIS
X Fgon L b Awone.
%4 Sy
a4 g i
%y % el
-\g =58 ..\% o’
i £ t . Early A
‘! ) anroznoon ": %'&l popt
8 % s
*Bive *Bive
38 2o B
3 Firer-t T T D e Frer e T
i Naped] W A WS B W2 P el wt I W BB A2
ANNFEXIN VA ANNEXIN VA
AB+KONTROL AB-KONTROL
8 GATED Cells a GATED Cells o (BATE N Cells o (GATE) Celts 2 GATE" Cells
Necrosis Late A [Necrosis " gecrosis " gecrosis precrosis
= L A 02% | _%3% LateA s Late A BT0% LatsApopt 5% Late A
E ‘i‘ -05% ‘i! 0.2% 1| 28 wl! 1%
o a3 g A g M g S
N ey 2 g o 6 T % ; A
E E 5 - E 3 E b 4
(‘! Eart y 53 gayn | TN 2 atly A N .~ Eatly Apopt - Bl Early A
LY 02% |ad (e~ } 3% d Live. s 0.1% 4 d < - s i 1%
B ] 38w ey T3 e s A
e g Er 2 b Er =
B e i e S e e ey e %, -} e e, s e 5T g e RT v B Yoo A A A i
ANNEXIN V-A ANNEXIN V-A ANNEXIN V-A ANNEXIN V-A ANNEXIN VLA
Q3-5 03-10 03-25 Q3-40 03-50
-~ Cell
= |N°e::sus = Late Apomt GATE" Cells o (GATED Cells 3 GATE) Celis o GGATED Celis
ate Apop! LY = [Necrosis 8 B
9% Late Apopt. [Necrosis Late Apopt 1 Late Apopt pNecrosis Late Apopt
4y 1. 93% 0.1% %Ezz% s Apon! ,‘;53% - 10% "515% %
9 d E o E 3
o N 3 =5
- br R "
Gy 5 Early Apo, = g 4
- pt S "] ) E vy Early Apopt
3 o 0 ,o'z Early Apopt. i Early Apopt E arly Apop! E arly Apop
eF 9 ooy 43 TI% ¥ o3 4 - 3 02%
e 3 - - s
. Bive ey, ‘g *8ive i
2 Him : o ] AT e s
JL OO IR OC TR VT W o e e e % S o e % o vr—"--"-l-_-‘"-_'_i"'j"-ﬁfg":, Eor S " e
ANNEXIN V.A PPy ANNEXIN VLA ANNEXIN VoA ANNEXIN VA
06-5 06-10 06-25 06-40 06-50

Sekil 4.7. Cesitli dozlardaki CDYA (Q3 ve Q6) 48 saat uygulamalarinin AB1-42ile SHSY5Y
hiicrelerinde olusturulan in vitro AH modelindeki hiicre canlilig1 iizerine etkisinin
Annexin V goriintiileri

CDYA 48 saat uygulamalarinin hem MTT testi sonuglari hem de Annexin V analizleri
sonuglarina gore bundan sonraki deneylerde kullanilmak tizere Q3 ve Q6 dozlar1 50uM

olarak secilmistir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. Cesitli dozlardaki CDYA (Q3 ve Q6) 48 saat uygulamalariin AB1-42 ile
SHSYS5Y hiicrelerinde olusturulan in vitro AH modelindeki hiicre canliligi
tizerine etkisinin yilizde (%)Apoptoz diizeyleri

Gruplar %’pﬁ;ﬁg’; Ao/p"o(;fgz % Olii % Canli

AB- Kontrol 0 0,1 1,7 98,2
AP+ Kontrol 0 0,1 2,8 97

Q3-5 0,2 0,2 1,7 97,9
03-10 0,3 0,5 53 93,8
03-25 0,1 0,2 4,7 95

Q3-40 2,8 2,6 12,9 81,7
Q3-50 0,1 0,1 2,7 97,1
Q6-5 0,1 0,3 49 94,8
Q6-10 0 0,1 4,0 95,8
Q6-25 11 0,5 2,2 96,2
Q6-40 0,3 1,0 53 93,5
Q6-50 0,2 0,2 15 98,2

4.1.6. CDYA (€3/€26) oranlarimin 48 saat uygulamalarmin Ai42 ile SH-SYSY
hiicrelerinde olusturulan in vitro AH modelindeki etkisinin MTT testi sonug¢lari

Cizelge 4.6 da 48. Saatte kontrol grubuna gore Q3/Q6 oranlarina ait ortalamalar arasindaki
farkin istatistiksel anlamliliginin degerlendirildigi sonuglar gosterilmektedir. Grup
dagilimlar1 Kruskal-Wallis testi ile analiz edilmis gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmustur (¥2=27,450, p <0,001). Farkin kaynagini bulmak i¢in Conover formiili
kullanilmigtir. Kontrol grubu %100 olarak kabul edildiginde 1\1, 1\2 ve 1\8 deney
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diisiis, 1\4 ve 1\16 gruplarinda ise artig goriilmektedir
(p <0,001). (Sekil 4.8)

Cizelge 4.6. CDYA (Q3 ve Q6) oranlarinin 48 saat uygulama sonucu

1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 Test Istatistik

Ort + SS 92,19(1,88) 99,66(1,32) 103,02(2,27) 97,11(0,54) 111,47(1,85) 1=21,450%

p<0,001**
*: Kruskal-Wallis test istatistik degeri.
*#*: [statistik anlamlilik diizeyi (p<0,05).
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Sekil 4.8. Cesitli oranlardaki CDYA SH-SY5Y noroblastoma hiicre hatti iizerindeki 48
saatlik etkisinin MTT testi sonuglar1

4.1.7. CDYA (€23/€26) oranlarimin 48 saat uygulamalarinin SH-SYSY néroblastoma
hiicre hatti iizerindeki etkisinin inverted mikroskop goriintiisii

24 saat APi-42 ve 48 saat cesitli Q3/Q6 oranlari uygulamasi sonucu hiicrelerin inverted
mikroskop ((Nikon F12, Japonya) ile goriintiileri alindi. (Sekil 4.9). Elde edilen goriintiiler
kontrol gruplar ile karsilastirilarak gorsel olarak degerlendirildi. AR+ kontrol goriintiisiine

gore 1\1 grubunda hiicre sayisinin en fazla, 1\16 grubunun ise en diisiik oldugu gézlenmistir.
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AB NEGATIF AB POZITIF

1/16

Sekil 4.9. CDYA (Q3/Q6) oranlarinin 48 saat uygulamalarinin SH-SY5Y ndéroblastoma
hiicre hatti lizerindeki etkisinin inverted mikroskop goriintiisii

4.2. CDYA (Q3/Q26) Oranlarmm 48 Saat Uygulamalarmmn Api4 ile SH-SYSY
Hiicrelerinde Olusturulan In Vitro AH Modelindeki Akim Sitometri Bulgular:

4.2.1. Apoptoz bulgular:

Cizelge 4.7 CDYA (Q3/Q6) oranlarinin 48 saat uygulamalarmin ABi42 ile SH-SY5Y
hiicrelerinde olusturulan in vitro AH modelindeki hiicre canlilig1 izerine etkisinin yiizde (%)
Apoptoz diizeyleri verilmistir. Anneksin V testi i¢in, 48 saat AB1-42 uygulanmayan kontrol
(AB-kontrol) grubunda yasam degeri %93,7 iken, 48 saat AB1-42 uygulanan kontrol (Ap+
kontrol) grubunda yasam degeri %95,7 olarak belirlenmistir. 24 saat AP1-42 ve 48 saat
cesitli Q3/Q6 oranlarinin uygulamasi sonucunda 1/1, 1/2, 1/4, 1/8 ve 1/16 gruplarinda sirasi
ile apoptoz degerleri; %95,6 %81,4, %86,2, %32,2 ve %19,8 olarak belirlenmistir (Sekil
4.10).
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Cizelge 4.7. CDYA (Q3/Q6) oranlarinin 48 saat uygulamalarinin ABi42 ile SH-SYS5Y
hiicrelerinde olusturulan in vitro AH modelindeki hiicre canlilig1 iizerine
etkisinin yilizde (%) apoptoz diizeyleri

%Erken %Geg 0/ A o
Q3/Q6 Dozlar1 Apoptoz Apoptoz %01u %Canl1
AB- Kontrol 0,1 0,1 6,0 93,7
AP+ Kontrol 2,3 0,9 1,1 95,7
1/1 2,4 0,8 1,2 95,6
1/2 12,0 4.4 2,2 81,4
1/4 8,7 3,6 1,4 86,2
1/8 57,4 9,3 1,2 32,2
1/16 49,7 19,9 10,6 19,8
~ . o
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Sekil 4.10. CDYA (Q3/Q6) oranlarmmin 48 saat uygulamalarinin APi42 ile SH-SY5Y
hiicrelerinde olusturulan in vitro AH modelindeki hiicre canliligi {izerine
etkisinin annexin v analiz goriintiileri

4.2.2. ROT bulgulan

Cizelge 4.8 de CDYA (Q3/Q6) oranlarinin 48 saat uygulamalarinin ABi-42 ile SH-SY5Y

hiicrelerinde olusturulan in vitro AH modelindeki hiicrelerin ROT seviyeleri verilmistir.

ROT analiz sonuglarina gore, 48 saat APi-42 uygulanmayan kontrol (Ap.-kontrol) grubunda
ROT seviyesi 21 iken, 48 saat APi-42 uygulanan kontrol (A+ kontrol) grubunda ROT
seviyesi 1,74 kat artarak 36,7 olmustur. 24 saat AP1-42 ve 48 saat ¢esitli 23/Q6 oranlarinin
uygulamasi sonucunda AP+ kontrol grubuna gore ROT seviyelerinin 1/1, 1/2, 1/4, 1/8 ve

1/16 gruplari icin sirastyla 367, 36,7, 24,4, 13,5 ve 6 kat azaldig1 gosterilmistir. (Sekil 4.10)
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Cizelge 4.8. CDYA (Q3/Q6) oranlarinin 48 saat uygulamalarinin AB1-42 ile SH-SYS5Y
hiicrelerinde olusturulan in vitro ah modelindeki hiicrelerin ROT seviyeleri

Gruplar % ROT Seviyeleri

AB- Kontrol 21
AR+ Kontrol 36,7

1/1 0,1

172 1

1/4 15

1/8 2,7

1/16 6,1

§ COATED (19 m %) o & COATRY 8w (R e i) & GOATED 150 e 01 i o o GOAYED 113 i CRY e sy o (OATED 008 (%1 o ooy
’ = v

Sekil 4.11. CDYA (Q3/Q6) oranlarmin 48 saat uygulamalarinin APi42 ile SH-SY5Y
hiicrelerinde olusturulan in vitro ah modelindeki hiicrelerin ROT seviyeleri
analiz goriintiileri

4.2.3. MMP etkisinin bulgular:

Cizelge 4.9’ da CDYA (Q3/Q6) oranlarinin 48 saat uygulamalarinin ABi-42 ile SH-SY5Y

hiicrelerinde olusturulan in vitro AH modelindeki hiicrelerin MMP seviyeleri verilmistir.

MMP analiz sonuglarina gore, hem 48 saat APi42 uygulanmayan kontrol (Ap-kontrol)
grubunda hem de 48 saat AP1.42 uygulanan kontrol (Ap+ kontrol) grubunda MMP etkilenen
hiicrelerin yiizdesi %23 olarak bulunmustur. 24 saat APi142 ve 48 saat cesitli Q3/Q6
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oranlarinin uygulamasi sonucunda AP+ kontrol grubuna gére MMP etkilenen hiicrelerin
ylzdesi 1/1, 1/2, 1/4, 1/8 ve 1/16 gruplar i¢in sirasiyla %21,3, %10,3, %19,4 %15,1 ve
%?25.,4 olarak hesaplanmstir. (Sekil 4.12)

Cizelge 4.9. CDYA (Q3/Q6) oranlarinin 48 saat uygulamalarinin ABi42 ile SH-SYS5Y
hiicrelerinde olusturulan in vitro AH modelindeki hiicrelerin MMP seviyeleri

Gruplar % MMP Seviyeleri
APB- Kontrol 23
AP+ Kontrol 23
1/1 21,3
1/2 10,3
1/4 19,4
1/8 15,1
1/16 25,4
""' Ll - ,.: T.- = ,_'__.‘
.l;: /’ | i ;
. ;l '_'; 4 T 1;" ; .
2o de Yoaw: Jn t i e M
AB+KONTROL Aﬂ-n‘oumm.

Sekil 4.12. CDYA (Q3/Q6) oranlarinin 48 saat uygulamalarinin APi.42 ile SH-SY5Y
hiicrelerinde olusturulan in vitro AH modelindeki hiicrelerin MMP analiz
goriintiileri

4.2.4. Hiicre dongiisii iizerine olan etkisinin bulgular

Cizelge 4.10 da CDYA (Q3/Q6) oranlarinin 48 saat uygulamalarinin Afi.42 ile SH-SY5Y
hiicrelerinde olusturulan in vitro AH modelindeki hiicrelerin hiicre dongiisii analiz sonuglari
verilmistir. Hiicre dongiisii analiz goriintiilerine goére 1. pik Gl1, 2. pik G2 ve G1G2
arasindaki boliim ise S fazini temsil etmektedir. Hiicre dongiisiiniin durmast, hiicre boliinme

dongiisiine devam etmeden 6nce DNA hasarinin onarilmasina izin vermek i¢in hiicre
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tarafindan kullanilan kritik bir aragtir. Calismamizda AP1-42 uygulanmayan kontrol grubunda
G1 faz1 oran1 %69,5 olarak hesaplanirken, ABi-42 uygulanan kontrol grubunda ise bu oran
%92’ lere kadar yiikselmistir. Bu sebepten S ve G2 fazlarindaki hiicre oranlar sirasiyla
%4,5” ten %2,9” a ve %25,4’° ten %4,0° a diismiistiir. Bu sonuglar AB1-42uygulamasinin, G1-
S gecisinde hiicre dongiisiinii durmasinin sonucu olarak ortaya c¢ikmaktadir. Q3/Q6
oranlarinin uygulamasinin 1/8 deney grubunda S ve G2 fazlarinda artisa neden oldugu
gozlenmistir. S faz1 %2,9’ dan %5,1° e, G2 faz1 ise 2 kattan fazla artarak %9,5’ e
yikselmistir. Diger deney gruplarinda anlamhi artig goriilmemistir. Bu sonuglar AP1-42
uygulamasinin sebep oldugu hiicre dongiisiiniin durmasint Q3/Q6=1/8 orani kullanimt ile

kismi de olsa diizeltilebildigini gostermektedir. (Sekil 4.13)

Cizelge 4.10. CDYA (Q3/Q6) oranlarmin 48 saat uygulamalarinin ABi42 ile SH-SYSY
hiicrelerinde olusturulan in vitro AH modelindeki hiicrelerin hiicre dongiisii
analiz sonuglari

Gruplar %G1 faz1 %S fazi % G2 faz1
ApB- Kontrol 69,5 4,5 25,2
A+ Kontrol 91,8 2,8 4,0
11 88,9 4,5 5,2
1/2 92,2 2,7 2,41
1/4 88,7 4,5 5,6
1/8 84,1 51 9,5
1/16 93,6 2,3 3,5

AB+KONTROL

5 OATE
g COAIN: w2 4 oA

11 1/2 1/4 1/8 1/16

Sekil 4.13. CDYA (Q3/Q6) oranlarinin 48 saat uygulamalarinin Afi4 ile SH-SY5Y
hiicrelerinde olusturulan in vitro AH modelindeki hiicrelerin hiicre dongiisii
analiz goriintiileri
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4.3. CDYA (23/96) Uygulamalarinin A4 ile SH-SY5Y Hiicrelerinde Olusturulan /n
Vitro AH Modelindeki mRNA Expresyonlar1 ve Protein Seviyeleri

RT-PCR yontemi ile 48 saat CDY A maruz birakilan SHSY-5Y hiicrelerinde TNF-a, COX2,
IL-6, NFxB ve TGFpB1 ekspresyon oOlctimleri degerlendirilmistir. Hedef genlerin ifade
diizeyleri GAPDH mRNA ifade diizeyi baz alinarak normalize edilmistir. Hedef genlerin

2 —AACt

ekspresyonunu tespit etmek i¢in yontemi uygulanmustir.

4.3.1. NFkB mRNA expresyonlar1 ve protein seviyeleri

Cizelge 4.11°de kontrol grubuna gore QQ3/Q6 oranlarina ait ortalamalar arasindaki farkin
istatistiksel anlamliliginin degerlendirildigi sonuclar gosterilmektedir. Grup dagilimlari
Kruskal-Wallis testi ile analiz edilmis gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur (¥?=15,924, p <0,01). Kontrol grubu 1,00 olarak kabul edildiginde 1\4, 1\8 ve
1\16 deney gruplarinda kontrol grubuna gore (sirasiyla p <0,05, p<0,01 ve p<0,01)
istatistiksel olarak anlamli diisiis g6zlenmistir. 1\8 deney grubunda, 1\1 grubuna goére (p
<0,05) ve 1\16 deney grubunda, 1\1 grubuna gore (p <0,05) istatistiksel olarak anlaml1 diisiis
goriilmektedir (Sekil 4.14).

Cizelge 4.11. CDYA (Q3/Q6) oranlarinin ABi42 ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan in
vitro AH modelindeki NFkB mRNA ekpresyon seviyeleri

2 -AACt
PK 1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 Test Istatistik
2— *
2=15,924
NFKB 1,00 ,86 72 ,65 ,56 ,56 D<0,007**

*: Kruskal-Wallis test istatistik degeri.
*%*: [statistik anlamhlik diizeyi (p<0,05).
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Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

1,20+
1,107
1,007

0,90

0,807

NF-xB 298Ct

0,707

050 T T T T T T

GRUP

4p<0,05 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
®p<0,01 kontrol grubu ile karsilastirildiginda
°p<0,05 1/1 grubu ile karsilagtirildiginda

Sekil 4.14. CDYA (Q3/Q6) uygulamalarinin AB1-42 ile SH-SY5Y hiicrelerinde olusturulan
in vitro AH modelindeki NFkB mRNA ekpresyon seviyeleri arasindaki farkliligi
gosteren Kruskal-Wallis testi

NFxB protein seviyeleri

Cizelge 4.12°de kontrol grubuna gore Q3/Q6 oranlarina ait ortalamalar arasindaki farkin
istatistiksel anlamliliginin degerlendirildigi sonuclar gosterilmektedir. Grup dagilimlari
Kruskal-Wallis testi ile analiz edilmis gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur (x*=14,553, p <0,005). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 1/2 deney
grubunda istatistiksel olarak anlamli diisiis gozlenmistir (p<0,05). 1/1 deney grubu 1/4 deney
grubuna gore (p <0,05), 1/2 deney grubu 1/4 deney grubuna goére (p<0,05) ve 1/16 deney
grubu 1/4 deney grubuna gore (p<0,05) istatistiksel olarak anlaml diisiis goriilmektedir.
(Sekil 4.15)

NFkB’nin mRNA ve protein ekspresyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

korelasyon bulunmamistir (R2=0,114, P=0,654).
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Cizelge 4.12. CDYA (Q3/Q6) oranlarinin ABi-42ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan in
vitro AH modelindeki NF«B protein seviyeleri

Ortalama (Standart Sapma)

Test
PK 1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 istatistik
NF«B PROTEIN 0,17 0,03 0,02 0,19 0,06 0,03 ¥?=14,553*
(ng\ml) (0,03) (0,14) (0,01) (0,02) (0,03) (0,01) p<0,01**

*: Kruskal-Wallis test istatistik degeri.
**: Istatistik anlamlilik diizeyi (p<0,05).

Independent-Samples Kruskal-Wallis Test
0,25
0,201
7, | =
E
5 015
£
[+=]
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=3
=
0,05- b b é b
i — *
0,00 T T T | T T
PH 1H 12 14 18 1A6
GRUP

4p<0,05 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
®p<0,05 1/4 grubu ile karsilastirildiginda

Sekil 4.15. CDYA (Q3/Q6) oranlarmin APi-42 ile SH-SY5Y hiicrelerinde olusturulan in
vitro AH modelindeki NF«B protein seviyeleri arasindaki farkliligi gosteren
KruskalWallis testi

4.3.2. TNF-a mRNA expresyonlari ve protein seviyeleri

TNF-a mRNA expresyonlari

Cizelge 4.13’de kontrol grubuna goére Q3/Q6 oranlarma ait ortalamalar arasindaki farkin
istatistiksel anlamliliginin degerlendirildigi sonuclar gosterilmektedir. Grup dagilimlari
Kruskal-Wallis testi ile analiz edilmis gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur (?=14,988, p <0,01). Kontrol grubu 1,00 olarak kabul edildiginde 1\4 deney
grubunda istatistiksel olarak anlamli diisiis gézlenmistir (p<0,05). 1\4 deney grubunda, 1\1
ve 1\16 gruplarina gore (sirasiyla p <0,05 ve p<0,001) ve 1\8 deney grubunda, 1\16 grubuna
gore (p<0,01) istatistiksel olarak anlamli diisiis goriilmektedir. (Sekil 4.16)
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Cizelge 4.13. CDYA (Q3/Q6) oranlarinin APi42 ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan in
vitro AH modelindeki TNF-o mRNA ekpresyon seviyeleri

2 -AACt
PK 1/1 172 1/4 1/8 1/16 Test Istatistik
12=14,988*

TNFa 1,00 1,04 98 62 81 1,23 50,01+

*: Kruskal-Wallis test istatistik degeri.
*%*: [statistik anlamhlik diizeyi (p<0,05).

Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

1,40+

120 =

o
IR L el ——
d

. _
= a,b,c

0,60 —

0,40 T T ) T I

PE 1A 12 114 118 1H6
GRUP

4p<0,05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
®p<0,05 1/1grubu ile karsilastirildiginda
°p<0,001 1/16 grubu ile karsilastirildiginda
9p<0,01 1/16 grubu ile karsilastirildiginda

Sekil 4.16. CDYA (Q3/Q6) uygulamalarinin A4z ile SH-SYSY hiicrelerinde olugturulan
in vitro AH modelindeki TNF-o. mRNA ekpresyon seviyeleri arasindaki
farklilig1 gosteren Kruskal-Wallis testi

TNF-a protein seviyeleri

Cizelge 4.14°de kontrol grubuna gore Q3/Q6 oranlarina ait ortalamalar arasindaki farkin
istatistiksel anlamliliginin degerlendirildigi sonuclar gosterilmektedir. Grup dagilimlari
Kruskal-Wallis testi ile analiz edilmis gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur (x?=16,392, p <0,005). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 1/2 ve 1/4 deney
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diisiis gbézlenmistir (p<0,05, p<0,01). 1/4 deney
grubunda 1/1 ve 1/16 gruplarina gore (sirasiyla p <0,05 ve p<0,001) ve 1\8 deney grubunda
1/16 grubuna gore (p<0,05) ve 1/2 deney grubunda 1\16 grubuna gore (p<0,01) istatistiksel
olarak anlaml diisiis goriilmektedir. (Sekil 4.17)
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TNF-a mRNA ve protein expresyonlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon
bulunmustir (R2=0,794, P=0,001).

Cizelge 4.14. CDYA (Q3/Q6) oranlarinin ABi-42 ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan in
vitro AH modelindeki TNF-a protein seviyeleri

Ortalama (Standart Sapma)

Test
PK 1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 istatistik
TNFa 2— *
PROTEIN 40,27 30,39 18,70 10,81 27,31 58,16 x*=16,39
(pg\m) (0,94) (3,83) (2,13) (0,17) (0,68) (2,56) p<0,006**
*: Kruskal-Wallis test istatistik degeri.
**: [statistik anlamlilik diizeyi (p<0,05).
Independent-Samples Kruskal-Wallis Test
d
o0 —_—
50,001
_E. N —
-E 40,00 .
= i e
g 3000 —
- af
200 —
b
10,00 T T T T T T
PK 1A 112 1/4 18 146
GRUP
4p<0,01 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 9p<0,001 1/4 grubu ile karsilastirildiginda
®p<0,05 1/4 grubu ile karsilastirildiginda ¢p<0,01 1/8 grubu ile karsilagtirildiginda
®p<0,05 1/2 grubu ile karsilagtirildiginda fp<0,01 1/16 grubu ile karsilastirildiginda

Sekil 4.17. CDYA (Q3/Q6) oranlarinin APi1.42 ile SH-SY5Y hiicrelerinde olusturulan in
vitro AH modelindeki TNF-a protein seviyeleri arasindaki farkliligi gosteren
Kruskal Wallis testi

4.3.3. IL-6 mRNA expresyonlar1 ve protein seviyeleri

IL-6 mMRNA expresyonlar

Cizelge 4.15°de kontrol grubuna gore Q3/Q6 oranlarina ait ortalamalar arasindaki farkin
istatistiksel anlamliliginin degerlendirildigi sonuclar gosterilmektedir. Grup dagilimlar
Kruskal-Wallis testi ile analiz edilmis gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmustur (?=15,456, p <0,01). Kontrol grubu 1,00 olarak kabul edildiginde 1\4 deney
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grubunda istatistiksel olarak anlamli diisiis gézlenmistir (p<0,01). 1\4 deney grubunda, 1\1
ve 1\16 gruplarina gore (sirastyla p <0,05 ve p<0,001) ve 1\8 deney grubunda, 1\16 grubuna
gore (p<0,05) ve 1\2 deney grubunda 1\16 grubuna gore (p<0,05) istatistiksel olarak anlamli
diisiis goriilmektedir. (Sekil 4.18)

Cizelge 4.15. CDYA (Q3/Q6) oranlarinin APi42 ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan in
vitro AH modelindeki IL-6 mRNA ekpresyon seviyeleri

2 -AACt
PK 1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 Test Istatistik
2— *
v*=15,456
IL6 1,00 ,96 81 ,65 ,80 1,24 0<0,01%*
*: Kruskal-Wallis test istatistik degeri.
**; statistik anlamlilik diizeyi (p<0,05).
Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

1,40 cde

o ==
. b
5 1 00-| Ee— =
']
m i
¢ oo B =

0,60 E

0,40 T T T T I I

PK 1A 12 1/4 1M 116
GRUP

4p<0,01 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 9p<0,001 1/4 grubu ile karsilastirildiginda
bp<0,05 1/4 grubu ile karsilastirildiginda ¢p<0,05 1/8 grubu ile karsilagtirildiginda

®p<0,05 1/2 grubu ile karsilagtirildiginda

Sekil 4.18. CDYA (Q3/Q6) uygulamalarinin A1.42 ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan
in vitro AH modelindeki IL-6 mRNA ekpresyon seviyeleri arasindaki farklilig
gosteren Kruskal-Wallis testi

IL-6 protein seviyeleri

Cizelge 4.16’da kontrol grubuna gore QQ3/Q6 oranlarina ait ortalamalar arasindaki farkin
istatistiksel anlamliliginin degerlendirildigi sonuclar gdsterilmektedir. Grup dagilimlart
Kruskal-Wallis testi ile analiz edilmis gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmustur (x=16,579, p <0,005). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 1/2 ve 1/4 deney
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gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diisiis goézlenmistir (p<0,05, p<0,01). 1/4 deney

grubunda 1/1 ve 1/16 gruplarina gore (sirasiyla p <0,05 ve p<0,001) ve 1/8 deney grubunda

1/16 grubuna gore (p<0,05) ve 1/2 deney grubunda 1\16 grubuna gore (p<0,01) istatistiksel

olarak anlaml diisiis goriilmektedir. (Sekil 4.19)

IL6 mRNA ve protein expresyonlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon

bulunmustir (R2=0,930**, P=0,001)

Cizelge 4.16. CDYA (Q3/Q6) oranlarinin ABi-42 ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan in
vitro AH modelindeki IL-6 protein seviyeleri

Ortalama (Standart Sapma)

PK 1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 Test Istatistik
IIDI;(-)?ein 74,55 67,37 3820 1524 55,98 148,76 2=16,57*
(pg\ml) (6,35) (0,13) (7,59) (1,83) (6,94) (3,53) p<0,005**
*: Kruskal-Wallis test istatistik degeri.
*%; statistik anlamlilik diizeyi (p<0,05).
Independent-Samples Kruskal-Wallis Test
d,ef
150,00 ————
T 100,00
E é R
2 oo ——
b,c
———
000 T T | T I I
PH iAH 12 14 1/8 11E
GRUP

4p<0,05 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
®p<0,01 kontrol grubu ile karsilastirildiginda
p<0,05 1/1 grubu ile karsilagtirildiginda

9p<0,01 1/2 grubu ile karsilastirildiginda
¢p<0,001 1/4 grubu ile karsilastirildiginda
fp<0,05 1/8 grubu ile karsilastirldiginda

Sekil 4.19. CDYA (Q3/Q6) oranlarinin APi-42 ile SH-SYS5Y hiicrelerinde olusturulan in
vitro AH modelindeki IL-6 protein seviyeleri arasindaki farkliligi gosteren

Kruskal-Wallis testi
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4.3.4. COX-2 mRNA expresyonlar1 ve protein seviyeleri

COX-2 mRNA Expresyonlari

Cizelge 4.17 de kontrol grubuna gore Q3/Q6 oranlarina ait ortalamalar arasindaki farkin
istatistiksel anlamliliginin degerlendirildigi sonuclar gosterilmektedir. Grup dagilimlar
Kruskal-Wallis testi ile analiz edilmis gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur (x?=15,175, p <0,01). Kontrol grubu 1,00 olarak kabul edildiginde 1\4, 1\8 ve
1\16 deney gruplarinda kontrol grubuna gore (sirasiyla p <0,05, p <0,05 ve p<0,01)
istatistiksel olarak anlamli artis gézlenmistir. 1\1 deney grubunda, 1\8 ve 1\16 gruplarina

gore (sirastyla p <0,05 ve p<0,05) istatistiksel olarak anlamli diistis goriillmektedir. (Sekil

4.20)

Cizelge 4.17. CDYA (Q3/Q6) oranlarinin AB1-42 ile SH-SYS5Y hiicrelerinde olusturulan in
vitro AH modelindeki COX-2 mRNA ekpresyon seviyeleri

2 -AACt 171 1/2 1/4 1/8 1/16 Test Istatistik
COX-2 1,00 1,08 1,4 1,8 18 19
*: Kruskal-Wallis test istatistik degeri.
*%; statistik anlamlilik diizeyi (p<0,05).
Independent-Samples Kruskal-Wallis Test
2,25 bc
a,c
zll:":l_ @
L ==
1757 —_—
kS
& 1,50
3 ==
]
1,25
E——
1 00—
I I I I I I
PK 11 112 144 118 1186

8p<0,05 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
Pp<0,01 kontrol grubu ile karsilastirldiginda
®p<0,05 1/1 grubu ile karsilastirildiginda

Sekil 4.20. CDYA (Q3/Q6) uygulamalarinin AP1.42 ile SH-SYS5Y hiicrelerinde olusturulan
in vitro AH modelindeki COX-2 mRNA ekpresyon seviyeleri arasindaki

farklilig1 gosteren Kruskal-Wallis testi
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COX-2 protein seviyeleri

Cizelge 4.18’de kontrol grubuna gore Q3/Q6 oranlarina ait ortalamalar arasindaki farkin
istatistiksel anlamliliginin degerlendirildigi sonuglar gosterilmektedir. Grup dagilimlari
Kruskal-Wallis testi ile analiz edilmis gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur (¥?=16,028, p <0,005). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 1/8 deney
grubunda istatistiksel olarak anlamli artis gézlenmistir (p<0,01). 1/4 deney grubunda 1/8
grubuna gore (p <0,05) ve 1\16 deney grubunda 1/1, 1/2 ve 1/8 deney gruplarina goére
(strastyla p<0,01, p<0,05, p<0,001) istatistiksel olarak anlamli diislis goriilmektedir. (Sekil
4.21)

COX-2 mRNA ve protein ekspresyonlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon

bulunmamustir (R2=-0,029, P=0,909).

Cizelge 4.18. CDYA (Q3/Q6) oranlarinin AB1-42 ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan in
vitro AH modelindeki COX-2 protein seviyeleri

Ortalama (Standart Sapma)

Test
PK 1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 istatistik
COX-2 0,76 1,00 0,99 0,84 1,13 0,55 2=16,028*
(0,05) (0,01) (0.03) (0,07) (0,37) (0,02) p<0,007**

*: Kruskal-Wallis test istatistik degeri.
**. Istatistik anlamlilik diizeyi (p<0,05).



82

Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

1,20 a
1,107 ?
E 100 — ==
E 0,90
r‘q
= 0,580 E
g | ===
0,707
c,d,e
0,60
e —
0,50 T I | I I 1
P, 1A 12 14 1/ 1146
GRUP
4p<0,01 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 9p<0,05 1/2 grubu ile karsilastirildiginda
®p<0,05 1/8 grubu ile karsilastirildiginda ¢p<0,001 1/8 grubu ile karsilastirildiginda

p<0,01 1/1 grubu ile karsilagtirildiginda

Sekil 4.21. CDYA (Q3/Q6) oranlarmin Ai-42 ile SH-SY5Y hiicrelerinde olusturulan in
vitro AH modelindeki COX-2 protein seviyeleri arasindaki farkliligi gosteren
KruskalWallis testi

4.3.5. TGFpB1 mRNA expresyonlari ve protein seviyeleri

TGFB1 mRNA Expresyonlari

Cizelge 4.19°da kontrol grubuna gore Q3/Q6 oranlarina ait ortalamalar arasindaki farkin
istatistiksel anlamliliginin degerlendirildigi sonuclar gosterilmektedir. Grup dagilimlari
Kruskal-Wallis testi ile analiz edilmis gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur (x?=14,240, p <0,01). Kontrol grubu 1,00 olarak kabul edildiginde 1\4 ve 1\8
deney gruplarinda kontrol grubuna gore (p<0,05) istatistiksel olarak anlamli artig
gozlenmigtir. 1\1 deney grubunda, 1\4 ve 1\8 deney gruplarina gére (p <0,05 ) istatistiksel
olarak anlamli diisiis goriilmektedir. (Sekil 4.22)

Cizelge 4.19. CDYA (Q3/Q6) oranlarinin APi42ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan in
vitro AH modelindeki TGF1 mRNA ekpresyon seviyeleri

2 -AACt
PK 11 12 1/4 1/8 1/16 Test Istatistik
2— *
=14,240
TGFBI 1,00 1,17 1,24 1,48 1,55 1,29 0,014+

*: Kruskal-Wallis test istatistik degeri.
**: [statistik anlamlilik diizeyi (p<0,05).
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Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

3
|

8
1

TGFET 2%ct
2
|

1,00~ ——

GRUP

4p<0,05 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
®p<0,05 1/1 grubu ile karsilastirildiginda

Sekil 4.22. CDYA (Q3/Q6) uygulamalarinin APi-42 ile SH-SYS5Y hiicrelerinde olusturulan
in vitro AH modelindeki TGFB1 mRNA ekpresyon seviyeleri arasindaki
farklilig1 gosteren Kruskal-Wallis testi

TGFB1 protein seviyeleri

Cizelge 4.20°de kontrol grubuna gore QQ3/Q6 oranlarina ait ortalamalar arasindaki farkin
istatistiksel anlamliliginin degerlendirildigi sonuglar gosterilmektedir. Grup dagilimlarn
Kruskal-Wallis testi ile analiz edilmis gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur (¥>=15,700, p <0,005). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 1/4 ve 1/16 deney
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli artis gozlenmistir (p<0,05, p<0,01). 1/1 deney
grubunda 1/4 ve 1/16 gruplarina gore (sirastyla p <0,05 ve p<0,01) ve 1\8 deney grubunda
1/16 grubuna gore (p<0,05) anlaml1 diisiis gortilmektedir. (Sekil 4.23)

TGFB1 mRNA ve protein ekspresyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon

bulunmamistir (R2=0,450, P=0,061).

Cizelge 4.20. CDYA (Q3/Q6) oranlarinin APi42ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan in
vitro AH modelindeki TGFB1 protein seviyeleri

Ortalama (Standart Sapma)

PK 1/1 12 1/4 1/8 1/16  Test istatistik
TGFBl PROTEIN 0,16 0,16 0,20 0,20 0,18 0,26 +#=15,70*
ng/ml (0,00)  (0,00) (0,01) (0,000  (0,00)  (0,00) p<0,008**

*: Kruskal-Wallis test istatistik degeri.
**: Istatistik anlamlilik diizeyi (p<0,05).
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TGFR1 [ngfmL)

Independent-Samples Kruskal-Wallis Test

0,287
0,26
0,24
0,227
0,207
0,187

0,167

b,d,e

a,c

GRUP

4p<0,05 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
®p<0,01 kontrol grubu ile karsilastirildiginda
p<0,05 1/1 grubu ile karsilagtirildiginda

9p<0,01 1/1 grubu ile karsilastirildiginda
¢p<0,05 1/8 grubu ile karsilagtirildiginda

Sekil 4.23. CDYA (Q3/Q6) oranlarinin APi1-42 ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan in

vitro AH modelindeki TGFB1 protein seviyeleri arasindaki farkliligi gosteren
Kruskal Wallis testi
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5. TARTISMA

Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, Multipl Skleroz ve Amyotrofik Lateral Skleroz gibi
norodejeneratif hastaliklar, hastalar, aileleri ve saglik sistemleri i¢in 6nemli zorluklar teskil
etmektedir [26].Bu hastaliklarin mekanizmalarinda genetik faktorler onemli rol oynamasina
ragmen, son arastirmalar diyet ve yasam tarzi da dahil olmak iizere ¢evresel faktorlerin bu
hastaliklarin gelisimlerindeki roliine 151k tutmustur [129, 130]. CDYA’ nin hiicre zarinda
membran akigkanligini, gecirgenligini ve membran protein fonksiyonunu etkileyerek biiyiik
bir rol oynadig1 gosterilmistir[131]. Norodejeneratif hastaliklarda bu etkiler, inflamasyonda
kritik oyuncular olan noronlar1 ve mikroglial hiicreleri etkileyebileceginden heyecan verici
sonuglara sahiptir. Ayrica CDYA pro-inflamatuar sitokinlerin ve serbest radikallerin
azaltilmasiyla da iligkilendirilmektedir. Yapilan ¢alismalar CDYA’nin bu 6zellikleriyle
noroinflamasyon ile karakterize nérodejeneratif hastaliklarda potansiyel bir terapdtik rol

oynayabilecegini gostermektedir [132].

Calismamizda insan SH-SY5Y hiicrelerinin 72 saat AP1-42ile inkiibasyonu sonunda oksidatif
stres ve apoptoz kaynakli in vitro AH modeli olusturulmasi amaglanmistir. APi-42 ile
olusturulan sitotoksisite AH igin gegerli in vitro néradejenerasyon modellerinden biridir [133].
AP1-42’nin hiicre i¢i ROT seviyelerini arttirarak oksidatif stresi indiikledigi, mitokondri
membran potansiyelini etkiledigini ve apoptotik hiicrelerin ylizdesini arttirdig1 ¢esitli
caligmalarda da gosterilmistir [134-136]. Ap' nin birikmesi mikroglia aktivasyonuna,
astrositlerin toplanmasina ve proinflamatuar sitokinlerin siirekli iiretimine neden olur. Bu
sitokinler AP tiretimini ve amiloid olusumunu hizlandirir, béylece bir inflamasyon ve
amiloidogenez dongiisiinii baslatir [137]. AP1-a2ile insan SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan
in vitro AH modelindeki hiicre kiiltiirine CDY A uygulamasi sonrasinda hiicre canlilig1 doza
bagiml olarak tepki vermektedir. Literatiirde APi-42’ nin 2 pM ve 0-50 uM dozlarinin 48
saat SH-SYSY hiicrelerine uygulanmasi sonucu sitotoksik etki gosterdiginin belirtildigi
caligmalar mevcuttur[138, 139] . AP142’ nin artan dozlarinda SH-SY5Y hiicrelerinin
sitotoksik etkisinin arttig1, buna bagl olarak da hiicre canliliginin azaldig: tespit edilmistir.
Calismamizda AB1-42’ nin insan SH-SY5Y hiicreleri iizerinde AH modeli olusturabilecek
fakat yiliksek oranlarda sitotoksik etkisi olmayan konsantrasyonu 100 puM olarak

bulunmustur.
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AH, MSS kolinerjik ndronlarinin erken dejenerasyonuyla ilerleyen bir hastaliktir [173].
AChE enzimi, norotransmiter asetilkolinin hidrolizinde kilit bir enzimdir. AH tedavisi i¢in
klinik olarak kullanilan mevcut ilaglarin cogu AChE enzimi hedeflidir ve AH’deki terapotik
hedeflerden birisi de kolinerjik sistemdir [174, 175]. In vitro AH modelinde CDYA’ nin
enzim aktivitesi lizerine etkisi ¢alisilmistir. AChE inhibitorleri, AChE enzim aktivitesini
inhibe ederek asetilkolinin yikimini onler. Bu sebeplerden dolayr hem in vitro AH
modelinin olusumunu gostermek hem de CDYA uygulamalarinin enzim aktivitesi
iizerindeki inhibitor etkilerinin belirlenmesi 6nem tasimaktadir. APi-42 uygulamasi, AChE
protein miktarin1 kontrol grubuna gore arttirmistir. Diger yandan, tim CDYA
uygulamalarmin inhibitdr etkileri oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 1/4, 1/8 ve 1/16 deney gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diisiis

gbzlenmistir.

In vitro AH modelindeki CDYA uygulamalari i¢in EPA’ nimn 5, 10, 25, 40 ve 50 uM dozlar
ile LA 5, 10, 25, 40 ve 50 uM dozlarmin 48 saat boyunca uygulanmasi sonunda yapilan
MTT testi ve Apoptoz (AnnexinV) analizi sonuglar1 birlikte degerlendirilmis ve ¢calisma igin
Q3 ve Q6’ nin ideal dozlar1 50 uM olarak belirlenmistir. Literatiirde farkli bir insan
noroblastoma hiicre hattiyla yapilan bir ¢galismada Q3 EPA’nin antiproliferatif dozu 35 uM
olarak bulunmustur [122]. Insan SH-SY5Y hiicre hattiyla yapilan ¢calismalarda Q3 olarak DHA
‘nin 12,5 uM dozu kullanilirken baska bir ¢alisma da ise EPA ve ALA’nin 30 uM dozu
kullanilmigtir. Yine bagka bir in vitro ¢alismada SH-SYS5Y hiicre hattina EPA uygulamasinda
doz 50uM olarak segilmistir [140-142]. Sonuncudan farkli olarak ¢alismamiz, APi1.42ile SH-
SYS5Y hiicrelerinde olusturulan in vitro AH modelidir ve bu modelde CDY A uygulamalari

ile Q3 ve Q6 oranlarinin kullanildig1 bir ¢alisma bulunamamaistir.

Q6 yag asitleri proinflamatuar sitokin tiretimini artirarak inflamasyona katkida bulunurken,
Q3 yag asitlerinin anti-inflamatuar sitokin {retimini artirarak inflamasyonu azalttig1
bilinmektedir. Bir calismada, 60 yasin lizerindeki kisilerde haftalik diizenli alinan Q3 igeren
balik yaglarinin CRP ve IL-6 salinimimi azaltarak inflamasyonu engelledigini ve insiilin
duyarliligimi 1iyilestirdigini ortaya konmustur [117]. Q6/ Q3 oranlar ile yapilan bir
caligmada, metabolik sendromu olan erkeklerin, oral yag tolerans testine verdikleri tepkiler
incelenmis, hastalar yliksek Q6/ Q-3 (18/1) ve diisiik 6/ Q3 oranina (3/1) sahip iki gruba
almmustir. 6/ Q3 oraninin azaltilmasinin, proinflamatuar sitokin IL-6' nin 6. ve 8. saatlerde

daha diisiik salinmasina neden oldugu bulunmustur [118]. Baska bir ¢calisma ise yalnizca 4
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giin boyunca LA'nin izokalorik olarak ALA ile degistirilmesinin, ¢oziiniir IL-6 reseptoriinde
azalmaya neden oldugunu gostermektedir [119]. Tiim bu g¢aligmalar, Q6’ nin Q3 ile
degistirilmesinin inflamasyonu azalttifin1 ortaya koymaktadir. Yapilan bir hayvan
caligmasinda farelerin hipokampiisiindeki Q6/Q3 degisim oranlar1 incelenmistir. Yag
asitlerinin beyinin belirli bir bolgesi lizerine etkisi arastirilmis olup, Q3 yag asitlerinin

olumlu etkisi ortaya konmustur [120].

Q3 yag asitlerinden EPA ile yapilan ¢alismalar anti-proliferatif ve anti-inflamatuar etkilerini
ortaya koymaktadir [25, 143-145]. Q3 EPA’ nin, néronal dokuda, néronal fonksiyonda yasa
bagli bozulmayla iliskili olan IL-1" in etkilerini bloke ederek antiinflamatuar bir ajan gorevi
gordiigii  belirtilmistir  [146]. Q3 yag asitleri, noroinflamasyonun potansiyel
modiilatérlerinden biridir ve noroinflamasyonu azaltarak amiloid yiikiinii ve tau
hiperfosforilasyonunu azaltirlar [147, 148] . BV-2 mikroglial hiicreleriyle yapilan in vitro
bir ¢alisma, Q3 uygulamasinin, indiiklenebilir NO sentaz (iNOS), COX-2 gibi
proinflamatuar faktorlerin ekspresyonunu azalttigini géstermistir. Q3 uygulamasi ayrica, IL-
1B, IL-6, TNF-a ve NF«B' yi etkileyerek inflamatuar yanitin baslatilmasinda rol oynayan
CD14 proteini ve Toll benzeri reseptor 4 reseptorlerinin hiicre ylizeyi ekspresyonunu da
azaltmaktadir [68]. Yapilan deneysel bir hayvan c¢alismasinda farelerin diyetlerine Q3 yag
asitleri ve doymus yag asidi olan palm yag: ilave edilmis, farelerin hipokampiisiindeki 6/
Q3 degisim oranlar1 incelenerek Q3 yag asitlerinin olumlu etkisi oldugu bildirilmistir.[17].
Glial hiicreler ve c6 glioma hiicreleri ile yapilan ¢aligmalarda, EPA uygulamasinin, IL-1f ve
IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin {iretimini azalttig1 ve antiinflamatuar sitokin IL-4' {in

salinimint arttirdigr gosterilmistir [149, 150].

AH ile yag asitleri etkilerinin incelendigi ¢esitli hayvan ¢alismalarinda da Q3 yag asitleri
DHA ve EPA ile yapilan diyet takviyesinin, hayvanlarin biligsel fonksiyonlarini iyilestirdigi
ortaya konmustur [21, 22]. Yapilan insan ¢alismalarinda da Q3 alan AH bireylerin biligsel
fonksiyonlarinda umut verici gelismeler oldugu belirtilmistir [23, 24]. Yapilan bir calismada
CVD hastalarinda DHA ve EPA kompleksi kullanildiginda tek basinanEPA uygulamasina
gore tutarsiz sonuclar elde edilmis ve yalniz EPA kullaniminin daha basarilt oldugu rapor

edilmigtir [25].

Q3 yag asitlerinin faydalarindan farkli olarak Q6 yag asitlerinden LA ile yapilan bazi
caligmalar olumsuz etkilerinden bahsetmektedir [151-154]. Yiiksek LA igerikli yaglarinin
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tilkketiminin, diisitk dereceli inflamasyona, oksidatif strese, endotel disfonksiyonuna ve
ateroskleroza katkida bulundugu bildirilmistir [113]. Q6 LA ve AA ile Q9 yag asidi oleik
asidin (OA) AH patolojisi iizerindeki etkisini belirlemek i¢in yapilan in vitro bir caligmada
yag asitlerinin {i¢iiniin de hem tau hem de AP' nin polimerizasyonunu indiikledigi
gosterilmistir [20].Yapilan bir hayvan ¢aligmasinda LA ile beslenen siganlarda plazmada
TNF-a seviyelerinde anlamli bir artis ve hayvanlarin aortlarinda yiiksek seviyelerde NFkB
tespit edilmistir [155]. Bir¢ok Q6 tiirevi prostaglandin ve 16kotrienin hiicresel proliferasyonu
arttirarak, anjiyogenezi tesvik ettigi, apoptozu inhibe ederek, immiin yanitlar1 baskilayan
inflamasyonu uyardigi bildirilmistir [156, 157]. Burada Q3/ Q6 oraninin 6nemi ortaya
cikmaktadir. Beyindeki Q3/ Q6 oranmin 1/1 — 1/2 olarak hedeflendigi; diyetle alinan Q3/
Q6 oran1 1/2-1/3 arasinda oldugunda inflamasyonu 6nledigi ve 1/5 oraninin asilmamasi
gerektigi; 1/10 ve lizerinde oranlarin ise insan sagligina olumsuz etkiler yaptig1 bildirilmistir
[12, 158]. 48 saat Q3/Q6 oranlar1 uygulamasi sonucu MTT testi sonucglarina gore hiicre
canliliginda farkli sonuglar bulunmustur. Kontrol grubu %100 olarak kabul edildiginde 1\1,
1\2 ve 1\8 deney gruplarinda istatistiksel olarak anlaml diisiis, 1\4 ve 1\16 gruplarinda ise
artis gortilmektedir. Apoptoz sonuglarinda ise 1\1, 1\2, 1\4, 1\8 ve 1\16 dozlarinin 48 saat
uygulama sonuglaria gore %95,7 olan hiicre canliliginin sirasiyla, %95,6, %81,4, %86,2,
%32,2 ve %19,8 ‘e diistiigii Q6 dozu arttik¢a yiizde canliligin azaldigi bulunmustur. En
yiksek ytlizde canlilik 1/1 oraninda bulunmustur.

Yapilan caligmalar AP’ nin ndronal hiicrelerde serbest radikal tretimini arttirarak,
antioksidan enzim aktivitelerini azalttig1, oksidatif strese ve hiicre Oliimiine yol agtigi
bildirmektedir[159, 160]. Oksidasyon-rediiksiyon sistemindeki dengesizlik, artan oksidatif
stres seviyelerine neden olur. Yiiksek seviyelerde oksidatif strese, ROT ve nitrojen
icermeyen radikaller gibi ¢ok sayida aktif maddenin iretimi eslik eder. Yiiksek ROT
seviyeleri apoptoza neden olur [161, 162]. Hiicre igi yag asitlerindeki degisikliklerin kanser
hiicrelerini ROT hasarindan koruyabildigi bildirilmistir. Membran lipitleri, CDYA
peroksidasyonuna daha yatkindir, dolayisiyla hiicrede apoptozu tesvik etmek icin hiicre
zarinin gegirgenligini artirir. Kanser hiicreleri membranlarindaki CDY A igerigini azaltarak
apoptozu Onleyebilir [163]. Yapilan bir ¢alisma, Q3 ve Q6 kombinasyonu ile tedavi edilen
Ppt1-KO noronlarinin, tedavi edilmeyen gruba kiyasla 6énemli Ol¢lide azalmisg bir ROS
seviyesine sahip oldugunu gostermistir [25]. Bununla birlikte, baska bir calismada 24 saatlik
LA ve EPA uygulamasinin embriyonik kok hiicrelerde ROT seviyelerini artirdigi
gosterilmistir [164]. Yapilan birgok calismada Q6 yagasitlerinin, ROT iiretimini ve
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mitokondriyal hasari indiikleyerek hiicre dliimiine sebep oldugu belirtilmektedir [153].
Calismamizda da literatiirle uyumlu olarak Ap1-42 uygulanan kontrol grubunda ROT seviyesi
en yiiksek olarak bulunmustur. 48 saat CDYA’nin farkli Q3/Q6 oranlar1 uygulamasi
sonucunda ise kontrol grubuna gore tiim gruplardaki ROT seviyelerinin azaldig1 tespit
edilmistir. Literatiirle uyumlu olarak bizim c¢alismamizda da Api-42 ile indiiklenen hiicre
oliimiine ve oksidatif strese karsi en yliksek ndrokoruyucu etkiyi 1/1 orani uygulamasi
gostermistir [108]. CDY A hiicre igi antioksidan enzim sistemlerini aktive ederek ve lipit

peroksidasyonunu inhibe ederek ROT seviyelerini diigtirmiistiir.

CDYA kardiyolipinin yag asidi yan zincirlerini degistirir ve sonug¢ olarak mitokondriyal
fosfolipidlerin yeniden modellenmesine neden olurlar [165]. EPA ve DHA ile yapilan bir
calisma yiiksek konsantrasyonda fosfolipitlere sahip kril yagi ile beslenmenin,
mitokondriyal membran potansiyeli lizerinde olumlu etkilerini bildirmektedir [166].
Yapilan calismalar oransal olarak Q6 alimi arttikga mitokondriyal fonksiyonlarin
bozuldugunu, bazal ve maksimum solunumun azaldigini, proton sizintis1 ve ATP iiretimi
dahil olmak {izere mitokondriyal aktivitenin azaldigimi gostermektedir [166, 167]. Bir
makalede Q6/Q3 oraninin diisiikligiiniin, sistemik inflamasyonu
baskiladigi, kardiyovaskiiler hastaliklarda endotel aktivasyonu dnledigi bunun yaninda akut
ve kronik hastaliklarda, kronik bobrek yetmezliginde ve akut pankreatitteki biyokimyasal
parametreleri diizelttigi belirtilmistir.[16]. Q3 yag asitleri antioksidan olarak énemli bir rol
oynar ve antioksidan sinyal yollarin1 diizenler. Mitokondri membranlarnt yiiksek DHA
icerigine sahiptir. Kolon kanseriyle ilgili ¢ok sayida ¢alisma, CDYA' nin, mitokondriyal
hasar1 azaltarak tiimor olusumunu etkili bir sekilde engelledigini gostermistir [168, 169].
Yapilan bir hayvan caligmasinda, EPA’ nin mitokondriyal fosfolipid doymamishigini
arttirarak, ROT ve apoptozu diizenledigini bildirilmektedir [170]. Yine in vivo bir caligmada
hayvanlarin diyetlerine eklenen Q3 CDYA' nin kardiyolipin miktarimni ve hiicre apoptozunu
azalttig1r gosterilmistir [156]. Arastirmalar, DHA 'nin oksidatif fosforilasyon yoluyla
adenozin trifosfat sentezi i¢in ¢ok 6nemli oldugunu gostermektedir. Q3 yag asitlerinin
mitokondriyal oksidatif stresi ve sitokrom c oksidaz aktivitesini azaltirken, manganez
bagimli stiperoksit dismutaz aktivitesini arttirdigi gosterilmistir[171]. Bizim ¢aligmamizda
da literatiir ile uyumlu sonuglar bulunmustur. APi.42 ile insan SH-SYS5Y hiicrelerinde
olusturulan in vitro AH modelindeki hiicre kiiltiiriine CDY A uygulamasi sonucu sonrasinda
Flow Sitometri cihazi ile 6lgiilen MMP doza bagimli olarak tepki vermektedir. ROT

sonuglari, Apoptoz sonuglariyla benzer olarak kontrol grubunda MMP seviyesi en yiiksek
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bulunmustur. Hiicre oOlimiine ve mitokondri membran hasarina karst en yliksek
norokoruyucu etki Q3/Q6=1/2 deney grubunda bulunmustur. Ozellikle Q3 CDYA nin,
membran gecirgenligini degistirdigi, membran potansiyelini etkileyerek mitokondriyal

membran fonksiyonunu diizenleyebildigi gézlenmistir.

Hiicre déngiisii iki ana boliime ayrilir: hiicre béliinmesi (mitoz) ve interfaz. Interfaz sirasinda
hiicre kiitlesi yaklagik iki katina ¢ikar ve hiicre mitoz i¢in gerekli molekiilleri sentezler.
Interfaz, G1 (G1 faz1), S (sentez) ve G2 (G2 faz1) olmak iizere ii¢ alt faza ayrilir. G1 fazinda,
metabolik olarak aktif hiicreler siirekli biiyiir, ancak DNA'larin1 kopyalayamazlar. G1 fazini
takip eden S fazinda DNA sentezi ger¢eklesir. DNA sentezinin tamamlanmasiyla hiicreler,
hiicre biiylimesinin devam ettigi ve mitoz i¢in gerekli proteinlerin sentezinin basladigi G2
fazina girer. Daha sonra hiicre boliinmesinin (sitokinez) gerceklestigi mitoz (M) evresine
girerler. Hiicre dongiisiinii olusturan fazlarin disinda, hiicrelerin metabolik olarak aktif
oldugu ancak hiicre disi1 sinyaller tarafindan uyarilmadik¢a ¢ogalmadigi duragan bir faz olan
GO (bosluk 0) vardir. 24 saatlik hiicre dongiistine sahip hiicrelerde G1 fazinin yaklasik 11
saat, S fazinin 8 saat, G2 fazinin 4 saat ve M fazinin bir saat siirdiigii bilinmektedir [172].
Calismamizda APi42 Uygulamasimin, G1-S gecisinde hiicre dongiisiinii durdurdugu
gozlemlenmistir. Q3/Q6 oranlarinin uygulamasinin 1/8 deney grubunda S ve G2 fazlarinda
artisa neden oldugu bulunmustur. S faz1 %2,9 dan %5,1° e, G2 fazi ise 2 kattan fazla artarak
%9,5’ e yiikselmistir. Diger deney gruplarinda anlamli artig gériilmemistir. Bu sonuglar Ap:1-
42 uygulamasinin sebep oldugu hiicre dongiisiiniin durmasini 3/Q6=1/8 orani kullanimu ile

kismi de olsa diizeltilebildigini gostermektedir.

Farkli Q3/Q6 oranlarinin inflamatuvar ve antiinflamatuvar sitokin salinimina etkisi tez
caligmamizin arastirdigi konulardan biridir. Yiksek LA icerikli yaglarinin tiiketiminin,
diisiik dereceli inflamasyona, oksidatif strese, endotel disfonksiyonuna ve ateroskleroza
katkida bulundugu bildirilmistir [113]. Q3 CDYA' larmn Inflamatuar siireglerin siiresini ve
yogunlugunu modiile ettigi ve diyetteki artiglarmin IL-1p, TNF-o ve IL-6 gibi
proenflamatuar sitokinleri azalttig1 bildirilmistir [176]. Ayrica, Q6 CDY A’ larin eikozanoid
biyosentezini inhibe ederek dolayli proinflamatuar etkiler gosterdigi belirtilmektedir. LA’
nin NFkB' yi aktive ederek proinflamatuar sitokinleri, endotelyal adezyon molekiillerini ve
kemokinleri arttirdig1 bilinmektedir [114]. Yapilan bir hayvan ¢calismasinda LA ile beslenen
siganlarda plazmada TNF-a seviyelerinde anlamli bir artis ve hayvanlarin aortlarinda yiiksek

seviyelerde NFkB tespit edilmistir [155]. Calismamizda inflamatuvar oldugu bildirilen
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NF«xB’nin mRNA ekpresyon seviyeleri kontrol grubuyla kiyaslandiginda, tiim deney
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diisiis goriilmiistiir. NFxB’ nin protein seviyelerinde
ise en yliksek Ol¢iimiin oldugu 1/4 deney grubu disinda, tiim diger gruplarda kontrole gore
azalma goriilmiistiir. Yapilan randomize kontrollii calismada diyetteki 3 yag asitlerinin
birgok kronik ve akut hastalikta inflamasyon ve endotelyal aktivasyon seviyelerini
diisiirdiigi bildirilmistir [177]. Q3” iin TNF-a ve IL-1B gibi inflamatuar sitokinleri ve
tromboksan-2 ve prostaglandin E2 gibi proinflamatuar/proagregan eikozanoidleri inhibe
ettigi bilinmektedir [178]. Diisiik dereceli inflamasyonu baskilamak i¢in Q3’ {in
kullanilmasinin romatoid artrit, ateroskleroz, dislipidemi, diyabet, obezite ve kalp yetmezligi
gibi cok sayida kronik hastaliga fayda saglayabilecegi bildirilmistir [178]. Dogumdan
yaslilik donemine kadar olan siireyi inceleyen bir derlemede, ndronal gelisimin saglanmasi,
noroinflamasyonun azalmasi ve normal norodejenerasyon siireci icin €23/Q6 orant
tiketiminin 1/2 ila 1 arasinda olmas1 gerektigi bildirilmektedir [179]. Liang ve
arkadaglarinin androjene duyarli prostat kanseri hiicreleri asilanan farelerle yaptigi
calismada, Q3 yag asitleri bakimindan zengin yiiksek yagl bir diyetle beslenen gruptaki
farelerin, €26 yag asitleri iceren yliksek yagli bir diyetle beslenen hayvanlara kiyasla daha
diistik seviyelerde proinflamatuar sitokin (IL-6, TNF-a ve IL-10) ve kemoatraktan protein
(CCL-2) eksprese ettigi gosterilmistir [180]. Lampron ve arkadaslarinin yaptigi in vitro bir
caligmaya gore Q3 uygulamasinin TNF-o ve IL-6 iiretimini baskiladigi bildirilmistir
[181].Calismamizda inflamatuvar oldugu bildirilen TNF-a’ nin mRNA ekpresyon seviyesi
kontrol grubuyla kiyaslandiginda, en diisiik TNF-a iiretimi 1/4 oranindaki ¢alisma grubunda
bulunmustur. En yiiksek TNF-a tiretimi 1/16 grubunda bulunmustur. TNF-a’ nin protein
seviyeleri ise literatlirle uyumlu olarak en diisiik 1/2 ve 1/4 deney gruplarinda goriilmiistiir.
En yiiksek protein seviyesi ise en yiiksek Q6 oranmin bulundugu 1/16 deney grubunda
Olclilmiistiir. Yapilan bir in vivo ¢alismada, Q3’ten fakir beslenen hayvanlarin yag
tilketiminin daha fazla oldugu ve néron hasar1 dolayisiyla astrosit sayisinin arttig1 ve -3
uygulamasinin antiinflamatuvar etki gostererek inflamatuvar sitokin salinimini azalttigi

bildirilmistir [182].

Literatiirde, ndrolojik hastalik prognozundaki ndroinflamasyonda proinflamatuvar
sitokinlerden IL-1B ve IL-6" un yiiksek iiretimlerinin 6nemli rol oynadigi bildirilmektedir
[183]. AH iizerinde yapilan bir¢ok ¢alisma, TNF-a ve IL-6 dahil olmak iizere
proinflamatuvar sitokinlerde artis oldugunu ortaya ¢ikarmistir [71, 72]. IL-6, beyin

dokusunun normal homeostazisi i¢in nemlidir. IL-6 sinyallemesinin inhibisyonu mikroglial
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aktivasyonun azalmasimi tesvik ederken, IL-6' nm asirn ekspresyonu kronik
noroinflamasyona yol acar. Desale ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismaya gore inflamatuvar
sitokin saliniminin doymus yag miidahalesi sonucunda olustugunu gostermislerdir [184].
Q6/ Q3 oranlar ile yapilan bir ¢calismada, Q6/ Q3 oraninin azaltilmasinin IL-6 ‘nin daha
diisitk salinimima neden oldugu bildirilmistir[118]. Baska bir ¢aligmada ise LA’ nin
izokalorik olarak ALA ile degistirilmesinin IL-6 reseptoriinde azalmaya neden oldugunu
gostermektedir [119]. Bizim ¢alismamizda, CDY A uygulamalari igerisinde kontrol grubuna
kiyasla, en diigiik IL-6 mRNA ekpresyon seviyesi 1/4 deney grubunda, en yiiksek sekresyon
ise 1/16 deney grubunda bulunmustur. IL-6’ nin protein seviyeleri ise TNF-o sonuglari ile
uyumlu olarak 1/2 ve 1/4 deney gruplarinda bulunurken yine en yiiksek sitokin salinimi1 Q6’

nin en yliksek oranda bulundugu 1/16 olarak bulunmustur.

COX, prostaglandin sentezi siirecinde arasidonik asidin doniistiiriilmesinden sorumlu olan
bir enzimdir. 2 tip COX vardir; COX-1 ve COX-2, AH patolojisinin ¢esitli asamalarinda
farkli sekilde eksprese edilir. COX-1 AH' nin ge¢ evresinde AP agregatlarinda yer alan
mikroglialarda eksprese edilirken, COX-2 AH'nin erken evresinde ndronlarda yiiksek
oranlarda eksprese edilir [89]. COX-2' den tiiretilen prostaglandinler, inflamatuar yanitin
erken evrelerinde ve inflamasyonun ¢oziilmesinde onemlidir fakat COX-2’ nin yiiksek
miktarda salinimi néron hasarina sebep olur. AH hayvan modellerinde yapilan ¢alismalar,
noronlarda COX-2' nin asir1 ekspresyonunun, AP plaklarinin olusumuna ve serbest
radikallerin {iretimi yoluyla ndronal hiicre 6liimiine neden olarak, agirlastirilmis biligsel
eksikliklere neden oldugunu gostermektedir [185, 186]. LA aorttaki COX-2 ekspresyonunu
onemli Ol¢tide arttirir, AA’ y1 proinflamatuar eikozanoidlere dondstiiriir [155]. Kanserli
hiicre hatlarina Q3 yag asitleri uygulamasinin yapildigi in vitro ¢alismalarda da COX-2
inhibisyonun hiicre canliligini azalttigi gosterilmistir [187-189]. COX-2’nin mRNA
ekpresyon seviyesi; kontrol grubuyla kiyaslandiginda, 1/4, 1/8 ve 1/16 deney gruplarinda Q6
orani arttikga COX-2 seviyelerinin anlamli olarak arttigi bulunmustur. En diisiik COX-2
seviyesi diger gruplarla karsilastirildiginda 1/1 deney grubunda gdosterilmistir.
Calismamizda, protein seviyelerinde en yiikksek COX-2 oOl¢iimii kontrol grubuna
kiyaslandiginda anlamli olarak 1/8 deney grubunda bulunmustur. En diisiik protein seviyesi

ise en yiiksek Q6 oraninin bulundugu 1/16 deney grubunda 6l¢iilmiistiir.

Diger hiicrelerin yani sira astrositler ve noronlar tarafindan salgilanan TGFB1, mikroglia

aktivasyonunu diizenleyerek inflamatuar sitokinlerin ve ROT’ un salinimini azaltir [190].
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TGFB1 pleiotropik bir sitokindir ve noroinflamasyon ve sitotoksisitenin giiclii bir
diizenleyicisidir.  Inflamatuar kosullara yanit olarak artan TGFPl iiretimi,
noroinflamasyonun ve ndrotoksisitenin diizenleyici mekanizmalardan biridir [191]. AH ve
yapilan hayvan caligmalarinda TGFB1 tarafindan uygulanan modiilasyonun, asag1 regiile
edilen Smad3'in aktivasyonuna aracilik ederek noéroprotektif etkisinin oldugu da
gosterilmistir [192, 193]. Beyinde TGFp1, eksitotoksisite, hipoksi ve iskemi ayn1 zamanda

AP gibi bilesiklerin neden oldugu hiicre 6liimiinde ndérokoruyucu olarak islev goriir [83].

Inflamasyon bélgesinde salgilanan TGFB1, mikroglia alimimni tesvik ederek zararli uyaranin
etkili bir sekilde ortadan kaldirilmasina olanak tanir. Hipokampal hiicrelerle yapilan in vitro
caligmalarda, hiicrelerin LPS ve IFNy ile uyarilmasmin, TGFB1' in salgilanmasini ve
aktivasyonunu arttirdigr gosterilmistir [194]. Hipokampal noronlarla yapilan baska bir
calismada in vitro olarak salgilanan TGFB1 inflamatuar sitokinlerin salinimini1 azaltarak
noron canliligini arttirdigi bildirilmistir [195]. Bundan farkli olarak Yan ve arkadaslarinin
yaptig1 bir calismada TGFf1 inflamatuvar aktiviteyi arttirdig1 gdsterilmistir. Hipotalamusa
TGFB1 enjeksiyonunun inflamatuar NFxB artisiyla sonuglandigi bildirilmistir [196].
TGFB1’ in mRNA ekpresyon seviyesi; kontrol grubuyla kiyaslandiginda, 1/4 ve 1/8 deney
gruplarinda istatistiksel anlamli bir artis bulunmustur. Calismamizda, protein seviyelerinde
en yiksek TGFB1 ol¢iimleri, kontrol grubuna kiyaslandiginda istatistiksel anlamli olarak
1/4 ve 1/16 deney gruplarinda bulunmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Alzheimer hastaligi (AH), klinik olarak, hafiza ve mantikli diisiinme siireci dahil olmak
iizere biligsel fonksiyonlarda bozulma ile karakterize ilerleyici, kronik bir hastaliktir. AH ve
hastalik semptomlarini  tamamen 1iyilestiren bir tedavi henliz yoktur. Diyet
kompozisyonunun ve dolasimdaki yag asidi seviyelerinin tiiketim miktarlar1 ve aralarindaki

dengenin norolojik hastaliklardan koruyucu olabilecegi diistiniilmektedir.

Bu tez ¢aligmasinda, Q3/€Q6 ¢oklu doymamis yag asitlerinin (CDYA) oranlarinin, AB1-42
ile SH-SYS5Y hiicrelerinde olusturulan in vitro AH modelindeki hiicre canliligi, hiicre igi
ROT miktari, Apoptoz oranlari, azalan mitokondriyal membran potansiyeli {izerine
koruyucu etkileri, asetilkolin esteraz (AChE) enzim aktivitesi lizerine inhibitor etkileri ile

pro ve antiinflamatuvar sitokinler tizerine etkileri aragtirilmistir.

(Calisma sonuglarimiza gore, 48 saat Q23/Q6 oranlar1 uygulamasi sonucu hiicre canliligt MTT
testi ile degerlendirilmis, 1\1, 1\2 ve 1\8 dozlarinda istatistiksel olarak anlaml diisiis, 1\4 ve
1\16 gruplarinda ise artig gézlenmistir. Hiicre canliligi i¢in Annexin V analizi de yapilmis,
1\1, 1\2, 1\4, 1\8 ve 1\16 dozlarinin 48 saat uygulamasindan sonra kontrol grubunda %95,7
olan hiicre canliliginin sirasiyla, %95.,6, %81,4, %86,2, %32.,2 ve %19,8’ e diistiigl, Q26 dozu
arttikca yiizde canliligin azaldigi bulunmustur.

ROT ve MMP diizeylerinin, kontrol grubuna gore tiim gruplarda azaldig: tespit edilmistir.
Oksidatif strese karsi en yiiksek nérokoruyucu etki 1/1 dozunda gézlenmistir.

APB1-42 uygulamasi, AChE protein miktar1 kontrol grubuna gore arttirmistir. Diger yandan,
tim CDYA uygulamalarinin AChE protein seviyesi fiizerine inhibitér etkileri tespit
edilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 1/4, 1/8 ve 1/16 deney gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli diisiis gbézlenmistir. AChE protein miktar1, 1/4, 1/8 ve 1/16

dozlarinda istatistiksel olarak anlamli diisiis gdzlenmistir.

TNF-o ve IL-6 mRNA ekpresyon seviyesi; en diisiikk 1/4 dozunda, en yiiksek ise 1/16
dozunda bulunmustur. COX-2 mRNA ekpresyon seviyesinin en yiiksek 1/4, 1/8 ve 1/16

dozlarinda Q6 orani arttikca anlamli olarak arttigi bulunmus, en diisiik ekspresyon ise 1/1
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dozunda gozlenmistir. TGFB1 mRNA ekpresyon seviyesi; 1\4 ve 1\8 dozlarinda istatistiksel

anlamli bir artig géstermistir.

IL-6 ve TNF-a protein seviyeleri calisilmis, sonuglarin birbiriyle uyumlu oldugu
gbzlenmistir. Istatistiksel olarak anlamli en diisiik protein seviyeleri 1/2 ve 1/4 deney
gruplarinda bulunurken en yiiksek sitokin salinimi 6’ nin en yiiksek oranda bulundugu 1/16
dozunda bulunmustur. Protein seviyelerinde en yiiksek COX-2 6l¢iimii kontrol grubuna
kiyaslandiginda anlamli olarak 1/8 deney grubunda bulunmustur. En diisiik protein seviyesi
ise en yiiksek Q6 oraninin bulundugu 1/16 deney grubunda 6l¢iilmiistiir. Calismamizda en
yliksek TGFB1 protein seviyeleri, istatistiksel anlamli olarak 1/4 ve 1/16 dozlarinda

bulunmustur.

Su anda, herhangi bir ndrodejeneratif hastalik tiirii i¢in iyilestirici tedavi mevcut degildir ve
bu alanda umut verici pek ¢ok yenilige ragmen tedavi stratejileri, néron kaybini 6nlemede
basarisiz olmaktadir. Hastalig1 degistiren tedaviler semptomlar1 hafifletmeye ve hastaligin
ilerlemesini yavaslatmaya odaklidir. Norodejeneratif bozukluklarda CDYA takviyesinin

olas1 etkinligi hakkinda birikmis bilimsel kanitlar vardir.

Q3/Q6=1/4 oraninin kardiyovaskiiler dliimleri %60 oraninda azalttigi ve inflamasyonu
baskilayan oranin 1/1-1/3 araliginda oldugunu belirten farkli ¢alismalarin sonuglari ile de
uyumlu olarak 1/1 ve 1/4 dozlarmin kullanilmasinin AH gibi nérodejeneratif hastaliklardan
korunmada veya ortaya c¢ikmasii geciktirmede faydali olabilecegini, hasta bireylerde
ise,baz1 semptomlar1 hafifletebilecegini ve en 6nemlisi de yasam kalitesi tizerinde en biiyiik

etkiye sahip olan bilissel ve fiziksel gerilemeyi yavaslatabilecegini diisiinmekteyiz.
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