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Bu tez ¢alismasinda, gii¢lii bir antioksidan olan E vitamininin a-tokoferol ve a-tokotrienol
formlarinin beta amiloid kaynakli nérodejenerasyona karst koruyucu etkileri hiicre
kiiltiirii yontemleri kullanilarak iki boyutlu in vitro nérodejenerasyon modeli tizerinde
deneysel olarak incelenmis ve karsilagtirilmistir. Calismada E vitamininin a-tokoferol ve
a-tokotrienol tiirevlerinin beta amiloid birikimi sonucu olusan hiicre Sliimiine karsi
koruyucu etkisinin incelenmesine ve bu iki E vitamini tlirevinin ortaya ¢ikardigi koruyucu
etkilerin birbirleri ile karsilagtiritlmasina odaklanilmistir. Bu kapsamda iki boyutlu bir
norodejenerasyon modeli kurulabilmesi i¢in primer ndron izolasyonu yapilmis ve elde
edilen primer noronlar {izerine beta amiloid uygulanmistir. Ardindan 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide analizi ile hiicre canliligi, nétral
kirmizist analizi ile sitotoksisite, Kongo Kirmizisi analizi ile beta amiloid birikim miktar1
ve Akridin Orange / Propidium lodide analizi ile ylizde apoptoz ve yilizde nekroz tespit
edilmistir. Ger¢cek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile beta amiloid kaynakli
norodejenerasyon mekanizmasinda ifadesi artis gosteren Voltaj kapili L-tip kalsiyum

kanali ve Beta sekretaz 1 genlerinin ifade edilme miktarlari Slgiilmiistiir. Deneysel
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caligmalar alt1 adet disi ve bir adet erkek siganin ¢iftlestirilmesi sonucu elde edilen 17-18
giinliik sican yavrular1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen bulgulara gére E
vitamininin a-tokoferol ve a-tokotrienol tiirevleri 48 ve 72 saatlik uygulamalarda beta
amiloid kaynakli norodejenerasyona kars1 koruyucu etki gostermistir. Yapilan Gergek
Zamanlt Polimeraz Zincir Reaksiyonu analizi sonucu a-tokoferol ve a-tokotrienoliin
Voltaj kapili L-tip kalsiyum kanali ve Beta sekretaz 1 mekanizmasi tizerinde etkili oldugu
ortaya ¢ikmustir. E vitaminin bu iki tiirevinin Voltaj kapili L-tip Kalsiyum kanal1 geninin
ifadesini anlamli bir sekilde azalttig1 gozlemlenmistir. Buna karsin Beta sekretaz 1 ifadesi
tizerinde gozlemlenen disiis istatistiksel olarak anlamli degildir. a-tokoferol ve o-
tokotrienoliin beta amiloid kaynakli norodejenerasyona kars1 gosterdigi koruyucu etki,
hiicre canliligi ve sitotoksisite bakimindan 48 ve 72 saatlik uygulamalarda farkli
seviyelerde gozlemlenmistir. Bu kapsamda a-tokoferol ile a-tokotrienoliin beta amiloid
kaynakli nérodejenerasyona karsi gosterdigi koruyucu etkiler arasindaki fark ve E
vitamininin Beta sekretaz 1 geni ifadesi iizerindeki etkisinin daha iyi anlagilabilmesi i¢in

gelecekte daha detayli ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Norodejenerasyon, a-tokoferol, a-tokotrienol, E Vitamini, Beta
Amiloid Plak, Primer Noron Kiltiiri
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In this thesis study, the protective effects of a-tocopherol and a-tocotrienol forms of
vitamin E, a powerful antioxidant, against beta amyloid-induced neurodegeneration were
experimentally investigated and compared on a two-dimensional in vitro
neurodegeneration model using cell culture methods. The focus of the study was to
examine the protective effect of a-tocopherol and a-tocotrienol derivatives of vitamin E
against cell death caused by beta amyloid accumulation and to compare the protective
effects of these two vitamin E derivatives with each other. In this context, primary neuron
isolation was performed and beta amyloid was applied on the obtained primary neurons
in order to establish a two-dimensional neurodegeneration model. Afterwards, cell
viability was determined by analysis of 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyl
tetrazolium bromide, cytotoxicity was determined by neutral red analysis, beta amyloid

accumulation amount was determined by Congo Red analysis and percent apoptosis, and
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necrosis were determined by Acridine Orange / Propidium lodide analysis. In addition,
the expression amounts of voltage-dependent I-type calcium channel and Beta-Secretase
1 genes whose expression increased in beta amyloid-induced neurodegeneration
mechanism were measured by Real Time Polymerase Chain Reaction. Experimental
studies were carried out using 17-18 day old rat pups obtained from mating six female
and one male rats. According to the findings, a-tocopherol and a-tocotrienol derivatives
of vitamin E showed a protective effect against beta amyloid-induced neurodegeneration
at 48 and 72 hours of application. As a result of the Real Time Polymerase Chain Reaction
analysis, it was revealed that a-tocopherol and a-tocotrienol were effective on Voltage-
gated L-type calcium channel and Beta secretase 1 mechanism. These two components
of vitamin E have been observed to significantly reduce the expression of the Voltage-
gated L-type calcium channel gene. On the other hand, the decrease observed on Beta
secretase 1 expression was not statistically significant. The protective effect of a-
tocopherol and a-tocotrienol against beta amyloid-induced neurodegeneration was
observed at different levels in terms of cell viability and cytotoxicity in 48 and 72 hours
applications. In this context, more detailed studies are required in the future in order to
better understand the difference between the protective effects of a-tocopherol and a-
tocotrienol against beta amyloid-induced neurodegeneration and the effect of vitamin E

on beta secretase 1 gene expression.

Keywords: Neurodegeneration, a-tocopherol, a-tocotrienol, Vitamin E, Beta Amyloid

Plaque, Primary Neuron Culture
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1. GIRIS

Beyin, sinir sisteminin merkezi organidir. Noronlardan ve destekleyici glial hiicrelerden
olusmaktadir. Hafiza, bilgi isleme, gerekce gibi biligsel islevler, motor islevler ve
hemostazin saglanmasi gibi 6zellikler beyin araciligiyla kontrol edilmektedir. Beynin
olusturdugu merkezi kontrol sayesinde olusan en ufak cevresel degisime bile hizli ve
koordine bir sekilde yanit verilebilmektedir. Bu koordine cevaplarin olusturulabilmesi
icin beynin daima diger organlar ile iletisim halinde olmasi gerekmektedir. Bu iletisim,
noronlarin diger hiicrelere elektrokimyasal maddeler iletmesi ve diger hiicrelerden
elektrokimyasal maddeler almasi ile saglanmaktadir. Noronlar bu elektrokimyasal madde
alig-verisini, sinaps adini alan bolgeler araciligiyla saglamaktadir. Bu sinaps bolgelerinde
veya dogrudan ndronlarda olusan cesitli hasarlar beynin diger organlar ile iletisiminin

kesilmesine veya beynin tam islev gésterememesine sebep olabilmektedir [1, 2].

Noronlar; elektriksel olarak uyarilabilen, viicut ve merkezi sinir sistemi arasinda uyari-
cevap iletimini saglayan sinir hiicreleridir. Saglikli bir ndron; bir gévde, bir akson ve
dendritlerden olusmaktadir. Dendritler néronun uyari almasini saglarken akson néronun
aldig1 veya trettigi uyariyr bir baska nérona veya hiicreye aktarmaktan sorumludur.
Noronlar fonksiyonlarina gore; sensor néronlar, motor ndronlar veya interndronlar olarak
gruplandirilabilmektedir. Viicut igerisinde tiim organlarin koordine bir sekilde
caligabilmesi i¢in ndronlarin diizgiin islev gostermesi olduk¢a 6nemlidir. Noronlar akson
dejenereasyonu veya demiyelinizasyon gibi sebeplerden dolayr islevlerini
kaybedebilmektedir [3-5].

Noronlarin ¢esitli sebeplerden dolay1 bozulmasi ve islevini kaybederek 6lmesi durumuna
norodejenerasyon denilmektedir. Genetik mutasyonlar, yanlis katlanan proteinler,
oksidatif stres, apoptoz ve benzeri birgok durum nérodejenerasyona sebep olabilmektedir.
Alzheimer Hastalig1, Parkinson Hastalig1 ve Huntington Hastalig1 gibi ndrodejenerasyon
sonucu ortaya ¢ikan hastaliklar mekanizma olarak birbirine benzemektedir. Bu
hastaliklarin tanimlanmasindaki en Onemli faktdér ndrodejenerasyon sonucu ndron
Oliimiiniin gergeklestigi beyin bolgesinin farkli olmasidir. Hastaligin olustugu beyin
bolgesine gore hastalik sonucu ortaya ¢ikan semptomlarda farkliliklar gézlemlenmektedir

[6-8].



Beta amiloid (AP), onciil proteini olan Amiloid Prekiirsér Proteinin (APP) yanlis bir
sekilde pargalanmasi sonucu ortaya ¢ikan bir protein pargasidir. Af fragmanlari bir araya
gelerek AP agregatlarini olusturmaktadir. AP agregatlar1 ndéronlar aras1 ekstraseliiler
matrikste birikirse ndronlarin aksonlari iizerinde bozulmalara ve noérodejenerasyona
sebep olabilir. AP kaynakli norodejenerasyon sonucu olusan hastaliklardan birisi de
Alzheimer hastaligidir [6, 9]. Yapilan calismalar AP birikiminin ndronlar tizerinde toksik
bir etki olusturabilecegini ve hiicreler tizerinde apoptoza veya nekroza neden

olabilecegini ortaya koymaktadir [10-12].

E vitamini dort tokoferol ve dort tokotrienol gesidi olmak {izere sekiz adet yagda ¢6ziinen
bilesenden olusan bir vitamin grubudur. Ik defa 1922 yilinda kesfedilen bu vitamin grubu
baslica bitkisel yaglarda olmak iizere bircok besin maddesinde dogal olarak
bulunmaktadir. E vitamini tiirevleri antioksidan 6zellikler gostermektedir ve canli
viicudunda reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) birikimi sonucu olusan hiicre hasarina karsi
koruyucu ve tedavi edici olarak gérev yapmaktadir [13-15]. Yapilan ¢aligmalar tokoferol
ve tokotrienollerin viicutta antioksidan olarak gérev yaptigini ortaya koymaktadir. Ayrica
E vitamininin bu antioksidan 6zellikleri AP kaynakli ndrodejenerasyona karsi néronlar
tizerindeki oksidatif stresi azaltilmasinda da etkilidir. Ayrica, E vitamininin AP kaynakli
norodejenerasyona karsi tedavi edici etkisinin de olabilecegi ortaya konulmustur [16, 17].
E vitamininin AP kaynakli nérodejenerasyona karst gdsterdigi bu etkilerin mekanizmasi

giinlimiizde arastirilmaya devam etmektedir.

Sunulan bu tez ¢aligmasi kapsaminda E vitamininin baslica iki tiirevi olan a-tokoferol (A-
T) ve a-tokotrienoliin (A-T3) AP kaynakli norodejenerasyona karsit gosterdikleri
koruyucu etkileri arastirilmistir. Bu dogrultuda 17-18 giinlik sican embriyolar
kullanilarak primer hiicre kiiltiirii yontemleri ile ndron izolasyonu yapilmis ve izole edilen
noronlar tizerinde AP kaynakli nérodejenerasyon modeli kurulmustur. Kurulan bu model
tizerinde A-T ve A-T3’lin belirlenen dozda uygulamasi yapilmis ve E vitamininin bu
tiirevlerinin AB kaynakli norodejenerasyona kars1 koruyucu etkileri incelenmistir. Bu
kapsamda hiicre canlilig1, sitotoksisite, apoptoz veya nekroz gosteren hiicre sayisi, AP
birikimi ve Beta sekretaz 1 (BACE1) ve Voltaj kapili L-tip kalsiyum kanali (CACNA1C)
genlerinin ifade miktarlari olgtilmiistiir. Sonu¢ olarak E vitamininin A-T ve A-T3
tirevlerinin AP kaynakli noérodejenerasyona karsi koruyucu etkisi incelenmis ve

karsilastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Sinir Sistemi

Sinir sistemi; noronlardan ve noroglia hiicrelerinden olusan, ektoderm koékenli viicudun
en karmasik sistemidir. Sistem siirekli olarak beyinden ¢esitli organlara ve bu organlardan
beyine sinyal ileterek viicudun aktivasyonunu diizenlemektedir. Sinir sistemi ayrica;
davraniglardan, hafiza, islem yapma gibi bilissel fonksiyonlardan ve istemli bedensel
hareketlerin tiimiinden sorumludur. Sinir sistemi; endokrin sistem ile birlikte ¢aligarak

viicutta ¢evreden gelen uyaranlara cevap verilmesini saglamaktadir [5].

Sinir sistemi, hayvanlarin yasama sekline gore organize olmaktadir. Ornegin; az hareket
eden omurgasizlar genellikle basit diizeydeki duyu organlarina sahipken daha karmasik
davraniglar sergileyen ve daha aktif olan ahtapot gibi omurgasizlar geligsmis bir sinir

sistemine sahiptir [18].

Omurgalilarda sinir sistemi ¢evresel sinir sistemi ve merkezi sinir sistemi olmak tizere
ikiye ayrilmaktadir. Merkezi sinir sistemi beyin ve omuriligi icermektedir. Sinir
sisteminin ¢ogu hiicresi burada bulunmakta ve viicuttaki cogu bilgiyi islemektedir.
Cevresel sinir sistemi ise akson demetleri ve uzun lifler i¢erisinde bulunan sinirlerden
olugmaktadir. Boylece g¢evresel sinir sistemi, merkezi sinir sistemini viicuttaki diger
organlara baglamaktadir. Sonug olarak; duyu organlari, merkezi sinir sistemi ve efektor
organlar arasinda bir bilgi akigi saglanmaktadir. Sinir sisteminin bu sekilde organize

olmasinda sinir sistemi hiicreleri olan néronlar gérev almaktadir [3].

2.1.1. Noronlarin Yapisi ve Ozellikleri

Yirminci ylizyilda bilim insanlari, sinir dokusunun da tiim diger organlar gibi hiicre ad1
verilen birimlerden olustugu konusunda ortak karara varmistir. Noronlar ve glia hiicreleri;
endoplazmik retikulum, golgi cisimcigi, mitokondri ve gesitli vezikiiler yapilar basta
olmak iizere dnemli organelleri icermektedir. Diger hiicrelerden farkli olarak, ndronlarda
ve glia hiicrelerinde bu organeller ve subselliiler yapilar hiicrenin belli bir bolgesinde
yogunluk gostermektedir. Bunun disinda noronlar ve glia hiicreleri, hiicre iskeletini
olusturan fibriler veya tiibiiler proteinlerin organizasyonu agisindan diger hiicrelerden
farklidir. Bu proteinlerin ndronlardaki kendilerine 6zgii organizasyon sekilleri, ndronun

kararliligi ve fonksiyonu agisindan énemli bir faktordir [2].



Tipik bir néron hiicresi; Sekil 2.1.'de goziiktiigli gibi hiicre govdesi, akson, dendritler ve
perisinaptik terminaller olmak iizere dort morfolojik bolgeden olusmaktadir. Hiicre
govdesi hiicrenin metabolik merkezidir ve genleri igeren ¢ekirdek bolgesini
bulundurmaktadir. Ayrica endoplazmik retikulum ve g¢esitli proteinlerin sentezlendigi
cekirdek cikintilar1 da bu bélgede bulunmaktadir. I¢i sitoplazma ile dolu olan bolge
perikaryon adin1 almaktadir. Hiicre govdesinden uzanan iki 6nemli yap1 vardir. Bunlar
akson ve dendritler olarak isimlendirilmektedir. Aksonlar hiicre gdvdesinden uzanan,
uzun, tiibiiler tek bir yapidir ve noron tarafindan olusturulan sinyallerin diger néronlara
taginmasi i¢in kullanilan temel birimdir. Bir akson, elektrik sinyallerini 0,1 mm’den 3 m
mesafeye kadar tasiyabilmektedir. Dendritler ise perikaryondan uzayan ve dallanma
gosteren kisa uzantilardir. Dendritler, temel olarak diger néronlardan gelen sinyalleri

toplamakta ve noronlar arasindaki haberlesmeyi saglamaktadir [4, 19].

Dendiritler
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Sekil 2.1. Noronun morfolojik bolgeleri [20]

Noronlarin hiicre iskeleti, temel olarak arafilamentler ve mikrotiibiillerden olusmaktadir.
Noronlarda bulunan arafilamentler, norofilament; mikrotiibiiller ise norotiibiil adim
almaktadir. Norofilamentler diger sitoplazmik filamentlerden yapisal olarak farkliliklar
gosterirken, norotiibiiller diger hiicrelerdeki mikrotiibiillerden protein diizenlenisi
acisindan farklilik gostermemektedir. Norofilamentler perikaryondan ¢ikarak akson ve

dendritlere kadar uzanmakta ve ndrona yapisal destek saglamaktadir. Norotiibiiller ise



golgi kompleksi ve Nissl cisimcikleri arasindaki bolgede bulunarak hiicreye destek
saglamaktadir [4, 20].

2.2. Norodejenerasyon

Norodejenerasyon kelimesi; sinir hiicreleri olan ndronlar1 temsil eden “noro” ve gesitli
dokular ile organlarin yapi1 veya fonksiyonlarini kaybetmesi durumunu agiklayan
“dejenerasyon” kelimelerinin bir araya gelmesi ile olusmustur. Norodejenerasyon,
noronlarin birtakim sebeplerden 6tiirii bozulmasi anlamina gelmektedir. Noronlart
dogrudan etkileyen herhangi bir patolojik durum ndrodejenerasyon olarak ele
alinabilmektir [9]. Norodejenerasyon; oksidatif stres, AP veya tau gibi proteinlerin
birikerek agregat olusturmasi veya ¢esitli genetik mutasyonlar sonucu ortaya
cikabilmektedir [6, 15]. Norodejenerasyona sebep olan diger bir durum ise, dogal bir

slireg olan yaslanma siirecidir [21].

2.2.1. Yanhs Katlanmis Proteinlerin Agregat Olusturmasi ve Beyinde Beta Amiloid

Plaklarinin Olusumu

Alzheimer hastaligi, Huntington hastaligi ve Parkinson Hastaligi gibi norodejeneratif
hastaliklarin patolojileri genellikle spesifik ¢dziiniir proteinlerin yanlis katlanmalar
sonucu beynin belirli bolgelerinde ¢oziinmeyen ekstraselliiler agregatlar olusturarak
buradaki ndronlarin 6limiine yol agmasi ile karakterize edilmektedir. Bu protein
agregatlarinin birikerek hasar olusturdugu bolgeler, sebep olduklar1 hastaliklarin klinik
ozelliklerini de etkilemektedir. Bu durum Alzheimer hastaliginin biligsel bozukluklar
olustururken, Parkinson hastaliginin hareket bozukluklar1 olusturdugunu agiklamaktadir.
Coziinmeyen ekstraselliiler agregatlara, amiloid 1if adi verilmektedir. Amiloid Ilif
yapisiin gozlemlendigi bu hastaliklara ise amiloidozlar denilmektedir [8, 22]. Amiloid
lifler; B-tabaka yapisini yiiksek miktarda igeren, dallanmis ve oldukga iyi bir sekilde
diizenlenmis yapilardir. Genellikle 7 ila 10 nm arasinda degisen bir ¢apa sahip olan bu
yap1 bir¢ok protein i¢in alternatif bir katlanma konformasyonu olusturmaktadir. Bu yapiy1
olusturacak olan proteinler tam katlanmamis olarak salgilanmakta ve bir tane B tabaka
yapisinda ¢ekirdek i¢cermektedir. Bu proteinlerin B tabakalar1 ekstraselliiler bolgede bir
araya gelerek amiloid lif olusumunu tamamlamaktadir. Aromatik kalintilarin bulundugu

bu bdlgelerde ise yapi kararli olarak tanimlanmaktadir [22]. Yanlis katlanma sonucu



ortaya ¢ikan bir duruma 6rnek olarak Alzheimer hastaligi verilebilmektedir. Alzheimer
hastalig1, senil plaklar1 ve norofibril yumaklarinin beyinde intraselliiler ve ekstraselliiler
bolgelerde birikerek norodejenerasyon olusturmasi sonucu ortaya ¢ikan bir
norodejeneratif hastaliktir [23]. Senil plaklari; bir transmembran protein olan APP
fragmentlerinin bir araya gelerek birikmesi ile olusmaktadir. APP; néronlarin biiyiimesi,
hayatta kalmasi ve tamir edilebilmesi i¢in olduk¢a Onemli bir proteindir ve kaynak
acisindan oldukca zengindir. Ayrica APP; hiicre adezyonu, intraselliiler haberlesme,
hiicre zan ile g¢ekirdek arasindaki sinyallerin diizenlenmesi, norotrofik aktivite ve
noroproliferatif aktivite ilizerinde Onemli roller istlenmektedir. APP; biiyiik bir
ekstraselliiler amino-terminal alan ve kii¢iik bir intraselliiler sitoplazmik alan igeren
transmembran bir proteindir. APP’nin ekstraseliiler bolgede bulunan kismi N-terminal
bolgesi adin1 alirken daha kisa olan ve sitoplazmik bolgede buluna kismi C-terminal
bolgesi adin1 almaktadir. Proteinin ekstraselliiler bolgesinde amino-terminal alana yakin
sisteince zengin bir alt-alan, bunun hemen arkasinda da bir tanesi asidik olan iki tane daha
alt-alan bulunmaktadir. Biitiin bunlarin disinda proteinin ekstraselliiler bélgesinde ¢esitli
fonksiyonlara sahip bir¢ok alt-alan tanimlanmistir. APP’nin ndronlara 6zgii bir isoformu
hiicre zarinda bulunmaktadir ve burada bir reseptor gibi calismaktadir. Hiicre zarindaki
APP diger reseptorlerden farkli olarak proteolitik par¢calanmaya karsi1 duyarlidir. APP’nin
ekstraselliiler amino-terminal alanindan yaklagik 600 amino asitlik, gérece biiylik protein
fragmentleri salgilanmaktadir. Par¢alanmanin sekline bagli olarak AP gibi daha kiiciik

protein fragmentleri de ortaya ¢ikabilmektedir [24, 25].

APP’nin; amiloidojenik yol ve amiloidojenik olmayan yol olmak iizere iki tane
metabolizma yolu bulunmaktadir (Sekil 2.2). Amiloidojenik olmayan yolda APP, a-
sekretaz tarafindan metabolize edilerek zara bagli a-C terminal APP parcalari ortaya
cikarmaktadir. Boylece ¢6ziinebilir amiloid perkiirsor protein (sAPPa) adini alan bir form
salinarak hiicre zarin1 terk etmekte ve ardinda zar tizerinde 83 amino asitlik bir C-terminal
APP parcas1 birakmaktadir. sSAPPa’nin iiretimi hiicrenin elektriksel aktiviteye cevabin
ve asetilkolin reseptorlerinin aktivasyonunu arttirmaktadir. APP’nin amiloidojenik
metabolizma yolu amiloidojenik olmayan metabolzima yolu ile benzerlik gostermektedir.
Amiloidojenik yolda a-sekretaz yerine - ve y-sekretazlar gorev almaktadir. B-sekretaz,
APP’yi N- ve C-terminal bolgelerinden bolerek 99 aminoasitlik bir C-terminal APP
parcasi ortaya ¢ikartmaktadir. Daha sonra bu parg¢a y-sekretaz tarafindan ileri islemlerden

gecirilerek farkli sayilarda amino asit igeren AP formlarini olusturmaktadir. AB formlari



icerdigi amino asit sayisina gore AP40 veya AP42 gibi isimler almaktadirlar. Sonug
olarak olusan bu A pargalar1 beyinde birikim gostererek norotoksik etki yaratan AP
agregatlarin1 ortaya ¢ikartmaktadir [26]. Knowles ve ark. [27], amiloid lif olusumu;
igerisinde ayn1 anda birden ¢ok mikroskobik olay ger¢eklesen karmasik bir agregasyon
islemi oldugunu gostermistir. Ilk olarak kiigiik ¢oziinebilir agregatlar bir araya gelerek
¢ekirdek olusturmaktadir. Ardindan, monomer eklenmesi ile amiloid lif uzamakta ve yeni
¢Oziinebilir agregatlar daha once olusmus olan agregat yiizeyinin iistiine birikerek ikinci
bir ¢ekirdek olusumu gerceklestirmektedir. Son olarak ortamda bulunan lifler birbirinden
ayrilarak toplam lif sayis1 artmaktadir. Bu islem sonucunda, islemin gerceklestigi bolgeye

spesifik olan amiloidoz hastalig1 ortaya ¢ikmaktadir [28].

Amiloidojenik Amiloidojenik
Olmayan Metabolik Metabolik Yol

& Yol
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Sekil 2.2. APP’nin amiloidojenik olan ve amiloidojenik olmayan metabolik yollar

[26]

2.2.2. Beta Amiloid

AP monomerleri bir araya toplanarak farkli 6zelliklere sahip oligomerler ve amiloid
fibriller gibi farkli formlar olusturabilmektedir (Sekil2.3.). Bu formlar arasinda amiloid
fibriller; daha biiyiik olmasi, ¢6ziinemez 6zellikte olmasi ve amiloid plak olusturabilecek

olmasi ile oligomerlerden ayrilmaktadir [26].

AP’nin beyinde agirlikli olarak goézlenen formlar1 40 veya 42 amino asit igeren AB40 ve

AP42 formlaridir. Bu formlar arasinda AB42 formu AB40 formuna gore daha toksik ve



fibril olusturmaya yatkin olan formdur. Saglikli bir beyinde AB40:AB42 oran1 1:10’dur.
Alzheimer hastalifi gibi hastaliklarda ise bu oranin beyinde bozuldugu
gozlemlenmektedir. Ap monomerleri APP metabolizmasi sonucu olustuktan sonra
hiicrelerden, hiicreler arasi bosluga salgilanir. Daha sonra AB42 konsantrasyonuna ve
ortamdaki cevresel kosullara bagli olarak farkli norotoksisiteye sahip oligomerler
olusturacak sekilde bir araya gelmeye baglamaktadir. Olusan agregatlar arasinda
protofibriller olarak isimlendirilen formlar ¢6ziinebilir dzelliktedir. Buna karsin 56 kDa
molekiiler agirliga sahip AP dodecamer adin1 alan globiiler yapidaki form, néronlarin zar
biitiinliglinii bozarak norotoksik etki gostermektedir. Her A tiirii ndronlar iizerinde
farkli bir etki gostermektedir. AP formlart arasinda molekiiler agirlik azaldik¢a ndronlar

tizerindeki toksik etki de azalmaktadir [10].

AP’nin ndronlar lizerinde gosterdigi norodejenerasyon AP ve lipit zar arasindaki
dogrudan iliskiye bagli olabilmektedir. Amiloid peptitleri 6zellikle kolesterolce ve
sfingomiyelince zengin hiicre zarlari ile baglant1 kurmaktadir. Yapilan ¢alismalar zardaki
kolesterol miktarinin amiloid peptit birikimine ve morfolojisine etki edebilecegini
gostermistir. Temel olarak AP zar yiizeyinde B-yaprak yapisinda bulunmaktadir. Buna
karsin zardaki kolesterol artis1 AR’ nin zar yiizeyinde a-sarmal yapisina katilmasina sebep
olmaktadir. Bu durum AP agregati olusturmaya iten bir konformasyon degisikligi ortaya
cikartmaktadir. Yapilan calismalar; kolesteroliin amiloid peptit oligomerlerde ortamda
daha hizli fibril olusumuna sebep olan B-yaprak yapisini indiikledigini gostermistir [10].
Wong ve ark. [29] yaptiklari ¢aligmada lipit zar yilizeyinin negatif yiiklenmesinin Af
oligomerizasyonunu indiikledigini ortaya koymustur. Zar akigkanlig ve ¢ift tabaka yapisi
AP peptitin zara baglanmasini etkilemese bile kolesterol peptitin gecirgenlik aktivitesi
acisindan olduk¢a Onemlidir. Bu durum A oligomerlerin morfolojisini ve yapisini

etkilemektedir [29].
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Pike ve ark. [11] 1993 yilinda yaptiklar1 ¢alismada AP’nin agregat olusturmasinin
gosterdigi toksik etkiler ile bir iligkisi olabilecegini ortaya koymustur. Af’de
gozlemlenen konformasyonal degisiklikler A nin ¢ézlinmeyen agregatlar olusturmasina
ve biyolojik aktivitesinin degismesine sebep olmaktadir. Sonug¢ olarak AP birikimin
gozlemlendigi bolgedeki noronlarda dejenerasyon ortaya ¢ikmaktadir [11]. Daha sonra
yapilan caligmalar ile AP kaynakli ndrodejenerasyonun arkasinda yatan mekanizma
ortaya koyulmaya caligilmistir. Bu kapsamda Demuro ve ark. [30] 2005 yilinda AB
oligomerlerinin plazma ve intraseliiler membranlardaki kalsiyum bagimli kanallarin
bozulmasina yol agarak membran biitiinliigiinii bozabilecegini ortaya koymustur. Daha
sonra De Felice ve ark. ve Deshpande ve ark. [31, 32] tarafindan 2007 ve 2009 yilinda
yapilan caligmalar AP oligomerlerinin N-metil-D-aspartat reseptorlerine baglanarak
aktivite olusturuyor olabilecegini géstermistir. Buna karsin Li ve ark. [33] 2009 yilinda
AP kaynakli nérodejenerasyon mekanizmasinin glutamaterjik terminallerin uyarilarak
glutamat sentezinin artmasi ile ilgili olabilecegine dair bir ¢alisma yapmistir. Ayrica

Arispe ve ark. [34] 2007 yilinda AP birikimi sonucu ndéron mitokondrisinin hasar



alabilecegini ve kaspaz bagimli ve bagimsiz hiicre 6liim yollariin aktive olabilecegini ve

sonug olarak nérodejenerasyon ortaya ¢ikabilecegini gostermistir [12].

2.2.3. Oksidatif Stres

Oksidatif stres; saglikli bir dokudaki oksidan-antioksidan oranin bozulmasi ile dokuda
hasar olusmasi durumudur. Bu denge birgok sebepten Otiirii bozulabilmektedir [35].
Oksidatif stres, serbest radikallerin sinir hiicrelerine saldirmasina ve buna bagli olarak da
norodejenerasyona sebep olabilmektedir. ROS olarak isimlendirilen oksijen radikalleri,
beyine 0zgii bir takim metabolik olaylar sonucu ortaya ¢ikmaktadir ve beyinde oldukca
aktiftir. ROS ozellikle serbest radikallere hassas olan noéronlara ve glial hiicrelere

saldirarak oksidatif strese sebep olmaktadir [36].

Yaglanmanin 6nemli etkilerinden biri de metal metabolizmasinin bozulmasi sonucu
ortaya ¢ikan ndrodejenerasyondur. Alzheimer hastaligi bu durumun 6nemli 6rneklerinden
biridir. Yas ilerledikge; bakir, ¢inko ve demir gibi redoks metallerinin birikimi kan beyin
bariyerindeki konsantrasyonlarindan dolay:r artis gostermektedir. Opazo ve ark. [37],
Alzheimer hastalig1 sirasinda olusan AP agregatlarinin bakir, ¢inko ve demir gibi metal

iyonlarindan kaynaklandigi 6ne siirmektedir [38].

2.2.4. Beta Amiloid Agregatlardan Kaynakh Norodejenerasyonun Onemi

Moreno ve Romero’nun 2002 yilinda yaptigi ¢aligmaya goére [39], norodejeneratif
bozukluklarin artis1 insan dmriiniin uzamasina baglanabilmektedir. Ozellikle 55-75 yas
aralig1 grupta, norodejeneratif bozukluklarin goriillme olasiligi artmaktadir [40]. AB gibi
anormal protein depolanmalari, iginde Alzheimer hastaliginin da bulundugu yirmi besten
fazla norodejeneratif bozukluk sirasinda ortaya gikabilmektedir [39, 41]. Amiloidoza
sebep olabilecek yirmi sekizden fazla amiloid ¢esidi tanimlanmaktadir. Bu amiloid
cesitlerinin birgogu i¢in tipe 6zgii tedavi gesitleri tiretilmistir. Buna bagl olarak amiloid
tipini belirlemek oldukca dnemlidir. Amiloid varligini tespit etmek icin Kongo Kirmizisi

ile boyama yontemi veya elektron mikroskopisi kullanilabilmektedir [42].

AP bagimli nérodejenerasyonun anlagilabilmesi i¢in hayvan modelleri, in vitro modeller
ve klinik vakalar iizerinde bir¢ok calisma yapilmistir. Yapilan bir ¢alismadaki bulgular,
amiloid fibril olusumu sonucu ortaya ¢ikan amiloidozda makrofajlarin oldukga etkili
oldugunu gostermektedir. Pepsitatin ile muamele edildigi zaman makrofaj kiiltiirlerinde

amiloid birikimi artmaktadir. Boylece amiloid agregati birikimi sonucu olusan hasari



gostermek adina basarili bir model kurulmustur [43]. Bunun diginda, dogrudan Alzheimer
hastaliginin patolojisinin ¢aligilabilmesi adina da modeller olusturulmustur. Yapilan
caligmalara gore, ndronlar; fare, si¢can veya insan gibi farkli canlilardan belirli kosullar
altinda izole edilebilmekte ve izole edilen bu hiicreler iizerinde boyamalar ve
isaretlemeler ile yapilan analizlerden madde denemelerine kadar bircok islem
gerceklestirilebilmektedir [44, 45]. Ayrica, klinik g¢alismalardan Onceki asamalari
tamamlayabilmek ve gelecekte ilag olarak kullanilabilecek maddelerin 6n taramalarini
yapabilmek adina SH-SYS5Y hiicre hatt1 veya primer néron kiiltiirii ile olusturulan A

kaynakl1 nérodejenerasyon modelleri de kullanilmaktadir [46].

2.3. E Vitamini

Yirminci yiizyihn ilk yarisinda yaptiklari ¢alismalar ile Evans ve ark. [13, 14], E
vitaminini kesfetmis, izole etmis ve bu maddenin viicut i¢in esansiyel bir mikroniitrient
oldugunu gostermistir. Daha sonra bu vitaminin insan viicudunda 6nemli bir antioksidan
oldugu fark edilmis ve konuyla ilgili birgok ¢aligma ortaya konulmustur. E vitamininin,
yaslanmaya bagli ve yaygin kronik hastaliklar sonucu olusan oksidatif stres iizerinde
koruyucu ve iyilestirici bir etkisi bulunmaktadir. Ayn1 zamanda E vitamini, antioksidan
ozelliginin disinda; gen ifadesi, belirli sinyal yolaklar1 ve hiicre ¢ogalmas1 gibi bir¢ok
spesifik biyolojik fonksiyonun isleyisi iizerinde de etkilidir. Biitiin bunlara ragmen
giiniimiizde hala E vitamininin fizyolojik rolii tam olarak anlasilamamistir ve insan
sagligr tizerindeki etkilerinin tam olarak belirlenebilmesi i¢in ¢alismalar devam

etmektedir [47].
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Sekil 2.4. E vitamininin yapisal 6zellikleri [48]

E vitamini ismi, bitkiler tarafindan iretilen, yagda ¢oziinebilen ve antioksidan etki

gosteren sekiz farkli maddeye verilen genel bir isimdir. Bu maddeler tokol adim



almaktadir. E vitaminleri molekiiler olarak; metil gruplari bulunduran bir tane kromanol
halka tizerinde, C2 pozisyonundan ¢ikan bir yan karbon zinciri igeren bir yapi
gostermektedir. Sekil 2.4°te de gosterildigi gibi tokoller dogada, tokoferol ve tokotrienol
olmak iizere iki farkl gesitte bulunmakta ve Trimetil (a-), dimetil (B- veya y-), monometil
(6-) olmak iizere dorderli gruplar igerisinde incelenmektedir. Kromanol halkadaki metil
grubunun sayisi gruplar arasinda fark gostermektedir. “a” grubu tokoller {i¢ tane metil
grubu “B ve y” grubu tokoller iki tane metil grubu ve “8” grubu tokoller bir tane metil
grubu igermektedirler. Tokoferoller ve tokotrienoller yapisal agidan birbirleri arasinda
farklilik gostermektedirler. Hem tokoferoller hem de tokotrienoller ayni yapida bir
kroman halkaya sahip olmasina karsin kroman halkadan ¢ikan yan zincir agisindan fark
gostermektedir. Kroman halka tokoliin a- , B- , y, veya 6- grubunu belirlerken kroman
halkadan ¢ikan karbon zinciri tokoliin tokoferol mii yoksa tokotrienol mii oldugunu
belirlemektedir. Tokoferollerde fitil zinciri ad1 verilen hig ¢ift bag icermeyen doymamis
bir yan zincire sahipken tokotrienollerin bu yan zinciri ii¢ tane ¢ift bag igeren doymus bir

zincirdir ve isoprenoid zincir olarak isimlendirilmektedir [47, 48].

E vitamininin insan viicudu iizerindeki temel rolii hala kesfedilme asamasindadir. Buna
ragmen E vitaminin yagda c¢oziinebilen bir antioksidan olmasi ve insan iizerindeki
roliiniin de bu &zelligi ile baglantili olmasi durumunu Buetnerr [49] in vitro ortamda
yaptigi ¢aligma ile gostermistir [50]. E vitamini, sistin yoklugundan veya glutamattan
kaynaklanan hiicre 6liimleri gibi bir¢ok tip hiicre 6liimiine engel olan bir antioksidan ve
serbest radikal toplayicisidir [51, 52]. E vitaminin bu fonksiyonlari onu hiicre zarinda
bulunan ve sinyal molekiilii olarak goérev yapan doymamis yag asitlerinin zardaki
biitiinliiglinii korumak ve onlarin biyolojik aktivitesini korumak agisindan O6nemli

kilmaktadir [50].

2.3.1 Tokoferoller ve Tokotrienoller

Beslenme i¢in esansiyel bir eleman olan E vitamini yalnizca fotosentetik organizmalar
tarafindan iiretilmektedir. Tokoferoller, bir kromonal halka ve 15 karbonluk bir kuyruk
boliimii iceren E vitamini formudur. Tokotrienoller ise hidrokarbon zincirlerinde 3 tane
trans-cift bag bulundurmasi ile tokoferollerden yapisal olarak ayrilmaktadir. Tokotrienol
formu E vitaminin primer formudur ve temel olarak tarimsal agidan 6énemli olan piring,
bugday ve arpa gibi ¢ogu tek cenekli bitkinin tohum endosperminde bulunmaktadir. Bu

form ayrica tiitiin bitkisi gibi belli basli tek ¢enekli bitkilerde de gézlenebilmektedir. Bu



molekiiller bitkinin vejetatif dokusunda ise nadir olarak bulunmaktadir. Palmiye
meyvesinden elde edilmis ham palm yaginda basta A-T3 ve y-tokotrienol olmak {izere
onemli miktarda tokotrienol bulunmaktadir. Buna karsilik, tokoferol ise E vitamininin

bitkilerin hemen hemen her dokusunda bulunabilen 6zel bir formudur [53].

Tiim tokoferol ve tokotrienol formlar1 (a-, B-, y-, ve 6-) besinlerde bulunmaktadir buna
karsin insandaki E vitamini ihtiyacin1 karsilamakta olan asil form A-T’dir. Ayrica A-T
insan viicudundaki E vitamininin de ana formudur. Biitiin bu sebeplerden dolay1 en ¢ok
calisilan E vitamini g¢esidi de A-T’dir. Bu form lipoproteinlerde ve hiicre zarinda lipit
peroksidasyonunu sinirlayan ve zar biitiinliigiinii koruyan bir antioksidan olarak goérev
yapmaktadir [54]. A-T’nin lipit peroksidasyonunu ve dolayisiyla arteriyel hasari
onlemesindeki basarisi sayesinde aterosklerozu da azaltabilmektedir [55]. Buna karsin
yapilan calismalar tokotrieneollerin insan viicudunda tokoferollerden farkli saglik
etkilerinin oldugunu ve tokoferollerden daha iyi bir antioksidan olabilecekleri
gostermistir [56, 57]. Tokotrienoller, hiicre zarindaki yiiksek antioksidan 6zelliklerinin
yant sira tokoferollerde bulunmayan kanser onleyici, sinir koruyucu ve kolesterol
diistiriicti 6zelliklere de sahiptir [58]. Tokotrienollerin memeli hiicrelerinde gbzlenen bu
antioksidan Ozellik digindaki &zellikleri; mevalonat-kolesterol biyosentezi yolagini
etkilemesi ile agiklanabildigi gibi gen ifadesi ve sinyal iletimi tizerindeki etkileri ile de
aciklanabilmektedir [53].

2.3.2. E Vitamininin Norodejenerasyona ve Oksidatif Strese Kars1 Etkileri

Literatiirde, E vitamininin oksidatif strese karsi gosterdigi iyilestirici ve koruyucu
etkilerini arastiran ¢alismalarin yani sira bu vitaminin nérodejenerasyon ve kanser gibi
durumlara kars1 da etkilerini inceleyen ¢aligsmalara rastlanmaktadir. Ayrica E vitamininin;
sinir sistemi, dolagim sistemi ve immiin sistem gibi fizyolojik sistemler {izerindeki etkileri

bir¢ok ¢alismada arastirilmistir.

Yagda c¢oziinen bir vitamin olan E vitamini viicutta en Onemli zincir kirici
antioksidanlardan birisidir ve hiicre zarini radikal elementlerin saldirilar1 sonucu olusacak
olan lipid peroksidasyonuna karsi korumaktadir [59]. Domuzdan elde edilmis olan adipoz
kokenli kok hiicreler ile yapilan bir ¢aligmada H202 kaynakli oksidatif stres lizerinde E
vitamini tedavisinin etkileri incelenmistir. Calismada 3-4 aylik saglikli domuzlardan izole

edilen adipoz kokenli kok hiicreler iizerine E vitamini uygulanmis ve hiicreler H20; ile



muamele edilerek oksidatif strese sokulmustur. E vitamini ile muamele edilen gruplarin
hiicre canliligt Trypan Blue boyamasiyla, sitotoksisitesi ise lakat dehidrogenaz
salinimimin Olc¢lilmesi araciligiyla E vitamini uygulamasi yapilmayan grup ile
karsilastirilmistir. Sonug olarak E vitamininin H2O2 kaynakl1 oksidatif strese kas1 adipoz

kokenli yag hiicrelerini in vitro ortamda korudugu gosterilmistir [60].

Lipid peroksidasyonuna kars: hiicreleri koruma goérevinin diginda E vitamini norolojik
sagligin korunabilmesi agisinda kritik bir rol oynamaktadir. E vitaminin beyindeki
biyolojik yar1 6mrii uzundur ve beynin farkli bolgelerinde E vitamini konsantrasyonlari
oldukca degiskendir. E vitamini tiim diger sistemleri korudugu gibi merkezi sinir
sistemini de oksidatif strese ve dolayisiyla nérodejenerasyona karst korumaktadir [16].
Yapilan bir ¢alismada; AP(1-42) kaynakli norodejenerasyon, protein oksidasyonu ve
ROS olusumuna kars1 E vitamininin in vitro ortamda koruyucu etkileri arastirilmistir. Bu
dogrultuda primer hipokampal si¢an kiiltiirii ile bir model olusturulmus ve amiloid fibril
formasyonunu incelemek adina elektron mikroskopisi kullanilmistir. Sonug olarak E
vitamininin AB(1-42) kaynakli noérodejenerasyonu engelledigi gozlemlenmistir. E
vitamini, AB(1-42) kaynakli protein oksidasyonuna ve ROS birikimini 6nleyerek hiicre
Olimiinii engellemektedir [61]. SH-SY5Y hiicre hatt1 ile kiiltiir ortaminda yapilan bir
bagka caligmada ise, yapilan dl¢iimler E vitamininin tim tokoferol formlarinin - ve y-
sekretaz proteinlerinin ifadesini arttirarak AP olusumu arttirdigini ve AP yikimini
azalttigin1 gostermistir. Bu ¢alismada SH-SYSY hiicre hatt1 ile bir AP birikimi modeli
kurulmustur. Ardindan hiicreler tokoferoller ile muamele edilmistir. Kurulan deney
diizeneginden toplam protein miktar1 - ve y-sekretaz enzimlerinin aktivasyon miktari ve
hiicre canlilig1 verileri ¢esitli yontemler ile toplanmistir. Sonu¢ olarak E vitamininin
yararli ozelliklerinin disinda beyindeki AP miktarini yiikseltebilecek potansiyeli de
oldugu ortaya konulmustur. Ayrica farkli tokoferol formlarinin AP olusum seviyelerini
farkli etkiledigi incelenmis bu formlarin arasinda a-tokoferouliin en az amiloidojenik
etkiye sahip oldugu sonucuna varilmistir [62]. Buna karsin bir diger ¢alismada ise SH-
SYS5Y hiicre hatt1 ile kurulan bir modelde A-T’nin AP toksisitesi lizerindeki koruyucu
etkileri ortaya konulmustur. Bu ¢alismada SH-SY5Y ndroblastom hiicreleri AB(1-42) ile
muamele edilerek olusturulan hasara karsi A-T’ nin koruyucu etkisi incelenmistir. Daha
onceden A-T ile muamele edilen gruplarda 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide (MTT) analizi sonucu daha diisiik sitotoksisiteye rastlanmistir.

Ayrica bu calisma ile A-T’nin oksidatif stresi ve nitrik oksit seviyelerini azalttid



immiinositokimyasal yontemler ile ortaya konulmustur. E vitamininin insan viicudunda
gozlenen en yaygin formu olan A-T, APP’nin amiloidojenik olmayan yolaginda etkili
olan; APP ve ADAM metallopeptidase domain 17 (ADAML17) genlerinin ifadesini
arttirmaktadir.  ADAMI17 geni APP’nin ¢oziinebilir bir peptit olan sAPPa’ya
parcalanmasini saglayan o-sekretazi kodlamaktadir. Boylece A-T, AP toksisitesini
engellemekte ve APP’nin zararsiz bir sekilde metabolize olabilmesini saglamaktadir [63].
E vitaminin Alzheimer hastaligina karsi etkilerini test eden bir klinik calisma ise E
vitaminini memantin isimli bir demans ilaci ile karsilastirmistir. Bu ¢alismada 613 hasta
iceren, randomize edilmis ve plasebo kontrol grubu igeren bir klinik metod kullanilmstir.
Calismada, olusturulan gruplara belirlenen miktarlarda A-T, memantin, memantin ile A-
T kombinasyonu ve plasebo uygulamasi yapilmistir. Daha sonra biligsel, ndropsikiyatrik
ve bakim miktar1 6l¢limleri ile elde edilen sonuclar analiz edilerek yorumlanmaistir. Sonug
olarak A-T ile tedavi goren gruplarin Alzheimer hastaliginin yavaslamasini ve hasta
kisilerin bakim ihtiyaglarinin azalmasini saglamistir. Ayrica A-T’nin belirlenen miktarda
tek basma kullanimi, hem memantinin tek basina kullanimindan hem de A-T ile
memantinin bir arada kullanimindan daha etkili olmustur [17]. Sonu¢ olarak E
vitamininin formlarmin Alzheimer hastaligi gibi AP kaynakli noérodejeneratif
hastaliklarin hem tedavisine yardimci olan hem de bu hastaliklardan viicudun
korunmasimi saglayan bir ajan olarak kullanilabilecegi bircok c¢alisma ile ortaya

konulmaktadir.

2.4. Primer Noron Kiiltiiri ve Kullanim Alanlari

Gectigimiz ylizyll boyunca ndrobilimciler ve biyologlar sinir sistemini daha iyi
anlayabilmek adina sinir hiicreleri igin in vitro kiiltiir modelleri gelistirmislerdir. Bu
modellerden birisi de primer noron kiiltiirii modelidir. Deney hayvanlarindan dogrudan
aliman hiicrelerden elde edilen kiiltiirler “primer kiiltiir” adini almaktadir. Deney
hayvanlarindan elde edilen noronlar ile olusturulan kiiltiire ise “primer néron kiiltiiri”
denmektedir. Primer ndron kiiltiirii timor hiicrelerinden elde edilmemesinden ve in vivo
ortamdaki noron hiicrelerinin 6zelliklerini daha iyi yansitmasindan dolay: sekonder hiicre
hatlarina oranla daha ¢ok tercih edilebilir bir model olusturmaktadir. Ozellikle primer
noron kiltlirlerinde hiicrelerin dmrii sinirhidir ve deney i¢in kullanilacak hiicre sayisi
hiicre hatlarina gore daha azdir. Sonug olarak primer noéron kiiltiirii yapilacagi zaman;

kiiltiiri yapilacak olan hiicre tipini i¢ceren doku kaynagi elde edilmeli, homojen bir hale



getirilecek olan hiicrelere uygun besi yeri segilmeli, steril kosullar saglanmali ve ndronlar

astrositler ile oligodendrositlerden ayrilarak karakterize edilmelidir [64, 65].

2.5. Tez Calismasinin Amaci

Noronlarda APP’nin rutin metabolizmasinin bozulmasi ile AP plaklar1 adi verilen
parcaciklar ortaya ¢ikmaktadir. Beyinde B-sekretaz enziminin aktivitesi sonucu APP
metabolizmas1 sekteye ugramaktadir ve AP pargaciklar1 birikerek AP plaklar
olusmaktadir. Birikimin gozlendigi bolgede oksidatif stres olusmaktadir. Biitiin bunlar
noronlarin; hiicre zarlarinda pargalanmalara, mitokondri metabolizmalarinda
bozulmalara, genetik materyallerinde bir takim hasarlara ve hiicre dongiisii ile protein
formasyonlarinda kotii yonde degisimlere sebep olarak ndronlarda hiicre hasari
olusturmaktadir. Sonug olarak beyinde nérodejenerasyon ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum
beynin motor ve biligsel fonksiyonlarinda gerileme gézlenmesine sebep olmaktadir [66,

67].

Yapilan bir¢ok ¢aligma E vitamini gibi antioksidan etki gosteren vitaminlerin beyindeki
AP plak olusumu riskini azaltiyor olabilecegini gdstermistir. E vitamininin A-T formu
insan viicudundaki temel E vitamini formudur [54]. Yapilan baska bir ¢alismada ise
tokotirenollerin antioksidan aktivitesinin tokoferollere oranla daha fazla oldugunu
belirtmektedir [53]. Ayrica yapilan ¢alismalar E vitamininin farkli formlarimin

norodejeneratif hastaliklar tizerindeki etkili olabilecegini ortaya koymaktadir [51].

E vitamininin en aktif formu olan A-T ve bir diger 6nemli E vitamini formu olan A-T3’{in
beyinde gerceklesen AP birikimi lizerindeki etkileri literatiirde karsilsatirilmamistir. Bu
caligma kapsaminda iki boyutlu in vitro AB birikimi kaynakli nérodejenerasyon modeli

tizerinde E vitamininin A-T ve A-T3 formlarinin koruyucu etkisi incelenmistir.



3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Primer Noron Kiiltiiriiniin Olusturulmasi

3.1.1. Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi ve Cerrahi Yontem ile Embriyolarin Elde

Edilmesi

Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun aldig1 52338575-68
say1l1 etik kurul kararini takiben yedi adet (alt1 adet disi, bir adet erkek) Rattus norvegicus

tiiri Wistar Albino 1rki si¢anlarin 17-18 giinliik embriyolar1 ¢alisma i¢in kullanilmistir.

Primer néron kiiltiiriinde kullanmak tizere embriyolar alt1 disi siganin bir erkek sican ile
ciftlestirilmesi ile elde edilmistir. Disi sicanlar ¢iftlesmek tizere erkek sicanlar ile en fazla
bir hafta bir arada birakilmistir. Gebelik zamaninin tam tayini i¢in vajinal plak gézlemi
ve vajinal yayma preperati ile sperm gozlemi yapilmistir (Sekil 3.1). Vajinal yayma
preperati, salin soliisyonu ile 1slatilmis pamuklu ¢ubuk yardimi ile alinan 6rneklerin lam
tizerinde metilen mavisi (CAS Number: 28983-56-4, SigmaAldrich, Almanya) ile
boyanmasiyla hazirlanmistir. Vajinal plak olusumu veya vajinada sperm goézlenen
sicanlarin gebeligin sifirinci giiniinde oldugu kabul edilmistir (Sekil 3.2.). Si¢anlara gebe
olduklart siire boyunca giinliik bakim ve kontroller uygulanmistir. 17. ve 18. giinlerde
gebe sicanlar alinan etik kurul iznine uygun olarak servikal dislokasyon ile Gtenazi
uygulanmistir. Ardindan sterilizasyonun saglanmasi i¢in sakrifiye edilen siganlara

%70’1ik alkol soliisyonu ile muamele edilmistir.

Cerrahi yontem ile gebe si¢anlardan izole edilen embriyolar buzda bekletilmis transfer
soliisyonu igceren 100 mm c¢apindaki cam petrilere aktarilmistir. Metabolizmalarini
yavaglatarak hiicreleri canli tutabilmek adina embriyolar {izerindeki tiim cerrahi
yontemler buz soguklugundaki (0°C) transfer soliisyonu igerisinde gergeklestirilmistir.
Embriyolarin beyinleri diseksiyon mikroskobu altinda izole edilmistir ve izole edilen
beyinlerin korteks bolgeleri ayrilmistir. Beyin korteksleri beyin zarlarindan ayrilarak buz
soguklugunda transfer soliisyonu igeren bir baska petri kabina aktarilmistir. Aktarilan
petride steril bistiiri yardimi ile kortekslerin mekanik parcalanmasi gergeklestirilmistir.
Daha sonra korteks parcalari igerisinde 10 ml transfer soliisyonu bulunan 15 ml’lik

tiiplere aktarilmstir.



Sekil 3.1. Gebeliginin 0. giiniinde vajinal plak olusumunun gézlemlenmesi. Vajinal

plak daire (o) igerisinde gosterilmistir.

Sekil 3.2. Metil Mavisi ile vajinada sperm tespiti. Vajinada gozlemlenen spermlerin

kamgilari ok (1) isareti ile isaretlenmistir. (Biiyiitme: 20X)
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Sekil 3.3. Cerrahi yontem asamalari. 1: Sakrifikasyon, 2,3: Cerrahi miidahale ile

embriyolarin alinmasi, 4: Embriyolarin transfer soliisyonu ile yikanmasi, 5,6,7:
Embriyolarin, embriyonik keseden ayrilmasi ve transfer soliisyonu ile yikanmasi, 8:

Embriyolardan beynin korteks bolgesinin izolasyonu, 9: izole edilmis korteksler

3.1.2. Petrilerin Poly-D-Lizin ile Kaplanmasi

96 kuyulu plastik kiiltiir kaplari; izole edilmis hiicrelerin tutunmasina, biiyiimesine ve
morfolojik olarak uygun hale gelmesine yardimei olmasi i¢in Poly-D-Lizin (PDL) (Cat
Number: A3890401, Thermo Fisher Scientific, ABD) soliisyonu ile kaplanmistir. PDL
stok soliisyonu 1 ml steril distile suda 50 pg PDL olacak sekilde hazirlanmistir.
Hazirlanan stok soliisyon kullanilacagi zamana kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.
Kiiltiir kabmin kullanilacak olan her goziine 50 pul koyulmus ve kiiltiir kaplar bir saat oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Ardindan PDL soliisyonu pipet yardimi ile gozlerden
uzaklastirilarak soliisyonun hiicrelere toksik etki gostermemesi i¢in gozler ticer kere 100
ul steril distile su ile yikanmistir. 1ki saat boyunca kiiltiir kaplar1 agz1 agik sekilde

kurutulduktan sonra kaplar hiicre ekimi igin hazir hale getirilmistir.



3.1.3. Primer Noron Kiiltiirii Sirasinda Gerekli Soliisyonlarin Hazirlanmasi

3.1.3.1 Transfer Soliisyonunun Hazirlanmasi

Cerrahi yontem ile elde edilen embriyolarin, korteks izolasyonu islemlerinin sonuna
kadar muhafaza edilebilmesi i¢in islemlere baglamadan dnce transfer soliisyonu asagidaki

protokole gore hazirlanmistir.

1- 100 ml Phosphate buffered saline (PBS) (P4417-50TAB, SigmaAldrich, Almanya),
1,5 g sikroz ve 0,6 g D-glikoz ile karistirmistir. Siikrozun soliisyondaki son
konsantrasyonu 43.8 mM, D-glikozun soliisyondaki son konsantrasyonu ise 33,3 mM

olarak hesaplanmustir.
2- Olusan karisim 0,22 pum filtreden gecirilmistir.

3-Olusan soliisyon ¢alisma anina kadar 2-8°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.3.2. Stok Norobazal Besiyeri ve Ekim Norobazal Besiyerinin Hazilanmasi

%2 B-27™ Supplement (50X) (Cat Number: A3582801, Thermo Fisher Scientific,
ABD), %1 200 mM’lik L-glutamin (CAS Number: 56-85-9, SigmaAldrich, Almanya),
%0,02 Amphotericin B (CAS Number: 1397-89-3, SigmaAldrich, Almanya) ve %1 100x
Penisilin / Streptomisin (CAS Number: 3810-74-0 SigmaAldrich, Almanya) iceren
Norobazal Besiyeri (NBM) (Cat Number: 21103049, Thermo Fisher Scientific, ABD)

hazirlanmstir.

Hazirlanan NBM kullanilarak %0,07 10 mM’lik B-merkaptoetanol (Cat Number:
31350010, Thermo Fisher Scientific, ABD) stok soliisyonu, % 0,1 25 mM’lik glutamat
(CAS: Number: 56-86-0) stok soliisyonu igeren Ekim No6robazal Besiyeri (E-NBM)

hazirlanmistir.

3.1.3.3. Sitozin p-D-arabinofuranosit Besiyerinin Hazirlanmasi

NBM kullanilarak, 25 uM 10 mM’lik Sitozin B-D-arabinofuranosit (AraC) (CAS
Number: 147-94-4, SigmaAldrich, Almanya) stok soliisyonu igeren AraC besiyeri néron

hiicrelerinin saf bir sekilde izole edilebilmesi amaciyla hazirlanmistir.



3.1.3.4. Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 Besiyerinin

Hazirlanmasi

%10 Fetal Bovine Serumu (Cat Number S1810-500, Biowest, ABD) ve %1 100x
Penisilin / Streptomisin igeren Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-
12 (DMEM-F12) (Cat Number: L0092-500, Biowest, ABD) besiyeri Tripsin (CAS
Number: 9002-07-7, SigmaAldrich, Almanya) inaktivasyonu amactyla kullanilmak tizere

hazirlanmustir.

3.1.4. Primer Kortikal Noron Izolasyonu ve Kiiltiirii

Bu asamada tiim islemler biyolojik gilivenlik seviyesi iki olan steril bir laboratuvarda,

calisma kabini igerisinde gergeklestirilmistir.

Icerisinde korteks parcalar1 bulunan 15 ml’lik tiipler 1000 rpm’de bir dakika santrifiij
edilerek yikama islemine tabi tutulmustur. Yikama isleminden sonra siipernatan ayrilmis
ve dipte kalan kisim 15 ml transfer soliisyonu ile ikiser kere yikanmistir. Daha sonra
peletin istiinde kalan kisim ayrilarak tiiplere 0,5’er ml 6nceden 37°C’ye 1sitilmig 1X
Tripsin koyulmustur. Tripsin’in stii transfer soliisyonu ile 5 ml’ye tamamlanmustir.
Tiiplerin agizlar1 parafilm ile kaplanarak 37°C’lik sicak su banyosunda 15 dakika
boyunca inkiibe edilmistir. Boylece dokudaki protein baglarinin pargalanmasi
saglanmistir. Inkiibasyonun sonunda tiipler %70 etanol ile dezenfekte edilmistir. Tiipler
icerilerindeki Tripsin’in inhibe edilmesi i¢in 10’ar ml DMEM-F12 besiyeri ile ikiser kere
yikanmistir. Ardindan elde edilen siipernatan ayrilmis ve kalan peletlerin {istline 5’er ml
E-NBM koyulmustur. Korteks pargalarinin, 10ml’lik pipet yardimi ile 3-5 defa pipetaj
yapilarak besi yeri igerisinde mekanik olarak pargalanmasi saglanmistir. Ardindan cam
pastor pipeti yardimi ile 3-5 defa pipetaj yapilarak tiim dokularin pargalanmasi ve
hiicrelerin besiyeri igerisinde homojen olarak dagilmasi saglanmustir. Olii hiicrelerin ve
doku parcalarinin 15 ml’lik tiip icerisinde ¢Okmesi beklenmistir. Cokme islemi
gerceklestikten sonra siipernatan ayrilmistir. Ayrilan siipernatanin istiine 10-12 ml E-
NBM eklenmis ve hiicre sayimi islemine gegilmistir. Hiicre sayimi Tripan mavisi
boyamasi ile hemositometre tipi lamel kullanilarak gerceklestirilmistir. Onceden PDL ile
kaplanmis olan 96 kuyulu kiiltiir kaplarin PDL kapli olan gézlerine 10* hiicre/kuyucuk
olacak sekilde hiicre ekimi yapilmistir. 3 giin boyunca hiicreler 37°C, %5 CO- kosullarini

saglayan etiiv igerisinde inkiibe edilmistir. 3. giinde her g6z AraC besiyeri ile yar1 yariya



besiyeri degisikligine tabi tutulmustur. 4. glinde her gozde besi yerleri %90 oranla NBM
ile degistirilmistir. Daha sonra her 3-4 giinde bir NBM ile besi yeri degisimi yapilmustir.
Noronlarin olgun hale gelebilmesi i¢in diizenli besi yeri degisimleri ile noronlar 10-11.

giine kadar inkiibe edilmistir.

3.2. Elde Edilen Primer Noronlarin Karakterizasyonunun Yapilmasi

Primer kiiltiir ile elde edilmis ndronlarin karakterizasyonunu saglayabilmek icin
ndronlarm hiicre iskeletinde bulunan Mikrotiibiil Iliskili Protein-2’yi (MAP2) hedefleyen
Anti-MAP2  antikoru  (ab11268, Abcam, Birlesik  Krallik)  kullanilarak
immiinositokimyasal boyama gerceklestirilmistir. Noronlar olgun hale geldikten sonra
besiyeri ortamdan uzaklagtirilmistir. PBS ile yikama yapildiktan sonra hiicreler; -20°C
sicakliktaki methanol ile oda sicakliginda 5 dakika boyunca fikse edilmistir. Ardindan
%0,1 Triton X-100 (CAS Number: 9002-93-1, SigmaAldrich Almanya) ile 3 dakika
boyunca oda sicakliginda hiicrelerin gecirgenligi saglanmistir. Sekonder antikorun
serumunu igeren soliisyon ile bloklama saglandiktan sonra hiicreler, primer antikorun
hedefe baglanabilecegi en diisiik konsantrasyonun belirlenebilmesi igin primer antikorun
1:2000 dilisyonu ile gece boyunca 4°C’de inkiibe edilmistir. Primer antikor ile
inkiibasyondan sonra “Goat Anti-Mouse 1gG Texas Red (TR, sc-2781, Santa Cruz,
ABD)” ve “goat anti-mouse IgG - Floresan izotiyosiyanat (FITC, sc-2010 Santa Cruz,
ABD)” sekonder antikorlari ile 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibasyon yapilmistir.

Cekirdek boyamasi ise 4',6-diamidino-2-phenylindol (DAPI) kullanilarak yapilmistir.

3.3. Beta Amiloid Kaynaklhh Noérodejenerasyon Modeli ve Deney Gruplarinin

Olusturulmasi

Primer kiiltir ile elde edilmis néronlar olgun hale geldikten sonra AP kaynakli
norodejenerasyon modeli olusturabilmek adina hiicrelere her gozde 2 uM
konsantrasyonda olacak sekilde 24 saat boyunca AP uygulamasi yapilmistir. E
vitamininin farkli formlariin koruyucu etkilerinin arastirilmasi i¢in ise AP uygulamasi
yapilmadan once 48 ve 72 saatlik siireler boyunca noronlar 100 uM A-T ve ile muamele
edilmis, AP uygulamasi E vitamini tiirevlerinin uygulamasinin son 24 saatlik periyodunda
gerceklestirilmistir (Sekil 3.4.). Ayrica A-T ve A-T3’lin farkli konsantrasyonlarinin ve
¢oziicli olarak kullanilan dimetil siilfoksitin (DMSO) noronlar iizerinde toksik bir etki
yaratip yaratmadigini gdzlemlemek icin 24 saat boyunca 50 uM 100 uM ve 200 uM A-T
ve SuM, 10puM ve 20uM A-T3 ile muamele edilmistir (Cizelge 3.1.).
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Sekil 3.4. 48 ve 72 saat gruplarinin A-T, A-T3 ve AP uygulamalarinin yapilma sirast
Cizelge 3.1. Deney gruplarinin 6zetlenmesi
Grubun Grubun Grubun Uygulama Siiresi
Ad icerigi
Grup | Kontrol 24 saat boyunca | 48 saat boyunca | 72 saat boyunca normal
normal  besi yeri | normal besi yeri | besi yeri uygulamasi
uygulamasi uygulamasi
Grup Il Sadece AP | 24 saat boyunca AP | 48 saat boyunca AP | 72 saat boyunca AP
iceren besi | iceren  besi  yeri | iceren  besi  yeri | igeren besi yeri
yeri uygulamasi uygulamasi uygulamasi
Grup HI Sadece A- | 24 saat boyunca A-T | 48 saat boyunca A-T | 72 saat boyunca A-T
T igeren | iceren besi  yeri | iceren besi yeri | iceren besi yeri
besi yeri uygulamasi uygulamasi uygulamasi
Grup IV Sadece A- | 24 saatboyunca A-T3 | 48 saat boyunca A- | 72 saat boyunca A-T3
T3 igeren | igeren  besi  yeri | T3 igeren besi yeri | iceren besi yeri
besi yeri uygulamasi uygulamasi uygulamast
Grup V AP ve A-T | - A-T uygulamasiin | A-T uygulamasinin 48.
iceren besi 24. saatinde AP | saatinde AP uygulamasi
yeri uygulamasi
Grup VI A ve A-| - A-T3 uygulamasinin | A-T3 uygulamasinin 48.
T3 igeren 24. saatinde AP | saatinde AP uygulamasi
besi yeri uygulamasi
Grup VI DMSO 24 saat boyunca | - -
iceren besi | DMSO igeren besi
yeri yeri uygulamasi




3.4. Deney Gruplari Uzerinde Yapilan Analizler

3.4.1. Hiicre Canhhgmin 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium

bromide ve Notral Kirnizi Analizleri ile Ol¢iilmesi

MTT testi, standartlagtirilmis bir kalorimetrik hiicre canlilig1 testidir. Canli hiicrelerin
stiksinat dehidrojenaz enzimi aktivitesi ile MTT formazan kristallerini olusturma

kabiliyetini belirleyerek canli hiicre sayisini yansitmaktadir [68].

MTT analizinin uygulanabilmesi i¢in 96 kuyulu kiiltiir kab1 igerisindeki hiicrelerin
tistiine %10 MTT soliisyonu (CAS Number: 298-93-1, SigmaAldrich, Almanya) i¢eren
serumsuz besiyeri eklenerek hiicreler 4 saat boyunca 37°C, %5 CO- inkiibe edilmistir.
Daha sonra MTT soliisyonu uzaklastirilarak isopropanol eklenmis ve orneklerin 570
nm’de ELISA okuyucu (uQuantTM, BiotekW Instruments Inc, ABD) cihazinda
absorbans degerleri okunmustur. Hiicre canliliklarinin orani deney gruplarinin pozitif

kontrole gore yilizdeleri hesaplanarak elde edilmistir.

Notral Kirmizi analizi canli hiicrelerin lizozomlarina supravital bir madde olan Nétral
Kirmizi boyasim1 dahil etme ve baglama yetenegini Olgen bir analizdir. Birgok
biyomedikal uygulama alaninda kullanilan bu sitotoksisite testi hiicre kiiltiirtindeki canli

hiicre sayisini ve sitotoksisite miktarini kantatif olarak analiz edebilmeyi saglamaktadir
[69].

Notral Kirmizi analizi i¢in ise hiicreler lizerinde bulunan NBM besiyerleri uzaklastirilmis
ve hiicreler PBS ile yikanmustir. Hiicrelerin Gstiine %10 Nétral Kirmizi (CAS Number:
553-24-2, SigmaAldrich, Almanya) igeren serumsuz besi yeri, 37°C sicaklikta 3 saat
boyunca uygulanmustir. inkiibasyondan sonra Notral Kirmizi besiyeri uzaklastirilmis ve
hiicreler PBS ile yikanmistir. Daha sonra %0,1 CaCl, ve %0,5 formaldehit i¢eren
soliisyon ile fiksasyon yapilmistir. Fiksasyondan sonra %21 asetik asit ve %50 etanol
iceren sollisyon eklenerek hiicreler 10 dk boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra &rneklerin 490 nm’de ELISA okuyucu (uQuantTM, BiotekW

Instruments Inc, ABD) cihazinda absorbans degerleri okunmustur.



3.4.2. Beta Amiloid Birikiminin Kongo Kirmizis1i Boyamasi ile Gosterilmesi

Kongo Kirmizisi, genis beta yaprak yapilari nedeniyle bir¢ok amiloid proteinine baglanan
histolojik bir boyadir. Boyanin absorbans spektrumu, amiloid baglanma sekline gore

degismektedir [70].

2 uM AP uygulanan gruplardaki AP birikiminin gosterilebilmesi i¢in Kongo Kirmizisi
Boyasi kullanilmistir. 24 saat boyunca AP ile muamele edilen hiicrelerin besiyerleri
uzaklastirilmigtir. PBS ile yikama yapildiktan sonra hiicreler soguk %100 methanol ile 5
dakika boyunca oda sicakliginda fikse edilmistir. Fiksasyondan sonra Hematoksilen ile
cekirdek boyamasi yapilmistir. Ardindan %0,1 oraninda distile su ile seyreltilerek
hazirlanan Kongo Kirmizisi soliisyonu hiicreler tizerine uygulanmistir. Boyama bittikten
sonra boya kalintilart PBS ile yikama yapilarak uzaklastirilmistir ve boyanmis olan Af
fragmentleri Inverted Mikroskop (Olympus I1X70 Inverted Mikroskop, Japan) ile
gozlemlenmis ve AP birikimi olan bolgelerin fotograflar1 ¢ekilmistir. Cekilen
fotograflardaki AP birikimi Fiji-ImageJ (NIH, ABD) programi araciligiyla, Kongo

Kirmizisi ile boyanan bolgelerin yiizdeleri hesaplanarak analiz edilmistir.

3.4.3. Nekroz ve Apoptoz’un Akridin Orange / Propidium lodide Boyamasi ile

Incelenmesi

AO ve PI, niikleik aside 6zgii flokromlardir ve DNA'ya baglandigiklarinda, sirastyla yesil
ve turuncu floresan yaymaktadir. Akridin Orange (AO) (CAS Number: 65-61-2,
SigmaAldrich, Almanya) canli ve erken apoptotik hiicrelerin zarin1 gegebilmekte,
Propidium lodide (P1) (CAS Number: 25535-16-4,SigmaAldrich, Almanya) ise canli
hiicrelerin zarindan gecememektedir. Geg apoptotik ve nekrotik hiicreler AO ve PI ile

birlikte boyanmaktadir [71].

Tez galigmasi kapsaminda 96 kuyulu kiiltiir kabi igerisindeki ndronlara AP kaynakli
norodejenerasyon modeli ve E vitamininin A-T ve A-T3 uygulandiktan sonra apoptozun
incelenebilmesi icin AO/PI boyamasi yapilmistir. Noronlarin iizerindeki NBM besiyerleri
uzaklastirildiktan sonra néronlar PBS ile yikanmistir. Daha sonra bir dakika boyunca 1:1
hazirlanmis AO:PI boyasi ile boyama islemi gerceklestirilmistir. Boya kaldirildiktan
sonra noronlar boya kalintilarin1 uzaklastirabilmek i¢in PBS ile ikiser kere yikanmustir.
Yikama islemi tamamlandiktan sonra 460-490 nm dalga boyundaki 1s1k altinda Inverted
Mikroskop (Olympus 1X70 Inverted Mikroskop, Japonya) ile inceleme yapilmustir.



Boyama yapildiktan sonra Fiji-ImageJ programi kullanilarak apoptotoik ve nekrotik
hiicreler sayilmistir. Organize yapiya, saglam plazma membranina ve turuncu veya yesil
sitoplazmaya sahip tek tip yesil ¢ekirdekli hiicreler, canli hiicre; ¢ekirdekte parlak yesil
kromatin yogunlasmasi alanlar1 olan hiicreler, erken apoptotik hiicre; yogun turuncu
kromatin yogunlagsmasi alanlarina sahip hiicreler, ge¢ apoptotik hiicre ve turuncu saglam
cekirdekli hiicreler nekrotik hiicreler olarak kabul edilmistir. Cizelge 3.2.'de belirtilen

formiiller kullanilarak %apoptoz ve %nekroz oranlart hesaplanmistir [72].

Cizelge 3.2. AO/PI boyamasi1 sonucu %apopotoz ve %nekroz degerlerinin

hesaplanabilmesi i¢in kullanilan formiiller

Formiil

Toplam Apoptotik Hiicre Sayist (Erken + Geg) w1

Topalm Hiicre Sayist 00

Apoptotoik Hiicreler (%) =

N Toplam Nekrotik Hiicre Sayist
Nekrotik Hiicreler (%) = Topalm Hicre Sayist x 100

3.4.4. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizi

A-T ve A-T3’lin AP kaynakli nérodejenerasyona karsi gosterdigi koruyucu etkilerin
molekiiler diizeyde incelenebilmesi igin kalsiyum kanallarini kontrol eden CACNA1C ve
APP proteinin pargalanmasi ile ilgili olan BACE1 genleri secilerek bu genlere 6zel
yaklagik 20 bazlik primer tasarimi yapilmustir [73, 74]. Daha sonra tasarlanan primerler
kullanilarak hiicreler CACNA1C ve BACE1 genleri icin analiz edilmistir. Gergek
Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizi (RT-PCR) isleminin yapilabilmesi igin
hiicrelerden RNA izole edildi ve izole edilen RNA’lar komplementer DNA’ya (cDNA)

cevrilerek ilgili gen bolgelerinin ifade diizeyleri RT-PCR analizi ile incelenmistir.

Yeterli miktarda RNA izole edilebilmesi i¢in deney diizenegi 24 kuyulu kiiltiir kab1
icerisinde tekrar edilmistir. Belirlenen stirelerde A, A-T ve A-T3 uygulamasindan sonra
her kuyucuk PBS ile yikanmis ve 300 pl Trizol (MDL number: MFCD00213058,
SigmaAldrich, Almanya) uygulamasi yapilmistir. Mekanik uygulama ile hiicreler

yiizeyden kaldirilmistir. Pipetaj ile homojenizasyon saglandiktan sonra her dort kuyucuk



bir eppendorfta olacak sekilde hiicreler toplanmistir. Niikleoprotein komplekslerinin tam
ayrismasini saglamak i¢in, numuneler oda sicakliginda bes dakika boyunca beklemistir.
Daha sonra kullanilmis olan her 1 ml trizol i¢in 0,2 ml kloroform eklenmistir. On bes
saniye boyunca ornekler kloroform ile karistirildiktan sonra on dakika boyunca oda
sicakliginda inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyondan sonra 6rnekler 12000 rcf’de
on bes dakika boyunca 2-8°C’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda ti¢ adet faz
olusumu gozlemlenmistir. RNA igerigi en dstte bulunan renksiz sulu fazda
bulundugundan dolay1 bu faz yeni bir eppendorfa ayrilmistir. Daha sonra RNA’larin saf
bir sekilde izole edilebilmesi i¢in kullanilmis olan her 1 ml trizole karsilik 0,5 ml
isopropanol eklenmistir. Oda sicakliginda on dakika inkiibasyondan sonra 6rnekler 12000
rcf’de on dakika boyunca 2-8°C’de santriflij edilmistir. Supernatan uzaklastirildiktan
sonra orneklerin tistiine kullanilmis olan her 1 ml trizole karsilik 1 ml %75 etanol eklendi
ve ornekler 12000 rcf’de on bes dakika boyunca 2-8°C’de santrifiij edilmistir. Santrifiij
isleminden sonra dibe ¢Okmiis olan RNA’larin istiindeki alkol uzaklagtirilmig ve
RNA’lar kurutulmustur. Kurutma islemi tamamlandiktan sonra 250 pl niikleaz icermeyen
su ile ornekler sulandirilmistir. Pipetaj islemi ile on bes dakika boyunca 55°C sicakliktaki
1sitict Uistiinde RNA’nin ¢oziinmesi saglanmistir. RNA’lar tamamen ¢oziindiikten sonra
izole edilen RNA’larda kirik olup olmadiginin kontrolii i¢in agaroz jelde yiiriitme islemi

yapilmistir (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. RNA izolasyonu yapildiktan sonra 7 gruptan elde edilen RNA’larin agaroz
jelde yiiriitiilerek RNA kirig1 olup olmadigimin kontrol edilmesi. Kb: Kilobaz, 1: Kontrol
grubu, 2: AP grubu, 3: 48 Saat A-T + 24 saat AP uygulamas1 grubu, 4: 48 Saat A-T3 +
24 saat AP uygulamasi grubu, 5: 72 Saat A-T + 24 saat AP uygulamasi grubu, 6: 72 Saat
A-T3 + 24 saat AB uygulamas1 grubu, 7: 48 Saat A-T3 uygulamasi grubu, RNA Ornegi:
Diger gruplar ile karsilastirmak i¢in kullanilan RNA, Marker: RNA kiriklarint kontrol

etmek icin kullanilan isaretleyicileri iceren grup

Izole edilen toplam RNA miktarlar1 ise Nanodrop cihazi (NanoDrop Q 5000 UV-Vis
Spectrophotometer, Quawell Technologies Inc, China) ile hesaplanmistir. Yeterli
miktarda RNA kullanilarak Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche
Molecular Systems, Inc, ABD) ile iiretici protokoliine uygun bir sekilde cDNA sentezi
gergeklestirilmistir. cDNA’larda incelenecek olan primerler CACNAIC ve BACEI]
genlerine 0zgli bir sekilde tasarlanmistir. Primer tasarimi sirasinda DNA
kontaminasyonunu onlemek ve intron sekanslarini dahil etmek igin birbirinden farkli
ekzonlardan yola cikilmistir. LightCycler® 480 SYBR® Green I Master (Roche
Molecular Systems, Inc, ABD) ile iiretici protokoliine uygun bir sekilde RT-qPCR islemi
gerceklestirilmistir.  Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) geni rolatif

ekspresyon analizi i¢in internal kontrol olarak kullanilmistir.



Primerler, Primer3 Versiyon V4.0 programi kullanilarak tasarlandi ve Desalting metodu
ile saflastirilmigtir. Cizelge 3.3.’de CACNAI1C, BACE1 ve GAPDH genlerine ait primer
dizileri verilmistir. Tim primerler, erime erime egirisi iizerinde bir tane amplifikasyon

irlinli olusturmasi ile spesifiklik durumu agisindan kontrol edilmistir.

Cizelge 3.3.  Hedef genler ve hedef genlerin primer dizileri

Hedef Gen Gen Ismi Primer Primer Dizisi
Cesidi
CACNAIC | Voltaj kapilh L-tip | Forward CTCCAGTTGCCTGTCTGAGG
kalsiyum kanalt v GCTCCCATAGTTGGAACCTCC
BACE1 Beta sekretaz 1 Forward ATGGCTTTTGGCTAGGGGAG
Reverse TGGCCGTAGGTATTGCTGAG
GAPDH Gliseraldehit Forward TTGTGCAGTGCCAGCCTC
3-fosfat Reverse ATGAAGGGGTCGTTGATGGC
dehidrogenaz

3.5. Stok Soliisyonlarin Hazirlanmasi
3.5.1. Kongo Kirmizisinin Hazirlanmasi

0,1 g Kongo Kirmizisi (CAS Number: 573-58-0, SigmaAldrich, Almanya) tartilarak 100
ml distile su icerisinde ¢ozdiirtilmiistiir. Kalintilarin uzaklastirilabilmesi i¢in hazirlanan

soliisyon kurutma kagidi yardimi ile stiztilmiistiir.

3.5.2. Alpha-tokoferoliin Stok ve Uygulama Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

0,95 g %95 safliktaki A-T (CAS Number: 10191-41-0, SigmaAldrich, Almanya) 1 ml
DMSO igerisinde ¢ozdiiriilerek 1,47 M konsantrasyondaki stok sollisyon hazirlanmistir.
50 uM, 100 uM ve 200 uM olan uygulama konsantrasyonlari ise stok soliisyonun NBM

besiyeri ile sulandirilmasi hazirlanmistir.

3.5.3. Alpha-tokotrienoliin Stok ve Uygulama Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

10 mg A-T3 (CAS Number: 1721-51-3, SigmaAldrich, Almanya) 1 ml DMSO igerisinde
cozdiiriilerek 0,024 M konsantrasyondaki stok soliisyon hazirlanmistir. 5 uM, 10 uM ve
20 uM olan uygulama konsantrasyonlari stok soliisyonun NBM besiyeri ile sulandirilmasi

araciligiyla hazirlanmigtir.



3.5.3. Beta Amiloid Stok ve Uygulama Soliisyonunun Hazirlanmasi

1 mg AB (CAS Number: 107761-42-2, SigmaAldrich, Almanya) 1 ml DMSO igerisinde
¢ozdiiriilerek 10 uM’lik stok soliisyon hazirlanmistir. Sulandirilma isleminden 6nce AP
stok ¢ozeltisi 24 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilerek AP fibrillerinin olusumu
saglanmistir. Daha sonra 2 uM konsantrasyondaki uygulama soliisyonunu hazirlamak

i¢in hazirlanan stok soliisyon NBM besiyeri ile sulandirilmistir.

3.6. istatistiksel Analiz

Tim analiz sonuglari GraphPad Prism Software (GraphPad Software Inc., ABD)
programi araciligiyla istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Analiz sirasinda hesaplanan
ortalama degerleri ve + standart sapma degerleri bir arada verilmistir. Farkli gruplar
arasindaki istatistiksel anlamlilik diizeyleri ise Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA)
araciligiyla olciilerek p-degerleri 0,05°den daha az olan durumlar istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.



4. SONUCLAR

Calismada, lizerlerinde A kaynakli ndrodejenerasyon olusturulan néronlar 17-18 giinliik
sican embriyolarindan izole edilmistir. Primer kiiltiir yontemi ile kiiltiire edilen néronlar
ile calisilmaya baglanmadan Once noronlarin olgun hale gelmesi beklenmis ve

karakterizasyon yapilmistir.

AP, A-T ve A-T3 uygulamalar yapildiktan sonra E vitamini tiirevlerinin koruyucu
etkilerini inceleyebilmek igin noronlardaki hiicre canliligi yiizdelerinin degisimleri,
CACNAI1C ve BACEL1 genlerinin ifadesi ve AP birikim miktarlart incelenmistir. Daha
sonra elde edilen sonuglar ANOV A kullanilarak istatistiksel agidan karsilagtirilmistir.

4.1. Primer Noron izolasyonu ve Kiiltiirii

17-18 giinliik sican embriyolarindan steril kosullarda izole edilen noronlar uygun besiyeri
ortaminda kiiltiire edildikten sonra inkiibe edilmistir. Noronlar dogru morfolojik sekli alip
kiiltiir ortaminda baglantilar kurduktan sonra olgunlasmis olarak kabul edilmistir (Sekil
4.1.). Kiiltiir isleminden sonra ndronlarin olgunlagmalar1 yaklasik 8-10 giin stirmiistiir.

Noronlar tizerinde herhangi bir pasajlama islemi gergeklestirilmemistir.

4.2. Noronlarin Karakterizasyonu

Primer kiiltiir yontemi ile elde edilen ndronlar olgunlastiktan sonra deney asamasina
gecmeden Once noronlara 6zgii olan MAP2 molekiilii i¢in floresan boyama yapilmistir.
MAP2 molekiilii igin primer antikor olarak mouse monoclonal anti-MAP2 sekonder
olarak ise goat anti-mouse I1gG-TR ve goat anti-mouse IgG-FITC antikorlari
kullanilmistir. Hiicreler boyandiktan sonra TR antikoru 545-580 nm, FITC antikoru ise
460-490 nm dalga boyunda Inverted Mikroskop (Olympus 1X70 Inverted Mikroskop,
Japan) ile gortntiilenmistir. MAP2 molekiiliinii isaretlemek i¢in en uygun en diisiik
konsantrasyonu belirlemek i¢in primer antikor farkli miktarlarda seyreltildi (1:200, 1:500,

1:1000, 1:2000).

Yapilan immiinositokimyasal boyama ile primer kiiltiir yontemi ile elde edilen kiiltiiriin
saf bir sekilde noron hiicrelerinden olustugu gosterilmistir. Ayrica farkli
konsantrasyonlarda primer antikolar ile isaretlemeler sonucu elde edilen goriintiiler,
primer kiiltlir yontemi ile olusturulmus olan noronlarin en diisiik konsantrasyonda bile

(1:2000) Anti-Map?2 tarafindan isaretlenebildigini gostermistir. Bunun yani sira hem



FITC hem de TR boyalar1 néron hiicrelerini basaril bir sekilde boyanmistir (Sekil 4.2.-
4.7)).

Sekil 4.1. Olgunlasmis néron goriintiisii. Olgunlagmis olan néronlarda norit olusumu

gbzlemlenmistir. Ok (1) isareti ile noronlar arasindaki ndrit adini alan baglantilar

gosterilmistir. Bliyiitme: X20



Sekil 4.2. Primer kiiltiir yontemi ile elde edilen noronlarin Anti-MAP2 antikoru ile

isaretlenerek immiinositokimyasal olarak boyama goriintiisii. Kirmizi: 1:200 Anti-MAP2,

1:100 TR (545-580 nm) Mavi: DAPI Biiyiitme: X20

Sekil 4.3. Primer kiiltiir yontemi ile elde edilen noronlarin Anti-MAP2 antikoru ile

isaretlenerek immiinositokimyasal olarak boyama goriintiisii. Kirmizi: 1:500 Anti-MAP2,

1:100 TR (545-580 nm) Mavi: DAPI Biiyiitme: X20



Sekil 4.4. Primer kiltiir yontemi ile elde edilen néronlarin Anti-MAP2 antikoru ile

isaretlenerek immiinositokimyasal olarak boyama goriintiisii. Yesil: 1:500 Anti-MAP2,

1:100 FITC (460-490) Mavi: DAPI Biiyiitme: X20

Sekil 4.5. Primer kiiltiir yontemi ile elde edilen noronlarin Anti-MAP2 antikoru ile

isaretlenerek immiinositokimyasal olarak boyama goriintiisii. Kirmizi: 1:1000 Anti-

MAP2, 1:100 TR (545-580 nm) Mavi: DAPI Biiyiitme:X20



Sekil 4.6. Primer kiiltiir yontemi ile elde edilen néronlarin Anti-MAP2 antikoru ile
isaretlenerek immiinositokimyasal olarak boyama goriintiisii. 1:2000 Anti-MAP2, 1:100
TR (545-580 nm) ¢ekirdek boyamasi: DAPI X20

4.3. Sitotoksisite ve Canlilik Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

Primer kiiltiir ile elde edilmis ndronlar sekizinci giiniinde olgunlastiktan sonra deney
asamalarinin  gergeklestirilebilmesi i¢in gruplandirilmistir.  Gruplar su  sekilde

kurulmustur:

1. 24 saat siiresince; A-T iin ti¢ farkli dozu (50, 100 ve 200 pg/ml), A-T3{in ti¢ farkli
dozu (5, 10 ve 20 pg/ml), 2 uM’lik AP ve ¢oziicii olarak kullanilan DMSO (1
pl/ml) hiicreler lizerine uygulanmistir. Uygulamadan sonra hiicreler MTT analizi

ile canlilik bakimindan incelenmistir.

2. 48 saat siiresince; 100 pg/ml A-T ve 10 pg/ml A-T3 hiicreler iizerine
uygulanmistir. Uygulamanin 24. saatinde 2 uM’lik AP uygulamasi yapilmustir.
Uygulamalardan sonra hiicreler; MTT analizi ile canlilik bakimindan, Notral

Kirmizisi analizi ile sitotoksisite bakimindan incelenmistir.

3. 72 saat siiresince; 100 pg/ml A-T ve 10 pg/ml A-T3 hiicreler {izerine
uygulanmistir. Uygulamanin 48. saatinde 2 uM’lik AP uygulamasi yapilmistir.



Uygulamalardan sonra hiicreler; MTT analizi ile canlilik bakimindan, Notral

Kirmizisi analizi ile sitotoksisite bakimindan incelenmistir.

4.3.1. 24 Saat Uygulamalarimin Hiicre Canlih@1 Bakimindan Karsilastirilmasi

Bu asamada A-T’nin, A-T3’lin, AB’nin ve ¢oziicli olarak goérev yapan DMSO’nun
belirlenen dozlarinin néronlar {izerinde hiicre canliligi acisindan bir fark olusturup

olusturmadigi gézlemlenmistir.

A-T ve A-T3’ln denemesi yapilan dozlarinin hiicreler iizerinde toksik bir etki
birakmadig1 ve bu gruplarda hiicre canlilifi %85’in altina diigmedigi ortaya ¢ikmuistir.
Buna kars1 AP uygulamasi yapilan gruplar ile kontrol grubu arasinda hiicre canliligi
bakimindan istatistiksel olarak giiven araliginda anlamli bir fark olusmustur ve hiicre
canliliginda %44’e kadar bir diisiis gozlemlenmistir. Coziicii olarak gérev yapan DMSO
ise %0,1 konsantrasyonda kullanilmig ve hiicreler tizerinde Oldiiriicii bir etki

birakmamustir (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. 24 saat boyunca uygulanan; A-T ve A-T3’lin ti¢ farkli dozunun, AB’nin ve
¢oziicli olarak gorev yapan DMSO’nun % hiicre canlilig1 iizerine etkilerinin incelenmesi.
E vitamini tiirevleri ve DMSO hiicre canlilii iizerinde herhangi bir olumsuz etji
yaratmamistir. AP uygulamasi ile hiicre canliligi istatistiksel olarak anlamli olarak

azalmistir. (***:P <0.001)



4.3.2. 48 Saat Uygulamalarmmin Hiicre Canlihig1 ve Sitotoksisite Bakimindan

Karsilastirilmasi

Bu asamada A-T ve A-T3’lin 48 saat boyunca yapilan uygulamalarinin Ap kaynakl
norodejenerasyona kars1 olusturduklar1 koruyucu etkiler hiicre canlilif1 ve sitotoksisite

bakimindan karsilagtirilmistir.

AP uygulamasindan sonra hiicre canlilig1 istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiis
gostermistir. AP noronlar lizerinde sitotoksik etki gdstermis ve sitotoksisite oran1 A
uygulamasi ile %65 olarak gozlemlenmistir. Bu uygulamada hiicre canlilig1 ise %56
olarak analiz edilmistir. 48 saat boyunca A-T ve A-T3 ile muamele edilmis gruplarda ise
istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gbzlemlenmemistir. A-T uygulanan grupta hiicre
canlilif1 48 saatin sonunda %95 iken, A-T3 uygulanan grupta ise hiicre canlilig1 %81 dir.
Hem AP hem de E vitamini tiirevi ile muamele edilmis gruplarda ise hiicre canlilig1
yalnizca AP uygulanan gruba oranla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis ve
%70’in Ustline ¢ikmistir. Sitotoksisite orani ise yalnizca AP uygulanan gruba oranla
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis ve %10’un altinda gézlemlenmistir. Hiicre
canliligi A-T + AP grubunda %79 olarak goriiliirken, A-T3 + AP grubunda %73 olarak
goriilmustiir. Sitotoksiste ise A-T + AP grubunda %4, A-T3 + AP grubunda %10’dur. Bu
iki grup arasinda yiizde hiicre canlilifi ve yilizde sitotoksisite degerleri bakimindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlemlenmemistir (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. 48 saat uygulamalarinin % hiicre canlilig1 ve % sitotoksisite grafikleri. AP

uygulamasi ile hiicre canliligt anlamli olarak azalmig sitotoksisite ise anlamli olarak
artmistir. E vitamini tiirevleri ve AB’nin beraber uygulandigi gruplarda hiicre canliligi
AP’nin yalniz basina uygulandigi gruba gore anlamli olarak daha yiiksektir. 48 saatlik
uygulamada A-T+Ap grubunda gozlemlenen hiicre canliligt A-T3+Ap grubundan daha
fazla, sitotoksisite ise daha distiktiir. A) % hiicre canlilig1 grafigi, B) % sitotoksisite
grafigi (istatistiksel olarak anlamli farklilik, *:P < 0.05, **:P < 0.01 ***:P <0.001)

4.3.3. 72 Saat Uygulamalarinin Hiicre Canhhg1 ve Sitotoksisite Bakimindan

Karsilastirnlmasi

Bu agamada A-T ve A-T3’iin 72 saat boyunca yapilan uygulamalarinin A kaynakli
norodejenerasyona karsi olusturduklari koruyucu etkiler hiicre canliligi ve sitotoksisite

bakimindan karsilastirilmistir.

Yalnizca AP uygulamasi yapilan grupta sonra hiicre canlilig1 istatistiksel olarak anlaml
bir sekilde diigsmiis yiizde sitotoksisite degeri ise anlamli bir sekilde yiikselmistir. Bu
grupta hiicre canliligi %29 sitotoksisite degeri ise %62 olarak hesaplanmistir. 72 saat
boyunca A-T ve A-T3 ile muamele edilmis gruplarda ise hiicre canliligi bakimimdan
istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gbzlemlenmemistir. A-T uygulanan grupta hiicre
canlilig1 72 saatin sonunda %92 iken, A-T3 uygulanan grupta ise hiicre canlilig1 %81 dir.
Hem AP hem de E vitamini tiirevi ile muamele edilmis gruplarda ise hiicre canlilig
yalnizca AP uygulanan gruba oranla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis ve
%80’in istiine ¢ikmistir. Sitotoksisite orani ise yalnizca AP uygulanan gruba oranla
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis ve %20’nin altinda gézlemlenmistir. Hiicre
canliligi A-T + AP grubunda %82 olarak goriiliirken, A-T3 + AP grubunda %88 olarak
goriilmiistiir. Sitotoksiste ise A-T + AP grubunda %17, A-T3 + AP grubunda %6’dir. Bu



iki grup arasinda ylizde hiicre canliligt ve yiizde sitotoksisite degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlemlenmemistir (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. 72 saat uygulamalarinin % hiicre canlilig1 ve % sitotoksisite grafikleri. A

uygulamas: ile hiicre canliligi anlamli olarak azalmis sitotoksisite ise anlamli olarak
artmistir. E vitamini tiirevleri ve AB’nin beraber uygulandigi gruplarda hiicre canliligi
AP’nin yalniz basina uygulandig1 gruba gore anlamli olarak daha yiiksektir. 48 saatlik
uygulamada A-T3+Ap grubunda gézlemlenen hiicre canliligit A-T+Ap grubundan daha
fazla, sitotoksisite ise daha disiiktiir. A) % hiicre canliligi grafigi, B) % sitotoksisite
grafigi (istatistiksel olarak anlamli farklilik, ***:P < 0.001)

4.4. Beta Amiloid Birikim Miktarlariin Karsilastirilmasi

Bu asamada kontrol, AB, 48-72 saat A-T + AP ve 48-72 saat A-T3 + AP gruplarinda AP
birikiminin gosterilebilmesi i¢in Kongo Kirmizist boyamasi yapilmistir. Kongo Kirmizisi

ile % kirmiz1 boyanan alan Fiji-ImageJ programi kullanilarak analiz edilmistir.

2 um AP uygulamasi yapildigi zaman hiicreler arast bolgede AP plaklart birikimi
gozlemlenmistir. Bu birikim Kongo Kirmizis1 boyamas ile isaretlenmistir (Sekil 4.10.).
Yalnizca 2 uM AP uygulamasi yapilan grupta Kongo Kirmizisi ile isaretlenen bolgenin
%30’unda AP birikimi gdézlemlenirken bu birikim A-T ve A-T3’lin 48 ve 72 saatlik
uygulamalari ile istatistiksel olarak anlamli bir diislis géstermistir. AP birikim miktar1 A-
T’iin 48 saatlik uygulamasinda %10, A-T3 uygulamasinda ise %14 olarak analiz
edilmistir. 72 saat uygulamasinda ise AP birikim miktar1 A-T grubunda %19, A-T3
grubunda ise %12 olarak gozlemlenmistir. Hem 48 hem de 72 saatlik uygulamalarda A-
T ve A-T3 gruplar arasinda yiizde AP miktar1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark tespit edilmemistir. (Sekil 4.11.).



Sekil 4.10.  Kongo Kirmizisi boyamasi ile AP birikiminin gdsterilmesi. Kontrol
grubunda Kongo Kirmizis1 boyamas: ile isaretlenen herhangi bir agregata
rastlanmamistir. AP grubunda ise hiicreler arasi bdolgede birikim gosteren A
isaretlenmistir. A) Kontrol grubu, B) AP grubu, Ok (1) isareti ile AP birikimi
gosterilmistir. Cekirdek Boyamasi: Hematoksilen, Biiyiitme: X10
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Sekil 4.11.  Kongo Kirmizist boyamasi ile AB, A-T + AP ve A-T3 + A gruplarinda
AP birikim miktarlarinin karsilastirilmasi. AP grubunda g¢ekilen fotograflarda toplam
alanin %25’ten fazlas1 Kongo Kirmizisi ile isaretlenmistir. A-T+AB ve A-T3+AB
gruplarinda ise % boyanan alan %15’in altindadir. A) 48 saat gruplarinda AP birikim
miktarlarmin karsilagtirillmasi, B) 72 saat gruplarinda AP birikim miktarlarinin

karsilastirilmasi (istatistiksel olarak anlamli farklilik, *:P < 0.05, **:P < 0.01)



4.5. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizi ile Voltaj Kapih L-tip

Kalsiyum Kanal ve Beta sekretaz 1 ifadelerinin Karsilastirilmasi

Kiiltiir kaplarindan kurulan gruplardan elde edilen toplam RNA miktarlarinin Nanodrop

6l¢iimii ile elde edilen konsantrasyonlar1 Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Kontrol hiicrelerinin, AP uygulamasi yapilan hiicrelerin ve 48 ve 72 saat
boyunca A-T + AP veya A-T3 + AP uygulamasi yapilan hiicrelerin RNA miktarlarinin

Nanodrop 6l¢iim sonuglari

Ornek Toplam RNA miktar1 (ng/pl)
Kontrol 211.83
AB 549.04
48 saat A-T + AP 178.65
48 saat A-T3 + AR 264.94
72 saat A-T + AR 259.59
72 saat A-T3 + AB 232.31

RT-PCR sonuglari delta delta Ct methodu ile analiz edilmis olup GAPDH i¢-diizen geni
ile normalize edilmistir. Normalizasyon isleminden sonra CACNAIC ve BACEI
genlerinin ifade miktarlar1 hesaplanmistir. Gen ifadeleri miktarlari incelendiginde Ap ile
24 saat boyunca muamele edildigi zaman noronlarda CACNA1C ifadesinin istatiksel
olarak anlamli bir sekilde arttig1 gozlemlenmistir. 48 ve 72 saat boyunca A-T veya A-T3
uygulamasindan sonra 24 saat boyunca AP uygulamas: yapilan gruplar ile yalmzca AP
uygulamasi yapilan grup arasinda CACNA1C genin ifade diizeyi bakimindan istatistiksel
olarak anlaml1 bir fark olugsmustur. Buna karsin A-T + Af ve A-T3 + AP gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark ortaya ¢ikmamuistir. 48 saat uygulamasinda AP ve AT
+ AP gruplar arasinda CACNAI1C ifadesi bakimindan anlamli bir fark vardir. 72 saat
uygulamasinda ise anlamli fark Ap ve AT3 + A gruplar arasinda gézlemlenmistir. Ap
uygulamasindan sonra BACEI miktarinda artis gézlemlense bile bu artis istatistiksel

olarak anlamli degildir. Bu artis Ap uygulamasi 6ncesinde A-T veya A-T3 uygulamasi



yapilan gruplarda yalnizca AP uygulamasi yapilan gruba oranla diigiis gostermistir (Sekil

4.12).

B)
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Kontrol AB S ontro Saat 2 t 2 Saat
AB+AT AB+AT3 AB+AT AB+AT3 AB+AT AB+AT3

EmRNA ifadesi B Standart Sapma mRNA ifadesi ® Standart Sapma

Sekil 4.12.  Kontrol, AP, 48-72 saat Ap + A-T, 48-72 saat Ap + A-T3 gruplarinda
GAPDH’a gore relatif CACNA1C ve BACEI ifadeleri. Ap uygulamasi ile CACNAI1C
ifadesi ve BACE] ifadesi artmistir. E vitamini tiirevleri ve AP’ nin birlikte uygulandigi
gruplarda ise CACNA1C ve BACEI] genlerinin ifade miktar1 yalnizca AP uygulanan
gruba gore daha distiktiir. A) Gruplara gore CACNA1C’nin relatif ifadesi B) Gruplara
gore BACE1in relatif ifadesi (istatistiksel olarak anlamli farklilik, *:P < 0.05)

4.6. Apoptoz ve Nekroz Yiizdelerinin incelenmesi

Bu agamada noronlar iizerinde uygulama yapildiktan sonra néronlar AO/PI ile boyanmis
ve Fiji-ImageJ programi kullanilarak % apoptoz ve % nekroz miktarlart hesaplanmistir.
Apoptoz ve nekroz miktart hiicrelerin turuncu ve yesil renge boyanma miktarlar1 géz

oniinde bulundurularak hesaplanmistir (Sekil 4.13.).

Apoptoz ve nekroz yiizdeleri incelendiginde kontrol grubunda ndronlarda ge¢ apoptoz ve
nekroz gbzlenmedigi yalnizca ¢ok diisiik bir yiizdede erken apoptoz gozlendigi veya hig
apoptoz gozlemlenmedigi ortaya cikmistir. AP uygulamasi yapilan grupta ise bu
yiizdelerde bir artis ortaya ¢cikmistir. Yapilan analiz sonucu AP uygulamasindan sonra
toplam hiicre sayisinin %63’ nekrotik hiicre , %31°1 ise apoptotik hiicre olarak

gozlemlenmistir (Cizelge 4.2.).

48 saat boyunca uygulama yapilan gruplar i¢in A-T ve AB’nin birlikte uygulandigi zaman
apoptoz ve nekroz gosteren hiicre sayist %29 ve %4 olarak hesaplanmistir. A-T + AR

grubunda apoptoz miktar1 %17 iken nekroz miktar1 %23 tiir. 72 saat boyunca uygulama



yapilan gruplarda ise A-T + AP grubunda %17 apoptotik hiicre ve %19 nekrotik hiicre

gozlemlenirken, A-T3 + AP grubunda ise apoptotik hiicre yiizdesi degismemis ve

nekrotik hiicre yiizdesi ise %10 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.2.).

Sekil 4.13. AO/PI boyamasi ile Kontrol ve AP gruplarinda apoptoz ve nekrozun
incelenmesi. Tamami yesil olarak boyanmis hiicreler canli hiicre (a g¢emberi), hiicre
¢ekirdegi ve sitoplazmasi turuncu olarak boyanmis hiicreler nekrotik hiicre (b gemberi),
cekirdegi yesil boyanmis ve sitoplazmasinda turuncu isaretler bulunan hiicreler ise
apoptotik hiicre (¢ ve d g¢emberleri) olarak kabul edilmistir. Apoptotik hiicrelerin
sitoplazmasindaki tucunu miktarina gére bu hiicrelerin erken veya ge¢ apoptozda oldugu

belirlenmistir. A: Kontrol grubu, B: AP uygulamas: grubu, Biiyiitme: X20

Cizelge 4.2. 48 ve 72. saat uygulamalarinda AO/PI boyamasi ile hesaplanan % apoptoz

ve % nekroz oranlart

Grup 48 saat 72 saat
%apoptoz 14.15 14.15
Kontrol
%nekroz 0 0
Y%apoptoz 30.77 30.77
AP
%nekroz 63.46 63.46
%apoptoz 28.70 17.43
A-T + AP
%nekroz 3.70 19.27
%apoptoz 16.43 17.50
A-T3 + AP
%nekroz 22.86 10.83




5. TARTISMA

E vitamininin temel rolii antioksidan etkisidir. E vitamini bu 6zelligini hidrojen atomunun
transferi yoluyla serbest radikalleri temizleyerek saglamaktadir. Antioksidan 6zelliginin
yant sira E vitamini beyin i¢in de esansiyel olma ozelligi tasimaktadir. Yapilan
caligmalarda E vitamini eksikligi sonucu beyinde antioksidan korumasinin kaybedildigi,
noronlarda dejenerasyon gozlemlendigi ve merkezi sinir sistemi regiilasyonunu saglayan
mekanizmalarda aksakliklarin ortaya ¢iktigi gézlemlenmistir [16, 54]. E vitamini, Ap
kaynakli ndrodejenerasyona karsi tedavi edici veya koruyucu etkiler ortaya koymaktadir.
Ayrica yapilan ¢aligmalar E vitamininin noronlar {izerindeki oksidatif stresi azalttigini
gostermistir [75]. Buna karsilik, literatiirde E vitaminin A-T ve A-T3 formlarinin
norodejenerasyona karsi koruyucu 6zelliklerinin in vitro olarak karsilastirildigi herhangi
bir ¢caligmaya rastlanmamistir. Bu kapsamda tez ¢aligmasinda E vitamininin A-T ve A-
T3 formlarmin AP kaynakli ndrodejenerasyona karsi gosterdigi koruyucu etkiler
incelenmis ve karsilastinlmistir. Calisma dogrultusunda 17-18 giinlik sigan
yavrularindan primer ndron izolasyonu yapilmis ve olusturulan primer ndron kiiltiirleri
tizerinde AP uygulamasi araciligiyla ndrodejenerasyon modeli kurulmustur. Daha sonra
kurulan bu model iizerinde A-T ve A-T3 denenerek bu maddelerin koruyucu 6zellikleri;
hiicre canliligi, sitotoksisite, AR birikim miktari, BACE1 ile CACNAIC genlerinin

ifadesi ve apoptoz-nekroz gosteren hiicre miktar1 bakimindan incelenmistir.

Yatin ve ark. [61] yaptiklari ¢alismada E vitamininin néronlart AR kaynakli oksidatif
strese kars1 korudugunu gostermistir. AP birikimine bagl ortaya ¢ikan serbest radikaller
noronal ROS’u arttirmaktadir. E vitamini radikal toplayict gorevi gorerek ROS
formasyonunu engellemekte ve AP plaklarinin olusumunu 6nlemektedir. Sonug olarak
AP kaynakli norotoksisiteye engel olmaktadir [61]. Yapilan bir baska ¢aligmada ise E
vitamininin AB’nin hiicreler aras1 bolgede birikerek plak olusturmasin1 ve AP kaynakh
anormalliklerin ortaya ¢ikmasimi Onledigini ortaya koymaktadir [76]. E vitamininin
noronlara karsi gosterdigi koruyucu etkilerin yani1 sira fazla konsantrasyonlarda
kullaniminin ise hiicre canliliginda azalmaya ve sitotoksisite artisina neden olabilecegi
ortaya koyulmustur. 200 uM ve {stii miktarda E vitamini uygulamas: yapildig1 zaman
noronlarda hiicre canlilig1 %40°’a diismiis sitotoksisite ise %20 nin {istiine ¢ikmistir [77].
Tez galismasinda ise A-T ve A-T3’lin denenen hicbir konsantrasyonun hiicre canliligini
diisirmedigi ortaya konulmustur. Ayrica yapilan onceki calismalara paralel olarak, E

vitaminin A-T ve A-T3 tiirevlerinin uygulanmasi néronlar iizerinde olusan A kaynakli



sitotoksisiteyi, ndronlarda gozlemlenen %nekroz miktarini ve hiicreler arasi bolgede
biriken AP miktarini azaltmistir. Calisma kapsaminda A-T ve A-T3 noronlar lizerindeki
koruyucu etkisini oksidatif stresi azaltarak gosteriyor olabilecegi gibi AP birikim
miktari1 da azaltarak ve AP kaynakli nekroz ile ge¢ apoptozu engelleyerek de

gosterebilecegi gdzlemlenmistir.

Nordejenerasyonun Kalsiyum Hipotezi’ne gore normal olarak noron igleyisini
diizenleyen hiicre i¢i kalsiyum mekanizmasinda olusan bozukluklar ndéronlarda
bozulmalarin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Bu durum nérodejenerasyonun ortaya
cikisinda etkili bir yolaktir. Yapilan ¢aligmalar AP birikiminin kalsiyum sinyal yolagini
bozabilecegini ve hiicre igerisindeki kalsiyum dengesini etkileyebilecegini ortaya
koymaktadir [78]. Calisma kapsaminda yapilan RT-PCR analizi ile 24 saat boyunca Af
ile muamele edilen néronlarda CACNAI1C ifadesinde yiiksek bir artis gézlemlenmistir.
Onceki calismalar kalsiyum kanallarinmn in vitro olarak APP ile etkilesime girdigini
gostermistir. Fareler tizerinde yapilan bir c¢alismada, APP’nin ortadan kaldirilmasi
kalsiyum kanallarinin artmasini ve hipokampiis {izerinde yogun bir kalsiyum akisinin
ortaya ¢ikmasina sebep olmustur [74]. Bizim galismamizda ise AP uygulamasi ile
CACNAIC ifadesinde ile gozlemlenen artis A-T ve A-T3 uygulamasi ile diismiistiir. Bu
durum E vitamininin antioksidan etkilerinin disinda néronlarin kalsiyum mekanizmasi

tizerinde de etkili olabilecegini ortaya koymustur.

BACEI, APP metabolizmasi iizerinde etkili olan bir gendir. Bu genin ifadesinin artmasi
ile APP boliinmesi ile ortaya ¢ikan fragman miktar artar ve AP plaklarinin olusumu
gozlemlenir [73]. Yapilan ¢alismalar E vitamininin kolesterol miktarini azalttigini
gostermistir. Kolesterol miktarinin azalmasi ile BACE1 ifadesinde diisiis gozlemlenmistir
[79]. Buna karsin yapilan RT-PCR analizi de AP uygulamasi ile BACE! ifadesinde
gozlemlenen artis istatistiksel olarak anlamli degildir. BACE1 ifadesinin artist AP
plaklarinin miktarinin artmasma sebep olmaktadir. Yapilan calisma kapsaminda
olusturulan primer noron kiiltiirline sonradan eklenen AP, BACEI1 ifadesinde bir artisa
neden olmugtur. Bu artis ise A-T ve A-T3 uygulamalari ile bir diislis gostermistir. Buna
karsin E vitamininin ve tiirevlerinin BACE1 mekanizmasi {lizerindeki etkisinin daha iyi

anlagilabilmesi i¢in daha fazla ¢alisma gerekmektedir.



E vitamini dort tokoferol ve dort tokotrienol olmak {iizere sekiz farkli analogtan
olusmaktadir. Tokoferoller, genellikle dikotil bitkilerin yapraklarinda ve tohumlarinda
bol miktarda bulunurken, tokotrienoller, monokotillerin tohumlarida zengindir bir sekilde
gozlemlenmektedir [48]. Yapilan ¢alismalar A-T uygulamasimnin AP birikim miktarini
azaltabilecegini gostermistir. E vitaminin temel formu olan A-T artan oksidatif strese
kars1 etki gostererek ve ROS miktarini azaltarak AP kaynakli ndrodejenerasyona karsi
noronlart korumaktadir [61, 80]. Bunun disinda yapilan basgka ¢alismalar ise A-T3’lin A-
T’ye oranla ndérodejenerasyona kars1 daha etkili olabilecegini ortaya koymaktadir [53].
Khanna ve ark. [81] yaptiklari ¢alismada A-T3’tin nanomolar konsantrasyonlarinda A-
T’ye gore daha ¢ok noro-koruyucu etki ortaya koydugunu belirtmistir. Ayrica yapilan bir
baska calismada palm yagindan izole edilen tokotrienol agisindan zengin fraksiyonun A}
oligomerizasyonunu azalttigin1 ve AP kaynakli nérodejenerasyona karsi alternatif bir
tedavi yontemi olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur [82]. Yaptigimiz bu
calismada ise A-T ve A-T3 ile muamele edilmis noronlarda farkli zaman periyotlarinda
farkli miktarlarda koruyucu etkiye rastlanmistir. 48 saat uygulamasinda A-T ndronlar
tizerinde A-T3’ten daha fazla koruyucu etki koymaktadir. Bu zaman periyodunda 24
saatlik AP uygulamasindan once A-T ile muamele edilen noronlar, A-T3 ile muamele
edilen noronlara oranla daha yiliksek hiicre canliligi ve daha diisiik sitotksisite
gostermistir. Ayrica A-T grubunda gozlemlenen AP birikim miktarnt A-T3
grubundakinden daha diisiiktiir. Bu sonuglar ile paralel bir sekilde CACNA1C ve BACEI
genlerinin ifadesi de A-T3’e oranla A-T grubunda daha fazla azaldig1 gézlemlenmistir.
72 saat uygulamasinda ise A-T3; AP kaynakli nérodejenerasyona karsi koruycu etki
bakiminda 48 saat uygulamasina gore artis gostermistir. Buna karsin A-T’nin koruyucu
ozelliginde hiicre canliligt ve sitotoksisite bakimindan herhangi bir artis
gozlemlenmemistir. Bu zaman periyodunda 24 saatlik AP uygulamasindan A-T3 ile
muamele edilen noronlarin sitotoksiste ve hiicreler arasi1 bolgesinde biriken AP miktari
A-T grubuna oranla daha diisiiktiir. Ayrica CACANA1C ve BACE] ifadesinin miktarlari
da A-T grubunun 72 saat uygulamasindan daha diisiik olarak gozlemlenmistir. Buna
karsin A-T ve A-T3’iin koruyuculuklar arasindaki ortaya ¢ikan farklar istatistiksel olarak
anlaml degildir ve iki formun arasindaki farklarin daha iy1 anlasilabilmesi i¢in gelecekte

daha detayl calismalar yapilmas1 gerekmektedir.

Sonug olarak E vitaminin A-T ve A-T3 formlar1 uygulandiklart dozda, AP kaynakl

norodejenerasyona karst koruyucu etki gostermektedir. Yaptigimiz ¢alisma, bu iki



formun AP uygulamasi sonucu ortaya ¢ikan nekroz, ge¢ apoptoz, Sitotoksisite
miktarlarini diisiirerek ve AP plak olusumunu engelleyerek noronlar {izerinde koruyucu
etki gosterdigini ortaya koymaktadir. Bunun yani sira A-T ve A-T3, AP kaynakli
CACNAILC geni ifadesindeki artis1 istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltarak
noronlardaki kalsiyum mekanizmasi {izerinde etkili olmaktadir. A kaynakli BACE1 geni
ifadesinde bir artig gozlemlenmektedir. Bu artig istatistiksel olarak anlaml1 degildir. Buna
karsin, A-T ve A-T3 uygulamalarindan sonra BACE1 geni ifadesi AB grubuna gore
azalma gostermektedir. Ayrica, 72 saat uygulamasinda A-T nin gosterdigi koruyucu etki
sabit kalirken A-T3’iin gosterdigi koruyucu etki artis gdstermektedir. iki formun ortaya
koydugu noro-koruyucu etki arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farka
rastlanmamaktadir. Daha uzun periyotlardaki uygulamalarda A-T3, A-T’ye gore daha
fazla koruyucu etki gosterebilir ve AP kaynakli nérodejenerasyona karsi alterantif bir
koruyucu ajan olarak kullanilabilir. Ayrica yapilmis olan ¢alisma kapsaminda A-T ve A-
T3’tn belirlenen dozlar1 digindaki konsantrasyonlari denenmemistir.  Farkli
konsantasyonlarda A-T ve A-T3’tin AP kaynakli norodejenerasyona karsi koruyucu
etkinlikleri degisiklik gosterebilir. A-T ve A-T3’iin farkli dozlarinin ve daha uzun zaman
periyotlarindaki uygulamalarinin noérodejenerasyona karsi gosterdigi etki ile E
vitamininin BACE1 mekanizmasi tizerindeki etkisinin daha detayli arastirilabilmesi igin

gelecekte yeni caligsmalarin ortaya konulmasi gerekmektedir.
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