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OZET

Norodejeneratif bir hastalik olan Alzheimer hastalig1 demanslar arasinda en yaygin goriilen
demans tipidir. Diger birgok hastalikta oldugu gibi Alzheimer hastalifinda da oksidatif
stres meydana gelmekte ve noron hasarmin ilerleyisini artirmaktadir. Ote yandan birer
fenolik bilesik olan Morin ve Hesperidinin oksidatif stres {iizerinde etkili oldugu
bilinmektedir. Bu ¢aligmada Morin ve Hesperidinin, streptozotosin (STZ) ile indiiklenen
deneysel Alzheimer modelinde oksidatif stres ve Bilissel fonksiyonlar tizerine olan
etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir. Bu amagla 50 adet wistar albino erkek rat temin
edilerek 5 grup olusturulmustur; Kontrol grubu (n=10), Alzheimer grubu (n=10), Morin
uygulamasi yapilan grup (n=10), Hesperidin uygulanan grup (n=10) ve Morin +
Hesperidinin birlikte uygulandigi grup (n=10). 40 adet rata stereotaksik cerrahi yoluyla
STZ verilerek deneysel Alzheimer modeli olusturulmustur. Ratlarin Alzheimer oldugunu
ve biligsel fonksiyonlarmmi degerlendirmek amaciyla Moris su tanki (MWM) testi
uygulanmistir. Yedi giin boyunca hesperidin ve morin uygulanmistir. Bu 7 giinliik
uygulama sonunda ratlar sakrifiye edilerek beyin dokular1 ve kanlari alinmis ve dokuda
oksidatif stres belirtegleri olan Nitrik Oksit (NOx) ve Protein Karbonilleri (PC) seviyeleri,
serumda ise Ileri Protein Oksidasyon Uriinleri (AOPP) ve Doublecortin-like kinase-1
(DCLK-1) seviyeleri olgiilmiuistiir. Yapilan analizler sonucunda Alzheimer grubu kontrol
grubu ile kiyaslandiginda NOx, PC ve AOPP seviyeleri sirasiyla 2,57, 2,34 ve 1,55 kat
artmustir. Hesperidin uygulamasi yapilan grupta NOx seviyeleri 3,23 kat, PC seviyeleri 2
kat ve AOPP seviyeleri ise 1,37 kat diismustiir. Morin uygulanan grupta NOx seviyeleri
2,79 kat, PC seviyeleri 1,88 kat ve AOPP seviyeleri 1,43 kat diigsmiistiir. Morin ve
Hesperidinin kombine uygulandig1 grupta ise NOx seviyeleri 4,92 kat, PC seviyeleri 1,91
kat ve AOPP seviyeleri 1,49 kat diismustiir. Tiim gruplarda NOx, PC ve AOPP seviyeleri
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gdstermektedir. DCLK-1 seviyeleri 6l¢tildiigiinde
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir. Elde ettigimiz veriler
dogrultusunda Morin ve Hesperidinin nitrosatif ve oksidatit stresi regiile ederek azalttig1
gozlemlenmistir.
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ABSTRACT

Alzheimer's disease, a neurodegenerative disease, is the most common type of dementia
among dementias. As in many other diseases, oxidative stress occurs in Alzheimer's
disease and increases the progression of neuron damage. On the other hand, Morin and
Hesperidin, which are phenolic compounds, are known to be effective on oxidative stress.
In this study, it was aimed to examine the effects of Morin and Hesperidin on oxidative
stress and cognitive functions in an experimental Alzheimer's model induced by
streptozotocin (STZ). For this purpose, 50 wistar albino male rats were procured and 5
groups were formed; Control group (n=10), Alzheimer group (n=10), Morin treated group
(n=10), Hesperidin administered group (n=10) and Morin + Hesperidin combined group
(n=10). Experimental Alzheimer's model was created by giving STZ to 40 rats by
stereotaxic surgery. Moris water tank (MWM) test was applied to evaluate Alzheimer's
disease and cognitive functions of rats. Hesperidin and morin were administered for seven
days. At the end of this 7-day application, the rats were sacrificed and their brain tissues
and blood were taken and the levels of Nitric Oxide (NOx) and Protein Carbonyls (PC),
which are oxidative stress markers in the tissue, and Advanced Protein Oxidation Products
(AOPP) and Doublecortin-like kinase-1 (DCLK) in the serum. -1) levels were measured.
As a result of the analysis, NOx, PC and AOPP levels increased 2.57, 2.34 and 1.55 times,
respectively, in the Alzheimer group compared to the control group. NOx levels decreased
by 3.23 times, PC levels by 2 times and AOPP levels by 1.37 times in the hesperidin
treated group. NOx levels decreased 2.79 times, PC levels 1.88 times and AOPP levels
1.43 times in the morin treated group. In the group in which Morin and Hesperidin were
combined, NOx levels decreased 4.92 times, PC levels 1.91 times and AOPP levels 1.49
times. NOx, PC and AOPP levels show a statistically significant difference in all groups.
When DCLK-1 levels were measured, no statistically significant difference was found
between the groups. In line with the data we obtained, it was observed that Morin and
Hesperidin reduced nitrosative and oxidative stress by regulating.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.
Simgeler Aciklamalar
Beta
o Alfa
Y Gamma
n Mikro
cm Santimetre
nm Nanometre
mg Miligram
kg Kilogram
ml Mililitre
M Molar
mM Milimolar
nmol Nanomol
RPM Bir dakikadaki doniis hizi
RCF Goreceli santrifiij kuvveti
sn Saniye
dk Dakika
Kisaltmalar Aciklamalar
AH Alzheimer Hastalig
NFY Norofibriler yumaklar
RNT Reaktif nitrojen tiirleri
ROT Reaktif oksijen tiirleri
STZ Streptozotosin
yBOS Yapay beyin omurilik sivisi

BOS Beyin omurilik s1visi



Kisaltmalar

NOx

PC
AOPP
DCLK-1
iL.c.v
Lp.
APP
CDKS
GSK-3p
TNF
PS1

PS2
ApoE
IL-1
IL-2
NMDA
MPO
TACE
FLA2
HPETE
HETE
GSH-Px
IAPP
BACE-1
Asp2
PGE-2
INOS

xiii

Aciklamalar

Nitrik oksit

Protein karbonilleri

[leri oksidasyon protein iiriinleri
Doublecortin like kinase-1
Intraserebroventrikiiler

Intra peritonel

Amiloid prekiirsor proteini
Siklin bagiml kinaz - 5
Glikojen sentaz kinaz — 3 beta
Tumor nekroz faktori
Presenilin -1

Presenelin -2

Apolipo protein E2

Interlokin -1

Interlokin -2

N-metil d aspartat

Miyelo peroksidaz

Ttimor nekroz faktorii alfa doniistiiriicti enzimi
Fosfolipaz A2

Hidroperoksi eikosatetraenoik asit
Hidroksi eikosatetraenoik asit
Glutatyon peroksidaz

Adacik amiloyid polipeptidi
Beta sekretaz enzim -1

Aspartil proteaz-2
Prostoglandin E2

Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz






1. GIRIS

Alzheimer Hastaligi (AH) merkezi sinir sistemini etkileyen, sinsi baslangi¢li hafiza
problemleri ile birlikte gelisim go6steren bilissel islevlerde bozulma, noropsikiyatrik
belirtiler ve islev kaybi ile karakterize olan progresif norodejeneratif bir hastaliktir
(Hardiman ve dig. 2016; Miiller ve dig. 2019). Norodejenerasyon; Sinir hiicrelerinin
yapisal ve islevsel olarak zarar gérmesidir (Shamim, 2012). Bunun bir¢ok sebebi olabilir
Ornegin: dogum sirasinda meydana gelen bir hasarla, genetik etmenlerin etkisi ve yaslanma

ile ortaya cikabilir (Avila ve dig. 2011).

AH demansin goriilen en sik nedenlerinden biridir (Akdag ve dig. 2019; Hardiman ve dig.
2016; Hill ve dig. 2009). AH, DSM ve NINCDS-ADRDA (Natioanal Institute of
Neurological and Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer’s Disease and
Related Disorders Association) tani kriterleri olan bellek, lisan, uzamsal algi, dikkat,
yurlitiicli islevler, oryantasyon, problem ¢6zme becerisi ve islevsellik alanlarindan en az
ikisinde bozukluk olmasi sonucu “olast Alzheimer hastaligi” tanisi konulmaktadir

(McKhan ve dig. 2011).

Alzheimer hastalari, erken, orta ve ileri evre olmak tizere {i¢ evreye ayrilmaktadir. Erken
evrede, temel problem bellek bozuklugudur. Bu evrede hastalar giinliik rutin islerini
yapabilmektedirler fakat bazi zorlayici islerde basarisiz olmaktadirlar. Orta evrede ise
afazi, apraksi gibi bilissel hasarlar artmaktadir. Hastalar ev islerinde zorlanmaktayken,
digaridaki aktivitelrini yapamamaktadir ve gilinliik yasam olaylarinda problemlerle
kargilasmaktadir. Ileri evre Alzheimer hastalarinda motor islevlerde problemler, postiir

bozukluklar1 ve yiirtiste sikintilar goriilmekte bu da tam bagimliliga sebep olmaktadir

(Soylemez, 2013).

AH makroskobik olarak o6zellikle beynin korteks ve hipokampus bolgelerinde gelisen
diffiiz atrofi ile karakterizedir (Elmaci, 2012). Alzheimer hastalarinin otopsi 6rneklerinden
elde edilen sonuglara gore hastaligin histopatolojisinde hiicre igerisinde birikim gosteren
norofibriler yumaklar (NFY), hiicreler arasinda birikim gosteren amiloid plaklar,
graniilovakuolar dejenerasyon, sinaps kaybi ve Meynert’in bazal niikleusu, hipokampus,
asosiasyon korteksinde kolinerjik hiicre kaybi ve Hirano cisimcikleri gozlenmektedir

(Elmaci, 2012; Hardiman ve dig. 2016; Perl, 2010; Hawkins and Duchen, 2019). Baz1



durumlarda bu parankimal lezyonlar ile birlikte serebral amiloid anjiyopati de AH na eslik
etmektedir. Bir diger bulgu ise ilerleyici néron ve sinaps kaybidir (Meraz-Rios ve dig.
2010; Haass ve Selkoe, 2007). AH ile ilgili yapilan genetik ¢alismalarda ailesel gecisli
Alzheimer hastaliginda AH ile iligkili genlerin amiloid beta olusumunda rol oynadigini

gostermistir (Saka, 2010).

AP’nin lipid peroksidasyonunu artirmasi sonucu reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif
nitrojen tirleri (RNT) ortaya ¢ikar. Mitokondrinin iglevi bozuldugu zaman ROT’lar
artmaya baslar ve oksidatif stres iyice belirginlesir (Good ve dig. 1996; Smith ve dig.
1996). Yapilan tiim deney modellerinde meydana gelen oksidatif hasar sonucu patolojik
degisikliklerin baslamasina neden olmustur (Nunomura ve dig. 2001). Mitokondri
icerisinde bulunan hidrojen peroksit sitoplazmaya gegtiginde var olan metal iyonlarinin
katalizi esliginde radikal tiirleri meydana getirir. Hiicre i¢i ve hiicre dist bircok molekiil
artan ROT ve RNT’in potansiyel hedefleri haline gelir. Ornegin, lipidler, karbonhidratlar,
proteinler, niikleis asitler gibi molekiiller ROT ve RNT’den etkilenir. Hiicre zarinda
meydana gelen lipid peroksidasyonu sonucu olusan toksik aldehitler mitokondriyal
enzimleri etkileyerek yapilarinin bozulmasina yol acar. Bununla birlikte protein
oksidasyonu arttig1 i¢in hiicre zarinda kalsiyum iyonlarina karsi gecirgenlik artar bu da
hiicre i¢i iyon dengesini ve glukoz tasimimini bozar sonugta iiretilen enerji yetmemeye
baglar. Hiicre icindeki konsantrasyonu artan metal iyonlart ROT’larla etkileserek
norodejenerasyonu arttirir (Pratico, 2008). Beynin yapisi lipid bakimindan zengin oldugu
icin ve cok yiiksek oksijen tiikiittigi i¢in oksidatif stres ve onun olusturdugu hasardan ¢ok

cabuk etkilenmektedir (Elmaci, 2012).

Polifenolik bilesiklerin en zengin sinifi flavonoidlerdir. Bu dogal polifenolik bilesikler
meyvelerde, tahillarda, bitki yapraklarinda, aga¢ ve bitki koklerinde, aga¢ kabuklarinda,
bitki saplarinda, ¢i¢eklerde, cayda ve sarapta yaygin olarak bulunmaktadir (Nijveldt ve dig.
2001). Geleneksel tipta flavonoid igeren bir¢ok bitki tiirii siklikla kullanilmaktadir. Son
yillarda yapilan beslenme calismalari, bu flavonoidlerin, 6zellikle yaslilarda ve bilissel
islev bozuklugu olanlarda norodejenerasyonu engelledigini ve geciktirdigini 6ne
stirmektedir (Schroeter ve dig. 2002). Ayrica, birgok calisma, flavonoller, flavonlar ve
dogal polifenoliin AP agregasyonuna karsi koruyucu etkilerini bildirmistir (Commenges ve

dig. 2000; Ko ve dig. 2005).



Flavonoidler, antioksidan, antienflamatuar ve anti apoptotik etkileri nedeniyle
norodejeneratif bozukluklar i¢in faydali bilesikler olarak kabul edilir (Zhao, 2005; Jung ve
dig. 2017; Lan ve dig. 2017).

Morin, flavonoller grubuna giren bir flavonoidtir (Lotito ve Frei 2006;
Rattanachaikunsopon ve Phumkhachorn 2007; Caselli ve dig. 2016). Yapilan ¢alismalarda
morin’in Antioksidan (Hanasaki ve dig. 1994; Wang ve dig. 2006; Subash ve Subramanian
2009), Antikarsinojenik (Denda ve dig. 1989; Kawabata ve dig. 1999; Brown ve dig. 2003;
Sivaramakrishnan ve dig. 2008; Sreedharan ve dig. 2009), Sitoprotektif (Zhang ve dig.
2009; Zhang ve dig. 2010), gibi bir¢ok etkiye sahip oldugu gosterilmistir.

Hesperidin narenciye meyvelerinde bol miktarda bulunan bir fitoflavanondur ve kan-beyin
bariyerini kolayca gegebilmektedir (Salem ve dig. 2012; Gaur ve dig. 2011). Hesperidin’in
antioksidan, antienflamatuar ve antiapoptotik gibi ¢esitli biyolojik aktiviteleri
bulunmaktadir (Kumar ve Kumar, 2010; Raza ve dig. 2011; Ikemura ve dig. 2012).
Yapilan arastirmalarda Hesperidin’in Parkinson hastaligi, Huntington hastalig1 karsi
noroprotektif etkilerinin oldugu gosterilmistir (Tamilselvam ve dig. 2013; Kumar ve
Kumar, 2010). Jangra ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada ratlarda AICl3 ile indiiklenen
deneysel Alzheimer hastalifi modelinde Hesperidin ve silibinin hipokampustaki oksido-
nitrosatif stres ve inflamasyona karsi noroprotektif etkisinin oldugunu rapor etmislerdir

(Jangra ve dig. 2015).

Bu baglamda, yapilan bu c¢alismada ratlara stereotaksik cerrahi  yoluyla
intracerebroventrikiiler (i.c.v.) olarak yapay beyin omurilik sivisi (yBOS) igerisinde
coziilerek hazirlanan streptozotosin (STZ) enjekte edilerek ratlarda deneysel Alzheimer
hastaligt modeli olusturuslmus ve Hesperidin ile Morin uygulanarak bu iki fenolik
bilesigin oksidatif stres tizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Hesperidin ve
Morin’in oksidatif stres {izerine olan etkilerini incelemek i¢in beyin dokusunda nitrik oksit
(NOx) ve protein karbonilleri, serumda ise ileri oksidasyon protein {iriinleri (AOPP) ve

Doublecortin Benzeri Kinaz 1 (DCLK-1) diizeylerinin 6l¢iimii amaglanmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Beyin

Bir insanda ortalama olarak 100 trilyon hiicre oldugu bilinmektedir ve bu 100 trilyon
hiicrenin yaklasik olarak 100 milyar1 insan i¢in hayati éneme sahip olan beyni olusturur.
Latincesi cavum cranii olan kafatasi boslugunda yer alir ve baslica dort bolgede incelenir

(Aktiimsek, 2017).

1- Cerebrum (Serebrum)
2- Diencephalon
a. Talamus
b. Hipotalamus
c. Epitalamus
d. Subtalamus
3- Beyin sap1
a. Mesencephalon (Orta beyin)
b. Pons (K&prii)
c. Medulla oblangata (Omurilik sogant)
4- Cerebellum

2.1.1. Cerebrum (Serebrum)

Serebrum diisiinme islevini gerceklestiren ve sinir sisteminin kontrol edildigi bir organdir.
Bilingle iligkili olan algi, iletisim, anlama ve hafiza gibi islevlerin gergeklesmesini saglar.
Longitudinal fissur serebrumu boydan boya gegerek serebrumu sag ve sol olmak tizere iki
hemisfere ayirir. Hemisferler bir korteks, beyaz madde ve basal gangliadan meydana
gelirler. 0.25 m? lik yiizey alanina sahip olan ve serebrumun tiim kivrimlarini érten 2 ila 5
mm kalinhiginda ince bir noron tabakasi olan serebral korteks islevsel a¢idan c¢ok
O6nemlidir. Merkezi sinir sistemiyle iliskili olan hiicrelerin bliylik bir kismi1 burada yer
almaktadir. Serebral korteks alti lobdan olugmaktadir; iskelet kaslarinin kontroliinden
sorumlu olan frontal lob, sicaklik, temas, titreme, agr1 gibi duyularin algilanmasini
saglayan parietal lob, gorme duyusunun algilanmasinda gorevli olan temporal lob, ses ve
koku duyusunun algilanmasinda rol oynayan oksipital lob, 6nemli iglevleri olan limbik lob

ve insula (Aktiimsek, 2017).
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Resim 2.1. Beynin i¢ yapist (Wikimedia, 2022)

Hemisferler girus ve sulkus denilen amaci yiizey alanini1 genisletmek olan bir takim girinti
ve ¢ikintilar ihtiva eder. Bu girinti ve ¢ikintilar her ne kadar birbirine benziyor gibi goriinse

de insandan insana bazi farkliliklar bulunur (Aktiimsek, 2017).

Hemisferlerin her biri viicudun zit tarafini kontrol etmektedir. Sag hemisfer sol elin
kontrolii, gérme islevi ve hayal kurma, miizik ve sanat yetenekleri, Yiiziin ve {i¢ boyutlu

objelerin taninmasindan ve alginin tamamlanmasinda sorumludur. Sol hemisfer ise sag elin



kontrolii, yazim dili, konusma, diislince, c¢oziimleme, mantik, bilimsel ve sayisal

yetenekten sorumludur (Aktiimsek, 2017).

Limbik sistem: Limbik lob, amygdala, hippokampus, orta beyin ve hipotalamustan olusur.
Fonksiyonlar1 ise Ozetle: duygusal durumlar ve ona bagli olusan davraniglarin ifade
edilmesi. Bilingli-bilingsiz davranislarin ve beyin sapinin otonomik islevleri. Hafizaya
edinilen bilgilerin alinmasi ve ¢agrilmasi islevlerinin kolaylastirilmasidir (Aktiimsek,

2017).

2.1.2. Diencephalon

Serebral hemisferler ile orta beyin arasinda bulunan beynin i¢ kismidir ve yerlesim yeri

tictincti ventrikiildiir. Dort boliimden olugmaktadir:

Talamus: yaklasik 3 em ebatinda olan ve diencephalonun %80’ini kaplayan talamus koku
duyusu hari¢ diger tiim duyu iletilerinin serebral kortekse ulasmadan evvel modifiye ve
integre edildigi kistmdir. Cevresel uyaranlarin ve tehditlerin farkinda olma, bu durumlara
karsti hazirhikli olma ve dikkat gibi birgok fonksiyonunda saglanmasinda ve
diizenlenmesinde 6nemli bir rolii vardir. Talamusta isitme, basing, titreme, sicak-soguk,
dokunma, tatma, agrt ve gorme farkli gorevlere sahip bir¢ok g¢ekirdek bulunmaktadir

(Aktiimsek, 2017).

Hipotalamus: Cok sayida gorevi bulunan cekirdekleri barindiran hipotalamus {iglincii
ventrikiiliin lateral duvarlarin alt bolgelerini ve tabanini kaplar. Hipotalamus otonomik
kontrol, sivi alminin diizenlenmes, endokrin kontrol, termoregiilasyon, sirkadyen ritim,
gida alimmin kontrolii, emosyonel davranislar, seksiiel davranislar ve iireme gibi birgok

onemli islevlere sahiptir (Aktiimsek, 2017; Taner, 2018: 186).

Epitalamus: Pineal cisim adi1 verilen ve melatonin hormonunu salgilayan endokrin bezin
yer aldig1 epitalamus, diencephalonun arka {ist bolimiidiir (Aktiimsek, 2017; Taner, 2018:
200).

Subtalamus: Motor aktivitelerden sorumlu olan subtalamus, talamusun ventralinde yer

almaktadir (Aktiimsek, 2017; Taner, 2018: 203).



2.1.3. Beyin sap1

Yasamin stirdiiriilmesinde onemli rolii olan beyin sap1 omurilik ile serebrum arasinda bir
kopri olusturur. Serebrumdan ¢ikan (birinci ve ikinei ¢ift disinda) tiim kranial sinirlerin
¢ikis noktasidir. Medulla oblongata (omurilik sogani), pons (koprii) ve mesencephalondan
(orta beyin) olusur. Medulla oblongata kardiyovaskiiler ve solunum olaylarindan sorumlu
oldugu i¢in hayati 6neme sahiptir. Ponsta yerlesim gosteren retikiiler formasyonda yer alan
nefes alimiminin ayarlandigi merkezler bulunmaktadir ve medulla oblongatada bulunan
solunum merkezleri ile birlikte hareket eder. Mesencephalon gérme ve isitme
organlarindan gelen bilgiler ve bunlarin tetikledigi reflekslerden sorumlumdur. Dopamin
hormonunun salgilandifi mesencephalon zarar gordiigti zaman Parkinson hastalig1

olugmaktadir (Aktiimsek, 2017).

2.1.4. Cerebellum (Serebellum, beyincik

Beyin sapinin arkasinda yer alan ve viicudun durusunu, dengesini ve kas hareketlerini
ayarlamakla gorevli olan serebellum bu Onemli gorevleri yerine getirirken goézlerden
yardim almaktadir. Serebellumun zarar gérmesi sonucunda mesafenin ayarlanamamasi,
hareketlerin koordinasyonunda bozukluk, karmasik hareketler, konusmanin bozulmasi ve

aksiyon tremoru gibi bir¢ok bozukluk ortaya ¢ikmaktadir (Aktiimsek, 2017).

2.2. Alzheimer

2.2.1. Epidemiyoloji

Demans hastaliklarinin en sik goriilen nedenlerinden biri Alzheimer hastaligi (AH) dir
(Yiiksel, 2000; Akdag ve dig. 2019). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) AH’ m1 6ncelikli kiiresel
halk saglig1 problemi olarak kabul etmektedir (Lane ve dig. 2018). Yapilan bir ¢alismada,
giinimiizde diinya c¢apinda yaklasik 44 milyon demansli hastanin yasadigi ve bunun en
biiylik sebebininde AH oldugu bildirilmektedir. Son yillarda Amerika’da yaklasik 5
milyonun iizerinde Alzheimer hastasi yasamaktadir. Siirekli olarak artan yagh niifus ile
birlikte 2050 yilinda bu sayimnin 13,8 milyona yiikselecegi tahmin edilmektedir (Marquez
ve Yassa, 2019). Ingiltere ve Galler’de yapilan c¢alismalarda, 2015°de demans kaynakli

Olumlerin oram1 % 11,6’dir. Demansli hastalarin yaklagik %50 ila %75’ine AH tanisi



konmustur ve bu durum 65 yas ve tizerinde 5 yilda bir ikiye katlanmaktadir (Lane ve dig.
2018). Ulkemizde ise TUIK’in 6liim nedeni istatistiklerine gére, Alzheimer hastaligindan
hayatin1 kaybeden yaslilarin sayisi, 2013 yilinda 8 bin 797 iken 2019 yilinda 13 bin 740'a
yitkseldi (TUIK, 2019; Saglik Bakanligi, 2020). Engelli ve Yashi Hizmetler Genel
Miidiirligintin 6liim nedeni istatistiklerine gore Alzheimer hastaligindan 6len yashilarin
orani 2015 yilinda %#4,3 olarak tespit edilen bu oran 2019 yilinda da %#4,3 olarak o6l¢tildii.
Alzheimer hastaligindan 6len yaslilarin orani cinsiyete gore incelendiginde, erkeklerde
dusiis gozlenirken kadinlarda artis oldugu goriildii. Alzheimer hastaligindan 6len yaslilarin
orani 2015 yilinda erkeklerde %3.4, kadinlarda 9%5.2 iken bu oranlar 2019 yilinda
erkeklerde %3,2'ye diiserken, kadinlarda ise %5,4'e yiikseldi (Engelli ve Yasli Hizmetler
Genel Midiirlugi, 2020).

Saglik bakanliginin yayinladigi 2018 ve 2020 yili saglik istatistikleri yilligina gore 2016°da
65 yas ve lizerindeki kisilerin son 12 ay icerisinde gecirdigi saglik sorunlarinda Alzheimer
hastaliginin oraninin cinsiyete gore dagilimi Erkeklerde %5,1 ve Kadinlarda %6,1 olmak
tizere toplam niiftista %5.6 olarak belirlenirken, 2019 yilinda bu oranlar Erkeklerde %6’ya
yiikselirken, Kadinlarda %6’ya gerilemis ve toplam niifiista ise %6 ya yiikselmistir.

(Saglik Bakanligi, 2018; Saglik Bakanligi, 2020).

2.2.2. Risk faktorleri ve noropatoloji

AH makroskobik olarak o6zellikle beynin korteks ve hipokampus bolgelerinde gelisen
diffiiz atrofi ile karakterizedir (Elmaci, 2012). Alzheimer hastalarinin otopsi érneklerinden
elde edilen sonuglara gore hastaligin histopatolojisinde hiicre igerisinde birikim gosteren
norofibriler yumaklar (NFY), hiicreler arasinda birikim gosteren amiloid plaklar,
graniilovakuolar dejenerasyon, sinaps kaybi ve Meynert’in bazal niikleusu, hipokampus,
asosiasyon korteksinde kolinerjik hiicre kaybi1 ve Hirano cisimcikleri gozlenmektedir
(Elmaci, 2012; Hardiman ve dig. 2016; Perl, 2010; Hawkins and Duchen, 2019). Baz1
durumlarda bu parankimal lezyonlar ile birlikte serebral amiloid anjiyopati de AH na eslik
etmektedir. Bir diger bulgu ise ilerleyici noron ve sinaps kaybidir (Meraz-Rios ve dig.

2010; Haass ve Selkoe, 2007).

AH ile ilgili yapilan genetik ¢alismalarda ailesel ge¢isli Alzheimer hastaliginda AH ile

iligkili genlerin amiloid beta olusumunda rol oynadigini géstermistir (Saka, 2010).



10

Amiloid prekiirsor proteini (APP) 19. Kromozomda kodlanan bir hiicre zar1 proteinidir.
Proteolitik enzimler tarafindan kesilerek olusturulan B-amiloid peptidi APP’nin bir pargasi
ve amiloid plaklarin temel bilesenidir (Oddo ve dig. 2003; Gotz ve dig. 2001). APP’nin
proteolitik kesim islevi sinirsel aktivite ile diizenlenmektedir ve bu proteolitik enzimler
sunlardir; y-sekretaz, B-sekretaz (BACEl/asp2/memapsin2) veya a-sekretaz (TACE:
TNFa-converting enzyme)’dir (Haass ve Selkoe, 2007; Cirrito ve dig. 2005; Kim ve dig.
2009; Oddo ve dig. 2003; Gotz ve dig. 2001). APP’nin ii¢ kism1 bulunmaktadir bunlar;
zarin hiicre i¢ine bakan kisminda karboksi ucu, 28 amino asitten olusan ve hiicre zari
boyunca olan kisim ve hiicre zarinin disina bakan kisminda bulunan amino ucu’dur (Oddo
ve dig. 2003; Gotz ve dig. 2001). Normal insanlarda, a-sekretaz, APP’nin hemen hemen
orta kismina tekabiil eden transmembran kismina 12 aminoasit uzaklikta olan bir noktadan
keser ve ¢oziilebilir formda a-APP parcalari olusur ve hiicreler arasi bosluga birakilir. Bir
baska durumda ise B-sekretaz APP proteininin amino ucuna yakin kisimdan keserek $-APP
olusturur. y-sekretaz , B-sekretaz ya da a-sekretaz’in keserek olusturdugu parcalari tekrar
keser. Bu ikinci kesim isleminde APP’yi ilk kesen enzim [-sekretaz ise AP peptidi olusur,
a-sekretaz ise p3 fragmenti olusur (Haass ve Selkoe, 2007; Kim ve dig. 2009). AP peptidi
40-42 amino asit uzunlugundadir. Amiloidojenik ptonsiyel en fazla olan 42 amino asit
uzunlugunda olan formudur. AB40 monomerlerinin ¢okelme potansiyelleri yiiksektir, bu
monomerler 2-6 peptidlik saglam yapili oligomerlere doniiserek hiicreler arasi boslukta
birkirler. Daha sonra noritik plaklarin temel bileseni olan amiloid B diffiiz plaklar seklinde
cokelir (Oddo ve dig. 2003; Gotz ve dig. 2001). AH’da ise AP peptidi ya ¢ok hizli
iretildigi ya da bu peptidin temizlenmesinde bir problem oldugu tahmin edilmektedir

(Haass ve Selkoe, 2007; Kim ve dig. 2009).

Mikrotiibiillerin organizasyonu ve stabilizasyonunda goérev alan temel protein Tau
proteinidir. Mikrotiibtiller hiicre seklinin ve yapisinin olusturulmasindan, akson ve
dentritlerde gergeklesen transport aktivitesinin devamliligindan sorumlu olan hiicre iskeleti
elemanlaridir. Bu bilgilere gére Tau proteini dolayli olarak hiicre yapisinin korunmasinda
ve aksonal iletimde gorevlidir. Tau proteininin niikleolar yapinin sekillenmesinde de rol
aldig1 iddia edilmektedir. Tau proteini 17. kromozomda kodlanmaktadir. Tau proteini
sentezlendikten sonra fosforilizasyon, nitrasyon gibi bir takim degisikliklere ugramaktadir.
AH patogenezinde bu proteinin hiperfosforilasyonu da rol oynamaktadir. Hiperfosforile
tau proteini mikrotiibiillere baglanamadigi i¢in birbirlerine baglanarak ikili helikal

filamentler ve diiz filamentler olusturmaktadir. AH semptomlari ile iligkili olan entorrhinal
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korteks, hipokampus, parahipokampus, amigdala, kortikal asosiasyon alanlar1 ve
subkortikal ¢ekirdeklerde tau agregatlarinin olusumu gozlenmektedir (Meraz-Rios ve dig.
2010; Sjoberg ve dig. 2006). Agrege haldeki tau proteinleri noro fibriler yumaklarin (NFY)
temel bilesenini olusturmaktadir. NFY birikminin fazlaligt AH’1n ne derece ileri olduguna
baghdir. AP birikimi gibi NFY’da aksonal transportu bozar (Santacruz ve dig. 2005;
Andorfer ve dig. 2003). Beyin omurilik sivisinda (BOS) total tau ve fosforile tau
diizeylerinin artmast NFY olusumunun bir gostergesidir. BOS’da total ve fosforile tau
seviyelerinin artmasi giiniimiizde AH’da bir biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir (Mattsson

ve dig. 2009).

Tau’nun hiperfosforilasyonuna sebep olan kinaz aktivitesi tam olarak aydinlatilamamastir.
CDKS kinaz1 tau da dahil olmak tizere birgok hiicre iskeleti proteinini fosforile etmektedir.
CDKS5’in asir1 aktivasyonunun tau hiperfosforilasyonunda ve norodejeneratif siiregten
sorumlu oldugu distintilmektedir. Ayrica AR nin CDKS5’in agir1 aktive olmasinda rol
oynadig1 one siirlilmektedir. Tau'nun fosforilasyon siirecinde bir diger dnemli proteinde
GSK-3p°dir. AH patogenezine sebep olan bir diger durum ise hiperfosforile tau
proteinlerinin toksik islev kazanmasidir. Ciinkii biriken tau agregatlari programli hiicre

olumiinii (apotozis) tetiklemektedir (Crews ve Masliah, 2010; Wang ve Liu, 2008).

Otozomal dominant gegisli erken baslangighi AH’da baslica ii¢ adet gen tanimlanmistir.
Bunlar, amiloid prekiirsor proteinini kodlayan APP (21. kromozomda), y-sekretaz’in
katalitik alt birimi olan presenilini kodlayan Presenilin-1 (PS1) ve Presenilin-2 (PS2) (14.
kromozomda) genleridir. APP geninde 20 den fazla, PS1 geninde 178 ve PS2 geninde 14
farkli mutasyon tanimlanmistir (Oddo ve dig. 2003; Gotz ve dig. 2001; Bettens ve dig.
2010).

Gec¢ baslangigli AH ¢ok daha sik goriilmektedir ve multipl genetik risk faktérleri rol
oynamaktadir. Apolipoprotein E (ApoE) geni kolesteroliin tasinmasinda, metabolize
edilmesinde ve depolanmasinda gorevli olan bir serum proteinini kodlar. Bu protein A
peptidine baglanabilmektedir bu 6zelliginden dolay1 amiloid plaklarda ¢ok fazla miktarda
bulunurlar. ApoE geninin en ¢ok bilinen alelleri €2, €3 ve €4 diir. Yapilan diger
calismalarda €4 alelinin AH i¢in bir risk faktorii oldugu belirtilmistir. €4 alelinin tek
kopyasini tagiyan kisilerde AH riski yaklasik 4 kat, cift e4 aleli tasiyan kisilerde ise AH
riski yaklasik 12 kat artmaktadir. ApoE geninin €4 aleli bulunan kisilerde hastaligin
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goriilme yas1 diiserken, €2 aleli ise kisileri hastaliga karsi korumaktadir. ApoE’nin taunun
hiperfosforile edilmesinden ve birikiminden sorumlu oldugu diistiniilmektedir (Strittmatter

ve dig. 1993; Corder ve dig. 1993; Roses, 1996).

AH’da amiloid ve tau birikimlerinin sebep oldugu bir diger 6nemli fizyopatolojik sorun da
sinaptik hasarlardir. Bu hasar hafif bilissel bozuklukla beraber hipokampal sinapslarda
distis gozlenmekte ve ileri evrelerde goriilen agir demans bulgularma zemin

hazirlamaktadir (Selkoe, 2002; Scheff ve dig. 2007).

Potansiyel bir mitokondrial zehir olan AP, beyinde ve mitokondrilerde bulunan sitokrom c
oksidaz da dahil olmak {izere bircok enzimi inhibe etmektedir (Mungarro ve dig. 2002;
Hauptmann ve dig. 2006; Reddy ve Beal, 2008). Bununla birlikte mitokondrinin énemli
islevlerinden olan elektron transport zinciri, ATP {iiretimi, oksijen tiiketimi ve membran
potansiyeli bozulur (Caspersen ve dig. 2005). Bununla birlikte mitokondri i¢inde olusan
stiperoksit radikalleri hidrojen peroksite doniisiir ve oksidatif stres gelisir, sitokrom c
serbestlenerek aktive olmus protezlar ile kompleks olusturur bu da kaspaz aktivasyonuna
yol agarak fagositozu baslatir. Bu olaylarin sonunda niikleusun hasar gérmesi sonucu

apototik hiicre oliimii gergeklesir (Elmaci, 2012).

AP’nin lipid peroksidasyonunu artirmast sonucu reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif
nitrojen tirleri (RNT) ortaya c¢ikar. Mitokondrinin iglevi bozuldugu zaman ROT’lar
artmaya baglar ve oksidatif stres iyice belirginlesir (Good ve dig. 1996; Smith ve dig.
1996). Yapilan tim deney modellerinde meydana gelen oksidatif hasar sonucu patolojik
degisikliklerin baslamasina neden olmustur (Nunomura ve dig. 2001). Mitokondri
icerisinde bulunan hidrojen peroksit sitoplazmaya gectiginde var olan metal iyonlarinin
katalizi esliginde radikal tiirleri meydana getirir. Hiicre i¢i ve hiicre dist bircok molekiil
artan ROT ve RNT’in potansiyel hedefleri haline gelir. Ornegin, lipidler, karbonhidratlar,
proteinler, niikleis asitler gibi molekiiller ROT ve RNT’den etkilenir. Hiicre zarinda
meydana gelen lipid peroksidasyonu sonucu olusan toksik aldehitler mitokondriyal
enzimleri etkileyerek yapilarinin bozulmasina yol acar. Bununla birlikte protein
oksidasyonu arttig1 i¢in hiicre zarinda kalsiyum iyonlarina karsi gecirgenlik artar bu da
hiicre i¢i iyon dengesini ve glukoz tasinimini bozar sonugta iiretilen enerji yetmemeye
baslar. Hiicre icindeki konsantrasyonu artan metal iyonlart ROT’larla etkileserek

ndrodejenerasyonu arttirir (Pratico, 2008). Beynin yapist lipid bakimindan zengin oldugu
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icin ve ¢ok yliksek oksijen tiikiittigi icin oksidatif stres ve onun olusturdugu hasardan ¢ok

cabuk etkilenmektedir (Elmaci, 2012).

Insiilin sinyalizasyonunun, sinapslarin korunmasinda ve enerji dengesinin kurulmasinda
onemli bir yeri vardir. Ileri evre AH olgularinda insiilin seviyeleri artarken, glikoz ve
instilin reseptorleri ile birlikte glukoz tasiyici proteinlerde de diisiis gdzlemlenmistir. Tip-2
diyabet ve glukoz intoleranst AH igin bir risk faktoriidiir (Craft ve dig. 1998; Arvanitakis
ve dig. 2004).

Inflamasyon, AB, NFY ve hasara ugrayan noronlar tarafindan tetiklenir. Beyinde aktive
mikroglialar ve reaktif astrositler ile birlikte bunlarin biyobelirtegleride beyinde artis
gosterir (Wyss-Coray ve Mucke, 2002). Mikroglialar tarafindan bazi1 kemokinler (IL-1, IL-
2 ve TNFa) saliir (Akiyama ve dig. 2000). Kemokinler monositlerin periferik kandan
beyne go¢ etmelerini saglar. Klasik kompleman yolunu, fibriller, AP ve glial aktivasyon
tetikler. Uyarilmig olan astroglialardan akut faz reaktanlar1 olan prostoglandinler, C reaktif
protein ve o-2 mikroglobiilin salgilanarak inflamatuar yaniti, miyelin hasarmi ve
apoptozisi tetikleyerek hiicrenin 6liimiine yol acarlar. Ayn1 zamanda inflamatuar yanit ve

oksidatif hasar kan beyin bariyerinin bozulmasinda da rol oynar (Elmaci, 2012).

Birgok norodejeneratif hastalikta oldugu gibi AH’da da kalsiyumun diizenlenme
mekanizmasi bozulur. Kalsiyumun hiicre i¢i konsantrasyonundaki artis AP nin birikimine
tetikler (Isaacs ve dig. 2006; Pierrot ve dig. 2004). Normalde presenilinler kalsiyum
dengesini diizenlerler fakat presenilin genindeki mutasyonla birlikte ortaya ¢ikan erken
baslangigli Alzheimer hastaliginda, endoplazmik retikulumun kalsiyum dengesi bozularak
AP42 artmaya baglar daha sonra ise hiicre icine biiylik miktarlarda kalsiyum akisi

gerceklesir (LaFerla, 2002).

Glutamat beyinde temel uyarici bilesenlerden biridir. Glutamatin presinaptik ve
postsinaptik reseptorleri Alzheimer fizyopatogenezinde rol oynamaktadir. Postsinaptik
NMDA reseptorlerinin  aktivasyonu sonucu artan glutamat, voltaj kapili kalsiyum
kanallarin1 agarak endoplazmik retikulum igerisinde deponlanmis kalsiyumu sitozole salar

bununla beraber APP iiretimi artar buda plak ve yumak olusumunu tetikler (Elmaci, 2012).
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2.2.3. Tam Kriterleri

Alzheimer Hastaligi (AH) merkezi sinir sistemini etkileyen, sinsi bagslangi¢hh hafiza
problemleri ile birlikte gelisim go6steren bilissel islevlerde bozulma, noropsikiyatrik
belirtiler ve islev kaybi ile karakterize olan progresif norodejeneratif bir hastaliktir
(Hardiman ve dig. 2016; Miiller ve dig. 2019). AH demansin goriilen en sik nedenlerinden
biridir (Akdag ve dig. 2019; Hardiman ve dig. 2016; Hill ve dig. 2009). AH, DSM ve
NINCDS-ADRDA (Natioanal Institute of Neurological and Communicative Disorders and
Stroke and the Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association) tani kriterleri olan
bellek, lisan, uzamsal alg1, dikkat, ytiriitiicli islevler, oryantasyon, problem ¢6zme becerisi
ve islevsellik alanlarindan en az ikisinde bozukluk olmasi sonucu “olasi Alzheimer

hastalig1” tanis1 konulmaktadir (McKhan ve dig. 2011).

2.2.4. Klinik evreleri

Alzheimer hastalari, erken, orta ve ileri evre olmak tizere {i¢ evreye ayrilmaktadir. Erken
evrede, temel problem bellek bozuklugudur. Bu evrede hastalar giinliik rutin islerini
yapabilmektedirler fakat bazi zorlayici islerde basarisiz olmaktadirlar. Orta evrede ise
afazi, apraksi gibi bilissel hasarlar artmaktadir. Hastalar ev islerinde zorlanmaktayken,
digsaridaki aktivitelrini yapamamaktadir ve gilinliik yasam olaylarinda problemlerle
kargilasmaktadir. ileri evre Alzheimer hastalarinda motor islevlerde problemler, postiir
bozukluklar1 ve yiirliste sikintilar goriilmekte bu da tam bagimliliga sebep olmaktadir

(Soylemez, 2013).

2.3. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Reaktif oksijen tiirlerinin hiicrelerin igerisinde oldugu 1950’li yillarda belirlenmistir. Hiicre
icinde reaktif oksijen tiirlerinin varligini ilk kez Commoner ve arkadaglari, elektron spin
rezonans kullanilarak yaptiklar1 bir ¢alismada gostermislerdir (Commoner, Townsend ve
Pake, 1954). Denham Harman tarafindan olusan reaktif oksijen tiirlerinin yaslanma ve

hiicre 6liimiinde rol oynadig1 1956 yilinda ileri siirtilmiistiir (Beckman ve dig. 1998).

Serbest radikaller son yoriingesinde eslenmemis elektronu bulunan reaktif ve kisa 6miirlii

atom veya molekiillerdir. Serbest radikaller normal bir metobolizma sonucu olusan yan
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tirtinler veya hiicrelerde enerji tiretimi i¢in ihtiya¢ duyulan gesitli reaksiyonlar sirasinda
olusabilmektedir. Serbest radikaller hem endojen hem de ekzojen kaynaklar tarafindan
tiretilebilmektedir. Baslica endojen kaynaklar: mitokondri, sitokrom P450 metabolizmasi,
peroksizomlar ve iltihapli hiicrelerdir (Valko ve dig. 2007). Serbest radikaller fagositoz,
aragidonik asit metabolizmasi, ovulasyon ve tireme sirasinda da olugmaktadir (Singh,
Sharad ve Kapur, 2004). Baslica ekzojen kaynaklar: UV 1sinlar, X 1sinlart, gamma 1sinlari,
mikrodalga 1sinlari, asbest, benzen, karbonmonoksit, formaldehit, ozon, toluen, alkol ve

sigara kullanimi, sigara dumani, egzoz dumani, temizlik {iriinleri, tutkal, boya, tiner,

parfiimler ve bocek ilaglaridir.

Serbest radikaller oksijen ve nitrojen kaynakli olusabilmektedir. Oksijen kaynakli olanlara
reaktif oksijen tiirleri (ROT), nitrojen kaynakli olanlara ise reaktif nitrojen tiirleri (RNT)
denilmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1999; Valko ve dig. 2007). Baslica reaktif oksijen
turleri siiperoksit (O2.-), hidroksil (OH.), peroksil (ROO.), lipit peroksil (LOO.), ve
alkoksil (RO.), reaktif nitrojen tiirleri ise nitrik oksit (NO.) ve nitrojen dioksit (NO2.)’dir.
Ote yandan oksidanlar olarak adlandirilan ve patolojik ve fizyolojik durumlar altinda
canlilar tarafindan tiretilerek canli organizmalarda kolaylikla serbest radikal olusumuna yol
acabilen molekiillerde vardir. Baslica oksidanlar hidrojen peroksit (H202), ozon (03),
singlet oksijen (102), hipokloroz asit (HOCI), nitrik asit (HNO2), peroksinitrit (ONOO-),
dinitrojen trioksit (N203) ve lipit peroksit (LOOH)’dir (Fang ve dig. 2002; Halliwell ve
Gutteridge, 1999; Pham-Huy ve dig. 2008; Valko ve dig. 2007).

Cizelge 2.1. Reaktif oksijen (ROT) ve nitrojen tiirleri (RNT) ve oksidanlar

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNT) Oksidanlar
Siiperoksit (O5.-) Nitrik oksit (NO.) Nitrik asit HNO»
Hidroksil (OH.) Nitrojen dioksit (NO..) Nitrosil katyonu NO*
Peroksil (ROO.) Nitroksil anyonu NO
Lipit peroksil (LOO.) Dinitrojen tetroksid N>O4
Alkoksil (RO.) Dinitrojen trioksid N>Os
Hidroperoksil (HO2.) Peroksinitrit ONOO"
Lipid peroksil (LOO.) Peroksinitrik asit ONOOH

Nitronyum katyonu NO,*
Nitril klorid NO,Cl
AlKkil peroksinitrit ROONO
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2.3.1. Nitrik oksit

Ik basta endotel kaynakl gevsetici faktér (EDRF) olarak adlandirilan daha sonra nitrik
oksit sentaz (NOS)’1n kesfedilmesiyle EDRF’nin nitrik oksit (NO) oldugu kanitlanmistir
(Ignarro, 1987; Palmer, 1988).

Nitrik oksit molekiiler yapisinda bulunan oksijen atomundaki bir adet ciftlenmemis
elektrona sahip olmasindan dolayi reaktif oksijen tiirevi (ROT) olarak kabul edilmektedir
(Nussler ve Billiar, 1993). Nitrit ve nitrat iceren bilesikler yapilarinda NO bulunduran
molekiillere 6rnektir. NO renksiz, kiiclik molekiillii, yagda ¢oziinebilen, yar1 dmrii cok kisa
olan O ve CO; gibi hiicre zarin1 kolaylikla gegebilen ve reaksiyon yetenegi oldukca
yiksek bir molekiildiir. Bunlarin yam1 sira memeli hiicrelerinin fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde, vazodilatasyonda ve hiicre i¢i sinyallesmede goérev alan NO
organizmalarda dogal olarakta {iretilmektedir. Bunlarin disinda NO immiinolojik olaylarda
rol alan nonspesifik sitotoksik bir mediatordiir (Moncada, 1991; Lowenstein, 1994;

Biytikavsar, 2005).

NOXx, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi tarafindan iiretilmektedir. NOS enzimi iki farkli
tiirii bulunmaktadir. Bunlar: Konstitutif nitrik oksit senataz (cNOS) ve indiiklenebilir nitrik

oksit sentaz (iNOS) (Tiirkdz ve Ozerol, 1997).

cNOS’un lokalize oldugu dokular genellikle ¢evresel ve merkezi sinir sistemi, damar
endoteli ve idrar yoludur. cNOS bu dokularda her zaman bulunmasina ragmen aktif
degildir. Aktiflesmesi ic¢in hiicre i¢i kalsiyom iyon dengesininin artmasi ve kalsiyum
iyonlarinin kalmodulinle birleserek c¢cNOS enzimini aktive etmesi gerekmektedir. Bu
aktivasyon sonucunda L-argininden NOx sentezi ger¢eklesmektedir. Fakat bu reaksiyonda
sentezlenen NOx miktar1 ¢ok disiiktiir. Bunun sebebi hiicre ici iyonize kalsiyum
konsantrasyonunun azlamasiyla beraber cNOS’un deaktive olmasidir (Tiirkoz ve Ozerol,

1997).

Bir diger izoenzim olan iNOS, ¢cNOS’un aksine hiicre i¢cinde bulunmamaktadir. Monosit ve
notrofil gibi makrofaj hiicreleri ve damar endotel hiicreleri tarafindan sentezlenmektedir.
iNOS, bu hiicrelerin 6zel sitokinlerle uyarilmasi sonucu aktive edilir ve NOx sentezi

baslatilir. Bakteriyel lipopolisakkarit ve interferon gama ile indiiklenen makrofaj hiicreleri



17

asir1 miktarda NOx sentezleyerek bakteri, timor ve parazit gibi yabanci hiicrelere karsi
sitostatik veya sitotoksik etkiler gosterir. NOx sentezi indiiksiyon sonrasinda giinlerce ve
haftalarca devam edebilmektedir. Uzun siireli ve asirt NOx {iretimi bir siire sonra
makrofajlarda ve ¢evre dokularda g¢esitli harabiyetlerede sebebiyet verir. Glukokortikoidler
ve L-arginin analoglari bu indiiksiyonu sona erdirerek NOx sentezini durdurmaktadir

(Tiirkdz ve Ozerol, 1997).

2.3.2. Serbest radikallerin proteinler iizerindeki etkileri

Serbest radikaller olarak adlandirilan reaktif oksijen ve nitrojen tiirevlerinin proteinlerle
reaksiyona  girerek  kovalent modifikasyonlar  olusturmast  durumu  protein
oksidasyonuolarak adlandirilmaktadir. ROT ve RNT tiirevlerinin proteinler {izerinde enzim
aktivitesinde azalma, protein fonksiyon kaybi, proteaz inhibit6r aktivitesinin kaybi, protein
agregasyonu, gen transkripsiyonundaki degisimler gibi bir¢ok zararli etkisi bulunmaktadir
(Shacter 2000a; Davies ve dig. 1999). Serbest radikallerin bu zararli etkileri Alzheimer,
Parkinson, amiyotrofik lateral skleroz (ALS), diyabet, katarakt, bobrek yetmezligi ve kistik
fibroz gibi bir¢ok hastaligin olusumunda rol oynamaktadir (Dalle-Donne ve dig. 2003a).

Protein oksidasyon mekanizmalar1 baslica metal katalizi esliginde protein karbonil
olusumu (PC) (Shacter 2000b; Dalle-Donne ve dig. 2003b; Stadtman ve Levine 2000),
Proteinlerde bulunan tiyol gruplarinin (P-SH) uzaklastirilmasi (Bindoli ve Rigobello 2002;
Netto ve dig. 2002), nitrozin (NT) (Dean, Fu, Stocker, ve Davies 1997; Stadtman ve
Levine 2000) ve ileri protein oksidasyon firtinlerinin (AOPP) (Alderman ve dig. 2002;
Witko-Sarsat ve dig. 1996; Witko-Sarsat ve dig. 1998) meydana gelmesi seklinde

siralanabilir.

Reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin proteinler, karbonhidratlar ve lipitlerle
gergeklestirdigi ilk reaksiyon sonrasi primer modifikasyona ugramis {iriinler ortaya ¢ikar.
Daha sonra primer modifikasyona ugramis bu iriinler proteinlerle tekrar reaksiyona
girerek sekonder modifikasyonlar1 meydana getirmektedir. ROT ve RNT’ler protein
yapilarinda ya peptit baglariyla yada amino asit yan zincirleriyle reaksiyona girerek diisiik
molekiil agirlikli {irtinleri veya g¢apraz bagl yiiksek molekiil agirlikli {irtinleri meydana

getirir (Stadtman ve Levine, 2003).
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Protein oksidasyonu hidroksil radikali (OH.) ile baslar fakat oksidasyon olayinda O2 ile
birlikte, sliperoksit anyon radikali (O2-) ve hidroperoksil (HO2.)’de rol oynamaktadir. Bu
reaktif tlirler amino asit yan zincirlerinin oksidasyonuna, proteinler arasi g¢apraz
baglanmalara ve oksidasyon yolu ile protein omurgalarinda meydana gelen kiriklarla
protein fragmentasyonuna yol agmaktadir (Stadtman ve Levine, 2003; Berlett ve Stadtman,

1997).
2.3.3. Protein karbonil (PC) gruplarinin olusumu

Protein karbonil (PC) gruplarinin meydana gelmesini saglayan birincil modifikasyonlar,
amino asit yapilarinin a-karbon atomlarinda ya da R yan zincirlerinde meydana gelen
modifikasyonlar ve bu modifikasyonlar1 takip eden reaktif oksijen tiirlerinin tetikledigi
peptit ayrilmasi reaksiyonu sonucu olusmaktadir (Stadtman ve Levine, 2003; Berlett ve
Stadtman, 1997). Histidin, sistein, metionin, lizin ve glisin gibi bir¢ok amino asit
bakiyesinde veya proteinlerin peptit omurgalarinda reaktif oksijen tiirlerinin olusturdugu
modifikasyonlar sonucu ¢esitli protein karbonil {iriinleri olusmaktadir. Protein
oksidasyonunun belirlenmesinde protein karbonil seviyelerinin 6l¢timii genel olarak kabul
goren bir yontemdir (Shacter 2000a; Dalle-Donne 2003a; Stadtman ve Levine 2003; Dalle-
Donne 2003b; Levine 2002; Requena, Levine ve Stadtman 2003).

2.3.4. lleri oksidasyon protein iiriinleri (AOPP) olusumu

Ditirozin igeren gapraz bagl protein iiriinleri olan Ileri oksidayon protein iiriinleri (AOPP)
protein oksidasyonunu belirlemede kullanilan duyarli ve giivenilir bir biyobelirtectir
(Alderman ve dig. 2002; Witko-Sarsat ve dig. 1996; Witko-Sarsat ve dig. 1998). AOPP,
Witko-Sarsat ve arkadaslari tarafindan 1996 yilnda iirenin, idrarla digariya atilamadigi
tiremi hastalarinda tanimlanmigtir. Bakteri, virlis ve tiimor hiicrelerine karsi konakg1
savunmasinda 6nemli rol oynayan hipokloriz asit (HOCI), aktive fagositik hiicrelerde
bulunun miyeloperoksidaz (MPO) tarafindan olusturulur. Potansiyel radikal olan HOCI
konake¢1r savunmasini saglarken normal dokularda ¢esitli hasarlara ve proteinlerin
oksidasyonunada sebebiyet verir. Yapisinda klor bulunan oksidanlarin proteinlerle
etkilesime girmesi sonucu AOPP olusmaktadir. HOCI siklikla proteinlerin  amin
gruplariyla reaksiyona girerek reaktif bir oksidan olan kloronize iirtinler olusturur. HOCI

stabil yapidaki proteinlerin tirozin kokleriyle reaksiyona girerek 3- klorotirozin ve 3-5



19

diklorotirozin olusturarak proteinlerde ¢apraz baglanmalara ve parcalanmalara yol agar.
Koloronize olmus amino asitleri sistemden amonyak ve CO2’ye yikilarak uzaklastirilir

(Winterbourn ve Ketle, 2000).

2.3.5. Doublecortin-like kinase-1 (DCLK-1)

Noronlar dogalar1 geregi siklikla nérotransmitter madde salinimi ve alinimi yapmaktadir.
Bundan dolayida noronlar genis ve gelismis bir mikrotiibiil agina sahiptir. Mikrotiibiillerle
iligkili birgok proteinden biri olan DCLK-1 néronlarda son derece dnemli ve kritik rollere
sahiptir. Alzheimer hastaliginda néronlarda 6nemli gérevleri olan mikrotiibiil yapilarinda
defektler olustugu bilinmektedir (Mohandas, Rajmohan ve Raghunath, 2009; Burgess ve
Reiner, 2000).

Memeli sinir sisteminin gelisiminde ve ndronal migrasyon gibi gorev alan DCLK-1 yeni
kesfedilmis bir proteindir. N-terminal bolgesi mikrotiibiil baglanmasindan sorumlu olan
DCLK-I’in C-terminal bolgesi ise serin-treonin kinaz bolgesi icermektedir (Burgess ve

Reiner, 2000; Burgess ve Reiner, 2001; Koizumi ve dig. 2017).

Son yillarda yapilan galismalarda DCLK-1’in kognigtif davranislar, sizofreni, dikkat
eksikligi ve hiperaktivite bozukluguyla iligkili oldugu gosterilmistir (Le Hellard ve dig.
2009; Havik ve dig. 2012). DCLK-1 seviyelerinin Alzheimer hastalig1 patofizyolojisiyle
bir baglantisinin olup olmadig1 hakkinda yeterince veri yoktur. Ancak DCLK-1’in ve
doublecortinin alzheimerla baglantili olabilecegi hakkinda ipuglar1 bulunmaktadir (Jeong

ve dig. 2011).

2.3.6. Serbest radikallerin lipitler iizerine etkileri

Serbest radikallerin canli sistemler {izerindeki birincil etkileri lipidler {izerindedir ve bu
olay lipid peroksidayonu olarak adlandirilmaktadir. Hiicrenin sinirlarini belirleyen ve
O6nemli islevleri olan hiicre zar yapisinda bulunan fosfolipidlerin yiikseltgenerek peroksit
tirevlerine doniismesi olayr kisaca lipid peroksidasyonu olarak tanimlanmaktadir

(Kulkarni and Byezkowski 1994; Wills 1987).

Lipid peroksidasyonu ii¢ evreden meydana gelir. Birinci evrede ¢ok zincirli doymamig yag

asidi molekiillerine RH veya oksi gruplarinin eklenmesi ya da ¢ikarilmasiyla merkezinde
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karbon atomu bulunan (R. )Lipid molekiilleri ortaya ¢ikar. Ikinci evrede ise ilk evrede
meydana gelen lipid molekiilleri molekiiler formda olan oksijen ile birleserek peroksi
(ROO.) grubunu olusturur. Baslayan bu reaksiyon devam ederek olusan peroksi gruplari
(ROO.) hidroperoksi (R-OO-H) gruplarini olusturur. ikinci evre zincirleme bir reaksiyon
baslatarak ortamda bulunan yag asitleri ile etkileserek merkezinde karbon atomu bulunan
(R.) lipid molekiillerinin olusumuna sebep olur ve olusan bu lipid gruplar1 da yeni peroksit
gruplarinin olusumunu tetikler. Zincirleme sekilde devam eden bu ikinci evre tepkimeleri
peroksit gruplarinin birikmesi sonucu reaksiyona girerek etkisiz triinler olusturulmasina
kadar devam eder. Bu evrede olusan hidroperoksitler stabil bir yapida olmadiklar i¢in
ozellikle ortamda demir ve demir komplekslerinin bulunmasi zincirleme olan bu
reaksiyonlar tekrar baslatir. Ugtincii evre olusan gruplarin yikilmasini igerir. Bu iki sekilde
gerceklesir, meydana gelen radikal gruplar ya birbirleri ile reaksiyona girerek stabil olan
tirinlere doniisiirler ya da antioksidan olarak adlandirilan cesitli bilesiklerin miidahalesi
sonucu baslayan zincirleme reaksiyonlar durdurulur (Kulkarni and Byezkowski 1994;

Wills 1987).

Hiicre zarlarinda oldugu gibi mitokondriyal ve mikrozomal yapilarda bulunan zarlarinda
muhteviyatinda fosfolipidler bulunmaktadir. Bu yapilarda bulunan fosfolipidler doymamais
yag asitleri bakimindan zengin olmasi bu yapilari lipid peroksidasyonuna daha duyarli hale
getirmektedir. Lipid peroksidasyonu zarin yapi ve islevlerinde bir takim bozukluklara yol
agmaktadir. Ornegin Lizozomal zarlarda olusturduklar1 hasar sonucu ortama hidrolitik
enzimler salinir. Diger yandan kaslarda da bir takim peroksidasyon reaksiyonlari
gerceklesir. Kaslarda meydana gelen bu peroksidasyon hasarlar1 sonucunda hiicre iginde
kalsiyum seviyelerinin artmasi ile ortama hiicre zar1 fosfolipidlerinden biri olan fosfolipaz
A2 (FLA2) salinir. FLA2’nin salinmasiyla birlikte arasidonik asit miktar1 artar. Arasidonik
asidin artmasi lipoksijenaz yolu {izerinden hidroperoksi eikosatetraenoik asidin (HPETE)
olugsmasina sebebiyet verir. Bu olaylar sonucunda peroksidasyon ve hiicre olimii
gerceklesir. Bu reaksiyonlar sirasinda bir antioksidan olan e vitamini lipksijenaz yolu
tizerinde koruyucu bir etki géstererek HPETE’nin olusumunu smirlandirir. Bir diger
antioksidan olan selenyum ise glutatyon peroksidazin (GSH-Px) yapisina katilarak olusan
HPETE’nin hidroksi eikosatetraecnoik aside (HETE) c¢evrilmesine katkida bulunur
(Kulkarni and Byezkowski 1994; Wills 1987).
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2.4. Morin

Bir diger adi 3,5,7,2',4'-pentahidroksiflavon olan morin, flavonoller grubuna giren bir
flavonoidtir. Morin, Moraceae ailesine ait bitkilerde (Lotito ve Frei 2006;
Rattanachaikunsopon ve Phumkhachorn 2007; Caselli ve dig. 2016), meyvelerde,
sebzelerde, yesil cayda, kirmizi sarapta ve birgok doguya 6zgii sifali bitkide bol miktarda
bulunmaktadir (Gottlieb ve dig. 2006).

Morin’in etkileri hakkinda birgok ¢alisma yapilmistir. Bunlar: Antioksidan (Hanasaki et.
al.. 1994; Wang ve dig. 2006; Subash ve Subramanian 2009), Antialerjik,
Antienflamatuvar (Wang ve dig. 2006), Antimutajenik (Francis ve dig. 1989; Fang ve dig.
2003), Antikarsinojenik (Denda ve dig. 1989; Kawabata ve dig. 1999; Brown ve dig. 2003;
Sivaramakrishnan ve dig. 2008; Sreedharan ve dig. 2009), Bakteriyostatik
(Rattanachaikunsopon ve Phumkhachorn 2007), Hepatoprotektif (Lee ve dig. 2008; Lee
ve dig. 2009), Sitoprotektif (Zhang ve dig. 2009; Zhang ve dig. 2010), Anti-
aterosiklerotik (Lian ve dig. 2008), Anti-hiperiirisemik (Wang ve dig. 2010), Anti-
neoplastik, kardiyoprotektif (Kok ve dig. 2000; Middleton ve dig. 2000; Al-Numair ve dig.
2012) ve Anti-agregasyon (Lemkul ve Bevan, 2010) gibi etkilere sahiptir. Ayrica yiiksek
dozlarmmin uzun stireli kullaniminin  deney hayvanlarinda zararli bir etkisine

rastlanmamistir (Yugarani ve dig. 1992).

Noor ve arkadaglart bir hidroksiflavonoid olan morin hidratin, Tip-2 diyabet hastaliginda
pankreas adacik hiicrelerinde birikerek beta hiicrelerinin 6liimiine sebep olan adacik
amiloyid polipeptidi (IAPP)’ni siipiiriicti etkisini arastirmiglardir. JAPP ve Morin hidrat
karigimint 1:1, 1:2, 1:5 ve 1:10 oranlarinda hazirlayarak inkiibasyona biraktiktan sonra
gecirimli  elektron mikroskobunda (Transmission Electrone Microscope; TEM)
incelemisler, 1:5 ve 1:10 oraninda hazirlanan karisimlarda TAPP fibrillerinin ¢oziilerek agsi

yapisinin ortadan kalktigini gézlemlemistir (Noor ve dig. 2012).

Morinin, sigan kortikal néron hiicre kiiltliriinde, hiicreleri akut eksitotoksisite hasarina
karsi1 korudugu ve intraperitoneal olarak verilmesinin (10 mg/kg) si¢anlarda noérolojik
hasarlar ve gecici 6n beyin iskemik hasarini azalttigi gosterilmistir (Gottlieb ve dig.2006).
Morinin, sican kortikal néron hiicre kiiltiirinde glutamatin neden oldugu eksitotoksik

ndron 6limiine karst korudugu belirtilmistir (Campos-Esparza ve dig. 2009).
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Morinin sitotoksik bir etkisinin olmadigr ve HT22 murin néroblastom hiicrelerini AP25-
35’in oksidatif hasarindan basarili bir sekilde korudugu belirtilmistir (Kim ve dig. 2005).
Morinin, 6zellikle AP agregasyonu inhibe ettigi ve var olan AP fibrillerinin
destabilizasyonunda etkili oldugu gosterilmistir (Lemkul ve Bevan, 2010; Ono ve dig.
2003). Shimmyo ve arkadaslar1 “Hiicresiz test diizenegi” kullanarak, morinin
konsantrasyona bagli olarak BACE1 enzim aktivitesini direkt inhibe edebildigini
gostermislerdir (Shimmyo ve dig. 2008). Morinin GSK3f aktivitesini etkili bir sekilde
inhibe ettigi ve in vitro olarak GSK3p ile indiiklenen tau fosforilasyonunu engelledigi ve
oligomerik AB1-42 ile indiiklenen tau fosforilasyonunu azalttigi gosterilmistir (Gong ve

dig. 2011).

2.5. Hesperidin

Flavanon hesperitin ve disakkarit rutinozdan meydana gelen bir flavonoid olan Hesperidin
(3,5,7-trihidroksi flavanon-7-ramnoglukozit) narenciye meyvelerinde bol miktarda bulunan
biyolojik ve farmakolojik olarak aktif bir fitoflavanondur. Hesperidin lipofilik dogasi
nedeniyle kan-beyin bariyerini kolayca gegmektedir (Salem ve dig. 2012).

Hesperidin’in ¢esitli biyolojik aktiviteleri bulunmaktadir. Hesperidin C vitaminiyle benzer
aktiviteye sahiptir. Bununla birlikte antioksidan, antienflamatuar, antiapoptotik (Kumar ve
Kumar, 2010; Raza ve dig. 2011; Ikemura ve dig. 2012; Garg ve dig. 2001; Zhang ve dig.
2007; Choi, 2007; Shimada ve dig. 2008; Galatai ve dig. 1994), anti-hipotansif, anti
mikrobiyal, anti-kanserojen (Garg ve dig. 2001; Choi, 2007; Shimada ve dig. 2008;
Galatai ve dig. 1994) anti-alerjik (Choi, 2007; Shimada ve dig. 2008), vazodilatér,
hipolipidemik (Monforte ve dig. 1995), antifungal, antiviral, analjezik (Galati ve dig.
1994), antihipertansif, ditiretik (Galati ve dig. 1996), damar koruyucu, o&zellikler

gostermektedir.

Hesperidin, antioksidan, antienflamatuar ve anti-apoptotik etkileri nedeniyle Parkinson
hastaligi (Tamilselvam ve dig. 2013), Huntington hastaligi (Kumar ve Kumar, 2010),
serebral iskemi/reperfiizyon hasar1 (Ikemura ve dig. 2012) ve inmeye (Raza ve dig. 2011)
kars1t noroproteksiyon saglar. Hesperidinin ila¢ kotiiye kullanimi, migren ve epilepsi
hastaliklarinda beyinin uyarilabilirligini ve patofizyolojik bozukluklarin1 kontrol ettigi

gosterilmigtir (Kumar ve Kumar, 2010; Raza ve dig. 2011; Ikemura ve dig. 2012). Yapilan
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bir calismada ratlarda AICI3 ile indiiklenen Alzheimer hastaligt modelinde Hesperidin ve
silibinin hipokampustaki oksido-nitrosatif stres ve inflamasyona karsi noéroprotektif

etkisinin oldugunu rapor etmislerdir (Jangra ve dig. 2015).

Onceki yillarda yapilan ¢alismalarda, hesperidinin antioksidan aktivitesi ve serbest radikal
stiptirticti 6zellikleri in vitro (Agati ve dig. 2012; Ramful ve dig. 2010; Wilmsen ve dig.
2005) ve in vivo (Arafa ve dig. 2009; Choi, 2008) calismalarda gosterilmistir. Son yillarda
hesperidin ve onun aglikani hesperetininin, glikoz kullanimini gelistirdigi ve kortikal néron
hiicre kiiltiirinde AP ile indiiklenen noéronal hasara karst koruyucu etkisi gosterilmistir

(Huang ve dig. 2012).

Wang ve arkadaslarinin yaptigir bir ¢alismada, hesperidin uygulanan APPswe/PS1dE9
transgenik fare Alzheimer modelinde, anormal kesif aktivitesinde azalma goriiliirken,
O0grenme ve hafiza eylemlerinde gelismis bir aktivite gostermistir. Hesperidinin
antioksidan savunmay1 artirdigini, mitokondriyal kompleks I-IV enzim aktivitelerini eski
diizeyine getirdigini ve GSK-3f aktivitesini inhibe ettigini bildirmislerdir (Wang ve dig.
2014). Baska bir ¢alismada hesperidin uygulamasi, immobilizasyon-stresi kaynakli hayvan
modellerinde nitrit konsantrasyonlarini azalttigi bildirilmistir (Viswanatha ve dig. 2012).
Hesperidinin (100 mg/kg) transgenik farelerde (APPswe/PS1dE9) AP kaynakh
mitokondriyal disfonksiyon, biyokimyasal parametrelerde meydana gelen degisiklikler ve

biligsel bozulmay1 hafiflettigi 6ne siiriilmektedir (Wang ve dig. 2014).

Hesperidinin aliiminyum uygulamasi yapilan ratlarda beynin hipokampiisiinde, korteksinde
ve serebellumunda neden oldugu 6grenme ve hafiza bozukluklarini, oksidatif stresi ve

apoptozu azalttig1 bildirilmistir (Thenmozhi ve dig. 2017).

Santa ve arkadaslari, Hesperidinin kan-beyin bariyerini kolayca gegebildigini ve
Parkinson, Alzheimer ve Huntington hastaliklarina karsi koruma sagladigini bildirmislerdir

(Santa ve dig. 2016).
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3. MATERYAL & METOT

Calisma kapsaminda yapilacak olan deneyler i¢in Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulundan izin alimmustir (G.U. ET-20.016). Dokularin alinmasi islemine kadar ¢alisma
boyunca yapilan tiim islemler Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve
Deneysel Arastirmalar Merkezi (GUDAM) laboratuvarlarinda yapildi. Calismalarda
GUDAM tarafindan saglanan 300-350 gram agirlikta 50 adet Wistar albino erkek rat
kullanildi. Ratlar deney oncesinde ve deney boyunca sicakligi sabit tutulan, 12 saat
karanlik 12 saat aydinlik dongii olusturulan odalarda ad libitum beslenerek bakildi. Deney
sonrasinda alinan doku oOrneklerinin biyokimyasal analizleri Gazi Universitesi Fen

Fakiiltesi, Fizyoloji-Biyokimya arastirma laboratuvarinda yapildi.
3.1. Yapay Beyin Omurilik Sivisinin (yBOS) Hazirlanmasi

Yapay beyin omurilik sivis1 iki ayr1 ¢ozeltinin 1:1 hacimde karistirilmast ile elde edildi. i1k
cozelti icin 8,66 g sodyum klortir, 0,244 g potasyum kloriir, 0,163 g magnezyum kloriir ve
0,204 g kalsiyum kloriir tartilarak 500 ml steril distile suda ¢ozdiiriildii. Tkinci ¢ozelti i¢in
0,214 g disodyum hidrojen fosfat ve 0,027 g sodyum dihidrojen fosfat tartilarak 500 ml
steril distile su i¢inde ¢ozdiiriildii. Daha sonra bu iki ¢ozelti birebir hacimde karistirilarak

yBOS elde edildi.

3.2. Deneysel Alzheimer Modelinin Olusturulmasi

Lateral serebral ventrikiiliin belirlenmesi i¢in gerekli koordinatlar (bregma noktasi referans
alinarak, anterio-posterior: -0,6 mm, lateral: 1,5 mm ve dorsoventral: 3,8 mm) Paxinos’un
rat beyin atlasi kullanilarak elde edildi (Paxinos, G. ve Watson, C., 2004). Koordinat
dogrulamasi i¢in bir adet rat ketamin (intraperitonal 50 mg/kg) ve ksilazin (intraperitonal 5
mg/kg) ile genel anestezi altina alindi. Anestezi altina alinan rat stereotaksi aletine
yerlestirildi ve kafa derisinde gozler hizasindan enseye kadar uzanan yaklasik 3 cm’lik
insizyon agilarak periost siyrildi daha sonra referans olarak kullanilacak olan bregma
cizgisi belirlendi. lateral serebral ventrikiil, Paxinos’un rat beyin atlasindan elde edilen
koordinatlar ile belirlendi. Koordinat belirlendikten sonra intraserebroventrikiiler (i.c.v)
enjeksiyon ile 200 pl metilen mavisi rat’in serebral ventrikiiliine enjekte edildi. Bir siire

metilen mavisinin difiize olmasi beklendikten sonra rat sakrifiye edilerek beyni ¢ikarildi.
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Beyin dokusundan elde edilen kesitlerde metilen mavisinin lateral ventrikiilde difiize
oldugunun goriilmesi ile koordinatlarin dogrulugu onaylandi. Koordinat dogrulamasi
sonrasinda 40 adet rat’a yukaridaki islemler takip edildi ve i.c.v olarak yBOS iginde
cozdiriilmus olan STZ tek lateral ventrikiile 3 mg/kg olmak {izere enjekte edilerek
deneysel Alzheimer modeli olusturuldu. Modelin dogrulugunu kanitlamak i¢in stereotaksik

cerrahi sonrasinda 14. Giinde Morris su tanki testi (MWM) uygulandi.
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Resim 3.1. Ratin stereotaksi tablasina yerlestirilmesi
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Resim 3.2. Ratin kafasina acilan insizyon sonrast bregma noktasi ve koordinatin
belirlenmesi

3.3. Deney Gruplarmin Olusturulmasi

Her grupta 10 adet rat olmak {izere 5 adet deney grubu olusturuldu ve olusturulan gruplara

asagidaki islemler uygulandi.

Kontrol Grubu

Alzheimer hastaliginin (AH) olagan etkilerini ve Morin ile Hesperidinin Alzheimer
Hastalig1 tizerine olan etkilerinin karsilagtirilmasi amaciyla 10 adet wistar albino erkek rata
herhangi bir uygulama yapilmadan deney baslangicinda ve deney sonunda bir davranig
testi olan MWM uygulandiktan sonra ketamin (intraperitonal 50 mg/kg) ve ksilazin
(intraperitonal 5 mg/kg) ile genel anestezi altina almak suretiyle sakrifiye edildi.
Sakrifikasyon islemi sonrasinda uygun kosullarda elde edilen beyin dokular1 ve serumlari
[leri oksidasyon protein firiinleri (AOPP), Nitrik oksit (NOx), Doublecortin Like Kinaz-1
(DCLK-1) ve Protein karbonillerini (PC) tayin etmek tizere -80°C’de saklandi.



28

Alzheimer Grubu

10 adet wistar albino erkek rata stereotaksik cerrahi ile i.c.v olarak STZ verildi ve modelin
olugmasi i¢in 14 giin beklendi. 14 giiniin sonunda Alzheimer olduklarini dogrulamak igin
MWM testi 4 giin boyunca uygulandi. Davranis testi sonrasinda ketamin (intraperitonal 50
mg/kg) ve ksilazin (intraperitonal 5 mg/kg) ile genel anestezi altina alinarak sakrifiye
edildiler. Uygun yontemlerle beyin dokusu ve serumlar1 alinarak Ileri oksidasyon protein
tirtinleri (AOPP), Nitrik oksit (NOx), Doublecortin Like Kinaz-1 (DCLK-1)ve Protein
karbonillerini (PC) tayin etmek {izere -80°C’de saklandi.

Alzheimer + Morin Uygulamasi Yapilan Grup

L.c.v STZ enjekte edilmesiyle Alzheimer hastast yapilan 10 adet rata, fenolik bir bilesik
olan morinin AH tizerindeki etkilerinin incelenmesi amaciyla 7 giin boyunca (19-26.
Giinler arasinda) morin (10 mg/kg) serum fizyolojik (SF) igerisinde ¢o6zdiiriilerek
intraperitonal (i.p) olarak verildi. Alzheimer modelini dogrulamak ve morinin AH
tizerindeki etkilerini arastirmak tizere AH modeli olusturulmasimi takip eden 4 giin
boyunca (15, 16, 17, 18. Giinler) ve Morin uygulamasi sonrasi takip eden 4 giin (27, 28,
29, 30. Giinler) MWM testi yapildi. Bu test sonunda ratlar ketamin (intraperitonal 50
mg/kg) ve ksilazin (intraperitonal 5 mg/kg) ile genel anestezi altina alinarak sakrifiye
edildiler. Uygun yontemlerle beyin dokusu ve serumlar1 almarak Ileri oksidasyon protein
tirtinleri (AOPP), Nitrik oksit (NOx), Doublecortin Like Kinaz-1 (DCLK-1)ve Protein
karbonillerini (PC) tayin etmek {izere -80°C’de saklandi.

Alzheimer + Hesperidin Uygulamast Yapilan Grup

L.c.v STZ enjekte edilmesiyle Alzheimer hastasi yapilan 10 adet rata, fenolik bir bilesik
olan hesperidinin AH tizerindeki etkilerinin incelenmesi amaciyla 7 giin boyunca (19-26.
Giinler arasinda) hesperidin (100 mg/kg) serum fizyolojik (SF) igerisinde ¢6zdiiriilerek
gavaj yardimiyla verildi. Alzheimer modelini dogrulamak ve hesperidinin AH tizerindeki
etkilerini aragtirmak tizere AH modeli olusturulmasini takip eden 4 giin boyunca (15, 16,
17, 18. Giinler) ve Morin uygulamasi sonrasi takip eden 4 giin (27, 28, 29, 30. Giinler)
MWM testi yapildi. Bu test sonunda ratlar ketamin (intraperitonal 50 mg/kg) ve ksilazin
(intraperitonal 5 mg/kg) ile genel anestezi altina alinarak sakrifiye edildiler. Uygun
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yontemlerle beyin dokusu ve serumlari alinarak Ileri oksidasyon protein iiriinleri (AOPP),
Nitrik oksit (NOx), Doublecortin Like Kinaz-1 (DCLK-1)ve Protein karbonillerini (PC)

tayin etmek {izere -80°C’de saklandi.

Alzheimer + Morin + Hesperidin Uygulamasi Yapilan Grup

L.c.v STZ enjekte edilmesiyle Alzheimer hastast yapilan 10 adet rata, fenolik bir bilesik
olan morin ve hesperidinin birlikte kullaniminin AH {izerindeki etkilerinin incelenmesi
amaciyla 7 giin boyunca (19-26. Giinler arasinda) morin (10 mg/kg) serum fizyolojik (SF)
icerisinde ¢ozdiriilerek intraperitonal (i.p) olarak, hesperidin (100 mg/kg) ise serum
fizyolojik (SF) igerisinde ¢ozdiiriilerek gavaj yardimiyla verildi. Alzheimer modelini
dogrulamak ve morin + hesperidinin birlikte kullaniomin AH tizerindeki etkilerini
arastirmak tizere AH modeli olusturulmasini takip eden 4 giin boyunca (15, 16, 17, 18.
Giinler) ve Morin uygulamasi sonrasi takip eden 4 giin (27, 28, 29, 30. Giinler) MWM testi
yapildi. Bu test sonunda ratlar ketamin (intraperitonal 50 mg/kg) ve ksilazin (intraperitonal
5 mg/kg) ile genel anestezi altina alinarak sakrifiye edildiler. Uygun yontemlerle beyin
dokusu ve serumlar1 alinarak Ileri oksidasyon protein iiriinleri (AOPP), Nitrik oksit (NOx),
Doublecortin Like Kinaz-1 (DCLK-1)ve Protein karbonillerini (PC) tayin etmek iizere -
80°C’de saklandu.

Intraserobroventrikiler Morin (10 mg/kg, i.p.) ve
STZ Enjeksiyonu Hesperidin (100 mg/kg, Oral gavaj) Sakrifikasyon
Uygulamasi
|
Giier[ 15/ 0] 17 1o EEOIEEAREBIEAIEBIE -7 25| 2| 0
| \ :
\/' \/ \f*
inkiibasyon Periyodu Morris Water Maze Morris Water Maze
(MWM) Testi (MWM) Testi

Resim 3.3. Deney zaman ¢izelgesi

3.4. Yontem

3.4.1. Morris su labirenti testi (Morris Water Maze, MWM)

Morris su labirenti testi arastirmanin 15-18. ve 27-30. giinlerinde gerceklestirildi. Moris
testi ebatlar1 belirli olan bir havuz iginde yapilir. Testin yapilacagi havuz, 60 cm
yiiksekliginde, 150 cm ¢apindadir ve sicakligi 23+1°C olan 25 cm derinliginde su ile

doludur. Havuz, havuzun merkezinden gecen birbirini dik kesen iki hayali ¢izgiyle (Kuzey,
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Giiney, Dogu, Bati yonlerinde) Kuzey-Dogu (KD), Kuzey-Bati1 (KB), Giiney-Dogu (GD)
ve Giliney-Bat1 (GB) olmak tizere dort adet esit kadrana ayrildi. Havuzun i¢ine hayvanlarin
sudan kagabilmesine olanak taniyan 11 cm ¢apinda, 24 cm yiiksekligin pleksiglas bir
malzeme ile yapilmis olan platform KE kadraninin ortasina sabitlendi. Daha sonra hem
hayvanlar ile su arasinda bir kontrast olusturmak hem de sabitlenen platformu gizlemek
icin toksik olmayan siyah bir toz boya ile su renklendirildi. Havuz tepesinden bir
kamerayla kayit altina alindi. Deney sirasinda her hayvan sirayla, belirlenen kadrandan
suya birakilarak platformu bulma siiresi ve platformda kalma siiresi olgiilerek kamera
yardimiyla kaydedildi. Deneylerde ratlarin platformu bulmasi icin deneme siiresi 90 saniye
ve ratlarin bu stire igerisinde platformu bulamamasi durumunda ise ilave olarak platformda
kalma siiresi 30 saniye olarak belirlendi. Her grup icin MWM testi uygulama aralig1 30 dk
olup ratlar giinde 2 defa ve 4 giin olmak tizere egitildi. Test giiniinde ise ratlar egitimlerde
oldugu gibi 6nceden belirlenen kadrandan suya birakildi ve platformu bulma stiresi kamera
ile kaydedildi. Testler sirasinda pltaformu 90 saniye icerisinde bulamayan ratlar
arastirmacilar tarafindan manuel olarak platforma yerlestirildi ve platformda 30 saniye

boyunca tutuldu. (Yildirim, 2019).

3.4.2. Dokuda nitrik oksit (NOXx) tayini

Doku nitrik oksit tayini griess metoduna gore caligilmistir.

Kullanilan reaktifler

e 0.1 M pH =7 sodyum fosfat tamponu

o Griess-I: %2’lik N-(1-Naphthyl)ethylenediamine (NEDD)
o Griess-II: %5°lik H3POys igeren %2°lik Siilfanilamit

e 6.4 mM stok Sodyum Nitrit

o  %38’lik Vanadyum Klortir (VCI3)

¢ 0.3 M Sodyum hidroksit

e  %5’lik Cinko siilfat (ZnSO4)
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Dokunun Hazirlanmasi

Beyin dokular1 9 kat sodyum fosfat tamponu ile homojenze edildikten sonra 3500 rpm de
+4°C’de 15 dk boyunca santrifiij edildi. Elde edilen siipernatan NOx diizeylerinin tespiti
icin kullanildi.

Numunelerin Hazirlanmasi

Elde edilen stipernatandan 0.5 ml alindi ve tizerine 0.25 ml 0.3 M sodyum hidroksit
eklenerek 5 dk inkiibe edildi daha sonra iizerine 0.25 ml %5’lik ¢inko siilfat eklenerek
3000g de +4°C’de 20 dk boyunca santrifiij edildi. Daha sonra 0.2 ml siipernatana 0.2 ml
vanadyum kloriir eklenerek 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi siipernatana
0.6 ml sodyum fosfat tamponu ve 1 ml esit hacimlerde karistirilan griess I ve II reaktifleri
eklenerek 37°C’de 10 dk inkiibasyondan sonra elde edilen numunenin optik dansitesi kore

kars1 540 nm’de okunmustur.

3.4.3. Dokuda protein karbonil tayini

Dokuda protein karbonil (PC) diizeyleri, 2,4 dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile PC
gruplariin birbiri ile verdigi tepkime sonucunda hidrazin olusmasi prensibine dayanarak

Oletlmiistiir.

Kullanilan reaktifler

e 1.5 M Hidroklorik asit (HCI)

e 10 mM 2.4-Dinitrofenilhidrazin

o %?20’lik trikloroasetik asit

o  %10’luk trikloroasetik asit

e 6 M Guanidin-Hidroklorik asit

e 20 mM potasyum dihidrojen fosfat tamponu (pH=2.3)

1:1 (v/v) hacimde Ethanol-Etil asetat
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Protein standart egrisi ¢izdirilmesi

Protein standart egrisi i¢in 2 mg/ml bovin serum albiimin ¢dzeltisi hazirlanarak 0,5 mg/ml
ile 4 mg/ml araliginda 8 farkli konsantrasyonda hazirlananan diliisyonlar ile lineer egri

cizdirilmistir.

Dokunun hazirlanmasi

Beyin dokular1 9 kat %1.17 potasyum kloriir (KCI) iceren 0.1 M fosfat tamponunda
(pH=7.4) homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar 10000 rpm de +4°C’de 30 dk
santrifiij edilerek olusan siipernatan spektrofotometrik yontemle protein karbonillerini

tayin etmek i¢in kullanildi.

Numunelerin Hazirlanmasi

Her bir numune i¢in iki adet santrifiyj tiipti alind1 ve 0.5 ml homojenat eklendi. Tiiplerden
birine 2 ml DNPH, digerine 2 ml HCI eklenerek ve her 15 dakikada bir vortekslenerek oda
sicakliginda 1 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda her iki tiipe de 2.5 ml
%20’lik TCA eklenerek 12000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve elde edilen siipernatan
atilarak calismaya pellet ile devam edildi. Her iki tiipte kalan pelletin tizerine 2 ml %10’luk
TCA eklenerek 12000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve elde edilen siipernatan atilarak
calismaya pellet ile devam edildi. Elde edilen pelletlerin tizerine 2 ml Etanol/Etil asetat
eklenip 12000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek elde edilen stipernatan atildi ve c¢aligmaya
pellet ile devam edildi. Bu islem 3 kez tekrarlandi. Santrifiij sonrast elde edilen pelletin
tizerine 1 ml Guanidin-HCI eklendi ve 10 dakika boyunca vortekslendikten sonra &rnekler
¢oziinmeleri icin bir siire bekletildi. Ormekler ¢oziindiikten sonra kore (Guanidin-HCI)

kars1 370 nm ve 280 nm’de optik dansitesi okundu.

Protein karbonil diizeylerinin hesaplanmasi:

Protein karbonil diizeyleri Levine ve arkadaglarina gére hesaplanmistir.

A) CA370 = (DNPH'l1 A370) — (DNPH's1z A370)

nmol

Protein Karbonil ( —

) = CA370 x 45.45.
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B) Protein (%) = Standart Egri Degeri x Diliisyon Orani

280 nm’de okunan dinitrofenilhidrazinsiz HCI degerleri kullanildi. Diliisyon orani 500

ul/1000 pldir.

nmol A (nmol)
C) Protein Karbonil ( , ) = — g
mg protein B (ﬁ)

3.4.4. Serumda ileri oksidasyon protein iiriinleri (AOPP) tayini

ELISA calismasinda, sakrifikasyon isleminin ardindan alinan kan numuneleri 3000 rcf’de
+4°C’de 5 dakika santrifiij edilerek elde edilen ve -80°C’de saklanan serum numuneleri
kullanildi. leri oksidasyon protein {iriinleri CEB223Ra katalog numarali Cloud-Clone

marka ticari ELISA kiti kullanilarak tayin edildi.
3.4.5. Serumda doublecortin like kinaz-1 (DCLK-1) tayini

ELISA calismasinda, sakrifikasyon isleminin ardindan alinan kan numuneleri 3000 rcf’de
+4°C’de 5 dakika santrifiij edilerek elde edilen ve -80°C’de saklanan serum numuneleri
kullanildi. Doublecortin like kinase-1 201-11-5423 katalog numarali SunRed marka ticari
ELISA kiti kullanilarak tayin edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Moris Su Labirenti (Moris Water Maze, MWM) Test Bulgulari

Deney gruplarina 4 giin boyunca giinde 4 defa 30 dk araliklar ile Moris su labirenti
(MWM) testi uygulandi. Hepsi platforma basarili bir sekilde ¢ikti. Platformda 10 sn
boyunca kalmalar1 saglandi. Platformdan alindiktan sonra havlu ile kurutuldu ve
kafeslerine geri koyuldular. Her bir gruba ait test sonuglarin ortalamasi ve standart sapma

degerleri (Cizelge 4.1.) verilmistir.

Cizelge 4.1. Moris su labirenti (moris water maze, MWM) test bulgular1

Gruplar . L : L
Morin Hesperidin | Morin+Hesperidin

Kontrol Alzheimer Uygulamasi Uygulamasi Uygulamasi
Yapilan Grup = Yapilan Grup Yapilan Grup

15.Giin = 77,58+2,74  105,5+ 4,74* 76,08+ 1,39° 77,41£4,44% 74,83£2,35%

Giinler

16. Giin =~ 62,58+1,98  92,33+3,69* 62,75+2,80* 66,16+0,98* 61+2,81%
17. Giin | 45,25+1,29 77,5£3,70* 48,08+3,13* 47,08+0,97° 47,91+1,80°
18. Giin =~ 34,16£1,63  68,33+2,31* 38,33+1,50* 37,912,512 36,75+2,04¢

*: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda (p <0,05)
a: Alzheimer grubu ile kiyaslandiginda (p <0,05)

Testin 2. giiniinden itibaren tiim gruplarda ratlarin 6grenme performans egrilerine gore
platform alanina ulasma siiresinde azalma baslamis olup testin 4. giiniinde platformu
bulma stiresindeki azalma tiim gruplar icin istatistiksel olarak anlamlidir. (p<0.05) (Sekil
4.1.). Kontrol grubuna kiyasla Alzheimer grubunda platformu bulma stiresi 2 kat artmistir.
Platformu bulma siiresi Alzheimer grubuyla kiyaslandiginda, morin (10 mg/kg) uygulanan
grupta 1,78 kat, Hesperidin (100 mg/kg) uygulanan grupta 1,80 kat, Morin ve hesperidinin
kombine uygulandig1 grupta 1,86 kat azlamistir (Cizelge 4,1.). Tiim uygulama gruplarinda
platformu bulma stirelerinde meydana gelen azalis istatistiksel olarak anlamlidir (P<0,05)
(Sekil 4.1.). Alzheimer grubu platformu bulma stireleri kontrol grubuna gore istatistiksel

olarak anlamli bir artis gostermistir (P<0,05) (Sekil 4.1.).
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Morris Water Maze Testi
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Sekil 4.1. Moris water maze (MWM) testi platformu bulma siireleri.

4.2. Biyokimyasal Parametrelerin Tayin Sonuclari

4.2.1. Beyin dokusunda nitrik oksit (NOx) diizeyleri

Sakrifikasyon sonrasi hayvanlardan elde edilen beyin dokularinda yapilan analizler sonucu

belirlenen NOx duizeyleri Cizelge 4.2.’de verilmistir.

Yapilan analizler sonucunda doku NOx seviyeleri alzheimer grubunda kontrol grubuna
gore 2,57 kat artmustir (Cizelge 4.2.). Alzheimer grubuna kiyasla NOx seviyelerinde,
intraperitonel morin (10 mg/kg) uygulanan grupta 2,79 kat, oral gavajla hesperidin (100
mg/kg) uygulanan grupta 3,23 kat, kombine morin ve hesperidin uygulanan grupta 4.92 kat
diisiis meydana gelmistir (Cizelge 4.2.).



Cizelge 4.2. Beyin dokularinda nitrik oksit (NOx) diizeyleri analiz bulgular1

GRUPLAR NOx (umol/L)
Kontrol Grubu 10,97 £1,15
Alzheimer Grubu 28,17 +3,12°
Morin Uygulamasi Yapilan Grup 10,08 £1,61*
Hesperidin Uygulamasi Yapilan Grup 8,73 £1,68*
Morin + Hesperidin Uygulamas: Yapilan Grup 5,73 £1,28"%2°

*: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda (p <0,05)
a: Alzheimer grubu ile kiyaslandiginda (p <0,05)
b: Morin uygulamasi yapilan grup ile kiyaslandiginda (p<0,05)

Kontrol grubuna kiyasla uygulama gruplarinda NOx seviyeleri morin grubunda kontrol
grubuyla yaklasik ayni seviyelerde olgiiliirken, hesperidin grubunda 1,26 kat, morin ve
hesperidinin kombine uygulandig1 grupta 1,91 kat bir diisiis gostererek kontrol grubu NOx
seviyelerininde altinda olgiilmiistiir (Cizelge 4.2.). Alzheimer grubuyla kiyaslandiginda
tim uygulama gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir (P

<0,05) (Sekil 4.2.). Uygulama gruplar1 birbirleri ile kiyaslandiginda istatistiksel anlamda

herhangi bir farklilik tespit edilememistir (P>0,05) (Sekil 4.2.).
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Nitrik Oksit (NOx) Seviyeleri
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*: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda (p <0,05)
a: Alzheimer grubu ile kiyaslandiginda (p <0,05)
b: Morin uygulamasi yapilan grup ile kiyaslandiginda (p<0,05)

Sekil 4.2. Beyin dokularinda NOx diizeyleri
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4.2.2. Beyin dokusunda protein karbonil (PC) diizeyleri

Sakrifikasyon sonrasi hayvanlardan elde edilen beyin dokularinda yapilan analizler sonucu

belirlenen PC diizeyleri Cizelge 4.3.’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Beyin dokularinda protein karbonil (PC) diizeyleri analiz bulgular1

GRUPLAR PC (nmol/mg)
Kontrol Grubu 5,01 £0,56
Alzheimer Grubu 11,74 + 0,92"
Morin Uygulamasi Yapilan Grup 6,26 £1,71%
Hesperidin Uygulamasi Yapilan Grup 5,88 £0,96%
Morin + Hesperidin Uygulamasi Yapilan Grup 6,14 +£0,36*

*: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda (p <0,05)
a: Alzheimer grubu ile kiyaslandiginda (p <0,05)

Yapilan olgtimlerde Alzheimer Grubu ile uygulama yapilan gruplar kiyaslandiginda;
uygulama yapilan gruplarin Protein karbonil diizeylerinde anlamli diistis gézlemlenmistir
(P <0,05) (Sekil 4.3.). Kontrol grubuna kiyasla PC seviyeleri Alzheimer grubunda 2.34 kat
artmustir. PC seviyeleri, morin (10 mg/kg) uygulamasi yapilan grupta 1,88 kat, hesperidin
(100 mg/kg) uygulamasi yapilan grupta 2 kat ve kombine morin hesperidin uygulanan
grupta 1.91 kat azlamistir (Cizelge 4.3.). Uygulama yapilan gruplar birbiriyle
kiyaslandiginda anlamli fark bulunmamaktadir (P>0,05) (Sekil 4.3.).
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Protein Karbonil (PC) Seviyeleri
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*: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda (p <0,05)
a: Alzheimer grubu ile kiyaslandiginda (p <0,05)
b: Morin uygulamast yapilan grup ile kiyaslandiginda (p<0,05)

Sekil 4.3. Beyin dokularinda NOx diizeyleri

4.2.3. Serum AOPP diizeyleri

Toplanan kan orneklerinden elde edilen serumlarda yapilan analizler sonucunda tespit

edilen AOPP diizeyleri Cizelge 4.4.’de verilmistir.

Cizelge 4.4. Serumda AOPP diizeyleri analiz bulgulari.

GRUPLAR AOPP (ng/mL)
Kontrol Grubu 5,15+2,29
Alzheimer Grubu 7,99 + 1,62°
Morin Uygulamasi Yapilan Grup 5,58 £1,25%
Hesperidin Uygulamasi Yapilan Grup 5,84 £0,72%
Morin + Hesperidin Uygulamasi Yapilan Grup 5,36 £0,95%

*: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda (p <0,05)
a: Alzheimer grubu ile kiyaslandiginda (p <0,05)

Yapilan analizler sonucu Alzheimer grubu ve uygulama yapilan gruplar AOPP diizeyleri
acisindan kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir (P <0,05)

(Sekil 4.4.). Kontrol grubu ve Alzheimer grubu kiyaslandiginda serum AOPP diizeylerinin
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kontrol grubuna gore 1,55 kat artmistir. Morin ve Hesperidinin hem birlikte hem de ayr1
ayrt kullaniminin Alzheimer olusturulmus ratlarda serum AOPP diizeylerini Alzheimer
grubuna goére morin uygulamasinda 1,43 kat, hesperidin (100 mg/kg) 1,37 kat, morin ve
hesperidinin kombine uygulandigi grupta 1,49 kat azalttigi gézlemlenmistir (P <0,05)
(Cizelge 4.4.). Morin ve hesperidin uygulamas:t yapilan gruplar birbirleri ile
kiyaslandiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir (P
>0,05) (Sekil 4.4.). Ayn1 deney diizeneginde kontrol grubu ve diger uygulama gruplari
kiyaslandiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir (P

>0,05) (Cizelge 4.4.) (Sekil 4.4.).

ileri Oksidasyon Protein Uriinleri (AOPP) Seviyeleri
12
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Kontrol grubu Alzheimer grubu  Morin Uygulamasi Hesperidin Morin + Hesperidin
Yapilan Grup  Uygulamasi Yapilan Uygulamasi Yapilan
Grup Grup

*: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda (p <0,05)
a: Alzheimer grubu ile kiyaslandiginda (p <0,05)

Sekil 4.4. Serumda ileri oksidasyon protein {iriinleri (AOPP) diizeyleri
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4.2.4. Serum DCLK-1 diizeyleri

Toplanan kan orneklerinden elde edilen serumlarda yapilan analizler sonucunda tespit

edilen DCLK-1 diizeyleri Cizelge 4.5.’de verilmistir.

Cizelge 4.5. Serumda DCLK-1 diizeyleri analiz bulgular:.

GRUPLAR DCLK-1 (ng/mL)
Kontrol Grubu 0,025 + 0,009
Alzheimer Grubu 0,03+0,010
Morin Uygulamasi Yapilan Grup 0,038 +0,007
Hesperidin Uygulamasi Yapilan Grup 0,035 +0,010
Morin + Hesperidin Uygulamas1 Yapilan Grup 0,037 £0,011

Yapilan analizler sonucunda elde edilen veriler degerlendirildiginde; Gruplar birbiri ile
kiyaslandiginda istatistiksel anlamda bir fark tespit edilememistir (P >0,05) (Cizelge 4.5.)
(Sekil 4.5.).

Doublecortin Lile Kinase-1 (DCLK-1) Seviyeleri
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Sekil 4.5. Serumda doublecortin like kinase-1 (DCLK-1) diizeyleri
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan bu calismada ratlarin sol lateral ventrikiiliine yapay beyin omurilik sivisinda
(yBOS) ¢oziinmiis 3mg/kg tek doz streptozotosin (STZ) stereotaksik cerrahi yardimiyla
uygulanarak 14 giinliik inkiibasyon siiresinin ardindan Morris Water Maze (MWM) testi
uygulanarak Alzheimer hastaligi (AH) olusumu izlenmistir. AH olusumunu takip eden 7
giin boyunca ratlara oral gavaj yardimiyla serum fizyolojik igerisinde ¢dziilmiis hesperdin
100mg/kg dozunda uygulanmis, yine serum fizyolojik igerisinde ¢6ziilmiis olan morin

10mg/kg dozunda intraperitoneal enjeksiyon yoluyla uygulanmugtir.

Ttiim deney gruplart ketamin (i.m. 45 mg/kg) ve ksilazin (i.m. 5 mg/kg) verilerek genel
anestezi altina alinmis ve sakrifiye edilmistir. Sakrifikasyon sonrasinda uygun kosullarda
almman serum ve doku ornekleri biyokimyasal analiz islemleri i¢in -20°C’de muhafaza
edildi. Alinan kan numunelerinden elde edilen serum orneklerinde ELISA yontemi ile

ticari kit kullanilarak AOPP ve DCLK-1 seviyeleri incelenmistir.

Wang ve arkadaslarimin yaptigi bir c¢alismada, hesperidin uygulamasi yapilan
APPswe/PS1dE9 transgenik fare Alzheimer modelinde, anormal kesif aktivitesinde azalma
goriiliirken, 6grenme ve hafiza eylemlerinde gelismis bir aktivite gostermistir (Wang ve
dig. 2014). Thenmozhi ve arkadaslari AICI3 ile indiikledikleri Alzheimer modelinde
hesperidinin 6grenme ve hafiza kayiplarii 6nemli derecede diizelttigini bildirmislerdir

(Thenmozhi ve dig. 2017).

Calismamizda kontrol gurubu ve Alzheimer gruplar, stereotaksik cerrahi sonrasi 15. giinde
baslanan MWM testi ile incelendiginde STZ uygulanan gruplarda Alzheimer olustugu
gozlemlenmistir. Alzheimer olusumu sonrasinda 7 giin boyunca tek basimna morin, tek
basina hesperidin ve morin + hesperidinin birlikte uygulanmasit MWM test sonuglarina
gore hesperidin ve morinin hem ayr1 ayr1i hemde birlikte uygulanmasinin Alzheimer’li

ratlarin biligsel iglevlerinde iyilestirici etkilerinin oldugunu gostermistir.

Son yillarda tip-3 diyabet olarak nitelendirilen Alzheimer hastaliginda plazma sivisinda
artan seker miktar1 ile dogru orantili olarak ortaya ¢ikan yeni oksidasyon {iriinleri
noronlarda oksidatif strese sebep olmakta, hiicre i¢i ve hiicre dist yapilarinin bozulmasina

yol agmaktadir. STZ enjeksiyonu yapilan deney hayvanlarinin beyin omurilik sivisi
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icersine insiilin enjekte edilmesi hayvanlarin bellek fonksiyonunu olumlu yonde etkilerken,

Alzheimer hastalifina da pozitif katki sagladig: bildirilmistir (Derin ve dig. 2001).

NO’nun diistik konsantrasyonlar1 oksidatif hasar karsit koruyucu etki gosterirken yiiksek
konsantrasyonlara ulastiginda ortamdaki yapilara hasar vermeye baslamaktadir (Tlirk6z ve
Ozerol, 1997). Yaplan bir ¢alismada ¢oziiniir 6zellikte olan AP agregatlarinin néronal
membrana ulasarak lipid peroksidasyonuna, proteinlerin oksidasyonuna ve ROS-RNS
tirtinlerinin olusumuna yol agarak NOx sentezini artirdigi, artan NOX’in mitokondrilerden
sizarak ortamda bulunan stiperoksit radikalleriyle reaksiyon vermesi sonucunda
peroksinitrit olusumuna sebep oldugu ve aciga ¢ikan peroksinitritin sinaptik terminalde

oksidatif stres hasarina yol agtig1 bildirilmistir (Bulut, 2003).

Mohammadi ve arkadaslarinin AB1-42 ile indiiklenen Alzheimer ratlar tizerinde yaptigi bir
calismada morinin antioksidan savunma sistemini giiglendirerek MDA ve NOX seviyelerini
dusiirdiigiinii, oksidatif ve nitrosatif stresin basarili bir sekilde {istesinden geldigini
bildirmistir (Mohammadi ve dig. 2021). Sharma ve arkadaslarinin 2017 yilinda yaptiklar
bir diger ¢alismada ise, STZ ile indiiklenmis Alzheimer modelinde ratlara intranasal olarak
mikroemiilsiyon formda olan morin hidrat uygulamasi yapilmis ve morin hidratin lipid
peroksidayonunu, NOx konsantrasyonunu, asetilkolin esteraz seviyelerini ve GSH

bakiyelerini 6nemli 6l¢iide duisiirdiigiinii bildirmisleridir (Sharma ve dig. 2017).

Ratlar tizerinde yaptigimiz c¢alismada olusturdugumuz deneysel Alzheimer modelinde
Alzheimer grubundaki hayvanlarin NOx diizeylerinin kontrol grubuna gére istatistiksel
olarak anlamli bir artig tespit ettik. Yukarida bahsedilen calisma g¢alismamizda elde

ettigimiz NOx sonuclarin1 desteklemektedir.

Jangra ve arkadaslarinin 2015 yilinda yaptiklar bir ¢alismada ratlarda AlCls ile indiiklenen
Alzheimer modelinde Hesperidinin hipokampustaki oksido-nitrosatif stres ve inflamasyona
kars1 noroprotektif etkilerinin oldugunu bildirmistir (Jangra ve dig. 2015). Hesperidinin
yapilan diger calismalarda antioksidan aktivitesi ve serbest radikal siipiiriicti ozellikleri
hem in vitro hemde in vivo ¢aligmalarla gosterilmistir (Agati ve dig. 2012; Ramful ve dig.
2010; Wilmsen ve dig. 2005; Arafa ve dig. 2009; Choi, 2008). Bu bilgiler 1s18inda
yaptigimiz ¢alismada hesperidin uygulanan Alzheimer’li ratlarin doku NOx seviyelerinde

Alzheimer grubuna gore anlamli olarak bir diistis oldugunu gézlemledik.



45

Mohammadi ve arkadaglarinin 2021 yilinda yaptig1 bir calismada APi-42 ile olusturduklar:
Alzheimer modelinde morinin beyinde antioksidan sistemi destekleyerek giiclendirdigi ve
APi-42 ‘in yol actig1 oksidatif ve nitrosatif stresi azalttigini géstermislerdir. Ayrica morinin
hayvanlarda NO iretimini azalttigini ve katalaz aktivitesini ve GSH seviyelerini de

artirdigini bildirmislerdir (Mohammadi ve dig. 2021).

Mahmoud ve arkadaslar1 yaptig1 bir calismada STZ ile indiiklenmis diyabet modelinde rat
karaciger dokusunda LPO ve NO seviyelerinin arttigini, fakat sonrasinda belli bir siire
uyguladiklart hesperidin ve naringin’in doku LPO ve NO seviyelerini 6nemli &l¢iide

azalttigini bildirmislerdir (Mahmoud ve dig. 2012).

Morinin osteoartrit ve oksidatif strese etkisi tizerine yapilan bir ¢alismada arastiricilar
morinin protoglandin E2 (PGE-2) ve NO seviyelerini diigtirdiigiinii  bildirmislerdir.
Yaptiklar1 bu c¢alismada morinin insan kondrositlerinde interlokin-1B’ya yanit olarak
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve siklooksijenaz-2 ekspresyonunu mRNA ve
protein seviyesinde inhibi ettigini gostermistir. Ayrica morinin baskilayici etkisinin NF-
KB aktivasyonunun inhibisyonu ile iliskili oldugunu bunu ise IxB-o bozulmasini ve NF-

KB translokasyonunu inhibe ederek gergeklestirdigini bildirmislerdir (Chen ve dig. 2012).

Heeba ve arkadaslar1 ise 2014 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada karbon tetrakloriir kaynakli
karaciger fibrozunda morinin Malondialdehit (MDA) ve NO seviyelerini azaltici etkisinin
oldugunu gostermislerdir (Heeba ve dig. 2014). Bu calismalarla paralel olarak yapmis
oldugumuz ¢alismada morinin Alzheimer’li ratlarda doku NOx seviyelirini Alzheimer

grubuna gore anlamli derecede azalttigini gozlemledik.

Morin ve hesperidinin birlikte uygulandigi grupta doku NOx seviyelerinin hem kontrol
hemde Alzheimer grubu NOx seviyelerinin altina diistiglinii gozlemledik. Bunun yanisira
morin ve hesperidin gruplariyla karsilastirildiginda morin ve hesperidinin birlikte
kullaniminin doku NOx seviyelerini ayr1 ayr1 kullanima gére énemli derecede azalttigini

tespit ettik.

Amino asit yan zincir hidroksillerinin oksitlenmesi sonucu olusan keton ve aldehit tiirevleri
karbonil gruplarinin proteinlere katilmasini saglar (Gella ve Durany, 2009). Lizin, arginin,

prolin, treonin kalintilarinin oksidasyonu, peptit baglarinin a-amidasyonu, glutamil
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kalintilarinin ~ oksidasyonu gibi yollarla karbonil gruplar1i proteinlerin yapisina
katilabilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri ayn1 zamanda lipitler, karbonhidratlar ve DNA ile
de reaksiyona girerek cesitli oksidasyon iirtinleri olusturur. Olusan bu {iriinler, proteinlerle
reaksiyona girebilen ve proteinlerin yapisina katilan karbonil gruplari olusturabilen rekatif
karbonil tlirevleri ve aldehitlerin olusumuna neden olmaktadir. Yaslanmayla beraber
gelisen fizyolojik bozukluklar, oksidatif stres kosullari ve Alzheimer ile iligkili
proteinlerde meydana gelen oksidatif hasarin 6l¢iilmesi ve derecesinin belirlenebilmesi igin
protein karbonil gruplarinin diizeylerinin tespit edilmesi iyi bir yontemdir (Gella ve

Durany, 2009; Korolainen, 2007).

Bizde yaptigimiz bu ¢alismada Alzheimer’in beyinde olusturdugu fizyopatolojik
degisiklikler sonucu gelisen ve hastaligin ilerleyisini hizlandiran oksidatif stresin verdigi
hasar1 ve ayrica hesperidin ve morinin oksidatif strese karsi koruyucu ve onarici etkisini
belirleyebilmek adina beyin dokuda PC seviyelerinin Sl¢iimiinti gerceklestirdik. Yaptimiz
Ol¢timlerde Alzheimer grubunda PC seviyelerinin kontrol grubuna gore arttigimi tespit

ettik.

Bilindigi tizere baz1 metallerin oksidatif stresle beraber reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin
ortaya c¢ikmasinda rol oynamaktadir. Khan ve Parvez’in 2015 yilinda bir agir metal olan
kadmiyum ile toksisite modeli olusturmuslar. Daha sonra bu toksiste modeli iizerinde
kadmiyumun oksidatif stresi indiikledigini c¢esitli oksidatif stres parametreleriyle
gostermiglerdir. Khan ve Parvez yaptiklari bu calismada oksidatif stresin proteinler
tizerindeki etkilerini gosteren protein karbonil seviyelerinide incelemisler ve kadmiyum
verdikleri gruplarda protein karbonil seviyelerinin yiikseldigini gozlemlemislerdir.
Hesperidin uygulanan kadmiyum grubunda protein karbonil sevilerinin ise basarili bir

sekilde dustiigiinti bildirmislerdir (Khan ve Parvez, 2015).

Ratlar tizerinde yapilan bir diger ¢alismada gama 1simnina maruz birakilan erkek ratlarin
beyin dokularinda ¢esitli hormonlar, enzimler ve oksidatif hasar belirtegleri incelenmis ve
incelenen bu biyokimyasal parametrelerden hormonlar ve enzimlerin seviyelerinin kontrol
grubuna kiyasla diistiigiinii 6te yandan PC ve AOPP gibi oksidatif stres belirteglerinin
seviyelerinin arttigin1 gézlemlemislerdir. Calismada maruziyet 6ncesi-sonrasi (Hesperidin-
Gama 1s1i1-Hesperidin) ve maruziyet sonrasi (Gama 1sini-Hesperidin) olmak iizere iki ayri

grup olusturularak hesperidin uygulamast yapmiglar. Gama 1smn1 maruziyeti sonrasi
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hesperidin uygulamasi yapilan ratlarda incelenen parametrelerde artis ya da azalis
gozlemlemezlerken, maruziyet oncesinde bir siire hesperidin uygulamasi yaptiklar1 ve
maruziyet sonrasinda da hesperidin uygulamasina devam ettikleri ratlarda hormon
seviyelerinde ve enzim aktivitelerinde artis gézlemisler, oksidatif stres parametreleri olan
PC ve AOPP seviyelerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir distis gozlemlemislerdir

(Said ve dig. 2012).

Yapmis oldugumuz bu g¢alismada ise uygulama gruplarina baktigimizda hesperidin ve
morinin hem ayr1 ayr1 hemde birlikte kullanimin doku PC seviyelerini Alzheimer grubuyla
kiyaslandiginda 6nemli derecede diislirdiiglinli gozlemledik. Hesperidinin antioksidan
stiptirticti 6zellikleri tizerine yukarida bahsi gecen calismalar kendi calismamizda elde

ettigimiz verileri destekler niteliktedir.

Ditirozin igeren c¢apraz bagli protein {riinleri olan AOPP protein oksidasyonunu
belirlemede kullanilan duyarli ve giivenilir bir biyobelirtegtir (Alderman ve dig. 2002;
Witko-Sarsat ve dig. 1996; Witko-Sarsat ve dig. 1998).

Insanlar iizerinde yapilan bir ¢alismada oksidatif stress hasarinin seviyesinin belirlenmesi
amaciyla AOPP diizeyleri 6lgiilmiis ve AH’l1 gruplarda kontrol gruplarina gére anlamli
olarak arttigimi tespit etmislerdir (Altunoglu, 2014). Yine insanlar {izerinde yapilan bir
diger ¢alismada AOPP seviyelerinin AH’l1 bireylerde saglikli bireylere gore daha yiiksek
seviyelerde oldugunu tespit etmislerdir (Atukeren, 2017).

Cervellati ve arkadaslar1 Alzheimer’l1 ve vaskiiler demansi olan hastalar {izrinde yaptiklar
bir arastirmada ileri evre AH ve vaskiiler demansi olan hastalarda yiiksek AOPP seviyeleri

bulmuslardir (Cervellati ve dig. 2014).

Yukarida bahsedilen c¢alismalarla paralel olarak ¢alismamizda, kontrol grubuna kiyasla
Alzheimer grubunda serum AOPP seviyelerinin arttigimi goézlemledik. Guiglii birer
antioksidan bilesik oldugu bilinen morin ve hesperidinin oksidatif stres ilizerine olan
etkisini belirleyebilmek i¢in bu iki bilesigi ratlara hem ayr1 ayr1 hemde birlikte uyguladik.
Uygulama sonrasi ratlardan elde edilen serum oOrneklerinde AOPP seviyelerini
Oletiigimiizde tiim uygulama gruplarinda serum AOPP seviyelerinin Alzheimer grubuna

kiyasla O6nemli derecede diistiigiinii gozlemledik. Diger yandan Morin ve hesperidin
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uygulanan tim uygulama gruplarinda AOPP seviyelerini kontrol grubu seviyelerine
cekilmesi bu iki bilesigin protein oksidasyonuna karsi olan koruyucu etkisini

gostermektedir.

Yeni kesfedilmis bir protein olan DCLK-1 mikrotiibiil baglanmasindan ve ndronal
gelisimde rol oynar. Alzheimer hastaliginda néronlarin mikrotiibiil sistemlerinde defektler
oldugu bilgisinden yola ¢ikilarak, hastaligin seyri konusunda ipucu veren bir biyobelirtegtir
(Mohandas, Rajmohan ve Raghunath, 2009; Burgess ve Reiner, 2000; Burgess ve Reiner,
2001; Koizumi ve dig. 2017).

2017 yilinda yapilan bir ¢alismada Alzheimer hastaliginin ilerleyisi arttiginda DCLK-1
seviyelerinin de hastaligin seyri ile paralel olarak arttigin1 fakat bu konuda yeterli
calismalarin olmadigini ve ileri ¢alismalarin yapilmasi gerektigi bildirilmistir (Giizel ve
dig. 2017). Yapmis oldugumuz bu c¢alismada tiim deney gruplarinda serum DCLK-1

seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamastir.

Calismamizda morin ve hesperidinin uygulandig1 tiim gruplarda, Alzheimer olgusunda
ortaya ¢ikan ve hastaligin seyrini etkileyen oksidatif stresi azalttigini gézlemledik. Giigli
birer antioksidan olan bu iki bilesigin Alzheimer hastaligiyla beraber ortaya c¢ikan
fizyopatolojik degisiklikleri azaltacagini ve hastaligin ilerleyisinin yavaslatabilecegini

dusiinmekteyiz.
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