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SHSY-5Y HUCRELERINDE GINGEROL ve SHOGAOL’iin AMILOID-BETA
TOKSISITESI UZERINE ETKILERI

Mehmet Kaan Tiryaki
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Eczacilik Farmakoloji Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi, Agustos 2013
Damisman: Do¢. Dr. M. Betiil Aycan

OZET

Alzheimer hastaligi (AH), kronik noérodejeneratif bir hastaliktir. Her yil diinyada
ortalama 5 milyon yeni AH olgusu gelistigi tahmin edilmektedir. 60-65 yas arasinda
olan popiilasyonda gorilme siklig yaklagik %0.1 iken 85 yasin izerinde goriilme sikligt
%47 ye kadar ¢ikar. Yaglanmakta olan diinya niifusu goz 6ntine alindiginda ginimuzin
en sik rastlanan hastaliklar arasinda yer alan hastaligin fizyopatolojisinden; nérofibriler
yumak (NFY) olusumu, bilegeni amiloid beta proteini (AP) olan senil amiloid plaklar
(SP) ve sinaps-néron kaybinin sorumlu oldugu disinilmektedir. Son c¢aligmalar
hastaligin patolojisinde Glikojen sentaz kinaz-3f (GSK-3PB) enziminin 6nemli roli
olabilecegini gostermistir. O nedenle calismamizda, Zingiber officinale bitkisinin ana
saf maddelerinden olan gingerol ve shogaoliin AP toksisitesindeki koruyucu roliintin ve

bu roliinde GSK-3p inhibisyonunun etkisinin aydinlatilmasi amaglanmistir.

Calismada SHSY-5Y noroblastoma huicrelerinde AP oligomerleri ve agregatlan ile
olusturulan nérotoksisitede 0.01-100uM doz araliginda gingerol ve shogaoliin koruyucu
etkileri gercek zamanli hiicre analizorii XCelligence cihazi ile analiz edilmistir. Ayrica
aynt dozlarda her iki maddenin GSK-3f enzimi inhibisyonu yapip yapmadiklarn
luminometrik olarak tayin edilmistir ve ¢alismada sonuglar, daha 6nce her iki etkisi de
bilinen 4uM ferulik asitin etkileri ile karsilastirilmistir. Istatistiksel degerlendirmelerde

SPSS 15.0 programi tizerinden Oneway ANOVA ve Student-t testi kullanilmigir.

Calisma sonuglarina gore, hem AP agregati hem de oligomert ile olusturulan toksisitede
gingerol de shogaol de hiicre indeksini artirmig ancak gingerol i¢in bu artis istatistiksel
actdan anlamli bulunmazken, shogaoliin diisiik dozlari i¢in doza bagimli ve anlamli iken
yiksek dozlarinin toksik oldugu gozlenmistir. Ayrica enzim inhibisyonunun yiiksek

oldugu konsantrasyonlarda hiicre indeksi artmig yani maddelerin hiicreler tizerindeki
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koruyucu etkileri artmig, inhibisyonun az oldugu dozlarda ise hiicrelerdeki koruyucu
etkinlik azalmig hatta shogaoliin yiiksek dozlarinda toksisiteye neden olduklari

gozlenmistir.

Sonug olarak, gingeroliin biitin dozlart i¢in shogaoliin de dusiik dozlari i¢in hem hiicre
indeksi artiginda hem de enzim inhibisyonunda ferulik asitten daha etkili oldugu ve

koruyucu etkilerinin enzim inhibisyonu ile iligskilendirilebilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Gingerol; shogaoll; amiloid beta; ferulik asit ; GSK-33
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THE EFFECTS OF GINGEROL AND SHOGAOL ON THE AMYLOID BETA
TOXICITY ON SHSY-5Y CELLS

Mehmet Kaan Tiryaki
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Depatment of Pharmacology
Master’s Thesis, Agust 2013
Supervisor: Assoc. Prof. M. Betiil Aycan

ABSTRACT

Alzheimer disease (AD), is a cronic neurodegenerative disease. Every year around 5
million new patients are diagnosed with AD. The prevelance of the disease increases
from 0.1% at an age of 60-65 to 47% at the age of 85. Considering the aging population
in the world, being one of the most common diseases of nowadays, the neurofibrillary
tangels, senile amyloid plaques which is mainly formed by amyloid beta protein and
neural loss is thought to be responsible from its physiopathology. Recent studies have
shown GSK-3f enzyme can also have a role in its pathology. For this reason, two main
components of Zingiber Officinale, gingerol and shogaol were used to see whether they
have protective effects on AP toxicity and to clarify its relation to their GSK-3f3

inhibitory effects.

In this study, the protective effects of gingerol and shogaol at a dose range of 0.01-100
uM in neurotoxixicy formed by AP olygomers and aggregates in SHSY-5Y
neuroblastoma cell lines were analyzed by real-time cell analyzer XCelligence.
Furthermore the GSK-3f inhibitory effects of the two compounds were measured by
luminometer and the results were compared by ferulic acid which was shown to have
both effects. Statistical analyses were performed by SPSS 15.0 program using Oneway
ANOVA ve Student-t tests.

According to the results, in the toxicity formed even by AP aggregate and olygomers
both gingerol and shogaol increased the cell index. However, these results were not
significant for gingerol but significant for shogaol’s low doses whereas the high doses
of shogaol were found to be toxic on these cell line. Furthermore the more the inhibitory

effect on GSK-3f increase the more the components increase the cell index. In the
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doses of inhibitory effects are low the protection decreases and for high doses of

shogaol even it turns to toxicity.

As a result, for all doses of gingerol and low doses of shogaol, they are found to be
more potent in improving cell index and inhibiting GSK-33 enzyme as compared to
ferulic acid. Their protective effects can also be correlated to their GSK-3f3 inhibitory

effects.

Keywords: Gingerol; Shogaol; amyloid beta, ferulic acid; GSK-3/
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1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastaligt (AH), kronik noérodejeneratif bir hastaliktir. Her yil dinyada
ortalama 5 milyon yeni AH olgusu gelistigi tahmin edilmektedir. 1907 yilinda Alman
hekim Alois Alzheimer tarafindan klinik ve noropatolojik ozellikleri ile tantmlanmustir.
Hastaligin goriilme riski yasa bagli bir sekilde logaritmik olarak artar. 60-65 yas
arasinda olan popilasyonda gorilme sikligi yaklagik %0.1 iken 85 yasin tlizerinde
gorilme sikligt %47’ye kadar ¢ikar. 2050 yilinda dinya ntafusunun %25’inden
fazlasinin 65 yasgin uzerinde olacagi tahmin edilmektedir. Bu rakamlar artan yagl
nifusu ile birlikte logaritmik oranda artan AH’nin gelecekte en onemli saglik
sorunlarindan biri olacagini dusiindurtmektedir. 1999 yilinda tlkemizden bildirilen bir
caligmada Turkiye’deki Alzheimer hastast sayisinin 200.000’in iizerinde oldugu tahmin

edilmektedir.

Halen kesin fizyopatolojisi ortaya ¢ikarilamamigtir. Histopatolojik olarak senil amiloid
plaklar (SP), noérofibriler yumak (NFY) olusumu, sinaps-néron kaybi ve beyinde
belirgin bir atrofi mevcuttur. NFY’lerin temel bileseni hiperfosforile ‘tau’ proteinidir.
AH patogenezinde hiperaktif kinazlar ve/veya hipoaktif fosfatazlar, tau proteininin
hiperfosforilizasyonuna yol agarak mikrotiibiillere baglanma yetenegini bozarlar.
Baglanmamig fosforile tau ¢ozilemeyen ¢ift sarmalli filamanlara polimerize olur.
Bunlar zaman i¢inde intrandronal NFY’ler haline gelir. NFY’ler hiicre iskeletinin
butiinligunt ve aksonal transportu bozarak hiicre 6lumiine neden olur. AH deki ikinci
temel noropatolojik degisiklik, ana bileseni amiloid beta proteini (AP) olan, amiloid

plaklardir.



B amiloid protein, diffiz plaklar halinde agrege olur ve daha sonra yogun noritik
plaklara dontisir. Zararsiz amiloid P igeren gevsek plaklarin nasil B kiviimli zararli
yogun plaklara donistigu net agiklanamamistir. Gevsek plaklarda amiloid B birikimi
oksidatif stres ve serbest radikallerin olusumuna, bu faktorler de plaklarin fiziksel
degisimine yol agiyor olabilir. Noéritik plak olustuktan sonra, inflamasyon,
eksitotoksisite ve muhtemelen apoptozisten olusan sekonder kaskad ek hasar
olusmasina aracilik eder. Erken demans: olan olgularin beyin dokulart ve beyin
omurilik sivisinda artmig amiloid 42 ve amiloid B oligomerleri bulunur ve bu diuzeyler
kognitif azalma ile ilisgkilidir. Lipid peroksidasyonunun da AH’de anlamli roli olabilir.
AH’deki kognitif kotiilesmenin ciddiyeti amiloid depozisyonundan ziyade NFY miktart
ile koreledir. Baz1 ¢aligmalar primer norotoksik olusumun NFY’den ziyade mutant tau
proteini oldugunu diisiindiirmektedir. Ote yandan hem NFY’ler hem de amiloid plaklari,
AH patogenezinin mediatorleri degil sonug trtinleri de olabilir. AH ile iligkili tim risk
faktorleri ve patolojik trlinler, noéroplastisiteyi bozuyor olabilir. Plastisite saglanamaza,
serbest tau polimerlerinden NFY olusumu ve AP’nin gevsek plaklarda birikmesi ve

sonrasinda katt plaklara doniigmesi artacaktir.

Daha o6nce yapilan bazi calismalarda AH tuzerinde gingerol ve shogaol’e yapica

benzeyen ferulik asitin amiloid P toksisitesinde koruyucu roli olabilecegi gosterilmigtir.

Bu c¢alismada; Alzheimer hastaligimin fizyopatolojisinde onemli bir rol oynayan
Amiloid  toksisitesinde zencefil bitkisinde (Zingiber officinale) yuksek
konsantrasyonlarda bulunan gingerol ve shogaoliin koruyucu etkilerinin aragtirilmasi
amaglanmaktadir. Bu iki madde ile ilgili literatirde herhangi bir c¢alismaya

rastlanmamigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ALZHEIMER HASTALIGININ HiSTOPATOLOJISI

AH’de beyin dokusunun histopatolojik olarak degerlendirilmesi kesin tani i¢in gerekli
olsa da bugiin modern radyolojik yontemlerle %90’1n tizerinde tan1 konulabilmektedir.
Makroskopik olarak beynin agirligt ortalama 900-1200 gr arasindadir. Serebral
giruslarda diizlesme ve sulkuslarda genisleme gozlenir. AH de genel olarak temporal
lob (6zellikle hipokampus), daha az olarak da frontal ve parietal loblar etkilenir.
Oksipital lob ve motor korteks ise genellikle saglamdir. Ancak bu atrofi paterni AH igin
spesifik bir olay degildir. Fikse beyinden alinan o6rneklerde kortikal orti oldukga
incelmis gorulir. Beyaz madde normal goriinim ve yapidadir, ancak hacminde azalma
izlenir. Parankim kaybina ikincil olarak ventrikiiler sistemde ozellikle de lateral
ventrikiillerin temporal boynuzlarinda genisleme olusur (1). Orta beyinde substansia
nigra normal pigmentasyonunu korur. Lokus Serulosus ise siklikla normalden daha
soluk goruniimdedir (2). Mikroskopik olarak AH birka¢ morfolojik anomalinin varligt
ile karakterizedir. Ancak bunlardan hig¢biri AH i¢in spesifik tani kriteri degildir.
Gozlenen ana patolojik degisikliklerden biri plak adi verilen spesifik amiloid
depolanmasidir. Bu normal bir néronal membran proteini olan amiloid prekirsor
proteinden (APP) proteolitik yikimla meydana gelen AP peptid yapisinda bir amiloiddir.
Ikinci ana patolojik degisiklik nérofibriler yumak adi verilen intranéronal filamentoz

inkltizyonlardir (3).



2.1.1. Norofibriler Yumaklar

Norofibriler yumaklar NFY’lerin temel bileseni hiperfosforile ‘tau’proteinidir. Tau 17.
kromozom tarafindan kodlanan mikrotiibil iligkili protein ailesinden bir proteindir.Tau
proteini mikrotiibiillerin stabilizasyonunda, hiicre iskeletinin butiinligiinde ve aksonal
transportta énemli bir rol alir. AH patogenezinde hiperaktif kinazlar ve/veya hipoaktif
fosfatazlar tau proteininin hiperfosforilizasyonuna yol acarak mikrotibullere baglanma
yetenegini bozarlar. Baglanmamig fosforilize tau ¢ozilemeyen ¢ift sarmalli filamanlara
polimerize olur (3). Bunlar zaman iginde intranéronal NFY’ler haline gelir. Bu siirecin
yillar siiren uzun bir déonem oldugu disinilmektedir. Bu siuregte tau hedefli tedavi
stratejilerinin, ¢ozilemeyen ¢ift sarmalli filamanlarin NFY seklinde ¢okmesini
azaltmasi ile AH progresyonunu azaltabilecegi dusiiniilmektedir. NFY; hiicre iskeletinin
butiinliginti ve aksonal transportu bozarak nihayetinde hiicre o6limiine neden olur.
Hiicre olumiyle ortaya ¢ikan ekstraseliller NFY’a “hayalet yumak™ ad1 verilir. AH’deki
kognitif kotilesmenin ciddiyeti amiloid depozisyonundan ziyade NFY miktar1 ile
koreledir (2,3). Fareler uzerinde yapilan ¢alismalar primer norotoksik olusumun
NFY’den ziyade mutant tau proteini oldugunu diusindirmektedir (4,5). Bu nedenle hem
NFY’ler hem de amiloid plaklari, AH patogenezinin mediatorleri degil sonug trtinleri
olabilir. Bununla beraber beyinde tau olustugu zaman, dogrudan nérodejenerasyona
sebep oldugu gosterilmistir (6). Yashilik siirecinde NFY sayisiyla kronolojik yag
arasinda korelasyon gosterilmistir. AH’de NFY’ler entorhinal korteksten once
paralimbik alanlara, sonra heteromodal neokortikal alanlara yayilirlar. Patolojik olarak
NFY’lerin bu bolgesel yayilimi, klinikte normal yaslanma, hafif ve agir demans
evrelerine karsilik gelir. Tau depozitleri AH disinda, progresif supraniikleer palsy,
kortikobazal ganglionik dejenerasyon, Pick hastaligl, argirofilik grain hastaligi ve
Guam’in Parkinson-Demans kompleksi gibi diger baz1 nérodejeneratif hastaliklarda da

bulunur (2). AH disindaki higbir tau patolojisinde amiloid  depozitleri yoktur (5).
2.1.2. Amiloid Plaklar

AH’deki sekonder noropatolojik degisiklik olan amiloid plaklar farkli morfolojik
yapilarda olabilir ancak ana bileseni amiloid beta proteindir (AP). AP, amiloid 40-42
aminoasitten olusan bir proteindir. Daha buyiik bir transmembran protein olan, 19.

kromozomda kodlanan ve iglevi tam olarak anlagilamamis bir transmembran protein



olan amiloid prekursor protein (APP)’den proteolitik yolla olusur (7,8). Buradan da
cikarabilecegimiz gibi, Amiloid 3, APP’nin metabolizma trtinlerindendir. APP geninin
yok edildigi transjenik farelerde (APP knock-out mice) anlamli bir mortalite ya da
morbidite gozlenmemistir. APP’nin noérotrofik ve noroprotektif aktivitesi olabilir. A’
nin normal fonksiyonu ise tam olarak bilinmemektedir (7). Coziinmiis amiloid
fibrillerinin olugmasi, AH’deki ilk patolojik olay olabilir ve bu olay noritik plaklari
meydana getirebilir. Bltiin transmembran proteinlerde oldugu gibi APP’nin de hiicre i¢i
karboksi ucu, membran i¢inde seyreden 28 aminoasitlik boliimii ve hiicre dist amino
ucu vardir. Amiloid 8, APP’nin membran i¢i 28 aminoasitlik bolgesini de igeren bir
pargasidir (8). APP bir dizi proteolitik enzimle kesilerek metabolize edilir. Bu enzimlere
a, B ve vy sekretaz adlan verilir. a-sekretaz APP’yi Amiloid f’nin ortasindan keser. Bu
kesim sonunda ¢ozilebilir Amiloid  yerine APP ya da sAPP adi verilen ekstraseliiler
yeni protein olusur. Bu molekulin hiicre kulturiinde, néronlar tizerine olumlu nérotrofik
etkileri gosterilmistir. Ancak diger iki enzim (B ve y-sekretaz- lar), APP’yi amino
ucundan  (B-sekretaz) veya karboksi ucundan (y -sekretaz) boler. Bu boélinme
sonucunda uriin olarak amiloid  olusur. Olusan Amiloid B’ler 40 veya 42 aminoasit
uzunlugundadir. Bunlardan daha fazla amiloidojenik olani 42 aminoasitlik yapisal
uzunlugundadir ve ilk ¢oken de budur (9). Hemen sonrasinda amiloid B diffiiz plaklar
halinde agrege olur ve yogun noritik plaklar dontigir (10). AP amiloid’in serebral
arteriollerde birikmesi “amiloid anjiopati” olarak adlandirilir ve serebral lober
kanamalara sebep olabilir. AH’li olgularin beyinlerinde de meningeal kan damarlarinda
Amiloid B tespit edilmistir. Erken demansi olan olgularin beyin dokulart ve beyin
omurilik sivisinda artmig Amiloid 42 ve Amiloid B oligomerleri bulunur ve bu
dizeyler kognitif azalma ile koreledir (11). Bu bulgular, AH’deki nérotoksisitenin
mediatorlerinin  amiloid plaklarin degil, kiigik amiloid B oligomerlerinin oldugu
hipotezini desteklemektedir (12,13). Bununla beraber Amiloid p normalde de olusan bir
urindar (14). Bu durum hentiz anlagilmamis da olsa onun fizyolojik bir fonksiyonu
oldugunu dusindirmektedir. APP mutasyonlart ya toplam amiloid B tUretimini ya da
daha amiloidojenik form olan amiloid 42 tretimini artirir (15,16). AH’de a -sekretaz
yolu baskilanirken, dengenin 3 ve y-sekretaz yollarina saptigi ileri siirilmektedir. Son
yillarda B- sekretazin geni bulunarak karakterize edilmis ve BACE (beta-site APP
cleaving enzyme) adi verilmistir. y-sekretazin ise presenilin (ile ayn1 sey) mi oldugu

yoksa presenilinle aktive edilen bir proteaz mi oldugu tartigmalart halen devam



etmektedir (17). AH’nin bilinen biitiin genetik mekanizmalar1 amiloid B olusumunu
artirmaktadir. Genetik mekanizmalar neticesinde ya substrat olan APP miktarinda artig
olmasi ile (Down sendromu) ya da APP’den amiloid B Ureten B-sekretaz veya v-
sekretaz aktivasyonuna bagli agirt Uretim olmast sebebi ile “amiloid  miktari” artar.
Ancak, tau proteini genindeki mutasyonlar AH dis1 dejenerasyonlara neden olmaktadir.
Normal bireylerde APP islenmesinde bu 3 yolda kullanilirken, buyik ol¢ide 60
yasindan itibaren, ileride demans gelistirecek olsun olmasin, herkeste B ve y-sekretaz
tiriinii amiloid B temizlenemeyip plaklarda birikmeye baslar. Ik birikim NFY’lerin
aksine limbik sistemde degil, neokortekste olur ve gevsek plaklar halindedir. Bunlar,
lokal norotoksik etkilere sahip olan  kivrimli transforme olmug amiloid degildir.
Zararsiz amiloid P igeren gevsek plaklarin B kivrimli zararli yogun plaklara
doniigimunt agiklayan bir dizi teori vardir. Gevsek plaklarda amiloid B birikimi
oksidatif stres ve serbest radikallerin olusumuna, bu faktorler de plaklarin fiziksel
degisimine yol agiyor olabilir. Bununla birlikte, gliozis ve mikroglial aktivasyon ile
olusan inflamatuar degisiklikler de plaklarin yogunlagmasina sebep olabilir (15). AH
tedavisinde denenen serbest radikal onleyici ajanlarin (E vitamini, selegilin, Ginkgo
biloba) ve anti-inflammatuarlarin bu mekanizmalara etki edecegi distnilmistir.
Noritik olmayan kati plaklar demanssiz beyinlerde de gortlebilir. Kati1 plaklarin lokal
norotoksisitesi, hiicre 6limi ve noritik dejenerasyona neden olur. Bu agsamadan sonra
dejenere noritler iceren kati plaklara “néritik plaklar” adi verilir (2). Noritik plaklar,
noritik olmayan kat1 plaklarin aksine, yalnizca demansli beyinlerde goriilir. Noritik
plaklarda AP amiloid, proteoglikanlar, ApoE4, o 1 antikimotripsin ve diger
proteinlerden olusan merkezi bolge wvardir. Noritik bilesen, sinaptik arttk ve
norofilamanlardan olusur ve ¢ogu ayni zamanda tau i¢in de pozitif immiinreaksiyon
gosterir. Tau (+) plaklarda noritik bilesenin NFY igeren noronlarin kalintilart oldugu
sOylenebilir. Boylelikle bolgesel olarak farkli baglangi¢ yatkinliklarina sahip olan NFY
ve SP’ler hastaligin seyri iginde tau (+) plaklar halinde yan yana gelmis olurlar. Noritik
plak olustuktan sonra, inflamasyon, eksitotoksisite ve muhtemelen apoptozisten olusan
ikincil yolak, ek hasar olugmasina aracilik eder (16). Hem amnestik MCI’de (siklikla
AH’nin prodromal evresini temsil eder) hem de ileri AH olgularinda benzer lipid
peroksidasyon bulgularinin olmasi, lipid peroksidasyonunun AH’de anlamli etyolojik
roli oldugunu disindirmektedir (18). Amiloid ile NFY’ler arasindaki baglantiyi

anlamak AH patogenezini anlamak i¢in kesinlikle gereklidir ve muhtemelen AH



fizyopatolojisindeki en buyuk bilinmezi olusturmaktadir (19). Varsayilan
baglantilardan biri, apoptoz baglaticilart olan sistein aspartil proteazlarini igermeketedir.
Giderek artan kamitlar AP protein birikiminin kaspazlarin aktivasyonunu tetikledigi,
boylelikle tau’nun kaspaz tarafindan indiklenen bolinmesine sebep oldugunu ve bu
islemin erken AH’de oldugunu disindirmektedir. Tau’nun bolinmesi NFY
olugmasinda kritik olay gibi gorinmektedir. Hem amiloidin hem de tau patolojisinin
birbirinden bagimsiz olustugu, muhtemelen NFY’lerin plaklardan 6nce ortaya ¢iktig
dustintlmektedir. Ancak ileri evrelerde, neokortekste yaygin amiloid beta
depozisyonunun ciddi NFY patolojisinden 6nce gorildigiu bildirilmistir  (20). Bu
bulguya gore, amiloid beta depozisyonu yagla iligkili tau patolojisini artiriyor olabilir.
Bu hipotez, APP gen mutasyonlu olgularda da gorilen amilod (42 tretiminin tau
disfonksiyonuna ¢nciilik ettigi bulgusu ile de uyumludur. Tau’daki mutasyonlar ise
NFY olusumuna, norodejenerasyona ve demansa sebep olurken, amilod beta
depozisyonuna yol agmaz. Bir bagka hipoteze gore NFY ve SP’ler birbirinden bagimsiz
olusumlar olup sonug¢ bulgularidir. Bu hipoteze gore AH, genetik ve cevresel etkilerle
yasam boyunca artarak biriken plastisite ylukuniin artik kaldirilamaz olmasi neticesinde
normal yaglanmadan sapmanin sonuglaridir (17). Gelisimsel donemde bir
hemisferektomiyi tolere edebilecek durumda olan merkezi sinir sistemi (MSS),
erigkinlige ulastiktan sonra bir hemisferin ¢ok daha sinirlt bir alanindaki hasar sonucu
agir duzeyde sakatlanabilir. Bununla birlikte, noroplastisite erigkin donemle birlikte
timden durmaz. Yeni 6grenme, asinma ve hasar onarimi amagli olarak MSS’nin belli
bolgelerinde daha belirgin olmak tUzere devam eder (19). Bunlar aksonal
tomurcuklanma, dendritik dallanma, yeni sinaps olusumu (sinaptogenez) ve varolan
sinapsin yeniden sekillenmesi (sinaptik “remodeling”) ve uzun sireli potensiasyon
(LTP) seklindedir. AH ile iligkili tim risk faktorleri ve patolojik urtnler,
noroplastisiteye miidahele ediyor olabilir. Noroplastisite potansiyeli, AH’de NFY
olusumunun yayilimi ile benzer sekilde en yiiksek limbik sistemde iken, azalan sirayla
paralimbik yapilar, asoasiasyon neokorteksi ve en az da primer sensoryel motor
kortekslerdedir (20). Ozellikle plastisite yiikiiniin yitksek oldugu bolgelerde kinaz-
fosfataz  dengesinin  bozulmasi, fosforillenmis tau’nun defosforilizasyonunun
saglanamayarak patolojik katlanmasina ve oligomerlere doniismesine neden olmaktadir.
APP ise noroplastisitedeki rolti deneysel olarak gosterilmig bir membran proteinidir.

APP proteolizi sonucunda o -sekretaz ile kesilen tirtin olan SAPP’nin de norit biiytimesi



ve LTP’deki rolu bilinmektedir. Buna karsilik, B ve y-sekretazlarla alternatif kesim
sonucu olusan AP fragmani noérotoksiktir, aksonal tomurcuklanma ve LTP’yi inhibe
eder. PSN1’in, Notch proteini ile etkilesimin erigskin beyninde plastisite yukseltici
etkileri gosterilmistir. PSN1 ve PSN2 mutasyonlart APP proteolizini AP yoluna
kaydirmanin yant sira Notch ile etkilesim gosteremeyen bozuk Urtinlere yol acarak da
plastisite potansiyelini baskiliyor olabilir (18). Kolesterol ve fosfolipidlerin transseliiler
naklinde rol oynayan ve dolayisiyla aksonal blyime ve sinaptogeneze katkida
bulundugu dustuntlebilecek ApoE de plastisite ile iliskilidir. Buna gore ApoE-eg4
plastisiteyi baskilarken, ApoE-e3 ve €2 yukseltici etki gostermektedir. Yine Ostrojenin
norotrofik etkileri bilinmektedir (19). Yag AH igin temel risk faktoridir. Uzun 6miir
aginma, yipranma ve hasarlanmanin artmasiyla kompansatuar plastisite ihtiyacini
artirmaktadir. Yagla artan bu ihtiyact karsilamak i¢in gerek tau fosforilasyonunda ve
gerekse de APP ekspresyonundaki adaptif artisla plastisite korunabilirse AH’den
korunulabilinir. Plastisite saglanamaza, serbest tau polimerlerinden NFY olusumu ve
AP’nin gevsek plaklarda birikmesi ve sonrasinda kati plaklara doniigmesi artiyor olabilir

(17).
2.1.3. Noron Kaybh

AH’de noron kayb1 korteksten baglar. Limbik sistemi takiben superior temporal sulkusta
tespit edilir. Noron kaybinin zaman ig¢inde ilerleme ve anatomik yatkinlik tarzi genel
anlamda NFY’nin tarzina benzer. NFY ile noron sayilarinin arasinda anlamli negatif
korelasyon vardir. Bununla birlikte néron olimiinden tek bagina NFY’ler sorumlu
tutulamaz. Subkortikal ¢ekirdekler gibi NFY lerin bulundugu bolgelerde mutlaka néron
kaybimin olmasi1 gerekmez. Ote yandan, NFY’lerin az sayida oldugu ya da hig
bulunmadigr bolgelerde agir noron kaybi gorilebilir. Amiloid nérotoksisitesi ve
transsinaptik dejenerasyon, hiicre dlimiinde rol oynadig dustuntlen diger etkenlerdir.
Hucre 6lumuntn bir bagka mekanizmasi olarak da apoptozis ya da programlanmig hiicre

olumi tzerinde durulmaktadir (17).

Sinaps kaybi kortikal biyopsi orneklerinde klinik demans agiligiyla en yiiksek
korelasyon gosteren yapisal degisikliklerin baginda gelir. Sinaptofizin gibi sinaptik
proteinlerin miktarlarinin demans agirligiyla korelasyonu gosterilmistir. Sinaps kaybi

daha ¢ok NFY ve noron élumunin anterograd Wallerian dejenerasyon sonucu sekonder



etkisi ile agiklanir. Ancak primer hasarin sinapslarda olmast ve bozuklugun retrograd
olarak hiicre govdesine taginarak, NFY olusumu ve nihayetinde hiicre 6lumiine

yolagmast da olasidir (17).

Gliozis ve inflamasyon NFY ve amiloid plaklara, astroglial ve mikroglial aktivasyonun
eslik etmesi ve plaklarin c¢evresinde akut faz proteinleri, sitokinler, kompleman
elemanlant ve proteazlar gibi inflamasyon siirecine katilan birgok maddenin varliginin
saptanmig olmast AH’de inflamatuvar siireglerin ve glial aktivasyonun da patojenik
stirecin bir pargast oldugunu ya da en azindan hastaligin ilerlemesine katkida
bulundugunu distndirmektedir (21). Amiloid B birikiminin mikroglial ve astroglial
hiicreleri aktive ettigi anlasilmaktadir. One siiriilen patojenik mekanizmalardan biri
amiloid peptid ve inflamatuar uyaranlarla aktive olan mikroglial hiicrelerden
sitokinlerin salgilanmasi, akut faz reaktanlari ve komplemanin aktive edilmesiyle
inflamasyon olugmasi, salinan proinflamatuar sitokinlerin ve norotoksinlerin noronal
hasara yol agmasi ya da siddetlendirmesidir (20). AH’de inflamatuar streglerin katkisini
destekleyen bulgulardan biri de antiinflamatuar tedavi yaklagimlarinin bu hastalikta
kismen yarar gostermesidir. Inflamasyonun, serbest radikallerin ortaya ¢ikisi, oksidatif
stres, kalsiyum homeostazi ve mitokondriyal membranda bozulmalar ile birlikte gittigi
diisiiniilmektedir. Non-steroid anti-inflamatuar ilag  (NSAID) kullammimin AH’li
beyinde toplam Amiloid P sayisina etki etmezken, aktive mikroglia sayisint azalttig
saptanmistir (21). Ote yandan, mikroglial hiicrelerin diger monosit-makrofaj soyundan
hiicrelere benzer bigimde yiizeylerinde eksprese ettikleri hiicre 6lim reseptorii ligandlart
araciligiyla da hedef hiicre olimunt tetiklemesi olasidir. Tumor nekrozis faktor (TNF)
ailesinden olan “TNF Related Apoptosis-Inducing Ligand” (TRAIL) bunlardan biridir.
Mikroglial hiicrelerin ayni soydan oldugu periferik mononiikleer fagositer hiicreler,
yukarida belirtilen salgilanma triinleri yanisira immiin yanita, yizeylerinde eksprese
ettikleri ve inflamasyon kosullarinda ekspresyonu artan TRAIL gibi hiicre olim
ligandlan araciligiyla da katilmaktadir. Benzeri bir mekanizma glial hiicreler i¢in de
gecerli olabilir. Gergekten de astroglial hiicrelerde interlokin-1 ve TNF-a ile indiiksiyon
sonucunda TRAIL mRNA ekspresyonun arttigr bildirilmistir. Mikroglial hiicrelerde
TRAIL ekspresyonu varlig1 da gosterilmigtir (22).
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2.1.4. Kolinerjik Kayip

Asetil kolin (Ach) hipokampusu serebral kortekse baglayan norotransmitterdir. Kolin
ve asetil koA’dan ‘asetil transferaz’enzimi ile ‘asetil kolin’ olusur. AH’de primer defisit
beyindeki kolinerjik sistemin, ozellikle o6grenme ve bellek ile ilgili bolgelerde
bozulmasidir (23). Ach sentezinden sorumlu olan kolin asetil transferaz seviyesi,
hipokampus ve neokortkekste %58-90 azalmistir. Asetil kolin presinaptik noronlardaki
vezikillerden salinir ve postsinaptik reseptorlere baglanir. Sinaptik aralikta difiizyonla
ilerleyen Ach postsinaptik membranda nikotinik reseptorlere baglanarak dogrudan,
muskarinik reseptorlere baglanarak G-proteini ilisgkili ikincil mesajcilar tizerinden
etkisini gosterir (22,23). Nikotinik etkilerin hiicrenin uyarilabilirligini artirarak dikkat
tonusunun saglanmasinda rol oynadigi, muskarinik etkilerin ise kalict sinaptik
degisikliklerle yeni bilginin depolanmasi seklindeki noroplastisite mekanizmalarinin
unsuru oldugu bilinmektedir. Hem nikotinik, hem de muskarinik stimiilasyon kaybinin
AP olusumunun artmast ve AP norotoksisitesinin artmast seklinde in vitro etkileri
gosterilmig, AP nin sentez, salinim ve postsinaptik etkinligini azaltabilecegi de ortaya
konmustur. Asetil kolin esteraz (AchE) enzimi Ach’yi “asetat” ve “kolin”e hidrolize
ederek Ach’nin post-sinaptik aktivitesini durdurur (23). Kolinesterazlarin iki formu
bulunur: asetil kolinesteraz (daha ¢ok beyinde bulunur) ve butiril kolinesteraz (daha
cok periferde bulunur). Buna gore, AH de kolinerjik kaybin kendisi de amiloid plak
olusumuna katkida bulunan ozelliklerdendir. AP da muhtemelen kolinerjik kaybi
artirarak bir kisir dongii ortaya ¢ikarmaktadir. Ostrojen limbik noronlarda sinaptogeneze
katkida bulunup néroplastisitede rol oynarken, Meynert’te Ach uretimine de katkida
bulunur. Ek olarak, bazal énbeyinde kolinerjik néron dejenerasyonu olur. Bu nedenle,
Ach tretiminde ilerleyici bir diusus gorilir (23,24). Butin korteksin kolinerjik
innervasyonu temel limbik yapilardan biri olan bazal o6n beyindeki Meynert
cekirdeginden saglanir. Bu innervasyon dikkat ve bellek islevlerinin optimal
surdirilebilmesi agisindan buyiik 6nem tasir. Tau hiperfosforilazasyonun ilk goraldagi
alanlardan biri de Meynert ¢ekirdegidir. AH’de limbik alanlardaki yaygin NFY
formasyonu ve noéron kaybi1 Meynert ¢ekirdegini de etkiler. Kolinerjik aksonlarin kaybi
diger patolojik ozellikler gibi bir bolgesel yatkinlik gosterir. Lokal interndronlardan
saglanan striatal kolinerjik innervasyon ve talamusun beyin sapt pedinkilopontin

cekirdek kaynakli kolinerjik innervasyonu etkilenmezken, Meynert kaynakli kolinerjik
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innervasyonda etkilenir. Kortekste en fazla etkilenen bolgeler limbik ve asosiasyon

korteksleri iken, primer sensoryel ve motor korteksler goreli olarak salim kalirlar (24).
2.1.5. Serotonerjik Kayip

AH’de serotonerjik (5-HT-erjik) dorsal raphe ¢ekirdeginde Meynert diizeyinde olmasa
bile kayda deger néron kayb1 ve kalan noronlarda NFY’ler gorulur. Kortikal 5- HT-erjik
akson terminallerinde serotoninin  (5-HT) salimi ve geri alimi ciddi dizeyde
bozulmustur. AH’de 5-HT-erjik kayipla depresyon ve saldirgan davranisin korelasyonu
bildirilmektedir. Selektif serotonin geri alim blokerlerinin (SSRI) AH’deki depresyon

ve agresyonun tedavisindeki rasyoneli bu gézlemlere dayanmaktadir (17).

Noradrenerjik kayip beyin sapindaki noradrenerjik (NA-erjik) ¢ekirdek olan “locus
ceruleus”ta (LC) da dorsal raphe benzeri bir noronal kayip ve NFY olusumu gozlenir.
LC’deki patoloji segici yatkinliga uygun bigimde LC’nin kortikal projeksiyonlart olan
anterior ve medial bolumlerini etkilerken spinal ve serebellar projeksiyonlart igeren
kaudal ve lateral bolimleri salim kalir. NA-erjik kaybin klinik karsilign iyi

belirlenmemistir (17).
2.1.6. Dopaminerjik Kayip

AH ileri evrelerinde parkinsonizm sira digi bir olgu degildir. Bu olgularin patolojik
karsiligt buytk siklikla “substantia nigra pars compacta” dopaminerjik (DA-erjik)

noronlarinda kayip ve Lewy cisimcikleridir (17).
2.2. ALZHEIMER HASTALIGINDA AMILOIDIN ROLU

AH’de depolanan AP amiloid, buyik APP molekilinden koken alir. APP;
transmembran yerlesimli, hiicre yuzeyinde eksprese olan bir proteindir. 19.
kromozomda lokalize geni vardir. APP’nin ana yapisi hiicre i¢i, transmembran ve biyiik
ekstraselliler alan olmak tzere 3 alan igerir. Fonksiyonu tam olarak bilinmemekle
beraber hiicre-hiicre ve hicre-matriks iligkisinde roli oldugu disinilmektedir. Suda
¢oziinmis halde bulunan APP; hiicre yizeyinden a-sekretaz enzimi ile ayrilir (22).
Proteolitik enzim a-sekretaz; APP’nin AP bolgesini ortasindan ayirir. Boylece AP
fragmanlarini arttirmaz. Bununla birlikte yizey APP hiicre igine alinabilir ve farkli

selliler komponentlerin yapisinda ¢esitli formlarda bulunabilir. Bu formlarda APP, N
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ucundan AP peptid transmembran bolge hemen Ulzerinden [-sekretaz ile parcalanir.
Transmembran bolgedeki bolum ise y- sekretaz ile ayrilir. Bu proteoliz sonucu 39/40 ve
42/43 aminoasitlik iki predominant AP peptid yapist olusur (20). Vaskiiler alanlarda
biriken amiloid genellikle AB39/40 iken plaklardaki AP peptit formu 42/43 aminoasitlik
fragmanlardan olusur. AP39/40 peptidinin damar duvarinda birikmesinin olasi
mekanizmasi kesin olmamakla birlikte AB39/40 endositozisi, kan damarlarina selektif
transportu ve putative dekarboksil transferaz ile AP42/43 proteolizi sonucu AB39/40’a
indirgenmesidir. In vitro olarak AP ve bunun agregatlarinin nérotoksisitesi demansin

patogenezinde bunlarin rol oynayabileceginin diigiiniilmesine yol agmistir (23).

Genetik aragtirmalar AH’ nin kigiik bir bélumiinii olusturan ailesel AH’de APP ve AP
peptidlerinin patogenezde sorumlu olabilecegini diusindirmektedir. Erken baglangigli
AH’de 21. kromozomda c¢esitli mutasyonlara rastlanmigtir. Londra mutasyonu 717.
kodonda meydana gelen bir nokta mutasyonudur. Isve¢ mutasyonu ise 670 ve 671.
kodonlarda meydana gelen ¢iftli mutasyondur. AP peptidinin selliller sekresyonunda
artisa rastlanir. Flaman mutasyonunda 692. kodonda nokta mutasyonu vardir. Bu

mutasyon erken baglangi¢li ailesel demansta izlenir (2).

Hollanda mutasyonu 693. kodonda meydana gelen bir nokta mutasyonudur. Amiloid
iceren herediter serebral kanama hastaliginda gozlenir. Damar duvarlarinda hizli

amiloid birikimi ile karakterizedir (2).

Geg basglangigli Alzheimer mutasyonu 665. kodonda saptanan bir nokta mutasyonudur.

Bu yalnizca bir akrabalikta kaydedilmistir (3).
2.3. Zingiber offinale

Taze ve kuru olarak tiketilebilen zencefil, rizom koklerinden meydana gelmektedir.
Ingiliz botanik¢i William Roscoe (1753-1831) 1807 yilinda zencefili tamimladi ve
Zingiber officinale adin1 verdi. Zencefilin vatan1 Giiney Asya olmakla beraber asil orjin
merkezi tam olarak bilinmemektedir. Subtropikal ve 6zellikle tropikal bolgelerde tarimi

yaptlmaktadir (25).

Zencefil, Zingiberaceae familyasina dahil bir tiirdiir. Bu familya 24 kadar cinsi ve 300

civarinda tiiri kapsar. Zingiber cinsi de 20 kadar ture sahiptir. Zingiber officinale ¢ok
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yillik yumru veya rizom koklere sahiptir. Bitki 60-90cm yiiksekliginde dik, koyu yesil
yaprakli tek yillik sap (yalanci govde) olusturur. Saplar, saptan ayrilan diz kinla
kaplidir. Govde tizerinde iki siralt 8-12 yaprak bulunur. Yapraklar uzun kinli, alternat
(almagik), mizraksi, seritsi-mizraksi, sivri uglu, diz ve sapsiz kinli, 10-21 cm
uzunlugunda, 2-2.5 cm genigligindedir. Cigek kiimesi kokten tek basina kiigik bir sap
ile yiikselir. Cigek kiimesinin yerden yiiksekligi 12-30 cm dir. Kinlarla sarilmis bir kafa
seklindedir. En sondaki kin, katlanarak ayrilir. Ci¢ek kiimesi agagi yukari bir bag
parmak buyukligindedir. Cigekler kiigiik ve soluk sarit renklidir. Anterler ¢ift, tagl
uzun, ince kumlu, oluklu ve boynuz seklindedir. Ovaryum oval, ¢ hiicreli her birinde
pek ¢ok yumurta ile iplik¢ik bigimli, stigma huni big¢imli, sinirsal tiiylii ve zirvenin

hemen altinda boynuz seklinde anter vardir (26).
2.3.1. Kullanim Alanlari

Geleneksel Hint tibbinda, pihtilasmayi ve kolestorolii 6nleyici, mafsal iltihabini tedavi
edici olarak kullanilmaktadir. Arap kultirtinde kullanim sekli afrodizyak seklindedir.
Ayrica bazt Afrikalilar zencefili diizenli olarak yedikleri zaman sivrisinegi
uzaklasgtirdigina inanmaktadirlar. Afrika’da diger bir kullanim sekli ise gaz giderici
(carminative) ve baharat seklindedir (27). Epstein-Barr virus enfeksiyonu kanser
nedenleri arasindadir. Zencefilin bu virus enfeksiyonunu durdurarak kanseri onledigi
bildirilmektedir. Ayrica, zencefilin aktif maddelerinden, 6- gingerol ve 6-paradol
bilesimlerinin promyelotik [6semiyi durdurma etkisi vardir. Bu da, kanser hiicresi DNA
sentezini bozarak etkileme seklindedir. Antiemflamatuar etkisi ile artrit ve bag agrisini
tedevi edici etkisi vardir. Zencefil ekstrelerinin bakteri 6nleyici etkileri i¢in kullanildigr
zaman gram pozitif ve gram negetif bakteri suslarina  (Clostridium, Listeria,
Enterococus ve Staphylococcus) karsi etkiye sahip oldugu fakat bu etkinin pisirildigi
zaman kayboldugu bildirilmektedir. Mantar 6nleyici etkisinin de oldugu, fakat bu etkiyi
sadece laboratuvar ortaminda gosterdigi bildirilmistir. Zencefilin insanlar tzerindeki

direkt etkisi, mide bagirsak sisteminde, mide bulantisint azaltict sekildedir (27).
2.3.2. Bilesimi

Kurutulmus zencefil rizomlar1 buharda damitildiginda %2-3 oraninda ugucu yag elde
edilir. Rizomlar ayrica ortalama %9 protein, %6 sabit yag, %70 karbon hidrath

maddeler, %6 ham selilloz ve %4.5 kadar da ham kul ihtiva eder. Zencefil rizomlarinin
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ag1z ve burunda olusturdugu tat ve koku iki farkli kimyasal gruptan gelir. Bunlardan
ucucu yaglar; terpenoidlerle karigik olup zencefillin 6zel tat ve kokusunu veren
maddelerdir. Agzimizda sicaklik hissi veren ve ugucu yag olmayan act maddeler ise
gingerol ve zingeron’dur. Zencefilin potansiyel aktif madde igerigi; shogaol, gingerol,
bisapolen, zingiberen, zingiberol, sesqifellanden, kurkumin, 6- dehidrogingerdion,
galanolakton,  gigesulfonik  asid, geraniol, neral, monoasidigalaktosilikerd
gingerglikolipid ’dir. Baglica aktif haldeki madde; bisapolen, zingiberen ve zingiberol’
dur (28). Zencefillin aktif maddeleri farkli fizyolojik etkiye sahiptir. Ornek olarak
gingerol’Uin in vitro ve hayvanlar tizerinde yapilan denemelerinde, agn kesici, yatistirici,

ates dusiiriicii ve bakteri onleyici 6zelligi oldugu tespit edilmistir (28).
2.3.3. Ferulik Asit

Bitkiler metabolik faaliyetleri sirasinda hayati fonksiyonlar i¢in gerekli olmayan ve
“sekonder metabolitler” olarak adlandirilan ¢ok sayida yan uriinler sentezlemektedir. Bu
klasik tantmdan da anlasildig gibi onceleri bu urinler, bitkiler tarafindan olusturulan ve
bitkide hi¢bir islevi olmayan ara maddeler olarak kabul edilmekteydi (26). Ancak bugiin
bu metabolitlerin, savunma, korunma, ortama uyum saglama, hayatta kalma ve soyunu
surdiurmek i¢in bitkiler tarafindan gelistirilmis olduk¢a karmasik mekanizmalarin
trinleri oldugu anlagilmigtir. Bitki sekonder Uriinlerinin 6énemli bir sinifin1 fenolik

bilesikler olusturmaktadir. Bu bilesikler arasinda ferulik asitte yer almaktadir.

Ferulik asit kahve, elma, yer fistig1, portakal, ananas, enginar gibi bir¢ok bitkinin yaprak
ve tohumlarinda bulunur, fakat en ¢ok tahillarda 6zellikle kahverengi piring, bugday ve
yulafta bulunur. Ferulik asit, hidroksisinnamik asit ailesine mensup sari renkte bir

tozdur. Allelopatik kimyasallar arasinda yer almaktadir (26).
2.4. GLIKOJEN SENTAZ KINAZ 3-3 ENZIMI (GSK3p)

GSK3-B enzimi, adin1 substratt olan glikojen sentaz enziminden alir. Bu enzim erigkin
ve embriyonik donemde bir¢ok sinyal yolunda gorev alan Serin/Treonin kinazdir. Diger
bir ifade ile Serin ve Treonin rezidiilerini fosforillemektedir. Ik olarak 1980 yilinda
saptanan bu enzimin o ve f olmak iizere iki izoformu vardir. Iliskili olduklan
molekkiller birbirinden farkli olmasina ragmen bu iki izoformun kinaz aktivitesine

sahip bolgeleri birbiri ile % 97 oraninda homoloji gosterir (29). Wnt/B-katenin sinyal
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yolunda bu enzimin GSK3p izoformu gorev yapar. GSK3p yaklagik olarak 47 kDa

molekil agirliginda ve 420 aminoasit uzunlugundadir (30).

Bu enzim [-katenin proteininin fosforilenmesinden sorumludur (31). GSK3-$ enzimi
Wnt/ B-katenin sinyal yolundaki bu gorevinin yanisira inflamasyon, osteojenez,
kondrojenez, adipojenez ve mitokondri bagimli apoptoz mekanizmalarinda rol alan

bir¢ok kritik biyomolekiliin fosforillenmesinden de sorumludur (32).

Ayni zamanda bu molekillde meydana gelen bozukluklarin diyabet, bipolar mental
bozukluk, Alzheimer hastalig1 ve gesitli kanserlere neden oldugu da son yillarda yapilan
caligmalarda ortaya ¢ikarilmistir. GSK3[ enziminin, Alzheimer hastaliginin olusumunu
uyardigt ve demanst etkiledigi ileri surilmustir. Bu biyomolekiiliin aktivitesinin
ortadan kaldirilmasi ile Alzheimer hastaliginin tedavi edilebilecegi yoniinde ¢aligmalar

mevcuttur (33).



3. GEREC VE YONTEM

Hiicre kiiltiirii ile ilgili deneyler, Erciyes Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji
Anabilim Dali arastirma laboratuvarinda bulunan hiicre kultiiri laboratuvarlarinda

gergeklestirilmigtir.
3.1. MATERYAL
3.1.1. Hiicre Kiiltiirii

Caligmada SHSY-5Y (ATCC Cat No CRL-2266™ ) hiicreleri kullanildi. Hucreler,
hiicre kulturi laboratuvarinda % 5 CO, igeren CO,’ 1i etiivde 37 °C’ de culture alinip
yasatildi ve c¢ogaltildi. Hicrelerin ¢ogaltilma iglemi i¢in American Type Culture
Collecton (ATCC) prosedurlerine gore Dulbecco Eagle's Minimum Essential Medium
ve F12 Medium’un 1:1’lik karigimi1  (Catalog No. Sigma D6421) kullanildi. Yizeye
tutunan hiicre olmalart nedeniyle sayim ve belirli sayida plakalara ekim sirasinda
hiicreler taze hazirlanmig % 0.25 tripsin (Catalog no. Sigma T4049), 0.53 mM EDTA
(Catalog No. Sigma E5134) ¢ozeltisi ile muamele edildi.

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

DMEM + F12 Medium’ un 1:1’1ik karigtmi (Catalog No. Sigma D6421)
Tripsin (Catalog No. Sigma T4049)

EDTA (Catalog No. Sigma E5134)

Fetal bovine serum (FBS) (Catalog No. Sigma F7524)
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Penisilin/Streptomisin (Catalog No.Multicell 450-201-KL)
L-Glutamin (Catalog No. Sigma D6421)

S-Amiloid 1-42 (Catalog No. Anaspec. 20276-1 mg)

Kinase-Glo Luminescent Kinase assay (Catalog No. Promega V6711)
Gingerol (Catalog No. Sigma 84696-15-1)

Shogaol (Catalog No. Sigma 39303)

Ferulik asit (Catalog No. Sigma 537-98-4)

Hiicre besiyerleri +4°C’de, FCS, L-glutamin, antibiyotik soliisyonlari—20°C’de, hemen

kullanilacak hiicre stoklari, —80°C’de muhafaza edildi.
3.1.3. Kullanilan Cihazlar

e Invert mikroskop (NIKON ECLIPSE TS 100)

e Subanyosu (NUVE ST402)

e Sogutmali santrifiij (NUVE NF 1200R)

e CO’li inkiibator (NEW BRUNSWICK GALAXY 170 R)
e Givenlik kabini (INFO KIMYA- SAFE FAST ELITE)
e Deiyonize su cihazt (MILLIPORE- ELIXS5)

e Distile su cihazt (NUVE NS 112)

e xCELLigence real-time hticre analizoria ()

e Etiv (NUVE FN120)

e Otomatik pipetler (EPPENDORF)

e Hassas Terazi (OHAUS PIONEER)
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e Buzdolabi (SIEMENS)
3.2. METOD
3.2.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi ve Yapilan islemler

Bu calismada SHSY-5Y hiicreleri kullanildi. Hiicreler, hiicre kulturi laboratuvarinda
5% CO; igeren CO;’ li etiivde 37 °C’ de yasatildi ve ¢ogaltildi. Hiicrelerin ¢ogaltilma
islemi i¢in ATCC prosedurlerine goére Dulbecco Eagle's Minimum Essential Medium ve
F12 Medium’un 1:1’lik karistmi kullanildi. Calismamizda antibiyotik sec¢imi olarak
penisilin-streptomisin kombinasyonu kullanildi. Hiicreler haftada iki veya ti¢ kez besi

yeri degistirilerek beslendi.

Deneylerde gingerol ve shogaolin 0.01 uM ,0.1 uM, 1 uM, 10 uM, 100 uM’ lik dozlar
kullanildi. Gingerol ve shogaolde toplamda 400 uM’ lik bir ana stok hazirlandi. Yiiksek
konsantrasyondan dusik konsantrasyona dogru diliisyon islemi yapilarak, kuyucuklara
uygulanacak esas konsantrasyon elde edildi ve énceden belirlenmig kuyucuklara 50 pL

iginde gerekli doz ilave edildi.

Calismamizda ferulik asit i¢in belirlenen doz 4uM’dir. Ferulik asit i¢in de 250 pL’ lik
ana stok hazirlandi. Onceden belirlenmis kuyucuklara 50 pL i¢inde gerekli doz ilave

edildi.
3.2.2. Ger¢ek Zamanh Hiicre Analizoriinde Hiicre Sayimi ve Canlihig: Testi

SHSY-5Y hiicrelerinde f-Amiloid fragman 1-42 (Ap42) ile olusturulan
norotoksisitede, saf maddelerin koruyucu etkileri altin plate canlilik ve sayim testi
kullanilarak Xcelligence cihazinda gercek zamanli olarak incelendi. ilk olarak 5x10*
hiicre/ kuyucuk yogunlugunda hiicre alinip steril 96 altin plate igine ekildi. Altin
plate’in kuyucuklarina yerlesim semasina gore hazirladigimiz miktarda besiyeri, hiicre,
amiloid beta, gingerol, shogaol ve ferulik asit ilave edildi. Cihazda hiicrelerin yiizeye
tutunmalart sirasinda olusan kompedansa gore hesaplanan hiicre indeksi (Cell Index)
tizerinden maddelerin hiicre ¢ogalmasi tzerine etkileri incelendi. Af agregati ile
toksisite olusturuldugunda gingerol ve shogaol’iin ECsy degerlerinin en kararli seyrettigi
saat 24. Saat, AP oligomeri ile olusturulan toksisitede ise 12. Saat olarak belirlendi ve

bu zaman dilimindeki ECsy degerleri kullanildi.
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3.2.3. Amiloid Beta Oligomerlerinin ve Agregatlarinin Hazirlanmasi

Deney i¢in temin edilen f-Amiloid 1-42 (Catalog No. Anaspec. 20276) fraksiyonu
peptit ile beraber gelen protokole uygun olarak hazirlandi. Bu protokole gore; 1 mg
peptit %1 NH,OH igeren PBS ile muamele edildi. Elde ettigimiz ¢ozeltiden bir ana stok

hazirlandi.

Amiloid beta oligomerini hazirlamak i¢in elde ettigimiz ana stoktan deney igin gerekli
hacimde 22 uM dozunda ¢ozelti hazirlandi. Amiloid beta oligomeri, altin platede daha
oncesinden yerini belirledigimiz kuyucuklara muamele edildi ve toksisite olusturmasi

i¢cin 24 saat inkiibasyona alindi.

Amiloid beta agregatlarini hazirlamak i¢in amiloid beta oligomerlerinden hesaplanan
hacimde alind1 ve besi yeri igerisinde 72 saat 37 °C inkiibatorde bekletilerek agregat

sekline getirildi.
3.2.4. GSK-3p inhibisyonunun In Vitro Olarak Degerlendirilmesi

Ekstre, ana fraksiyon ve saf maddelerin GSK-34 inhibisyon duzeyleri 6l¢iimi, Kinase-
Glo Luminescent Kinase Assay (Promega) yontemine gore gerceklestirilmistir. Bu
yonteme gore inhibitor aktivitesi denenecek olan test maddesi DMSO’da 10 mM olacak
sekilde ¢ozuldi ve istenen konsantrasyonlara analiz tamponu (50 mM 4- (2-
hidroksietil) piperazin-1-etansulfonik asit (HEPES, pH 7,5), 15 mM magnezyum asetat,
1 mM EDTA, 1 mM EGTA) ile seyreltildi. 10 uL. (10 uM) test ¢ozeltisi daha sonra 96
lik siyah (amber) renkli plakalarda 10 uL. (20 ng) GSK-34 enzimi, 25 pM substrat ve 1
uM ATP igeren 20 pL analiz ¢ozeltisiyle karistirildi ve 30°C” de 30 dakika inkiibe
edildi. Reaksiyon 40 uL. Kinase-Glo reaktifi ilave edilerek durduruldu. 30°C’ de 10
dakikalik inkiibasyondan sonra multifonksiyonel mikroplaka okuyucuda liiminesans
degerleri okundu. Negatif kontrol olarak standart GSK-3f inhibitort, pozitif kontrol
olarak da herhangi bir inhibitér madde tagimayan test ¢ozeltisi kullanildi ve %

inhibisyon degeri, asagidaki formiille hesaplandu:

% inhibisyon= 100 x (inhibitor test ¢ozeltisinin liminesansi- ortalama pozitif kontrol
liminesans1)/ (ortalama negatif kontrol liminesansi- ortalama pozitif kontrol

liminesansi)
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Tam test ¢ozeltileri en az iki bagimsiz denemede her konsantrasyon igin ii¢ defa

tekrarlanarak hesaplandi.
3.2.5.Istatistiksel Analiz

Caligmada SPSS 15.0 istatistik bilgisayar yazilimi kullanilarak gruplar arasi farklar igin
One-Way-ANOVA ve grup i¢i farkliliklar i¢in Student-t testi kullanlmigtir. (p<0.05

anlamlilik diizeyinde degerlendirilmistir.)



4. BULGULAR

4.1. AMILOID BETA AGREGATLARININ HUCRELERE
UYGULANMASINDAN SONRA GINGEROL ve SHOGAOL’UN ETKISI

4.1.1. Hiicreler Uzerinde Amiloid Beta Toksisitesi Olusturulmadan Gingerol’iin
Etkisi

......

EER GINGEROL 1
B GIFGEROL2
g GINGEROL 3
B GINGIROL:
GINGIROL 2
B BESIVERI

B FERULKAST

Cell Indax

Time i Howr)

(Gingerol 1 0.01 pM; Gingerol 2 0.1 uM; Gingerol 3 1 uM; Gingerol 4 10 uM; Gingerol 5 100 uM)

Sekil 4.1. Amiloid beta agregati uygulanmadan hiicreler iizerine gingerol dozlarnin etkisi
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Gingerol’iin hiicre indeksi tzerindeki etkileri incelendiginde hiicre indeksini artirdigt
ancak bu artisin doza bagimli olmadigr ve istatistiksel agidan anlamli olmadig
belirlendi. Bununla birlikte, gingerolin belirli dozlarinda (1 uM, 10 uM, 100 uM)

hiicre indeksini ferulik asitten daha fazla arttirdig1 gozlendi.

4.1.2. Hiicreler Uzerinde Amiloid Beta Toksisitesi Olusturulduktan Sonra

Gingerol’iin Etkisi

Cell Index

Time (in Hour)

B Gingeroll [ Gingerol4 [ Amiloid Beta
B Gingerol2 MM Gingerol 5 [ Bestvend
I Gingerol3 | Fenilik asit

(Gingerol 1 0.01 pM; Gingerol 2 0.1 uM; Gingerol 3 1 uM; Gingerol 4 10 uM; Gingerol 5 100 uM)

Sekil 4.2. Amiloid beta agregati ile olusturulan toksisiteden sonra hiicreler tizerine gingerol dozlarinin

etkisi

Hiicre indeksi artarken uyguladigimiz amyloid beta agregati, olusturdugu toksisite
nedeniyle hiicre indeksini anlamli bir sekilde digirmiistiir. Gingerol’tiin sirayla 0,01-
0,1-1-10-100 mikromolarlik dozlar papalel olarak uygulandiginda hiicre indeksinde en
fazla artigin 100 uM dozda oldugu gozlenmistir. Artig hiz1 en yavas olan kuyucuk ise,
0.01 uM dozda gingeroliin uygulandigi kuyucuktur. Bu durumda gingeroliin uygulanan
dozu ile hiicre indeksine etkisi agisindan aralarinda dogru orant1 vardir. Ayrica amiloid
beta agragati ile olusturulan toksisitede ferulik asit, hiicre indeksini en ¢ok artiran

madde olmustur.
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Sekil 4.3. Gingerol i¢cin amiloid beta agregati ile olusturulan toksisiteden sonra 24. saatteki sigmoidal

doz-cevap egrisi

Amiloid beta agregati ile toksisite olusturulduktan sonra 24. saatte gingerolin doz yanit

egrisi tizerinde ECsy 11.2 uM olarak hesaplanmuigtir.
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Sekil. 4.4. Gingerol icin amiloid beta agregati

dilimindeki sigmoidal doz-cevap egrisi

ile olusturulan toksisiteden sonra 24 saatlik zaman

Amiloid beta agregati ile toksisite olusturulduktan sonra 24 saatlik zaman dilimindeki

gingeroliin doz yanit egrisi tizerinde ECsy 90.4 uM olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.5. Amiloid beta agregati ile olusturulan toksisiteden sonra gingerol uygulamasimin 24. saatinde

hucre indeksindeki degisiklikler (*Kontrole gére p<0,05)

Amiloid beta agregati uygulanmasi ile hiicre indeksinde kontrole gore belirgin bir disiis
gozlendi (p<0,05). Gingerol uygulamasindan sonra 24. saatte gingeroliin uygulanan
butiin dozlarinin hiicre indeksini doza bagimli olarak artirdigr gorildia. Ayrica bu artisin

hemen hemen ferulik asitle paralellik gosterdigi bulundu.
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4.1.3. Hiicreler Uzerinde Amiloid Beta Toksisitesi Olusturulmadan Shogaol’iin

Etkisi

Cell Index

Tima (i Howr]

Emm SHOGOALI [ SHOGOALY [ FERULIK ASIT

= sHogoaL2 [ SHOGOALS
BN SHOGOALS g BESIVERI

(Shogaol 1 0.01 uM; Shogaol 2 0.1 uM; Shogaol 3 1 uM; Shogaol 4 10 uM; Shogaol 5 100 uM)

Sekil 4.6. Amiloid beta agregati uygulanmadan hiicreler iizerine shogaol dozlarinin etkisi

Amiloid beta agregati ile toksisite olusturulmadan shogaol’in hiicre indeksinde
olusturdugu degisiklikler incelendiginde shogaol’in disiik dozlarada hiicre indeksini
artirdigr hatta bu etkilerinin ferulik asitten daha iyi oldugu, ancak yiiksek dozlarda

toksisite gosterdigi gozlenmistir.
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4.1.4. Hiicreler Uzerinde Amiloid Beta Toksisitesi Olusturuldugunda Shogaol’iin

Etkisi

Cell Index

i A
P ‘ Wt

O S s e s e . ——

0.0

[] Shogoall

B chozoal2

B Shogoal3

13.0

=3

26.0

I Shogoald

Shogoal 3

B renolikoasit

380
Time (in Hour)

52.0

I Amiloid Beta
I EBesiver

650

(Shogaol 1 0.01 uM; Shogaol 2 0.1 uM; Shogaol 3 1 uM; Shogaol 4 10 uM; Shogaol 5 100 uM)

Sekil 4.7. Amiloid beta agregati ile olusturulan toksisiteden sonra hticreler tizerine shogaol dozlarinin

etkisi

Hiicreler izerine amiloid beta agregati ile olusturulan toksisitede hiicre indeksini

toksisite olusturulmadan onceki gibi artiran dozlarin 0.01 uM , 0.1 uM, 1 uM dozlar

oldugu, 10 uM, 100 pM dozlarda ise hiicreler uzerine toksik etkisi gosterdigi
saptanmistir.
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Sekil 4.8. Shogaol i¢in amiloid beta agregat: ile olusturulan toksisiteden sonra 24. saatteki sigmoidal doz-

cevap egrisi



Amiloid beta agregati ile toksisite olusturulduktan sonra 24. saatte

egrisi tizerinde ECsy 6 uM olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.9. Shogaol i¢in amiloid beta agregati ile olusturulan toksisiteden sonra 24 saatlik zaman

dilimindeki sigmoidal doz-cevap egrisi

Amiloid beta agregati ile toksisite olusturulduktan sonra 24 saatlik zaman dilimindeki

shogaol doz yanit egrisi iizerinde ECsg 14.7 uM olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.10. Amiloid beta agregati ile olusturulan toksisiteden sonra shogaol uygulamasinin 24. saatinde

hucre indeksindeki degisiklikler (*Kontrole gére p<0,05,**Kontrole gore p<0.001)

Amiloid beta agregati uygulanmasi ile hiicre indeksinde kontrole gore belirgin bir disis

gozlendi (p<0,05). Shogaol uygulamasindan sonra 24. saatte shogaoliin 1uM’dan sonra
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hiicre indeksini doza bagimli olarak dusurdigu gorildi. Shogaolin disik dozlarinda

hiicre indeksini artirici etkisi ise her doz igin ferulik asitten disiik bulundu.

4.2. AMILOID BETA OLIGOMERLERININ HUCRELERE
UYGULANMASINDAN SONRA GINGEROL VE SHOGAOL’UN ETKISI

4.2.1. Hiicreler Uzerinde Amiloid Beta Toksisitesi Olusturulmadan Gingerol’iin

Etkisi

Coll Index
o I

Tirro {in Howsj

BN BESIVERD Bl GINGEROL2? gy GINGEROL 3
BN FERULIKASIT [ GINGEROL 3
0 GINGEROL1 B GINGEROL 4

(Gingerol 1 0.01 pM; Gingerol 2 0.1 uM; Gingerol 3 1 uM; Gingerol 4 10 uM; Gingerol 5 100 uM)
Sekil 4.11. Amiloid beta oligomeri uygulanmadan hticreler izerine gingerol dozlarmin etkisi

Amiloid beta oligomeri ile toksisite olusturulmadan o6nce gingerol’iin hiicreler
tizerindeki etkileri incelendiginde gingerol’iin her dozda ferulik asite kiyasla hiicre

indeksini daha fazla artirdigt ve etkisinin hemen hemen doza bagimli bir etkiye sahip

oldugu gozlendi.



29

4.2.2. Hiicreler Uzerinde Amiloid Beta Toksisitesi Olusturulduktan Sonra

Gingerol’iin Etkisi

Cell Index

Time {in Hour)

BN Gingerol 1 [ Gingerol 4 B :niloid Beta
[ Gingerol 2 [ Gingerol 5 M Ferulik asit
B Gingerol 3 El Eesiver

(Gingerol 1 0.01 pM; Gingerol 2 0.1 uM; Gingerol 3 1 uM; Gingerol 4 10 uM; Gingerol 5 100 uM)
Sekil 4.12. Amiloid beta oligomeri ile olusturulan toksisiteden sonra hiicreler tizerine gingerol dozlarinin
etkisi

Amiloid beta oligomerleri ile toksisite olusturduktan sonra gingerol uygulanmasi
durumunda gingerol’in huicre indeksini 6nemli derecede artirdigi ve toksisiteden

korudugu ve gingerol’tin en son iki dozunda ferulik asitten daha etkili oldugu bulundu.
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Sekil 4.13. Amiloid beta oligomeri ile olusturulan toksisiteden sonra gingerol uygulamasinin 12. saattinde

hucre indeksindeki degisiklikler (*Kontrole gére p<0,05)
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Amiloid beta oligomeri uygulanmasi ile hiicre indeksinde kontrole gore belirgin bir
dusts gozlendi. Gingerol uygulamasindan sonra 12. saatte gingerol’iin uygulanan biitiin
dozlarmin hiicre indeksini artirdigr gézlemlendi. Fakat hem ferulik asitteki hemde
ginderoldaki artig oligomerin olusturdugu toksisiteyi geriye dondiirecek kadar kuvvetli

degildir. Bu yizden istatiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 4.14. Gingerol i¢in Amiloid beta oligomeri ile olusturulan toksisiteden sonra 24. saatteki sigmoidal

doz-cevap egrisi

Amiloid beta oligomeri ile toksisite olusturulduktan sonra 12. saatte gingerolin doz

yanit egrisi tizerinde ECsy 0.1uM olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.15. Gingerol i¢in Amiloid beta oligomeri ile olusturulan toksisiteden sonra 24 saatlik zaman

dilimindeki sigmoidal doz-cevap egrisi

Amiloid beta oligomert ile toksisite olusturulduktan sonra 24 saatlik zaman dilimindeki

gingeroliin doz yanit egrisi tizerinde ECsy 0,3 M olarak hesaplanmistir.
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4.2.3. Hiicreler Uzerinde Amiloid Beta Toksisitesi Olusturulmadan Shogaol’iin

Etkisi
R Lt T T bl b T T T
i i
a5 - .|J i
a :a
- IM'——_
TR e Tw e e o
30 454 L7 BXo
Tirrse (i Hoom)
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[y SHOGOALI BN SHOGOAL4

(Shogaol 1 0.01 uM; Shogaol 2 0.1 uM; Shogaol 3 1 uM; Shogaol 4 10 uM; Shogaol 5 100 uM)

Sekil 4.16. Amyloid beta oligomeri uygulanmadan hiicreler tizerine shogoal dozlarinin etkisi

Amiloid beta oligomeri ile toksisite olusturulmadan shogaol’iin hiicre indeksi
tizerindeki etkileri incelendiginde shogaoliin diigitk dozlarda hiicre indeksini artirdigt
hatta bu etkilerinin ferulik asitten daha iyt oldugu ancak yiiksek dozlarda toksisite

gosterdigi gozlenmistir.
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4.2.4. Hiicreler Uzerinde Amyloid Beta Toksisitesi Olusturulduktan Sonra
Shogoal’iin EtKisi

Cell Index

Time (in Hour)
I Shogoal 1 I Shogoal4 M Amiloid Beta
Il Shogoal? [ Shogoal 5 MM Ferulik asit

I Shogzoal 3 B Eeciveri

(Shogoal 1 0.01 uM; Shogoal 2 0.1 uM; Shogoal 3 1 uM; Shogoal 4 10 uM; Shogoal 5 100 uM)

Sekil 4.17. Amyloid beta oligomeri ile olusturulan toksisiteden sonra hiicreler tizerine shogoal dozlarinin
etkisi

Amiloid beta oligomerleri ile olusturulan toksisitede shogaol’iin etkileri incelendiginde
hiicre indeksini 0.01uM ve 0.1uM dozlarda artirdigr 1uM ve daha yiksek dozlarda ise

shogaol’iin kendisinin toksisite gosterdigi bulundu.
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Sekil 4.18. Amiloid beta oligomeri ile olusturulan toksisiteden sonra shogaol uygulamasinin 12. saattinde

hucre indeksindeki degisiklikler (*Kontrole gére p<0,05, **Kontrole gore p<0,001)
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Amiloid beta oligomeri uygulanmasi ile hiicre indeksinde kontrole gore belirgin bir
disis gozlendi. Shogaol uygulamasindan sonra 12. saatte shogaolin 1uM’dan sonra
hiicre indeksini doza bagimli olarak dusurdigu gorildi. Shogaolin disik dozlarinda

hiicre indeksini artirici etkisi ise her doz igin ferulik asitten disiik bulundu.
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Sekil 4.19. Shogaol i¢cin Amiloid beta oligomer ile olusturulan toksisiteden sonra 12. saatteki sigmoidal

doz-cevap egrisi

Amiloid beta oligomer ile toksisite olusturulduktan sonra 12. saatte shogaol doz yanit

egrisi tizerinde ECsy 34 uM olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 4.20. Shogaol i¢cin Amiloid beta oligomer ile olusturulan toksisiteden sonra 12 saatlik zaman

dilimindeki sigmoidal doz-cevap egrisi

Amiloid beta oligomer ile toksisite olusturulduktan sonra 12 saatlik zaman dilimindeki

shogaol doz yanit egrisi tizerinde ECsy 330uM olarak hesaplanmistir.
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4.3. GSK-3p INHIBISYONUNUN DEGERLENDIRILMESI
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Sekil 4.21. Gingeroliin doza bagimli % inhibisyonu

GSK-3p enziminin aktivitesi lUzerine gingerol’iin etkileri incelendiginde gingerol’iin

doza bagimli olarak enzimi inhibe ettigi gozlendi.
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Sekil 4.22. Shogoal’iin doza bagimli % inhibisyonu

GSK-3p enziminin aktivitesi tizerine shogaol’iin etkileri incelendiginde shogaol’iin
0.1uM’lik dozunda en yiiksek inhibisyona sahip oldugu, 1 uM ve daha yiiksek dozlarda

sonrasinda doza bagimli olarak inhibisyonun azaldigr gozlendi.



5. TARTISMA VE SONUC

Gunimiizin en yaygin hastaliklarindan biri olan Alzheimer patolojisinde 6nemli bir
roli olan amiloid beta toksisitesinden korunmada bu zamana kadar bir¢ok sentetik ve
dogal bilesigin etkinligi (33, 34) denenmis ve bir¢ok mekanizma tzerinden amiloid
beta toksisitesi aydinlatilmaya calisilmistir. Amiloid beta toksisitesinde daha once
bulunan enflamatuar teori, oksidatif stress teorisi ve bunlara ek olarak son zamanlarda
yapilan ¢alismalar GSK-3f enziminin énemli bir role sahip olabilecegini gostermistir

(39).

Yapilan ¢alismalar GSK-3f enzim inhibisyonunun noérodejeneratif hastaliklarda
koruyucu roluniin olabilecegini gostermistir (36). Bu nedenle son yillarda bu enzimin
inhibisyonu uzerinden koruyucu etkiye sahip olabilecek sentetik ve dogal bilesikler
bulunmaya caligilmistir (37). S6z konusu enzim iizerinde inhibitor etkinlik gostererek
amiloid beta toksisitesinde korunmada denenen bazi bitkisel ekstreler ve saf maddelerin
hiicreler tizerinde koruyucu etkiye sahip olduklar gosterilmistir (38). Saf maddelerde
ferulik asidin amiloid beta toksisitesi tizerinde koruyucu etkileri tanimlanmigtir (39).
Yapica ferulik aside benzeyen ve Zingiber officinale (zencefil) bitkisinde yogun bir
sekilde bulunan gingerol ve shogaol saf maddelerinin amiloid beta toksisitesi tizerindeki
koruyucu etkilerini gosteren ve bu maddelerin GSK-34 enzimi inhibisyonu yapip
yapmadigina dair literatirde herhangi bir bilgiye rastlanmamistir. Bu nedenle
caligmamizda, hem amiloid beta agregatlari hem de oligomerleri ile olusturulan
toksisitede gingerol ve shogaoliin SHSY-5Y noroblastoma hiicrelerinde proliferasyon

tzerine etkileri aragtirllmis hem de bu maddelerin GSK-3f enzim inhibitorii olup



36

olmadiklar1 degerlendirilerek hiicrelerdeki koruyucu etkilerinin bu enzim inhibisyonu

ile iligkisi aydinlatilmaya ¢aligilmigtir.

Gergeklestirilen deneyler sonucunda gingerol’tin kullanilan her dozunda hiicre indeksini
hem amiloid beta toksisitesi olusturulan hem de olusturulmayan hiicrelerde artirdigs,
diger bir ifade ile hucre proliferasyonunu destekledigi, shogaol’iin ise dusiik dozlarda
hiicre indeksini artirdigr ancak yiiksek dozlarda toksik etkiye sahip oldugu sonucuna

varilmigtir.

GSK-34 enzimi tizerindeki inhibitor etkileri incelendiginde ise gingerol’iin doza bagiml
olarak enzimi %20’lere kadar inhibe ettigi, shogaoliin ise 0.1uM’lik dozunda en yiiksek
inhibisyona sahip oldugu ancak bundan daha yiksek dozlarda enzim uzerindeki
inhibitor etkisinin doza bagimli olarak giderek azaldigi sonucuna varilmigtir. Bu
sonuglar hiicre indeksi sonuglan ile de paralellik gostermektedir. Soyle ki, enzim
inhibisyonunun yiksek oldugu konsantrasyonlarda hiicre indeksi artmis yani
maddelerin hiicreler tzerindeki koruyucu etkileri artmis, inhibisyonun az oldugu
dozlarda ise hiicrelerdeki koruyucu etkinlik azalmig hatta shogaol’iin yiiksek dozlarinda
toksisiteye neden olduklari gozlenmistir. Ayrica gingerol’in biitin dozlarnt igin
shogaoliin de diisiik dozlarn igin hem hiicre indeksinde hem de enzim inhibisyonunda

ferulik asitten daha etkili oldugu bulunmusgtur.

Sonug olarak, gingerol ve shogaol’iin belirli dozlarda ferulik aside benzer gekilde hem
AP oligomerleri hem de AP agregatlari ile olusturulan toksisiteye karst koruyucu

olduklar1 ve GSK-3f enzimini inhibe edebildikleri ilk kez bu ¢aligma ile gosterilmistir.
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