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OZET

Deneysel Alzheimer Hastalik Modeli Olusturulan Sicanlarda Nigella sativa L. ve

Timokinonun Etkileri

Alzheimer hastaligi biligsel islevlerin giderek bozulmasi ile karakterize,
norodejeneratif bir hastaliktir. AP peptidlerinin birikimi ile olusmaya baslayan
amiloid plaklar hastaligin tipik bulgularindandir. Bu peptidlerin enflamatuvar
stirecleri tetikledigi ve hastaligin ilerlemesinde rol oynadigi bilinmektedir.
Antienflamatuvar etkinligi bilinen Nigella sativa ve Timokinon Alzheimer igin
potansiyel iyilestirici etkiler tasiyor olabilir. Biz bu c¢alismada NS yagi ve
Timokinon’un hastalik modeli olusturulan sicanlarda bilissel islevin azalmasi ve

noroenflamasyona karsi doza bagl etkisini degerlendirmeyi amagladik.

Yetiskin erkek si¢anlarin hipokampiisii i¢ine Api42 enjeksiyonu ile
Alzheimer modeli olusturuldu. Tedavi gruplarina enjeksiyonun 7 giin oncesinden
itibaren, 10 giin sonrasina kadar her giin mide sondasi ile NS yagi 0.5 ml/kg, 1 ml/kg,
2 ml/kg veya Timokinon 3 mg/kg, 10 mg/kg, 30 mg/kg uygulanirken, Kontrol ve AH
gruplarina musir yagi verildi. Ardindan Pasif Sakinma ve Morris Su Tanki testleri
uygulandi. AP1-42 uygulamasiyla 6grenme ve hafizada olusan gerileme, NS 1 ml/kg
ve 2 ml/kg dozlar1 ve Timokinon 3 mg/kg, 10 mg/kg ve 30 mg/kg dozlari ile anlamli
Ol¢iide azaldi. AH grubunda gbzlenen astrosit ve mikroglia aktivite artisinin, NS 0.5
ml/kg dozu hari¢ tedavi gruplarinda baskilandigi goriildi. Hipokampiiste
proenflamatuvar sitokinler TNF-a ve IL-1p diizeylerinin AR uygulamasi ile arttigi,
tedavi gruplarinda bu artisin baskilandigi bulundu. Serum yag asidi diizeylerinde

hastalikla veya tedaviyle iliskilendirilebilcek bir fark gozlenmedi.

Deney sonucumuza gore, NS ve timokinon uygulamasi, Ap1-42 enjeksiyonunu
takiben olusan astoglial ve mikroglial aktivite ve pro-enflamatuvar sitokin artisinin
baskilanmasi, hafiza ve 6grenme diizeyinde olusan gerilemeyi 6nlemistir. Sonuglar,
NS ve Timokinon’un O6grenme ve hafiza iizerine iyilestirici etkilerinin anti-

noroenflamatuvar etkisi ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Alzheimer, amiloid beta, Nigella sativa, noroenflamasyon,

timokinon



ABSTRACT

The Effects of Nigella sativa L. and Thymoquinone on Experimental

Alzheimer's Disease Model of Rats

Alzheimer's disease is a neurodegenerative disorder characterized by
progressive deterioration of cognitive functions. Amyloid plaques formed by the
accumulation of AP peptides, are typical hallmarks of the disease. These peptides are
known to induce inflammatory processes and play a role in disease progression.
Nigella sativa and thymoquinone may have therapeutic potential for the disease by
virtue of their anti-inflammatory properties. In this study, we aimed to evaluate the
effect of NS oil and thymoquinone in a dose dependent manner against the decrease

in cognitive function and neuroinflammation in the disease model of rats.

Alzheimer's disease model was induced by bilateral intrahippocampal
injection of AB1-42 in adult male rats. Treatment groups received 0.5 ml/kg, 1 ml/Kkg,
2 ml/kg NS oil or 3 mg/kg, 10 mg/kg, 30 mg/kg thymoquinone while Control and
Alzheimer’s Disease groups received corn oil by gastric gavage daily. After
treatments that started 7 days before and continued 10 days after APi-s2 injection
Passive Avoidance and Morris Water Maze tests were performed. Learning and
memory decline induced by Ap1-42 administration is reversed by 1 ml/kg 2 ml/kg NS
oil and 3 mg/kg, 10 mg/kg and 30 mg/kg thymoquinone delivery. The increase in
astrocytes and microglia activity in Alzheimer’s disease group was attenuated in all
treatment groups except 0.5 ml/kg NS oil group. We found that the increase in
proinflammatory cytokine TNF-o and IL-1P levels induced by injecting A in the
hippocampus was supressed in treatment groups. No significant differences in serum

fatty acid levels that could be related to disease or treatment was found.

According to our experimental results, NS and thymoquinone administration
prevented degeneration in memory and learning by inhibiting the increase in pro-
inflammatory cytokine levels and astroglial and microglial activation caused by ABi-
42 injection. These results suggest that the beneficial effects of NS and thymoquinone
on learning and memory may be associated with their anti-neuroinflammatory effect.
Keywords: Alzheimer’s disease, amyloid beta, Nigella sativa, neuroinflammation,

thymoquinone
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1. GIRIS

Bunama (demans) olgularinin biiyiikk ¢ogunlugunu olusturan Alzheimer
hastaligi (AH), giderek yiikselen beklenen yasam siiresi ile daha fazla insani
ilgilendiren 6nemli bir saglik sorunudur. Her gecen giin daha fazla arastirma
yapilmasina ragmen hastaligin ilerlemesini durduran veya patolojiyi gerileten bir
tedavi saglanamamis olup mevcut ilaglar sadece belirtileri hafifletmektedir (1).
Hastaligin patofizyolojisini aydinlatmak amaciyla birgok hipotez one siiriilmiistiir.
Literatiirde yaygin olarak kullanilan Amiloid beta (AP) hipotezi, hastaligin
patofizyolojisini baslatan etmenin, AP peptidlerinin kiimelenip plaklar olusturmasi
oldugunu, diger bulgularin ikincil olarak olustugunu one siirer (2). Diger
hipotezlerde hastalik patolojisinin baslangigc noktasi1 farklidir ancak goriilen
degisimler benzerlik gosterir (1). Amiloid birikimine ilave olarak; tau
hiperfosforilasyonu, demir, kalsiyum, ¢inko gibi bazi iyonlarin metabolizmasindaki
degisiklikler, oksidatif stres de dahil olmak iizere patofizyolojik degisimler
enflamatuvar cevap artisina neden olur. Bagisiklikta 6nemli rol oynayan hiicreler
olan astrosit ve mikroglialar uyaranlara kars1 aktive olurlar. Koruyucu etkili olmasi
beklenen enflamatuvar tepki, asir1 diizeyde ve uzun siireli devam ettiginde normal
hiicrelere zarar vermeye baslar. Noron hasarina bagli olarak ve biligsel islevlerde
gerilemeye neden olur (3). Alzheimer tedavisinde antienflamatuvar etkili gesitli

ilaglar denenmis olup halen arastirilmaktadir (4, 5).

Alzheimer patofizyolojisini aydinlatmak ve/veya tedavi edici maddeler
kesfetmek amaciyla ¢esitli hayvan modelleri olusturulmustur. Deney hayvanlarinda
hipokampiis i¢ine AP enjeksiyonu uygulanmasi yaygin olarak kullanilan modellerden
biridir (6-9). Hastalik modeli olusturulan hayvanlarin biligsel islevlerin
degerlendirilmesinde davranig testleri kullanilmaktadir. Davranis testleri, molekiiler
diizeyde gergeklesen degisimlerin fizyolojik degisikliklere ne diizeyde yansidiginin
anlasilmasina ve bunlar arasinda iliski kurulmasina yardimei olur. Pasif sakinma ve
Morris Su Tanki testleri, hafiza ve dgrenme islevlerinin degerlendirilmesinde en
yaygin kullanilan yontemlerdendir (10). Pasif sakinma testi ile agrili uyarana karsi

hayvanlarin 6grenme yetenegini degerlendirilir. Morris Su Tank1 uzaysal 6grenme ve



referans bellegin 6l¢iildiigii birkag giin siiren bir testtir (11). Bilissel islev bozuklugu
modeli olusturulan hayvanlarda bu testler sik¢a kullanilmaktadir (8, 12, 13).

Hipokampiis i¢cine AP enjeksiyonunu takiben astrosit ve mikroglial hiicre
aktivasyonundaki artigin hastalik patolojisi ile iliskili oldugu bulunmustur (14). Diger
yandan, Tiimor nekroz faktdr-a (TNF-a), interlokin 1-B (IL-1p) gibi proenflamatuvar

sitokinler enflamasyon varlig1 ve siddetini gosterir.

Alzheimer hastalik modeli olusturulan hayvanlarda Satureja bachtiarica,
Angelica sinensis gibi bazi bitkilerin ve Timol, Elajik asit, Genistein gibi bilesenlerin
etkileri arastirilmaktadir (7, 13, 15-17). Antienflamatuvar ve antioksidan etkili bu
bitkiler ve etken maddeler, artmis enflamatuvar cevap ve oksidatif stresin
baskilanmasi ile biyokimyasal ve histolojik bulgularda ve davranis testlerinde
iyilesme saglamistir. Nigella sativa (NS), hafiza {izerinde olumlu etkileri oldugu
inanciyla geleneksel olarak kullanilan bir bitkidir. Nigella sativa ve onun etken
maddeleri i¢inde en yaygin galisilanlardan Timokinon’un etkileri bir¢ok hastalik
modelinde arastirilmaktadir (18-27). Ayrica NS ve Timokinon’un noroprotektif
etkileri oldugunu, hafiza ve bilissel islevlerde iyilestirici etkileri olabilecegini 6ne

stiren ¢aligmalar vardir (22, 28-30).

Bu calismamizda AH gelisiminde AP’nin 6nemli bir rol oynadigi ve
enflamatuvar cevabi artirarak noronal hasar olusturdugu goriisiinden yola ¢ikarak,
sicanlarin  hipokampiisii icine AP enjeksiyonu ile AH modeli olusturduk.
Antienflamatuvar 6zelligi ile bir¢ok hastalikta etkileri arastirilan NS ve Timokinon’u
AH modeli olusturulan siganlara uygulayarak hastalik tizerindeki etkilerini gérmeyi
amagladik. Hayvanlarin 6grenme ve hafiza islevlerinin yani sira, hipokampiiste
astroglial ve mikroglial hiicre aktivasyonunda, proenflamatuvar sitokinler ve serum
serbest yag asidleri diizeylerinde olusan degisiklikleri inceledik. Kisaca galismamiz,
NS ve Timokinon’un olasi noroprotektif etkilerinin varligi ve enflamasyonla
iligskisini incelemeye yoneliktir. Ayrica, NS igerigindeki diger bilesenlerin olas1

etkileri ve etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in 6n ¢alisma niteligi tasimaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alzheimer Hastahig

Alzheimer hastaligi, beynin hipokampiis ve korteks bolgelerinde geri
doniistimsiiz néron hasari ile biligsel islevlerde bozulma ve 6grenme kabiliyetinin
giderek azalmasi ile kendini gosteren sinsi baslangicli, yavas seyirli bir hastaliktir.
En yaygmm goriilen noérodejeneratif hastaliklardan biri olan Alzheimer, diinya
genelindeki bunama olgularinin yaklasik %50-80'inin nedenidir (1, 31). Zihinsel
islevlerde gerilemenin yani sira hastaliga kisilik ve davranis bozukluklar1 da eslik
eder (31).

2.1.1. Alzheimer Hastahg: Tarihcesi

Alzheimer hastalig: ilk defa Alman psikiyatrist Alois Alzheimer tarafindan
20. yy'n baglarinda tanimlanmistir (32). Ancak AH’nin, bunamanin yaygin bir
nedeni ve komplikasyonlar: ile hastalarin Gliimiine yol acan 6nemli bir hastalik

oldugunun anlasilmasi yaklasik 70 seneyi bulmustur (33, 34).

Giiniimiizde AH, belirli genlerin tasinmasina gore (ailesel ve sporadik) ve
baslangi¢ yasina gore (erken ve geg¢ baslangich) siniflandirilir. Vakalarin biiyiik
cogunlugu sporadik ve geg¢ baslangiglidir (35).

2.1.2. Alzheimer Hastalhig1 Epidemiyolojisi

Tirkiye’de 2008 yilinda yapilan bir arastirmaya goére muhtemel AH
prevalans1 Bati iilkelerine benzer olarak %11 bulunmustur (36). TUIK (Tiirkiye
[statistik Kurumu) verilerine gore AH nedeniyle 6len yaslilarm oram 2011 yilinda
%2.9 iken 2015 yilinda %4.3'e, 2017°de %4.6'ya yiikselmistir. Yine TUIK verilerine
gore beklenen yasam siiresinin her iki cinsiyet i¢in de artmasi ve niifus verileri géz
Oniline alinarak giintimiizde 300.000 oldugu tahmin edilen Alzheimerli hasta

sayisinin, onlimiizdeki yillarda daha da artmasi1 beklenmektedir (37, 38).

Son verilere gore 2018’de ABD'de 5.7 milyon Amerikali'nin Alzheimer tipi

bunama ile yasadigi, bu hastalarin da 5.5 milyonunun 65 yas ve {izeri oldugu tahmin



edilmektedir. ABD’de yapilan bir arastirmaya goére 65 yasin iizerindeki her 10
kisiden 1'inde (%10) AH goriiliirken, goriilme siklig1 yas ile katlanarak artmaktadir
(65-74 yasta %16, 75-84 yasta %44, 85 yas ve ustiinde %37). Alzheimer tipi bunama
hastalarinin biiyiik ¢ogunlugunu (%81) 75 yas ve lizeri hastalar olusturmaktadir (39).

Diinya iizerinde bunamadan etkilenen 50 milyon civarinda hasta bulundugu
ongoriilmektedir. Bu vakalarin ¢ogu AH ile iliskilidir (40). Yas, Alzheimer igin en
onemli risk faktoriidiir. Yash niifusta her yil 5-7 milyon yeni AH vakasi oldugu
tahmin edilmektedir (41). Diinya genelinde 65 yasin tizerindeki insan sayisinin 2000
yilindan 2030 yilina kadar 420 milyondan yaklasik 1 milyara g¢ikacagi tahmin
edilmektedir (42). Ortalama yasam siiresinin arttigi gelismekte olan iilkelerde AH

prevalansinin 20 yil i¢inde iki katina ¢ikmasi beklenmektedir (43).

Yapilan bir aragtirmaya gore, ABD’de Alzheimer ve diger bunama tiirlerinin
prevalansi kadinlarda erkeklere oranla daha yiiksektir (33). Ayrica TUIK 2015
verilerine gore tilkemizde erkeklerin %3.5’i, kadmlarin %5.2’sinin 6liim nedeninin
AH oldugu belirlenmistir. Bu oranlar 2017°de erkeklerde %3.6, kadinlarda %5.6’ya
yiikselmistir (37, 38).

2.1.3. Alzheimer Hastahgi Etiyolojisi

Alzheimer’m ailesel bi¢imi, yasamin erken donemlerinde yani 50 yas ve
oncesinde baglamasi ile ayirt edilir. Ailesel AH, Amiloid prekiirsor protein (APP)
(44), Presenilin 1 (PSEN1) ve Presenilin 2 (PSEN2) (45, 46) genlerindeki otozomal
dominant mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Ailesel risk faktorlerinde APP
genindeki mutasyonun yani sira, APP’den AP olusumunu artiran y-sekretazin
bileseni olan PSEN1 ve PSEN2 genlerinde olusan mutasyon y-sekretaz aktivitesini

degistirerek AP1-40 Ve AP1-42 olusumunu artirir (47).

Alzheimer’in sporadik formu genellikle ileri yasta ortaya ¢ikar. En biiyiik risk
faktorleri yaslilik, Alzheimer aile Oykiisiine sahip olmak ve Apolipoprotein E
(APOE) geni &4 alleli tasiyicihigidir (48, 49). Kronik hastaliklarin ¢ogunda oldugu
gibi sporadik Alzheimer hastaliginin olusumunda da birden fazla faktorin etkili
oldugu diistiniilmektedir. Alzheimer, ihtiyarlamanin dogal bir sonucu olmasa da yas,

bu hastalik i¢in en oOnemli risk faktoriidiir. Birinci dereceden akrabalarinda
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Alzheimer hastaligi bulunan kisilerin, bulunmayanlara gére AH’ye yakalanma riski
daha yiiksektir. Birden fazla birinci derece akrabasinda AH goriilenlerde bu oran

daha da artmaktadir (33, 48, 49).

Kanda kolesterolii tasimakla gorevli lipoproteinlerin yapisinda bulunan
apolipoproteinlerden biri apolipoprotein E’ye ait bilgiyi APOE geni saglar. Her birey
anne ve babasindan APOE geninin ii¢ formundan birini — €2, €3, g4- genetik olarak
alir. En yaygin formu €3 olup ikinci sirada e4 formu gelmektedir. insanlarin %5-35’1,
€4’lin bir veya iki kopyasina sahiptir. Bu genin &4 formuna sahip olanlarin, diger iki
forma sahip olanlara gére Alzheimer olma riskinin arttigi bildirilmistir. Genin &3
formunu tasiyanlarla kiyaslandiginda €4’{in bir kopyasini tasiyanlar {ig, iki kopyasini
tasiyanlar sekiz ila on iki kat daha fazla Alzheimer olma riski tasir. Ayrica €4 formu
tagiyanlar, gen¢ yasta AH’ye yakalanmaya daha yatkindir. Alzheimer hastaligina
sahip bireylerde yapilan gesitli arastirmalarda APOE-e4 geninin bir veya iki
kopyasinin varliginin toplum genelinden daha yiiksek oldugu bulunmustur (50, 51).
APOE-¢4 geni disinda bugiine kadar 20’den fazla lokusun Alzheimer riskini az da
olsa artirdig bilinmektedir (52).

Genetik faktorlerle iliskisi kurulamayan AH vakalarinin patofizyolojisi
incelendiginde epigenetik ve ¢evresel bircok faktoriin hastalifin olusum ve
ilerlemesinde rol oynadigi diisiiniilmektedir. Bu amagla en cok DNA metilasyonu ve
histon modifikasyonlar1 incelenmistir. (53). Alzheimer modeli olusturulan
hayvanlarda da histon deasetilaz-2 aktivite artisindan dolay1 histon asetilasyonunda
diisiis gozlenmistir. AH modeli olusturulan hayvanlarda Histon deasetilaz (HDAC)
enzim ailesinin bazi iiyelerinin (HDAC2 ve HDAC6) miktarmin arttigi, koruyucu
etkileri oldugu diisiiniilen sirtulinl diizeyinin azaldigi tespit edilmisti. DNA
metilasyonunu inceleyen epigenomik ¢aligmalarda yaygmn metilasyona ugrayan

bolgelerin AH hastaligi ile iliskili oldugu tespit edilmistir. (42, 54).

Alzheimer patolojisi ile iliskili oldugu diisiiniilen ilave risk faktorleri arasinda
diyabet, hipertansiyon, kalp yetmezligi gibi kardiyovaskiiler risk faktorleri ve
hareketsiz yasam tarzi, alkol bagimliligi, yiiksek yagl diyet ve sigara sayilabilir.
Ayrica, saglikli bir diyet ve Omiir boyu devam eden Ogrenme/biligsel egitimin,

bilissel islevde diisiis riskini azaltabilecegine dair giiglii kanitlar da vardir (33).



2.1.4. Alzheimer Hastaligi Tani ve Prognozu

Alzheimer tanisi i¢in mutabakat saglanan kesin bir kilavuz olmamakla
birlikte, yaygin olarak kullanilan gesitli tan1 kriterleri bulunmaktadir. Bu amagla en
yaygin olarak DSM-V (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 5th
edition) ve NIA-AA (National Institute on Aging—Alzheimer’s Association) tani
kriterleri kullanilmaktadir. Bu tani kriterleri yirmi yili askin siire kullanildiktan
sonra, NIA (National Institute on Aging) ve AA (Alzheimer's Association) tarafindan
2011'de gozden gegirilerek giincellenmistir (55). Bu kriterlere gore AH {i¢ evreye
ayrilir: beyinde degisikliklerin basladigi fakat belirti goriilmeyen preklinik evre,
giinliik hayatin siirdiiriilebildigi ve ciddi olmayan biligsel bozukluklarin gozlendigi
AH kaynakli hafif bilissel bozukluk evresi, hafiza ve davranis bozukluklarinin
giinliik hayati 6nemli derecede etkiledigi bunama evresi. Hastaligin klinik belirtileri
ortaya ¢ikmadan 20 y1l dncesinde bile beyinde patolojik degisikliklerin olusmasinin
miimkiin oldugu gosterilmistir. Sonradan yapilan diizenlemelerle preklinik evre,

hastalik evrelerine dahil edilmistir (33).

Giincel NIA-AA tani kriterleri; 6grenme giicliigii, bellek bozuklugu, yonetsel
islev (siralama, soyut diisinme, planlama vb) kaybi, kisilik degisikligi, konusma
sorunlar1 gibi belirtiler dikkate alinarak bunama tanis1 konulduktan sonra, AH
varliginin teshisi i¢in hastaliga 6zel durumlarin incelenmesini onerir. Alzheimer ile
karisabilecek diger hastalik ihtimallerinin diglanmasi, biligsel bozuklugun siddeti ve
sekli, AH ile iliskili gen mutasyonlarinin varligi incelenir (55). Giincel kilavuzlarda
klinisyenin hastalik ile iliskilendirilebilecek belirtileri gézlemesinin yami sira ¢esitli
biyobelirtegler de hastalik teshisi i¢in kullanilmaktadir (33). Alzheimer tanisi igin
benzer belirtiler gosteren merkezi sinir sistemi (MSS) ile iligkili diger hastaliklarin
diglanmas1 amaciyla Difiizyon Tensor Goriintilleme (DTG), Manyetik Rezonans
Gorintileme (MRG), Pozitron Emisyon Tomografi/Bilgisayarli Tomografi
(PET/BT) gibi goriintiileme tekniklerine bagvurulabilir (56).

Alzheimer’in kesin tanisinin konulmasinda biyopsi veya otopsi gerektigi i¢in,
hastaligin teshisine yardimci olabilecek biyobelirtegler arastirilmaktadir. Giintimiizde
AH ile iliskilendirilen biyobelirtegler arasinda; goriintiileme yontemleri ile tespit
edilen beyindeki AP birikimleri, beyin omurilik sivis1 (BOS) AP ve tau diizeyleri,
kanda belirli protein gruplari bulunmaktadir (33, 55). AH tamisinda giivenle
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kullanilabilecek biyobelirtegler kesfedilirse hastalik preklinik evrede fark edilerek
ilerlemesini  6nlemek miimkiin olabilir. Ancak ndrogoriintileme ydntemleri,
biyobelirtegler ve noropsikolojik degerlendirme testleri i¢in kesin tanida kullanilacak
ortak kriterler hentiz belirlenememistir. Daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir
(57).

2.1.5. Alzheimer Hastahg: Belirtileri

Alzheimer’in ailesel ve sporadik iki formunun belirtileri benzerlik
gostermesine ragmen ayni degildir. Ayrica hastaligin kalitsal bigimi ile ilgili vakalar
kendi iglerinde Klinik ve patolojik belirtilerinde biiyiik farklilik gosterebilir. Bilissel
hastalik belirtileri, diger biligsel islevlerin kademeli olarak kaybedilmesiyle birlikte,

once kisa siireli, daha sonra uzun siireli hafiza hasari ile kendini géstermektedir (58).

Alzheimer, hafiza kaybi, konusma zorluklari ve muhakeme giigligii gibi
biligsel islev bozukluklarina ilaveten psikiyatrik belirtiler ve davranig bozukluklari,
depresyon, haliisinasyonlar, sanr1 ve ajitasyon gibi biligsel olmayan bozukluklarin da
gorildiigii bir hastaliktir (59). Biligsel bozukluklar, AHnin tipik 6zellikleri ortaya
¢ikmadan ¢ok Once goriilmeye baslar ve tiim belirtiler hastalik siddetine bagli olarak
giderek agirlagir. Biligsel bozulmalar ve diger sorunlarin artisi ile hastaligin son
asamasinda hasta giinliik faaliyetlerini siirdiirebilmek i¢in devamli destege ihtiyag

duyacak hale gelir (2, 60).

2.1.6. Alzheimer Hastahg Patofizyolojisi

Alzheimer'm patofizyolojisi ile ilgili gorisler, Alois Alzheimer’in 1906
yilinda beyinde amiloid plaklar ve hiperfosforile noérofibriler yumaklari (NFY)
gozlemlemesiyle baglamistir (32). George Glenner ve Caine Wong tarafindan 1984
yilinda meningovaskiiler AB'nin izolasyonu ve diziliminin kismen ortaya ¢ikarilmast,

AH'nin temel mekanizmalar1 i¢in modern arastirmalarin kapisini aralamistir (61).

Otuz yili askin siiredir hastaligin ¢ok bilesenli patofizyolojisini aciklamak
icin kolinerjik hipotez, AP hipotezi, tau hipotezi ve enflamasyon hipotezi gibi



hipotezler 6ne siiriilmiistiir (1). Alzheimer’la ilgili aragtirmalar artis gosterse de halen

hastaligin kesin nedeni ve patolojisi tam olarak aydinlatilamamistir (62).

Alzheimer hastaliginda kisilerin beyninde goriilen baslica patolojik
degisimler; senil plaklar, NFY ve noronal kayip olusmasidir. Senil plaklar, biiyiik
Ol¢iide transmembranal APP’nin proteolitik klevaji (yarilmasi) ile iiretilen AB’dan
olusur (62). Tip | transmembran glikoprotein olan APP, sinaptik islev, yapi,
plastisite, uzaysal bellek, N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor islevi, ndronal
olgunlagma ve farklilagma ve dendritik omurga olusumunun diizenlenmesi dahil
olmak {tizere gesitli fizyolojik siireglerde 6nemli bir rol oynar (35). Ayrica hiicre i¢i
kalsiyumun diizenlenmesi, metal iyon homeostazi (63), kolesterol baglama (64) ve
hiicre biiyiimesinde (65) rol oynadigi ortaya konmustur. APP’nin fibroblastlarin
¢ogalmasini uyarmak igin bir otokrin faktér ve hiicre adezyonunda modiilator olarak
da rol oynayabilecegi One siiriilmektedir (64). Molekiiler diizeyde yapilan
arastirlamalarla APP’nin once o sekretazlar veya B sekretazlar (BACE) ile sonrasinda
v sekretazlar ile iki proteolitik parcalanma gecirdigi bulunmustur (31). Sekil 2.1° de
goriilldiigii  gibi, amiloidojenik olmayan yolakta APP o6nce o sekretaz ile,
amiloidojenik yolakta ise B sekretaz enzimleri ile kesilir. Protein, a sekretaz ile
kesildiginde sAPPa ve C83 fragmani olusur. Hiicre membraninda C83 fragmani
kalirken sAPPa ekstraseliiler araliga salinir. Protein, B sekretaz ile kesildiginde,
sAPPB ve C99 fragmani olusur. Hiicre membraninda C99 kalirken sAPPf
ekstraseliiler araliga salinir. Ardindan y sekretaz ile C83’ten AICD (APP intraseliiler
domain) ve toksik olmayan P3 olusurken, C99’dan, AICD ve toksik AP fragmanlari
olusur (66). Bu proteolitik boliinme ile birden fazla AP formu tiretilir (43).
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Sekil 2.1. APP’nin sekretazlarla islenmesi sonucu amiloid plak olusumu.

En yaygin bulunan AB formu ABi4o‘tir (67). Senil plaklarda baskin ve daha
cok amiloidojenik olan APi1-42, AP140‘a gore daha az iiretilir. Ancak Ap1-42 toplanma
egilimi gosterir ve ilerleyen yasla birlikte ¢okelir (31, 68). Bu peptid, farklilagsmis
noronlarda hasar olusturabilir, hatta dogrudan néronun 6liimiine neden olabilir.
Dolayli olarak ise, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimini tesvik edebildigi; B-kath
agregatlar, fibriler Ap ve NFY'lerin de klasik kompleman yolunu in vitro olarak

dogrudan aktive edebildigi gosterilmistir (69).

Alzheimer’in temel patolojik bulgularindan olan NFY’nin ana bileseni
fosforile tau proteinidir. Tau, hiicre i¢i iskeletin biitlinliiglinlin saglanmasi, aksonal
iletinin siirdiiriilmesi ve mikrotiibiillerin stabilize edilmesinde rol alir. Kinaz
aktivitesinin artmast ve fosfatazlarin aktivitesinin azalmasi, AH’de fosforile tau
diizeyini artirarak taunun mikrotiibiillere baglanmasimi azaltir. Mikrotiibiillere
baglanamayan tau proteinleri polimerleserek ¢ift sarmalll lifler olusturur. Bu lifler
NFY’lere doniisiir ve aksonal iletinin bozulmasi, hiicre hasar1 ve nihayetinde néron

oliimiine neden olur. NFY’ler aksonal baglanti ile yayilir (70).

Noroenflamasyon, diger norodejeneratif hastaliklarda oldugu gibi AH’de de
patofizyolojik degisikliklerde rol oynar. Kronik enflamasyon, AH’de beyinde olusan
karakteristik degisikliklerden biridir (71). Asir1 enflamatuvar cevap hastalik
patolojisine neden olabilir veya katkida bulunabilir (3). Alzheimer hastalarinin beyin

dokusu ve serumlarmin incelendigi ¢alismalarda 90’11 yillarin baginda TNF-a ve IL-6



gibi pro-enflamatuvar sitokin diizeylerinin kontrol grubuna goére artmis oldugu
bulunmustur (72, 73). Daha sonra yapilan ¢alismalarda da Alzheimer hastalarinin
MSS'de sitokin diizeyleri degerlendirilmistir. Bazi sitokinlerin (IL-10, I1L-12, IL-6,
IL-8 ve IL-1B) diizeylerinde anlamli bir fark gozlenmedigini ortaya koyan
arastirmalar olsa da bazi ¢alismalarda AH'de TNF-a, IL-6, IL-8, IL-6 ve GM-CSF
diizeylerinin kontrollere gore arttigi bulunmustur (68). Noroenflamasyon, noronal

hasara kars1 MSS’nin enflamatuvar cevabini gosterir.

Astrositler ve mikroglial hiicreler, MSS’de enflamatuvar cevapta rol alan ana
hiicrelerdir. Mikroglial hiicreler, MSS'nin yerlesik makrofajlaridir, MSS hiicre
popiilasyonunun yaklagik %10'unu olustururlar. Mikroglialar nérogenezde, néronal
plastisitede ve rejenerasyonda goérevli olmalarinin yani sira herhangi bir beyin hasari
durumunda ilk immiin savunma hattinda da onemli rol oynarlar. Toksik {iriinleri
fagosite etme, sitotoksik faktor salimi1 yapma ve antijen sunma yetenegine sahiptirler
(74). Yabanci bir uyaranin yoklugunda istirahat halinde ve etkisiz olan mikroglial
hiicreler, dallanmis morfolojileri ile ndronlar1 ve aktivitelerini etkilemeden yakin
bolgeleri ve ¢evrelerini tarayabilir ve birka¢ saatte tiim beyin parenkimasini
kontrolden gegirebilirler. Aktif hale geldiklerinde, morfolojik degisikliklere
ugrayarak aktif ameboid goriiniime kavusur ve hareketli hale gegerler (75). Hasarli
bolgeye ulasabilen bu hiicreler uzun stire aktif fenotipte kalip sitokin salabildikleri
icin MSS hasarin1 kotiilestiren norotoksik etki olusturabilirler (76, 77). Farelerde
yapilan bir ¢aligmada, amiloid birikiminin enflamatuvar kosullar altinda arttig
gosterilmistir. Boylece dogrudan norotoksik etkiden ayri olarak, aktif mikroglia ve
astrositlerin A birikimini artirabilecegi 6ne siiriilmektedir (78). Alzheimer ve diger
norodejeneratif hastaliklarda enflamatuvar faktorlerin karmasikligina bagl olarak
hiicresel enflamatuvar  degisikliklerin  hem yararli hem zararli sonuglar
dogurabilecegi diisiiniilmektedir (14). Kaspazlar, hiicresel apoptozu diizenledigi
bilinen proteazlardir. Kaspaz 1'in pro-enflamatuvar sitokinlerin olgunlagmasi igin
esas oldugu bilinirken, kaspaz 3, 7 ve 8'in protein kinaz C-y bagimli bir sinyalleme
yoluyla mikroglial aktivasyonu diizenleyebildikleri gosterilmistir (79). Kemokinler
ve kompleman faktorleri de Onemli noroenflamatuvar mediyatorlerdir.
Noroenflamasyonda, kemokinlerin  MSS'de  upregiile edilerek astrosit ve

mikroglialarin kemotaksisini tesvik ettigi gosterilmistir. AB'nin kompleman sistemini
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alternatif yoldan da aktive ettigi bilinmektedir; C3a, C3b ve CS5a, mikroglial
hiicrelerin kemotaksi ve fagositik faaliyetlerinde rol alir (3).

Prostaglandinler (PGD), néroenflamasyonun modiilasyonunda rol alir. Bu 20-
karbonlu doymus yag asitleri, bir uyariciya cevap olarak siklooksijenaz (COX)
yolagi tarafindan {iretilir. Beyinde normal olarak ifade edilen COX-1 ve COX-2'nin
norodejenerasyonda etkilerinin oldugu bilinmektedir. Norodejeneratif bozukluklarda,
hem noronlarda hem de glial hiicrelerde 6zellikle COX-2 ifadesi uyarilir. Alzheimer
hastalarinin frontal korteksinde PGD2 diizeylerinin kontrollere gore artmis oldugu
bulunmustur. Hem Alzheimer hastalarinda hem de fare hastalik modellerinde, senil
plaklardaki mikroglia ve astrositlerde PGD2 sentaz ve PGD2 reseptoriiniin upregiile
edildigi goriilmiistir (68). Nonsteroidal antienflamatuvar ilaglarin AH tedavisinde
etkisiz bulundugunu gosteren ¢aligmalarin yani sira, bazi ilaglarin COX-2 enzim
inhibisyonu araciligiyla prostaglandin, prostasiklin ve tromboksan diizeylerini

diistirerek AH riskini azalttigini1 ortaya koyan calismalar vardir (80, 81).

Alzheimer patolojisinde damar islev degisiklikleri 6nemli bir role sahiptir.
Kan beyin engeli ve mikrodamar islevinde bozulmalar nérodejenerasyonda 6nemli
rol oynar. Azalmis/diizensiz kan akimmin hayvan modellerinde AH'nin
noropatolojisini giliglendirdigi gosterilmistir. Ayrica AH'li beyin mikrodamarlar

noronal hasara katkida bulunabilen daha yiiksek miktarlarda sitokin salgilarlar (68).

Kalsiyum, bircok reseptdr, protein ve 1iyon kanalina baglanan ve
konsantrasyon farki olusturan 6nemli fizyolojik gorevlere sahip bir hiicre igi
habercidir. Hiicrelerin  canliligin1 ~ siirdiirebilmesi  i¢in hiicre i¢i  kalsiyum
homeostazinin diizenlenmesi 6nemlidir. Endoplazmik retikulum (ER) ve mitokondri,
kalsiyum homeostazinda ana role sahip organellerdir. Kalsiyumun plazma
membranindan akisini saglayan en 6nemli iki sistem kalsiyum ATPaz pompasi ve
sodyum-kalsiyum (Na*-Ca*?) pompasidir. (82). Noronlarin kalsiyumu ice alimi, disa
atimi ve hiicre i¢i boliimlere tasinmasi AH'de bozulur. Normalde kalsiyumun ER’den
tasinmasinda rol alan PSEN’lerin mutasyonu kalsiyum homeostazini bozar (83).
Kalsiyum taginmasinin ~ bozulmasi;  kalsiyum  tamponlama  kapasitelerinde
degisiklikler, kalsiyum kanal aktivitelerinin degismesi, eksitotoksisite veya
mitokondriyal islev bozulmasi gibi cesitli mekanizmalar1 igerir. Ozellikle AP,

membran iliskili oksidatif stresi artirarak ve membranda por olusturarak hiicresel
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kalsiyumun asir1 artisin1  destekleyebilir (84). Anormal AP metabolizmasinin
kalsiyum upregiilasyonunu uyardigi ve artmis hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun
biligsel islevlerin azalmasi ve hiicrelerin apoptozu ile iligkili oldugunu 6ne siiren

calismalar bulunmaktadir (85).

Molekiiler seviyede, hastaligin karmasik ilerleyisine metal iyon
metabolizmasi bozukluklar1 (demir, bakir ve ¢inko), NMDA reseptorleri ile ilgili
sinyal yolaklarmin bozulmasi, néronlarin hiicre dongiisiine tekrar girmesi (re-entry),
lipid metabolizmasinin bozulmasi, oksidatif stres ve mitokondriyal yap1 ve islevde

bozukluklar eslik eder (58).

Alzheimer patofizyolojisini aydinlatmak i¢in bir¢ok hipotez sunulmustur.

2.1.6.1. Kolinerjik Hipotez

Alzheimer patolojisini aciklamaya yonelik en eski hipotez kolinerjik
hipotezdir. Bu hipoteze gére beynin ¢esitli bolgelerinde kolinerjik faaliyette bozulma
hastalik gelisimine yol agar. Biyokimyasal arastirmalar AH hastalarinin serebral
korteks ve beynin diger boliimlerinde kolin asetiltransferaz ve asetilkolinesteraz
aktivitesinin normal bireylere gore diisiikk oldugunu gostermistir. Ap’nin kolinerjik
sinir iletimini engelledigi in vitro olarak gosterilmistir (86). Presinaptik kolinerjik
terminallerde bulunan nikotinik ve muskarinik asetilkolin reseptor sayisindaki
azalmanin, bilissel islevleri diigiirdiiglinii gosteren ¢alismalar vardir (87, 88).
Alzheimerli hastalarin post-mortem beyin dokularinin biyokimyasal olarak
incelendigi ¢alismalarda, kolin asetiltransferaz aktivitesi (89), asetilkolin sentezi
(90), kolin alim1 (91) ve asetilkolin saliniminda azalma (92) oldugu gosterilmistir. Bu
caligmalar neticesinde serebral korteks ve diger alanlardaki Kkolinerjik sinir
iletimindeki kaybin AH’de goriilen bilissel islev bozulmalarina 6nemli o6lgiide

katkida bulundugu ortaya konmustur (2, 93).

Kolinerjik sistemle iliskili baska bir hipotezde spesifik noérotrofik hormon
eksikliginin kolinerjik islev kaybina yol ac¢tigi 6ne siiriilmektedir. Norotrofinler
noronal faaliyetin diizenlenmesinde anahtar rol oynar. Norotrofin ailesi, sinir bitylime
faktorii (NGF), beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF), norotrofin-3, ndrotrofin-

4=5 ve norotrofin-6, duyusal ve sempatik sinir sisteminin gelisimi ve
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stirdiiriilmesinde, merkezi sinir sisteminin kolinerjik ve bilissel islevleri ve bellek
olusumunda onemli rol oynar. Alzheimer hastalariin beyinlerinde NGF, NGF

reseporii olan TrkA ve BDNF diizeylerinin diistiigiinii gosteren ¢alismalar vardir (2).

2.1.6.2. Amiloid Beta Kaskad Hipotezi

Amiloid beta kaskad hipotezi 90’larin basinda 6ne stiriilmistiir. Bu hipoteze
gbre AH’nin olusmasina neden olan sinaptik iletimde bozulma ve nérodejenerasyona
sebep olan ana faktér amiloid plaklarin veya oligomerlerin olusumudur (94, 95).
Amiloid hipotezi, beyinde asir1 miktarda AP peptidinin, 6zellikle ABi-42’nin, amiloid
plaklar, norofibriler yumaklar, sinaps kayb1 ve nihai néronal hiicre 6liimiinii iceren

AH ile ilgili patolojiden sorumlu olmasina dayanir (43).

Hiicre disinda gozlenen amiloid plaklar, AH'de en belirgin noropatolojik
bulgulardan biridir. Normalde a-sekretaz ile islenen APP’nin, anormal olarak ve [-
ve ardindan y-sekretazlar tarafindan islenmesi sonucu 39-43 aminoasitlik, 4 kDa
agirh@inda AP peptidleri olusur. Saglikli bireylerde a-sekretaz etkinligi baskinken,
AH’li bireylerde artmis [-sekretaz aktivitesi, Ap iretim ve klerensi arasindaki bir
dengesizlik olusturur. Bunun sonucunda fazla iiretilen AP peptidleri fibril ve plak
olusturmaya meyillidir (1, 61). Bu peptidler ¢o6ziinebilir oligomerler halinde
kiimelenir ve beta-katli konformasyonda ¢6ziinmeyen fibriller olusturarak kiimelenir

ve birleserek diffiiz senil plaklarda depolanir (96).

Amiloid plaklar, AB’nin yani sira proteoglikanlari, apolipoproteinleri, akut
faz proteinleri, kemokinler, sitokinler gibi enflamatuvar molekiilleri, seruloplazmin,
ferritin gibi antioksidan proteinleri, proteaz ve klerens ile iliskili proteinleri,
kolinesterazlar ve metal iyonlarini (¢inko, bakir ve demir) ve baska bir¢ok bileseni
icerir (97).

Plaklarin temel bileseni olan Af1-42 oligomerleri, oksidatif hasar1 indiikler, tau
hiperfosforilasyonunu artirir ve bunun sonucunda sinaps ve mitokondriler iizerinde
toksik etkiler olusturur (98). Mikroglial aktivasyon, IL-1p, TNF-a ve interferon gama
(IFN-y) dahil olmak iizere proenflamatuvar sitokinlerin {iretimi ve salinimini uyarir.
Bu sitokinler daha fazla APi42 oligomeri iiretmek i¢in yakindaki astrosit-néronu

uyarir, boylece daha fazla APi42 liretimini ve yayilimi tesvik ederler (99, 100).
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Ayrica AP oligomerleri, noron-astrosit kompleksi ile iliskili oligodendroglialarin
yikimma da yol acar. Bu oligomer agregatlarinin AH’li beyinlerde ndronal ve
vaskiiler dejenerasyondan sorumlu oldugu disiiniilmektedir. Bu agregasyon,
Ozellikle indirgenmis glutatyon (GSH) igerigi diisiik, demir konsantrasyonu yiiksek
oldugu igin oksijen radikallerini siipiirme yetenegi Yyetersiz olan oligodendroglialara

kars1 oksidatif stres ile sonuglanir (1).

2.1.6.3. Tau hipotezi

Tau proteininin AH hastalarinin beyin dokusunda birikimi ilk kez 1986'da
tanimlanmustir (101). Tau fosforilasyonunun AH'de NFY olusmasina katki saglama
potansiyeli oldugu ileri siirilmiistiir. AH'li hastalarda, tau proteinlerindeki bazi
aminoasitlerin hiperfosforilasyonu, proteinlerin mikrotiibiillerden ayrilmasi ile
transport yapisinin bozulmasma ve noronlarin agligina, nihayetinde hiicre 6liimiine
neden olur. Dolayisiyla hiperfosforile tau, hiicre igi norofibriller degisiklikler ve AH

ve ilgili tauopatilerin patogenezinde 6nemli bir role sahiptir (43).

Hiicre icinde bulunan NFY'ler, hiperfosforile tau proteinleri tarafindan
olusturulmus eslestirilmis sarmal filamentlerdir. Hiperfosforilasyon eslestirilmis
sarmal  filamentlerde tau  agregasyonunu  kolaylastirir,  mikrotiibiillerin
destabilizasyonuna, membran dejenerasyonuna ve noronal hasara yol acar.
Alzheimer’da goriilen norofibriler yumaklar amigdala, hipokampal olusum,
parahipokampal girus ve temporal asosiyasyon korteksinde bulunurken, senil plaklar

striatumda bulunur (68).

2.1.7. Alzheimer Hastahg Tedavisi

Mevcut ilag tedavileri, kolinerjik hipotezi temel almaktadir. Bu yaklasim,
oliimciil Alzheimer tipi bunamanin belirtilerine neden olan néron hasar ve yikimini
durdurmaz veya geri dondiiremez. Alzheimer tedavisi i¢in FDA tarafindan onayli
olan ilaglar beyinde noérotransmitterlerin miktarini artirarak gecici olarak belirtileri
iyilestirmektedir. Bu ilaglarm etkinligi kullanim siiresi ile smurhidir ve bireyler

arasinda degisiklik gosterir (2, 33).
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Alzheimer tedavisinde asetilkolinesteraz inhibitorleri donepezil, rivastigmin,
galantamin ve NMDA reseptér antagonisti memantin  kullanilmaktadir.
Asetilkolinesteraz inhibitorleri, tedavinin ilk yilinda biligsel performansi ve giinliik
faaliyetleri yiiriitebilirligi saglamaya yardime1 olur. Bilissel islevler giderek azalsa da
tedavinin siirdiiriilmesi bazi yararlar saglayabilir. Memantin, tek basma veya bir
kolinesteraz inhibitdrii ile beraber kullanildiginda orta ila siddetli bunama goriilen

hastalarda fayda saglayabilir (102).

Farmakolojik olmayan tedaviler giindelik hayati slirdiirmek ve genel yasam
kalitesini artirmak i¢in biligsel islevlerin siirdiiriilmesi veya gelistirilmesi amaciyla
uygulanir. Ayrica, depresyon, duygulanim yoksunlugu (apati), dalginlik, uyku
bozukluklari, ajitasyon ve saldirganlik gibi davranigsal belirtilerin azaltilmasi amaci
ile de kullanilabilirler. Bu yontemlere 6rnek olarak bilgisayarli hafiza egitimi,
hafizay1 canlandirmak i¢in en sevilen miizigi dinleme, uyku bozukluklarini azaltmak

icin uygulanan gesitli yontemler verilebilir (33).

Biligsel rehabilitasyon, yalnizca hastaya degil, yakinlari ve bakicilarina
yonelik destek programlarini ve tiim biligsel egitim programlarini igerir. Biligsel
egitim hafiza, dikkat, lisan gibi belirli alanlarda planlanmis standart ¢alismalarin
uygulanmasidir. Bireysel sekilde veya grup aktivitesi seklinde uygulanabilmektedir

(103).

Tim bunlara ragmen, farmakolojik ve farmakolojik olmayan tedavilerin

Alzheimer hastaliginda radikal olarak iyilesme sagladigi gosterilememistir (33).

2.1.8. Alzheimer Hastahg fla¢ Arastirmalar

Alzheimer tedavisi i¢in 2002-2014 yillar1 arasinda, 244 ila¢ aday
molekiiliiniin clinicaltrials.gov'a kayitli klinik arastirmasi yapilmasma ragmen,
bunlardan yalnizca biri klinik arastirmalar1 basari ile tamamlayip FDA'dan onay

almustir (33).

Kullanimda olan asetilkolin esteraz inhibitdrleri ve NMDA reseptor
antagonistinin  hastalik patolojisini geriletmemesi, yeni tedavi stratejilerinin

arastirilmasina yol agmistir. Bu amagla yapilan ¢alismalarda en biiylik hedef AP ve
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Tau'yu merkeze alan arastirmalardir. Anti-amiloid yaklasim; AP iiretimi, taginmasi,
agregasyonu, yikimini hedef alir (1). Umut verici sonuglar beklenen olasi tedavi
stratejileri; y- ve B-sekretaz inhibitorleri, AP asilamasi, Cu-Zn selatorleri, kolesterol
diistiriicii ilaglar, statinler ve non-steroid antienflamatuvar ilaglar1 igerir (1). Gegen
son 30 yilda AH tedavisi i¢in yapilan ilag arastirmalarmin c¢ogu toksik Af
agregatlarinin birikimini 6nlemeyi hedefleyen calismalardir. Ancak higbiri klinik

arastirmalari basariyla sonu¢landiramamustir (56).

Transgenik fareler kullanilarak yapilan bir arastirmada kan beyin engelinde
diisiik dansiteli lipoprotein ile iliskili proteinin (LRP) AP’ya baglanarak klerensini
artirdigi ve AB-indiiklii LRP kaybinin A birikimine neden oldugunun anlagilmast,
LRP'yi AH tedavisinde hedef haline getirmistir (104). Alzheimer modeli olusturulan
farelere uygulanan rekombinant LRP-IV, farelerde dogal olarak bulunan sLRP’nin

yerini alarak Ap’nin uzaklastirilmasini artirmistir (105).

Klinik arastirmalarda Faz III g¢aligmalar1 devam eden Azeliragon (PF-
04494700 veya TTP488), bir Ileri Glikolizasyon Son Uriin Reseptorii (RAGE)
antagonistidir. RAGE diizeyi artisinin Alzheimer patolojisini ilerlettigi goriisii temel
almarak gelistirilen bu ilag aday molekiiliiniin, beyinde AP diizeyini ve
depolanmasii azalttigi, sAPPB diizeyini disiirip sAPPa diizeyini artirdig,
enflamatuvar sitokin diizeyini azalttig1 ve biligsel islevlerdeki azalmay1 yavaslattig
One stirilmistiir. Ancak Faz III ¢alismalarinda ila¢ plaseboya karsi anlamli bir fark

ortaya koymamistir (106-110).

Gama sekretaz inhibisyonu ile AP {iretimini azaltmayr amaglayarak
gelistirilen semagasestatin cilt kanseri ve enfeksiyon riskini artirmasi, avagasestatin
ise dermatolojik ve gastrointestinal sistem iizerindeki yan etkileri nedeniyle klinik
aragtirmalar1 yarida birakilmistir (111, 112). Beta sekretaz inhibisyonu yapan
rosiglitazonun klinik arastirmalari ciddi istenmeyen etkiler goriilmesi nedeniyle Faz
III asamasinda durdurulmustur. BACEIl inhibitérii RG-7129 (RO5508887),
LY2811376, LY2886721, faz I ¢alismalarin1 basar1 ile tamamlamalarina ragmen

toksik etkileri nedeniyle faz ¢alismalarina devam edilememistir (113).

Tau fosforilasyonunun NFY’leri olusturmasit ve AH’de 6nemli rol oynamasi

anti-tau tedavi hedeflerinin olusmasini saglamistir. Taunun fosforilasyonunda gorevli
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kinazlarin inhibisyonu ve agregasyonun dnlenmesi veya ¢oziilmesi amaglanmaktadir.
Glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3) tau fosforilasyonunda rol alan primer enzimlerden
biridir. Bu enzimin lityum ve valproat ile inhibe edilmesi ile tau patolojisini azalttig1
ortaya konmustur (114). GSK3 inhibisyonu yapan baska bilesikler ve etkileri ile ilgili
aragtirmalar yapilmaktadir (115). Tideglusib Faz IIb ¢alismalar1 tamamlanmis geri

doniisiimsiiz GSK3 inhibitoriidiir, Faz I1I ¢alismalarina devam edilmemistir.

Mikrotiibiil stabilizasyonu yapan bilesikler de tau patolojisini dnlemede
arastirtlan bilesiklerdendir (70). Alzheimer modeli olusturulmus siganlara metilen
mavisi yiklii nanokompozit uygulanmasinin tau iizerinden AH patolojisini azalttigi

ortaya konmustur (116).

Oksidatif stresin AH’de 6nemli rol oynamasi nedeniyle antioksidan 6zellikli
maddelerin kullaniminin AH tedavisinde kullanilabilecegi diistinlilmektedir. Bu
amagla yapilan arastirmalarda AH hayvan modellerinde, antioksidan sodyum selenat,
L-selenometiyonin, E vitamini, ferulik asit, D vitamini, melatonin, MitoQ ve

koenzimlerin AP molekiillerinin sayisini azalttigi ortaya konmustur (117).

AP yikiminda rol alan proteazlardan olan neprisilin, Insiilin Pargalayan Enzim
ve neprisilinin etkinligini artiran somatostatin de tedavi yaklasimlarinda hedef
molekiillerdendir. Kallikrein Iliskili Peptidaz 7, digerlerinden farkli olarak fibril
yapidaki AP’y1 da parcalayabilen yakin zamanda kesfedilen bir enzimdir ve AH
tedavisinde hedeflerden biridir (118).

Verubecestat (MK-8931) arastirmalari, hafif-orta siddetli Alzheimer
hastalarinda yapilan ¢alismalarda bilissel islevlerde diisiisiin azalmamasi ve ciddi yan

etkiler g6zlenmesi nedeniyle durdurulmustur (119).

AZD3293, E2609, CTS-21166 ve PF-05297909 klinik arastirmalari devam
etmektedir (120).

Bunlar disinda asetilkolin esteraz inhibitorleri, GABAerjik néronlarin
diizenlenmesi, serotonin reseptorleri, histamin modiilatérleri, mitokondriyal
disfonksiyon, oksidatif stres, antienflamatuvar tedavi ve diger bircok alan AH
tedavisinde hedef alinmaktadir (1).
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2.2. Nigella sativa ve Timokinon

Ranunculacea familyasina ait olan Nigella cinsine mensup Nigella sativa L.
tirti 20-30 cm yiikseklikte, az veya ¢ok tiiylii, bir yillik otsu bir bitkidir (Tablo 2.1).
Cogunlukla Akdeniz’e kiyisi olan iilkelerde yetisen, ayrica Suudi Arabistan, Pakistan
ve Hindistan da dahil olmak {izere Asya'nin bazi bolgelerinde ve ililkemizde en ¢ok
Afyon, Burdur, Isparta’da yetismektedir. Geleneksel olarak uzun yillardir kullanilan
NS, ayni zamanda tibbi alanda en yaygmn kullanilan ve arastirmalara konu olan
Nigella tiiriidiir. Meyveleri, ¢orek otu olarak adlandirilan, aromatik ve aci tada sahip
siyah tohumlar1 iceren biiylik, siskin kapsiillerdir. Olgun tohumlarindan sikilarak
cikarillan kirmizimtirak kestane renkli, NS yagi elde edilir. Farmakolojik etkilerini
aragtirmak amaciyla c¢ogunlukla bitki tohumunun sabit ve ugucu yaglar
kullanilmigtir (121-123).

Tablo 2.1. Nigella sativa’nin bilimsel siniflandirmasi (121).

Alem: Plantae

Boliim: Magnoliophyta

Sinif: Magnoliopsida

Takim: Ranunculales

Familya: Ranunculacea

Cins: Nigella
Tiir: N. Sativa

Timokinon (2-izopropil-5-metilbenzo-1, 4-kuinon), NS tohumlarmin ugucu
yag bilesiminde bulunan, pek ¢ok farmakolojik ¢alismada etkisi arastirilan 6nemli bir
bilesiktir. Ayn1 zamanda NS sabit yaginda da bulunur. Timokinon, Ranunculaceae
familyasinin yani1 sira Lamiaceae, Cupressaceae familyas: gibi farkli familyalara
mensup diger tibbi bitkilerin igeriginde de bulunan biyoaktif bir bilesendir. Basta
antioksidan, antienflamatuvar o6zellikleri olmak iizere birgok etkisi arastirilmaktadir
(23).
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Timokinon hidrofobik yapidadir. intravendz, intraperitonal ve oral yolla
uygulanabilir. Deneysel calismalarda timokinon oral yoldan 10-100 mg/kg doz

araliginda toksik etkiden yoksun, giivenli bulunmustur (23).

2.2.1. Nigella sativa Tohumlarmin Icerigi

Nigella sativa tohumlarinin kimyasal yapisi ilk kez Greenish tarafindan
1880°de tanimlanmustir (27). Tohumlardan %43.75 verimle elde edilen sabit yagin
GS-MS ile analizinde; miristik asit, palmitik asit, palmitoleik asit, stearik asit, oleik
asit, linoleik asit, linolenik asit, arasidik asit, eikosenoik asit, eikozadienoik asit
icerdigi ve bu igerigin yaklasik %74’linli linoleik ve oleik asitin olusturdugu

bulunmustur (121).

Clevenger diizenegi kullanilarak su distilasyonu ile %3.33 verimle elde edilen
ugucu yagin GC-MS analizinde a-pinen, B-pinen, limonen, B-fellandren, 1.8-sineol,
y-terpinen, p-simen, terpinolen, karvon, karvakrol, 4-terpineol, t-anetol, longifolen,
a-tuyen, o-simen, B-elemen, timokinon, timol, timohidrokinon, cis-4-metoksituyan,
trans-metoksituyan gibi bilesenler igerdigi ¢esitli caligmalarda ortaya konmustur
(121).

Nigella sativa metanol 6ziit analizinde timol ve kersetin, (-) epikatesin basta
olmak Tlizere birgok fenolik bilesen igerdigi belirlenmistir. Fosfor, potasyum,
kalsiyum, magnezyum yoniinden zengin olan tohumlarin sodyum, aliiminyum, krom,
mangan, demir, nikel, ¢inko, bakir, selenyum icerdigi tespit edilmistir (121).
Bunlarin yaninda vitaminlerden A, Bl, B2, B3, B6, B9 ve C vitaminleri
bulunmaktadir. NS tohumlarinda bulunan bazi bilesenlerin kimyasal yapist Sekil

2.2°de gosterilmistir.

Glinlimiize kadar Nigella'nin farkli tlirlerinden ¢esitli kimyasal bilesenleri
ayrilarak tanimlanmistir. Yapilan bir ¢aligmada tohum kilogram basina; 216 ¢
protein, 406 g yag, 45 g kabuk, 84 g lif, 249 g azotsuz ekstrakt, 38 g nem, 105 mg
demir, 18 mg bakir, 60 mg ¢inko, 527 mg fosfor, 1860 mg kalsiyum, 15.4 mg tiamin,
57 mg niasin ve 160 pg folik asit icermektedir (124). Bunlar disinda, timokinon,
timol, limonen, karvakrol, p-simen, alfa-pinen, 4-terpineol, longifolen ve t-anetol

benzen gibi aktif farmasdtik bilesenlerin NS tohumlarinda varligr bilinmektedir.
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Diger bazi fitokimyasal c¢alismalar, bitki tohumlarinin nigellimin-N-oksit gibi
izokinolin alkaloidleri ve nigellidin ve nigellisin gibi pirazol alkaloidlerini igeren iki
siif alkaloid igerdigini ortaya koymustur. Tohumlarin diger bilesenleri arasinda

saponinler, flavonoidler, indazol tipi alkaloidler, glikozitler de bulunur (122).
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Sekil 2.2. Nigella sativa tohumlarimin ana bilesenlerinin kimyasal yapilart.

2.2.2. Farmakolojik Etkileri

Nigella sativa, Giineydogu Asya, Kuzey Afrika ve Orta Dogu'da geleneksel
olarak ¢esitli hastaliklarin (6r. astim, bronsit, romatizma, bas agrisi ve dizanteri)
tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica tohumlarin surubunun, sindirim, istah kaybi,
amenore ve dismenore tedavisi ve deri dokiintiilerinde yararli oldugu bulunmustur
(122).
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2.2.2.1. Gastroprotektif Etki

Sicanlarda etanol ile olusturulan akut gastrik iilser modelinde, lipid
peroksidasyon belirteci olarak artan siiperoksid dismutaz (SOD), malondialdehid
(MDA) ve azalan glutatyon (GSH) diizeylerine karsi 20 mg/kg uygulanan
timokinonun etkisi arastirilmistir. Timokinon uygulamasimin {ilser indeksini

diistirdiigii, MDA ve GSH diizeylerindeki degisimi diizelttigi gézlenmistir (125).

Deksametazon ile mide hasari olusturulmus sigcanlarda Nigella sativa’nin tek
basina veya montelukast ile beraber kullaniminin koruyucu etkileri arastirilmistir.
Yedi giin siiren deney sonunda siganlarin mideleri ¢ikartilarak biyokimyasal ve
histolojik incelemeler yapilmigtir. Deksametazon indiiksiyonu ile MDA seviyesi,
SOD ve miyeloperoksidaz (MPQO) aktivitelerinde belirgin artis, mukus
sekresyonunda azalma meydana getirmistir. Montelukast ve NS’nin ise bu
degisiklikleri azalttigi, mide hasarlanmasina karsi koruyucu etkisinin oldugu ortaya

konmustur (126).

Timokinonun mide koruyucu etki mekanizmasinin arastirildigi bir ¢alismada
10 ve 20 mg/kg timokinon veya ayni dozda omeprazol veya kombinasyonlarinin
denendigi hayvanlarda iskemi/reperflizyon ile mide asit salgisi, mide mukoza igerigi
ve aktivitesi, lipid peroksidasyonu, iilser endeksi gibi birka¢ paremetrede artis
meydana gelmistir.  Timokinonun, o6zellikle yiiksek dozda bu degisimleri
omeprazoliin  olusturdugu etki ile karsilastirilabilecek diizeyde diizelttigi
bulunmustur. Bu ¢aligma ile timokinonun antioksidan 6zelliginin yani sira proton
pompasi, asit salgisi, notrofil infiltrasyonunu inhibe ederek, musin salgis1 ve nitrik

oksid tiretimini de artirarak mide koruyucu etki gosterdigi ortaya konmustur (127).

2.2.2.2. Antitumor Etki

Bir c¢alismada nanoemiilsiyonu hazirlanan NS yaginin meme kanseri
hiicrelerinde (MCF-7) apoptoza neden oldugu gosterilmistir. Bu sonuca gore NS
yaginin meme Kkanseri tedavisinde iyilestirme potansiyeli olabilecegi ortaya
konmustur (128).
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Uzun siireli sisplatin tedavisinin beraberinde getirdigi nefrotoksik yan etkileri
hafifletme amaciyla siganlarda sisplatin ile olusturulan nefrotoksisite modelinde NS
yag1t ve timokinonun etkileri incelenmistir. Deneyin son giiniine kadar NS
grubundaki siganlar 2 ml/kg dozda NS yagi, timokinon grubundakiler 1.5 mg/kg
timokinon ile oral olarak beslenmistir. Timokinon veya NS yag: ile beslenme
basladiktan 14 giin sonra 20 giin boyunca 4 giinde 1 defa intraperitonal sisplatin (3
mg/kg) uygulanmistir. Bu ¢alisma sonucunda sisplatinin olusturdugu kan iire azotu
(BUN), serum kreatinin diizeyi artis1 ve diger degisiklikleri timokinon ve NS yagi
uygulamalarinin iyilestirdigi biyokimyasal ve histolojik verilerle ortaya konmustur.
Bu sonuca bagli olarak kanser kemoterapisinde sisplatinin uzun siire kullanilmasi
gerektiginde nefrotoksik etkilerini hafifletmek icin NS ve timokinonun beslenme

takviyesi olarak kullanilabilecegi one siirtilmistiir (129).

2.2.2.3. Antidiyabetik Etki

Streptozosin ile diyabet modeli olusturulmus ve yiiksek yaglh diyetle beslenen
sicanlarda, glinlik NS yag1 uygulamasinin kan glukozu, lipid profili, oksidatif stres
parametreleri ve insiillin reseptorii ile uyarilan bazi genlerin ifadesine etkisi
incelenmigtir. Calisma sonucunda NS yag1 alan sigcanlarin digerlerine gore insiilin
reseptorliniin gen ekspresyonunun indiiklendigi, ilaveten insiilin benzeri biiyiime
faktorii-1 ~ ve  fosfoinositid-3  kinaz ~ ekspresyonunun  arttigi, ADAM-17
eskpresyonunun azaldigi gozlenmistir. Ayrica kan glukoz seviyesi, lipid bilesenleri
ve oksidatif stres parametreleri de NS yagi alanlarda diismiis ve NS'nin antidiyabetik

etkinliginin oldugu gosterilmistir (24).

2.2.2.4. immiinomodiilator Etki

Formaldehit inhalasyonunun siganlarin hiimoral bagigikligini nasil etkiledigi
ve NS yaginin koruyucu etkisini arastiran dort haftalik bir ¢alismada formaldehit
inhalasyonunun siganlarin serum immiinogloblin A (IgA), IgM ve C3 seviyesini
artirdigl, IgG seviyelerini azalttigi tespit edilmistir. NS uygulamasinin si¢anlarda
Formaldehit-indiikli IgA, IgM ve C3 artisin1 azalttigi ve NS’ nin immiinomodiilator

etkili oldugu ortaya konmustur (130).
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Atopik dermatit benzeri lezyonlarin olusturuldugu farelerde timokinonun hem
oral hem de topikal uygulamasi, serumda artmis IgE diizeyi ve periferal eozinofilinin
eslik ettigi hastalik bulgularini azaltmistir. Ayrica bazi proenflamatuvar sitokinlerin
diizeyini ve kandaki enflamatuvar hiicrelerin infiltrasyonunu diistirerek atopik

dermatit skorunda iyilesmeye yol agmigtir (131).

Romatoid artrit modeli olusturulan siganlarda timokinon Toll-benzeri
reseptor-2 ve 4 ve proenflamatuvar sitokinler TNF-a, 1L-1 ve Niikleer faktor kappa B
ekspresyon seviyelerini diisiirerek antienflamatuvar ve immiinomodiilator etki
gOstermistir. Bu sonuca goére timokinonun romatoid artriti iyilestirme potansiyeline

sahip olabilecegi one siiriilmiistiir (132).

2.2.2.5. Hepatoprotektif Etki

Tavsanlarda karaciger oksidatif hasarini iyilestirmede NS tohumlarinin
etkisinin arastirildigi bir ¢alismada kursun asetata maruz kalan tavsanlarin MDA
seviyeleri artarken, glutatyon seviyesi, GST ve GPx aktivitesi diigsmiistiir. Kursun
asetat uygulamasini takiben 2 ay boyunca giinliik 20 g/kg NS tohumu tiiketen
tavsanlarda ise bu parametrelerin seviyelerinin anlamli derecede diisiikk oldugu
gozlenmigtir. Bu ¢alisma, NS tohumlarinin kursun asetat kaynakli oksidatif strese

kars1 gii¢lii bir etkinliginin oldugunu ortaya koymustur (26).

Hepatoprotektif etkisini arastirmak iizere yapilan bir g¢alismada 10 giin
boyunca Timokinon (30mg/kg) ile oral yolla beslenen siganlarda iskemi-reperfiizyon
ile kismi hepatektomi olusturulmustur. Alanin aminotransferaz aktivitesi, histolojik
bulgular, antioksidan parametreler, hepatik ATP igerigi, karaciger rejenerasyon
indeksi ve apoptoz diizeyleri degerlendirilen bu ¢alismada timokinonun, olusan
patolojik bulgularin tiimiinii hafiflettigi gosterilmistir. Bu ¢alisma ile timokinonun
iskemi-reperfiizyondan dnce uygulanmasinin olusacak karaciger hasarini azaltmaya

kars1 etkili bir strateji olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (133).
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2.2.2.6. Antioksidan Etki

Nigella sativa tohum ekstrelerinin koruyucu etkilerini arastirmak igin yapilan
bir calismada TIB-73 hiicreleri ve sicanlarda asetaminofen ile indiiklenmis
hepatotoksisiteye karst NS tohum ekstrelerinin antioksidan etki gostererek hem lipid
peroksidasyonu hem de ROS olusumunu baskilamistir. Boylece hepatotoksisite ve
metabolik bozukluklara kars1 in vitro ve in vivo koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir
(20).

Insanlar iizerinde NS’nin antioksidan ve antienflamatuvar etkilerinin
arastirildigi randomize, ¢ift kor, plasebo kontrollii klinik bir calismada, 42 romatoid
artrit hastasina 8 hafta boyunca 500 mg NS yag1 veya plasebo verilerek ¢alismanin
basinda ve sonunda serum TNF-a, IL-10 ve tam kanda oksidatif stres parametreleri
diizeyleri 6l¢iilmistiir. Antienflamatuvar IL-10 diizeyinin NS verilen grupta anlamli
Olciide arttigi, MDA ve NO diizeylerinin ise baslangica gore anlamli dl¢lide azaldigt
bulunurken TNF-a, SOD ve katalaz diizeylerinde NS ile beslenmeye bagh bir
degisim gozlenmemistir (134).

2.2.2.7. Antiastmatik Etki

Ovalbiimin ile indiiklenmis sicanlara farkli dozlarda uygulanmasi ile
timokinonun, l0kotrien reseptdr antagonisti olan montelukast ile karsilastirmali
olarak 1o6kosit sayisi degerlendirilmistir. Calisma sonucunda timokinonun astim

modeli olusturulmus siganlarda antiastmatik etkisi oldugu bulunmustur (135).

2.2.2.8. Kardiyoprotektif Etki

Fareler iizerinde yapilan 14 giinliik bir ¢alismada, timokinonun intraperitonal
doksorubisin ile olusturulan kardiyotoksisiteye kars1 etkileri arastirilmustir.
Timokinon tedavi gruplarina 10 ve 20 mg/kg/giin oral yolla uygulanmistir. Hastalik
modeli olusturulan grupta serum belirte¢lerinden aspartat aminotransferaz (AST),
alanin aminotransferazi (ALT), kreatin kinaz-miyokardial band (CK-MB) ve laktat
dehidrojenaz (LDH)'nin ve oksidatif stres bulgular1 olan lipid peroksidasyonunun
yiikseldigi, antioksidan katalaz (CAT), SOD, glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon
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rediiktaz (GR), glutatyon S-transferaz (GST) diizeylerinin diistiigli gozlenirken
timokinon her iki dozda da bu degisimleri baskilamigtir. Ayrica doksorubisin
uygulamasi ile artan proenflamatuvar sitokin IL-2'nin de tedavi gruplarinda artisi
onlenmistir. Bu sonuglara gore timokinonun kardiyomiyopati i¢in potansiyel bir ilag

molekiilii olabilecegi ileri siirtilmiistiir (136).

2.2.2.9. Nefroprotektif Etki

Sisplatin ile nefrotoksisite modeli olusturulmus si¢anlarda NS'nin koruyucu
etkisinin arastirildig1 bir calismada renal korteks ve medullanin antioksidan koruma
sistemi ve firga kenar membrami enzim aktiviteleri ile serum parametreleri,
karbonhidrat metabolizma enzimlerinin  diizeyleri  Olgiilmiistiir.  Sisplatin
uygulamasindan 6nce ve sonra oral NS uygulamasiin siganlarda sisplatine bagli
olarak artan serum kreatinin, kan iire azotu (BUN) seviyelerindeki artis1 azalttigi,
renal korteks ve medulladaki firca kenar membran enzimlerinin aktivitesindeki
azalmay1 onledigi gosterilmistir. Histopatolojik bulgular da NS’nin bdbrek hasarini

belirgin derecede dnledigini gostermistir (137).

2.2.2.10. Ogrenme ve Bilissel Islevlere Etki

Hafiza ve kan biyobelirtecleri tizerine NS’nin etkilerinin degerlendirilmesi
amaciyla yapilan bir ¢calismada 40 goniilli iki gruba ayrilarak bir gruba dokuz hafta
boyunca giinde iki defa 500 mg NS kapsiil, diger yarisina plasebo verilmistir. Deney
sonunda kalp, bobrek ve karaciger ile iliskili biyobelirte¢ diizeylerinde anlamli bir
farklilik saptanmazken, calisma Oncesi ve sonunda yapilan 6grenme ve hafiza

testleri, NS’nin hafiza {izerine olumlu etkisi oldugunu ortaya koymustur (22).

Banglades’te 14-17 yas aras1 48 goniillii iki gruba ayrilarak 4 hafta siireyle bir
gruba 500 mg NS kapsiilii, diger gruba plasebo verilmistir. Deneyin basinda ve
sonunda yapilan 6grenme ve hafiza testleri ile goniilliilerin sirasiyla hafiza, ruh hali
ve anksiyete durumlari degerlendirilmistir. Deney sonunda her ii¢ durum icin de

NS’nin istatistiksel olarak anlamli olumlu etki gosterdigi bildirilmistir (138).
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Pentilentetrazol indiiksiyonu ile noronal hasar olusturulan si¢anlarda
tekrarlayan ndbetlere karst NS'nin etkisini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢aligmada
siganlar bes gruba ayrilarak kontrol, hastalik ve {i¢ farkli doz NS sulu alkol 6ziitii
(100, 200, 400 mg/kg) uygulanan tedavi gruplari olusturulmustur. Her
pentilentetrazol enjeksiyonundan 30 dk 6nce NS’nin sulu alkol &ziitii intraperitonal
olarak bes giin boyunca verilmistir. Deney sonunda tedavi gruplarinin hastalik
grubuna gore daha az ndbet gegirdigi, pasif sakinma testinde karanlik bdlgeye daha
gec gectikleri, histolojik incelemelerde ise hipokampiisiin farkli bolgelerinde stres,
iskemi ve nobet ile arttigi bilinen koyu renkli (dark) néron iiretiminin inhibe edildigi
gosterilmistir. Bu ¢aligma ile NS'nin hipokampal sinir hasarini1 6nleme potansiyeli

oldugu ortaya konmustur (139).

Arsenik ile iligkili noropatolojik degisikliklere karsi timokinonun etkilerinin
arastirildigi bir c¢aligmada, sekiz giin boyunca oral 10 mg/kg arsenik aliminin
hipokampiiste olusturdugu ROS artisi, mitokondriyel disfonksiyon ve apoptotik
olaylarin arsenik maruziyetinden 6nce oral timokinon (2.5 ve 5 mg/kg) uygulamasi
ile onlendigi ortaya konmustur. Bu ¢alisma sonucunda timokinonun néroprotektif

etkili oldugu gosterilmistir (140).

Timokinonun noroprotektif etkinliginin degerlendirildigi bir calismada
NMDA reseptoriiniin, I-glutamik aside asir1 maruz kalmasi ile artan hiicre igi
kalsiyum miktar1 ve mitokondriyel disfonksiyon sonucu eksitotoksisite ile hiicre
olimii gergeklestirilerek siganlarda norotoksik etki modeli olusturulmustur. Yedi
gilin, intraperitonal 2 g/kg/glin glutamat uygulamasi ile hastalik modeli olusturulan
sicanlarda, tedavi gruplarina yedi giin intraperitonal 2.5 mg/kg ve 10 mg/kg
timokinon uygulanmistir. Morris Su Tanki ve Y-maze davranis testleri ile bellek
faaliyetleri degerlendirilen siganlarda glutamat ile bozulan islevlerin, tedavi
gruplarinda anlamli 6l¢iide iyilestigi gosterilmistir. Glutamatla olusan patolojinin bir
sonucu olarak artan Cyto-c ekspresyonu, kaspaz-3 seviyesi, beyin LDH diizeyi ve
AP1-42 diizeyi, tedavi gruplarinda her iki dozda da anlamli derecede diismiistiir. Bu
calisma ile anti-amiloidojenik, anti-apoptotik ve antioksidan etkileri ile timokinonun

noroprotektif 6zelligi ortaya konmustur (141).

Parkinson modeli olusturmak amaciyla c¢evresel bir zehir olan rotenon

uygulanan siganlara, bu uygulamadan bir saat 6nce 7.5 mg/kg ve 15 mg/kg dozlarda
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oral olarak timokinon uygulanmistir. Calisma sonucunda antioksidan ve
noroprotektif etkileri ile timokinonun rotenon kaynakli hasar1 6nemli 6lgiide dnledigi

ortaya konmustur (142).

Lityum-pilokarpin uygulamasi ile status epileptikus modeli olusturulan
siganlarda  timokinonun beyin hasarin1  Onlemede  etkisi  arastirilmustir.
Elektrosefalogram, Racine skalasi kullanilarak nobetin siddeti, pasif sakinma testi
kullanilarak 6grenme davranisi degerlendirilen hayvanlarin, biyokimyasal bulgulari
da incelenmistir. Tiim parametreler, timokinonun lityum-pilokarpin toksisitesi

kaynakli beyin hasarini azalttigini ortaya koymustur (143).

Timokinonun etkinliginin in vitro olarak arastirildigi bir calismada
lipopolisakkarid ile uyarilmig BV-2 fare mikroglia hiicrelerine karsi timokinonun
enflamasyonla iligkili sitokin diizeylerini azaltigi ve belirgin sekilde
antienflamatuvar o6zellik gosterdigi ortaya konmustur. Bu c¢alisma sonucunda,
timokinonun, aktive edilmis mikroglia hiicrelerini igeren enflamasyonla iliskili
norodejeneratif hastaliklarin  gelisimini geciktirme potansiyeli olabilecegi 0One

stirilmistiir (144).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deney Malzemeleri ve Hayvanlar

Deney Hayvanlari

Calismanmn deney hayvanlarinda yiiriitiilme izni, Abant Izzet Baysal
Universitesi Hayvan Arastirmalart Yerel Etik Kurulu’ndan 14.02.2018 tarih ve
2018/06 karar numarali Etik Kurul belgesi ile alindi. Calisma Bolu Abant Izzet
Baysal Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastrma Merkezi’nde
gerceklestirildi. Toplamda 56 adet 4 aylik 290-320 g agirliginda Wistar-Albino erkek
sigan kullanildi. Hayvanlar her bir kafeste dort adet olacak sekilde ayr1 ayr1 kafeslere
yerlestirildi. Bir haftalik siire boyunca hayvanlarin deney ortamina ve calismay1
yapan arastiriciya aligsmalari saglandi. Hayvanlarin barindigi ortamin havalandirmasi
merkezi havalandirma diizeni ile saglandi ve 12 saat aydinlik/karanlik dongiisii
uygulandi. Deney siiresince hayvanlar musluk suyu ve sigan yemi ile beslendi.

Sadece gavaj uygulamalarinda 1 gece dncesinden kismi yem kisitlamasi yapildi.

Kimyasallar

Amiloid Beta 1-42 peptid (AP1-42, California Peptide, ABD),

Yag asidi standart karigimi (Chem-Lab, Belgika)

Misir yagi (Sirma),

Nigella sativa yag1 (Taze NS tohumlarinin giinasir1 soguk sikimu ile elde edilen yagi)
Timokinon (Sigma-Aldrich 274666-5G, ABD)

Formaldehit %10 (Biochemika-Fluka Japonya)

Fosfat Tampon Sivis1 (PBS, Sigma-Aldrich, ABD)

Ketamin (Alfamine %10 enjeksiyonluk ¢6zelti, Alfasan, Hollanda)

Ksilazin (Alfazyne %2 enjeksiyonluk ¢ozelti, Alfasan, Hollanda)

Kitler

TNF-a (ELISA kiti, Abcam ab100785, Cambridge, Ingiltere)
IL-1B (ELISA kiti, Abcam ab100768, Cambridge, ingiltere)

Anti-lbal (Antikor, Abcam ab178847, Cambridge, Ingiltere)
DAB Kkiti (Leica, Bond Polymer Refine Detection, Hollanda)
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Malzeme ve Cihazlar

GC-MS cihazi (Trace1300, ThermoFisher, ABD)

Morris Su Tank1 (160 cm ¢apinda, 60 cm yiiksekliginde, yerli)

Morris testi video diizenegi (Noldus EthoVision XT10, Noldus Information
Technology, Hollanda)

Pasif Sakinma Cihazi ve Diizenegi (Noldus MAY PAV211, Noldus Information
Technology, Hollanda)

Stereotaksi

Immiinhistokimya Boyama Cihazi (Leica, Bond max, Avustralya)
Spektrofotometre (Thermo Scientific, Multiskan Go, 1510, Finlandiya)
Sonikatdr (Sonics & Materials Inc, Vex 130PB, ABD)

Santrifiij (Hettich, 1406, Almanya)

Mikroskop (Leica, Avustralya)

Derin dondurucu (-80°C) (ThermoFisher, ABD)

Hamilton mikroenjektor (5 mikrolitre (ul), Hamilton, ABD)

Otomatik mikropipet 100 pnL, 500uL, 1000uL (Eppendorf, ABD)
Enjektor (2.5 mL, 5 mL, 10 mL)

Hassas terazi (ADAM, Nimbus, NBL 214e, ABD)

Tiras makinesi (Oster, ABD)

Mikro matkap (paslanmaz ¢elik)

Cerrahi malzeme seti (Bistiiri, makas, pens, portegii vs)

Cerrahi iplik (3/0 ipek)

3.2. Deney Gruplan

Her grupta 7 sican olacak sekilde 8 grup olusturuldu (Tablo 3.1). Gruplara
yapilan uygulamalar asagidaki ilgili basliklar altinda ayrintili olarak verildi.
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Tablo 3.1. Deney gruplart.

Kontrol Mide sondasi ile misir yagr + hipokampiis i¢i serum
fizyolojik uygulanan kontrol grubu

Hastalik (AH) Mide sondasi ile misir yagr + hipokamplis i¢i APi-a2
uygulanan hastalik modeli grubu

Nigella sativa yag1 | Mide sondasi ile 0.5 ml/kg/glin NS + hipokampiis i¢i AP1-42

0.5 mi/kg (NS-A)

uygulanan tedavi grubu

Nigella sativa yag1
1 ml/kg (NS-B)

Mide sondasi ile 1 ml/kg/gliin NS+ hipokampiis i¢i AP1-42

uygulanan tedavi grubu

Nigella sativa yag1 | Mide sondasi ile 2 ml/kg/giin NS + hipokampiis i¢ci AP1-42
2 ml/kg (NS-C) uygulanan tedavi grubu
Timokinon Mide sondasi ile 3 mg/kg/giin TK + hipokampiis i¢i APi1-42
3 mg/kg (TK-A) uygulanan tedavi grubu
Timokinon Mide sondasi ile 10 mg/kg/giin TK + hipokampiis i¢ci AP1-42
10 mg/kg (TK-B) uygulanan tedavi grubu
Timokinon Mide sondasi ile 30 mg/kg/giin TK + hipokampiis i¢i AP1-42

30 mg/kg (TK-C)

uygulanan tedavi grubu

3.3. Deney Protokolii

Cozeltilerin Hazirlanmasi

Timokinon ve NS yagi uygulamalarinin tiimii toplam hacim 2 ml/kg olacak

sekilde misir yagi ile tamamlandi. Timokinon dozlar1 3, 10 ve 30 mg/kg/giin, NS

dozlar1 0.5, 1 ve 2 ml/kg/giin olarak uygulandi.

NS tohumlarindan giin asir1 soguk sikim ile NS yag1 elde edildi. Her ii¢ NS

yag1 grubu 2 ml/kg’a misir yag: ile tamamlandi. Timokinon stok ¢ozeltileri misir

yaginda ¢oziilerek hazirlandi. Hayvanlara giinliik uygulanan timokinonun 3, 10 ve 30

mg/kg giinliik dozlar1, bu stok ¢ozeltilerden dogrudan alinarak kullanildi.

Hastalik modeli olustuma amaciyla ABi-42 ¢ozeltisi hazirlanmasinda Afi-42

peptidinin 1 mg’1 250 pl distile suda ¢6ziildii. Fibril benzeri yapilar ve oligomerler

olusmasi i¢in 7 giin 37°C’deki etiivde inkiibasyona birakildi.
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AP enjeksiyonu

Pasif
Sakinma Morris Su Tanki
u r—o < >
1 8 19 20 21 25
| ] \ ] ]
Mide sondasi ile beslenme Mide sondasi ile beslenme

Sekil 3.1. Deney protokol semasi.

Deneysel Alzheimer Modelinin Olusturulmasi

Tedavi ve hastalik gruplarindaki siganlar, intraperitonal ketamin (100 mg/kg)
ve ksilazin (5 mg/kg) ile anestezi altina alindi. Kafa derisi lizerindeki tiiyleri nazikce
tiras edildi. Stereotakside kulak g¢ubuklari ile kulaklarindan ve oOn dislerinden
sabitlendi. Hayvanlarin kafa derisi bistiiri ile orta hattan kesilerek agildiktan sonra
bregmanin (sagital ve koronal siiturlarin kesisim noktasi) koordinatlari tespit edildi.
Enjeksiyon i¢in hipokampiisiin koordinatlar1 Paxinos&Watson sican beyin atlasina
gore belirlendi (145). Beyin kemik dokusu mikrodelici ile sagital kesiklerden agildi.
AP1-42 peptidi Hamilton mikroenjektorii ile hipokampiis i¢ine AP: -3.5 mm, ML:
+2.0 mm, DV: -2.8 mm koordinatlarinda iki tarafli (bilateral) 1ul/taraf enjekte
edildi. Kontrol grubuna Api-s2 yerine ayn1 miktarda serum fizyolojik enjekte edildi.
Enjeksiyonlar 1 pl/dk hizinda gergeklestirildi. AB’nin uygulama yerinden disari
kagmamast i¢in enjektor 5 dakika enjeksiyon bolgesinde bekletildi. Enjeksiyonlar
tamamlandiktan sonra kesi yeri 3/0 mm cerrahi dikis ipligi kullanilarak basit siitur ile
kapatild: (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Hipokampiis i¢ine enjeksiyon yapilan ve operasyondan sonra kesi yeri

stitur ile kapatilan siganlar.

Nigella sativa ve Timokinon Uygulamalari

Hipokamplis i¢ine APi42 uygulamasindan onceki 7 giin ve sonraki 10 giin
NS-A, NS-B ve NS-C gruplarina sirasiyla 0.5 ml/kg, 1 ml/kg, 2 ml/kg Nigella sativa
soguk sikim yagi, TK-A, TK-B, TK-C gruplarina sirastyla 3 mg/kg, 10 mg/kg ve 30
mg/kg musir yaginda ¢oziinmiis timokinon mide sondasi ile uygulandi. Uygulamalar

her giin sabah ayni saatlerde yapildi.

Kontrol ve hastalik gruplarina NS yag: ve timokinon yerine, ayni hacimde (2
ml/kg) misir yagi verildi.

3.4. Davrams Deneyleri

Timokinon, NS yagi veya misir yagi uygulamalar bittikten sonra iki giin
stirecek olan Pasif Sakinma testi, test bittikten sonra bes giin siirecek olan Morris Su

Tanki deneyleri uygulandi.

3.4.1. Pasif Sakinma Testi

Ogrenme ve kisa siireli bellegin 6lciildiigii Pasif Sakinma testi, giyotin bir

kapi ile aydinlik ve karanlik iki boliime ayrilmis, tabani elektrigi ileten tel 1zgara ile
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dosenmis cihaz diizeneginden olusur (Sekil 3.3). Hayvanin bdliimler arasi gegisini
algilayan sensorler 1s1k, elektrik ve giyotin agilma/kapanmasini otomatik olarak
ayarlamaktadir. Bu deneyin ilk giiniinde sigan aydinlik bolmeye birakildi, 20 saniye
alisma periyodundan sonra giyotin kapi otomatik olarak agildi. Hayvanin giyotin
kap1 agildiktan sonra karanlik bolmeye gegme siiresi kaydedildi, 60 saniye boyunca
ge¢meyen hayvanlar deney dis1 birakildi. Hayvan karanlik bolmeye gectiginde kapi
otomatik olarak kapandi ve 3 sn siire ile 0.5 mA elektrik soku uygulandi. Sonrasinda
hayvan alind1 ve kafesine koyuldu. Deney bitiminden 24 saat sonra hayvan tekrar
aydinlik bolmeye birakildiktan 10 saniye sonra giyotin kapi acildi. Kap1 agildiktan
sonra 300 saniyeye kadar hayvanin karanlik bolgeye gecme siiresi kaydedildi. 300 sn
boyunca ge¢meyen hayvanlar 6grenmis kabul edildi.

B 0 A r v AT - ~

Nl

Sekil 3.3. Pasif Sakinma diizenegi.
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3.4.2. Morris Su Tanki Testi

Deneyin gerceklestirilecegi 160 cm capinda 50 cm yiiksekligindeki tank,
yaklagik 30 cm yiiksekligine kadar su ile dolduruldu. Suyun sicakligi 23+1 °C
araliginda tutuldu. Tankin tepesindeki tavana, tanki ortalayacak sekilde bir video
kaydedici kamera sistemi yerlestirildi. Hayali olarak 4 esit par¢aya ayrilmis olan
tankin bir kadraninin ortasina suyun 2 cm altinda kalacak sekilde bir kenar1 10 cm
olan kare bir platform yerlestirildi. Hayvanin yoniinii belirleyebilmesi icin tankin
suyla temas etmeyen i¢ kisimlarina dort farkli renk ve sekilde geometrik isaretler
yerlestirildi. Hayvanin yon duygusunun karigmamasi i¢in aragtirmaci deney
esnasinda tankin igerisinden goriilebilecek bir sekilde bulunmadi. Deneyin ilk dort
giinii hayvanlar 6nceden belirlenen 5 farkli noktadan tanka birakildi. Tiim hayvanlar
sirayla ayni noktalardan birakildi. Sigcanlar suya birakildiktan sonra bilgisayara bagl
olan kameranin algilamasiyla deney otomatik olarak baslayarak 90 saniye boyunca
hayvanin hareketleri kaydedildi. Belirlenen siire igerisinde platformu bulamayan
siganlara platformun yeri gosterilerek 20 saniye platform iizerinde kalmalar
saglandi. Dort gilinlin sonunda 20 defa platformu bulma alistirmalart yapilmis olan
sicanlar besinci giinde teste alindi. Test giiniinde platform kaldirilarak tanka birakilan
hayvanlarin 60 sn boyunca yiizmeleri saglandi ve program tarafindan Onceden

platformun oldugu kadranda gecirilen stire kaydedildi (Sekil 3.4).
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Animal 2 - Ready...

Sekil 3.4. Morris Su Tanki videosunun bilgisayara aktarilan goriintiisii.

Dokularin Alinmasi

Davranig deneylerinin sonlandirilmasi ile intramiiskiiler ketamin (100 mg/kg)
ve ksilazin (5 mg/kg) ile anesteziye sokulan siganlarin 10 ml’lik enjektor ile
kalplerinden alinan kan antikoagiilan igermeyen biyokimya tiliplerine aktarildi.
Kanlar 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek serumlar yag asidi analizi i¢in ayrildi.
Buz lizerinde beyin dokular1 ¢ikarilarak sag hemisfer hipokampiisii biyokimyasal
analizler i¢in PBS ile dolu kaplara, sol hemisfer histolojik incelemeler i¢in formol ile
dolu kaplara alindi. Biyokimyasal analizler i¢in ayrilan beyin dokular1 ve serumlar
derhal -20 °C’ye, sonrasinda -80 °C’ye kaldirildu.

3.5. Proenflamatuvar Sitokin Ol¢iimleri

Sicanlarin hipokampiislerinde ELISA kitleri kullanilarak TNF-o ve IL-1B
diizeyleri 6lgiildii. Orneklerdeki TNF-o ve IL-1B miktar1 standart egri kullanilarak
pg/ml doku olarak hesaplandi.
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3.5.1. Tiimér Nekfoz Faktor Alfa (TNF-a) Tayini

Tiim materyaller ve reaktifler oda sicakligina getirildi. Kilavuzda belirtilen
oranlara gore deneyde kullanilacak reaktiflerin seyreltmeleri yapildi. Standart
¢ozeltileri hazirlandi. Hipokampiis dokulari -80°C’den ¢ikarilarak ¢6ziindiikten sonra
tartildi. Kit igersindeki lizis ¢ozeltisi eklenerek sonikatorde homojenize edildi.
Dokular santrifiij edildikten sonra siipernatant alinarak Ornek Seyreltme Tamponu ile
seyreltildi ve kuyucuklara 100 pL standart eklenerek kuyucuklar kaplandi ve oda
sicakliginda 2.5 saat yavasca calkalanarak inkiibe edildi. Soliisyon uzaklastirildi ve 4
defa 300 uL yikama soliisyonu ile ¢ok kanalli pipet kullanilarak yikandi. Bu
islemden ileride kisaca yikama olarak bahsedilecektir. Yikamanin ardindan
kuyucuklar bosaltilip, fazla kalan yikama soliisyonu ters ¢evrilip temiz havlu kagida
kars1 hafifce vurularak uzaklastirildi. 100 puL Biyotinlenmis TNF-o Deteksiyon
Antikoru her bir kuyucuga eklendi. Plak hafifce ¢alkalanarak 1 saat oda sicakliginda
inkiibe edildi. Kuyucuklardaki sivi uzaklastirilarak yikama islemi tekrarlandi. 100 pL
HRP-Streptavidin soliisyonu kuyucuklara eklendi ve yavasga calkalanarak oda
sicakliginda 45 dk inkiibe edildi. Yikama islemi tekrarlandi. 100 uL TMB Tek-
basamak Substrat Reaktifi her bir kuyucuga eklendi ve 30 dk karanlikta, yavasca
calkalanarak inkiibe edildi. 50 pL Stop Soliisyonu kuyucuklara eklendi ve hizlica
450 nm’de okuma yapildi.

TNF-0 ELISA Kit icerigi

Mikroplate

Yikama Soliisyonu

Rekombinant TNF-a standardi
Numune Seyreltme Soliisyonu

Genel seyreltici (assay diluent)
Biyotinlenmis anti-rat TNF-a
HRP-Streptavidin Konsantrati

TMB Tek-Basamak Substrat Reaktifi
Stop Soliisyonu

Hiicre Lizis Tamponu
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3.5.2. Interlokin 1 Beta (IL-1p) Tayini

Tiim materyaller ve reaktifler oda sicakligina getirildi. Kilavuzda belirtilen
oranlara gore deneyde kullanilacak reaktiflerin seyreltmeleri yapildi. Standart
¢ozeltileri hazirlandi. Hipokampiis dokulari -80°C’den ¢ikarilarak ¢6ziindiikten sonra
tartildi. Kit icersindeki lizis ¢oOzeltisi eklenerek sonikatdérde homojenize edildi.
Dokular santrifiij edildikten sonra siipernatant alinarak Ornek Seyreltme Tamponu ile
seyreltildi ve kuyucuklara 100 pL standart eklenerek kuyucuklar kaplandi ve oda
sicakliginda 2.5 saat yavasca calkalanarak inkiibe edildi. Soliisyon uzaklastirildi ve 4
defa 300 uL yikama soliisyonu ile ¢ok kanalli pipet kullanilarak yikandi. Bu
islemden ileride kisaca yikama olarak bahsedilecektir. Yikamanin ardindan
kuyucuklar bosaltilip, fazla kalan yikama soliisyonu ters ¢evrilip temiz havlu kagida
kars1 hafifce vurularak uzaklastirildi. 100 pL Biyotinlenmis IL-1p Deteksiyon
Antikoru her bir kuyucuga eklendi. Plak hafif¢e calkalanarak 1 saat oda sicakliginda
inkiibe edildi. Kuyucuklardaki sivi uzaklastirilarak yikama islemi tekrarlandi. 100 pL.
HRP-Streptavidin soliisyonu kuyucuklara eklendi ve yavasca calkalanarak oda
sicakliginda 45 dk inkiibe edildi. Yikama islemi tekrarlandi. 100 p. TMB Tek-
basamak Substrat Reaktifi her bir kuyucuga eklendi ve 30 dk karanlikta, yavasca
calkalanarak inkiibe edildi. 50 pL Stop Soliisyonu kuyucuklara eklendi ve hizlica
450 nm’de okuma yapildi.

IL-18 ELISA Kit Icerigi

Mikroplate

Yikama Soliisyonu

Rekombinant IL-1p standard:
Numune Seyreltme Soliisyonu

Genel seyreltici (assay diluent)
Biyotinlenmis anti-rat IL-1§
HRP-Streptavidin Konsantrati

TMB Tek-Basamak Substrat Reaktifi
Stop Soliisyonu

Hiicre Lizis Tamponu
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3.6. Immiinohistokimyasal Incelemeler

Dokularin tamami %10’luk formalinde fikse edildikten sonra parafine
gomiildii. 3-4 um kalinhiginda koronal kesitler kesit alma cihazi (Leica RM 2155) ile
elde edildikten sonra poly-L-lizin kapli lamlara alinarak kesitler hazirlandi. Kesitler
etiivde 72 °C’de yarim saat bekletildi. Antikorlar; iyonize kalsiyum baglayic1 adaptor
molekiilii 1 (Ibal) 1:8000, Glial fibriler asidik protein (GFAP) 1:100 oraninda diliie
edildi.

Doku Kkesitleri, otomatik immiinohistokimyasal boyama cihazimna (Leica
Bond-Max) yerlestirildikten sonra 30 dakika 60°C’de parafinin erimesi saglandi. Bu
islemin ardindan, 15 dakika dewax soliisyonunda tutularak kesitlerin
deparafinizasyonu gergeklestirildi. Daha sonra kesitler 15 dakika %99’luk alkolde
tutularak rehidratasyon islemi tamamlandi ve Wash Buffer soliisyonuyla 3 dakika
yikama islemi yapildi. Ibal i¢in 40 dk EDTA ¢ozeltisinde, GFAP i¢in 5 dk sitrat
¢ozeltisinde antijen retrival islemi gergeklestirildikten sonra Wash Buffer
soliisyonuyla 3 dakika 3 defa yikama islemi tekrarlandi. Ornekler %3’liik hidrojen
peroksidazda 5 dk bekletildikten sonra yikama islemi tekrarlanarak antikor
damlatilarak 15 dk bekletildi. Yikama isleminin ardindan lamlara énce Post Primer
soliisyon damlatilarak 8 dk, yikama isleminin ardindan daha sonra Polimer soliisyon
damlatilarak 8 dk bekletildi. Yikama islemi, iiclincli basamag1 deiyonize su olacak
sekilde yapildi. Ornekler DAB+Kromojen damlatildiktan sonra 6 dk bekletildi.
Ornekler tekrar distile suda yikandiktan sonra, hematoksilende 7 dakika boyand: ve

son defa distile suda yikandiktan sonra alkol ve ksilolden gegirilen kesitler kapatildi.

Immiinohistokimyasal boyanmanin degerlendirilmesinde GFAP ve Ibal icin
boyanmanin siddeti ve yayginligi, ayrica astroglia ve mikroglia hiicrelerinin aktive
olmus morfolojiye sahip olup olmamalar: esas alindi. Immiin boyanmanin siddeti ve
yayginligi 0’dan +3’e kadar sayi ile semi-kantitatif olarak skorlandi: 0=Yok, +1=Az,
+2=0rta, +3=Siddetli.

3.7. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi (GC-MS) Analizi

Sican serumlar1 ve NS yaginin yag asidi iceriklerinin belirlenmesi amaciyla

GC-MS analizi yapildu.
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3.7.1. Nigella sativa Yagimmin GC-MS Analizi

Nigella sativa Sabit Yag Ekstraksiyonu ve Yag Asidi Metil Esterleri

Hazirlanmasi

Ogiitiilmiis 10 g NS tohumu, hekzanla 24 saat boyunca oda sicakliginda
ekstrakte edildi. Hekzanli 6ziit azot altinda kuruluga kadar ugurulduktan sonra
tartildi, verim hesabindan sonra kullanilana kadar +4°C’de saklandi. Bir santrifiij
tiipiine 0.5 g oziitten alind1. Uzerine 10 ml n-hekzan ve 2 ml 2 N metanollii KOH
ilave edildi. Karisim 2 dk vortekste karistirildiktan sonra 15 dk 4000 rpm’de
santrifiijlendi. Ust faz baska bir santrifiij tiipiine alinip 5 ml distile su ilave edilerek 2
dk vorteksle karistirildi. 15 dk 4000 rpm’de santrifiijlendi. Ust faz analiz igin

enjektorle viyale alinarak analize kadar +4°C’de saklandi.

GC-MS Analiz Kosullari

Nigella sativa sabit yaginin yag asitlerinin analizi GC-MS (Trace 1300,
Thermo Scientific) kullanilarak yapildi. Viyale alinan numune autosampler ile cihaza
verildi. Kolon olarak TR-FAME (120 x 0.25mm x 0.25um) segildi. Tastyict gaz
helyumun akig hizi 1.2 mL/dk olarak ayarlandi. Sicaklik 100 °C’de 5 dk tutulduktan
sonra 4 °C/dk hizla 240 °C’ye ¢ikarildi, 240 °C’de 22 dk tutuldu. Split orani: 1:10

olarak ayarlandi.

3.7.2. Serum Yag Asidi Analizi

Deney sonunda -80°C’de saklanan serumlar oda sicakliginda ¢éziinmeye
birakildi. 30 dk sonra 100 puL serum alinarak 1.5 ml kloroform:metanol (1:2 v/v) ile
ekstrakte edildi. Ardindan 500 pL kloroform ve 500 pL su eklenerek 90 saniye
vorteks ile karistirildi. 10 dk 4500 g‘de santrifiij edildikten sonra organik faz (alt faz)
almarak iist faz 500 pL kloroform ile yukaridaki gibi tekrar ekstrakte edildi. Alt
fazlar birlestirilerek ¢oziicii azot altinda kuruluga kadar uguruldu. Sonrasinda 1 ml 1
M H2S04/CH30H eklenerek agzi sikica kapali tiipte blok 1siticida 80°C’de 90 dk
tutuldu. Tipteki ¢ozelti oda sicakliginda sogumasi beklendikten sonra iki defa 1 ml
hekzan ile 3 dk vorteksle karistilip hekzan fazlar1 alinip azot altinda kuruluga kadar

ucurulduktan sonra 50 pl hekzanda ¢6ziilerek GC-MS analizi i¢in viale alindi.
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GC-MS Analiz Kosullari

Yag asidi analizinde GC-MS analizi (Trace 1300, Thermo Scientific), TR-
FAME kolonu (120 x 0.25mm x 0.25um) kullanilarak yapildi. Kolon sicakligir 100
°C’de 1 dk tutulduktan sonra 4°C/dk hizla 240 °C’ye ¢ikarild1 ve 240°C’de 22 dk
tutuldu. Tasiyict gaz helyumun akis hizi 1.2 ml/dk olarak ayarlandi. Dedektor

sicakligi 240°C olarak ayarlandi. Numune 20:1 split orani ile verildi.

3.8. Istatistiksel Degerlendirme

Deney calismalarinda elde edilen veriler Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) for Windows 25 programi ile degerlendirildi. Gruplar arasi
degerlendirmde normal dagilim gosterip gostermemelerine bagli olarak One-way
ANOVA testi ve devaminda Post-hoc Bonferonni testi veya Kruskal Wallis Analizi
ve onu takiben Mann-Whitney U Testi kullanilarak yapildi. Grafikleri olusturmada
GraphPad Prism 7 kullanildi.

3331

Istatistiksel anlamlilik igin p<0.05 degeri referans alindi. p<0.05: anlaml1 “*”,
p<0.01: ¢ok anlamli “**” p<0.001: yiiksek derecede anlaml1 “***” olarak belirtildi.

Sonuglar ortalama + standart hata olarak verildi.
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4. BULGULAR

4.1. Canh Agirhik Degisimi

Deney basinda ve sonunda yapilan oOlglimlerde tiim gruplarin ortalama

agirh@inda artis gozlendi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmadi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Ortalama agirlik degisimleri.

GRUP 1. Hafta agirhk (g) 3. Hafta agirhk (g)
KON 304.6+16.3 317.9+£22.9
AH 296.6+13.3 303.9+14.5
NS-A 313.1+14.3 323.8+14.6
NS-B 295.5+17.3 304.8+17.0
NS-C 290.3+15.1 303.3+17.8
TK-A 292.7+14.6 297.3+16.5
TK-B 310.2+11.7 315.3+13.6
TK-C 291.0+14.0 295.9+19.6

(AH: Alzheimer Hastalik grubu, NS-A: 0.5 ml/kg, NS-B: 1 ml/kg, NS-C: 2 ml/kg
Nigella sativa uygulanan gruplar, TK-A: 3 mg/kg, TK-B: 10 mg/kg, TK-C: 30 mg/kg
Timokinon uygulanan gruplar)

4.2. Davrams Deneylerinin Bulgular:

4.2.1. Pasif Sakinma Deneyine iliskin Bulgular

Pasif sakinma deneyi sonuglari, 6grenmenin ger¢ceklesmesi i¢in elektrik soku
uygulanan ilk giin ve 6grenmenin test edildigi ikinci giin (test) hayvanlarin karanlik

bdolmeye gecis siirelerinin grup i¢i ortalamasi olarak verilmistir (Sekil 4.1).
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Pasif sakinma deneyinin ilk giinii aydinlik kompartmana konan hayvanlarin
karanlik kompartmana gecis siireleri Kontrol 13.8£3.6, AH 14.6+3.3, NS-A
12.5+¢2.7, NS-B 28.5+5.8, NS-C 19+5.4, TK-A 23.4+4.7, TK-B 13.1+3.6 ve TK-C

8.8+3 gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).

Ikinci giin karanlik bolmeye gecis siireleri Kontrol 292+7.5, AH 47.5+11.5,
NS-A 60.6+16.6, NS-B 228.94+34.7, NS-C 248.2428.5, TK-A 180.7+27.9, TK-B
1904+38.7 ve TK-C 184.2+36.5 karsilastirildi. AH grubu ile Kontrol (p<0.001), NS-B
(p<0.01), NS-C (p<0.001), TK-A (p<0.05), TK-B (p<0.05), TK-C (p<0.05) gruplari

arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Pasif Sakinma deney sonuglari. (A) Pasif sakinma testinin ilk giiniinde
deney gruplarinin karanlik bélmeye gegis siiresi, (B) Pasif sakinma testinin ikinci
gliniinde deney gruplarinin karanlik bélmeye gecis siiresi. (***p<0.001 Kontrol
grubuna gore, #p<0.05, ##p<0.01, ##p<0.001 AH grubuna gore kiyaslamay1
gostermektedir. AH: Alzheimer Hastalik grubu, NS-A: 0.5 ml/kg, NS-B: 1 mi/kg,
NS-C: 2 ml/kg Nigella sativa uygulanan gruplar, TK-A: 3 mg/kg, TK-B: 10 mg/kg,
TK-C: 30 mg/kg Timokinon uygulanan gruplar)

4.2.2. Morris Su Tanki Testine Iliskin Bulgular

Morris Su Tanki’nda dort giin boyunca her giin beser defa ylizdiiriilen
sicanlarin platformu bulma siireleri kaydedildi. Platformu bulma siireleri gruplar
arast kiyaslandiginda ilk giin istatistiksel olarak anlamli bir farklilik g6zlenmedi
Kontrol ile AH grubunun platformu bulma siirelerinde iki, ii¢ ve dordiincii giin

anlamli bir farklilik gézlendi (p<0.05). Platformu bulma siireleri a¢isindan Kontrol
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grubu ile NS-A grubu arasinda dordiincii giin anlamli bir farklilik gézlenirken
(p<0.05), diger tedavi gruplari ile Kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik
gozlenmedi. Tedavi gruplart NS-B, NS-C, TK-A, TK-B ve TK-C’nin {i¢iincii ve
dordiincii giin platformu bulma siirelerinin AH grubundan kisa oldugu bulundu

(p<0.05) (Tablo 4.2, Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Morris Su Tanki testi aligtirma giinlerinde deney gruplariin platformu
bulma siiresi. (AH: Alzheimer Hastalik grubu, NS-A: 0.5 ml/kg, NS-B: 1 ml/kg, NS-
C: 2 ml/kg Nigella sativa uygulanan gruplar, TK-A: 3 mg/kg, TK-B: 10 mg/kg, TK-
C: 30 mg/kg Timokinon uygulanan gruplar)
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Tablo 4.2. Moris Su Tanki alistirma giinleri platformu bulma stireleri (sn).

1. giin 2.giin 3. giin 4. giin

KONTROL 49.5+5.8 16.4+2.7 16.0+3.2 11.7+2.4

AH 54.1+4.3 35.6+3.3 * 30.6£2.4 * 27.8£2.6 *
NS-A 59.9+7.4 31.4+4.0 26.4+2.9 24.5+3.3 *
NS-B 41.8+4.7 15.9+1.9# 14.1£1.6 # 13.4+4.0 #
NS-C 45.444.1 19.7+4.4 144422 # 12.842.9#
TK-A 40.7+8.0 34.1+5.2 14.6+2.8 # 13.7+1.3 #
TK-B 45.2+10.7 28.2+5.0 15.9+2.3 # 12422 #
TK-C 59.24+5.8 29.8+8.3 14.7£3.2 # 12.9+1.8#

(*p<0.05 Kontrol grubuna gore, #p<0.05, AH grubuna gore giin i¢i kiyaslamay1
gostermektedir. AH: Alzheimer Hastalik grubu, NS-A: 0.5 ml/kg, NS-B: 1 ml/Kkg,
NS-C: 2 ml/kg Nigella sativa uygulanan gruplar, TK-A: 3 mg/kg, TK-B: 10 mg/kg,

TK-C: 30 mg/kg Timokinon uygulanan gruplar)

Morris Su Tanki’nda alistirma giinleri yiizdiiriilerek (her sig¢an icin toplam 20
yiiziis) platformu bulmayi 6grenmesi beklenen sicanlar, besinci giin prob testinde
platform ¢ikarildiktan sonra ayni havuza atilarak hedef kadranda gecirdikleri siire
kamera sistemi ile kaydedildi. Hedef kadranda gegirilen siireler incelendiginde
Kontrol grubunun 33.442.9 ile AH grubuna 20.3+1.1 gore hedef kadranda daha uzun
bulundugu gozlendi (p<0.001). NS-B 29.3+1.3 (p<0.05), NS-C 34.6+2.5 (p<0.001),
TK-A 31.7£1.5 (p<0.01), TK-B 29.7+1.4 (p<0.05) ve TK-C 30.5+2.5 (p<0.05)
gruplarinin hedef kadranda gecirdigi siire AH grubuna gére anlamli derecede kisa
bulundu. NS-A 25.3£2.4 grubundaki artis AH grubuna kiyasla anlamli degildir
(p>0.05) (Tablo 4.3, Sekil 4.3).
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Tablo 4.3. Morris Su Tank1 testi prob test giinii deney gruplarinin hedef
kadranda gegirdikleri siire.

Grup Prob Test Ortalamalar1 + Standart Hata (sn)
KON | 33.4+29

AH 20.3£1.1 ***

NS-A | 253+2.4

NS-B 29.3+1.3 #

NS-C 34.6+2.5 ##H#

TK-A | 31.7£1.5 ##

TK-B | 29.7+1.4 #

TK-C | 30.5£2.5#

(***p<0.001 Kontrol grubuna gore, #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001 AH grubuna
gore kiyaslamayi gostermektedir. AH: Alzheimer Hastalik grubu, NS-A: 0.5 ml/kg,
NS-B: 1 ml/kg, NS-C: 2 ml/kg Nigella sativa uygulanan gruplar, TK-A: 3 mg/kg,
TK-B: 10 mg/kg, TK-C: 30 mg/kg Timokinon uygulanan gruplar)
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Sekil 4.3. Morris Su Tanki testinin son giiniinde deney gruplarinin hedef kadranda
gecirdikleri stire. (***p<0.001 Kontrol grubuna gore, #p<0.05, ##p<0.01,
###p<0.001 AH grubuna gore kiyaslamay1 gostermektedir. AH: Alzheimer Hastalik
grubu, NS-A: 0.5 ml/kg, NS-B: 1 ml/kg, NS-C: 2 ml/kg Nigella sativa uygulanan
gruplar, TK-A: 3 mg/kg, TK-B: 10 mg/kg, TK-C: 30 mg/kg Timokinon uygulanan
gruplar)

Su tankinin iizerinde bulunan kamera ile kaydedilen sigan hareket kayitlar
incelendiginde sol alt kadranda dort giin bulundurulup test giinii uzaklastirilan
platformun yerini hatirlayan siganlarin o bdlgede daha uzun siire bulunduklari

goriilmektedir (Sekil 4.4).
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KONTROL

Sekil 4.4. Morris Su Tanki’nda siganlarin prob testi ylizme izleri. (AH:
Alzheimer Hastalik grubu, NS-A: 0.5 ml/kg, NS-B: 1 ml/kg, NS-C: 2 ml/kg
Nigella sativa uygulanan gruplar, TK-A: 3 mg/kg, TK-B: 10 mg/kg, TK-C: 30
mg/kg Timokinon uygulanan gruplar)
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4.3. Proenflamatuvar Sitokin Ol¢iimlerine Iliskin Bulgular

4.3.1. TNF-a Diizeyleri

AH grubu 191.3+22 TNF-a diizeylerinde Kontrol grubuna 51.5+4.8 gore
yiksek bulundu (p<0.001). Tedavi gruplart NS-B 91.9+16.1 (p<0.01), NS-C
76.3£11.7 (p<0.001), TK-A 109.5£12.3 (p<0.05), TK-B 108+6.4 (p<0.05) ve TK-C
92.5+7.1 (p<0.01) TNF-o diizeylerinin ise AH’ye gore diisiikk oldugu belirlendi
(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Hipokampiis TNF-a diizeyleri. (***p<0.001 Kontrol grubuna gore,
#p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001 AH grubuna gore kiyaslamay1 géstermektedir. AH:
Alzheimer Hastalik grubu, NS-A: 0.5 ml/kg, NS-B: 1 ml/kg, NS-C: 2 ml/kg Nigella

sativa uygulanan gruplar, TK-A: 3 mg/kg, TK-B: 10 mg/kg, TK-C: 30 mg/kg

Timokinon uygulanan gruplar)
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4.3.2. IL-1P Diizeyleri

AH grubu 118.3+9.6 IL-1B diizeylerinin Kontrol grubuna 34.6+4.3 gore
yiiksek oldugu bulundu (p<0.001). Tedavi gruplar1 NS-B 67.9+5.8 (p<0.001), NS-C
53.9+44.6 (p<0.001), TK-A 87.7£6.6 (p<0.05), TK-B 85+5.2 (p<0.05) ve TK-C
79.2+5.7 (p<0.01) IL-1p diizeylerinin ise AH’ye gore diisiik oldugu belirlendi (Sekil
4.6).
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Sekil 4.6. Hipokampiis IL-1p diizeyleri. (***p<0.001 Kontrol grubuna gore,
#p<0.05, ##p<0.01, ##p<0.001 AH grubuna gore kiyaslamay1 gostermektedir.
AH: Alzheimer Hastalik grubu, NS-A: 0.5 ml/kg, NS-B: 1 ml/kg, NS-C: 2 ml/kg
Nigella sativa uygulanan gruplar, TK-A: 3 mg/kg, TK-B: 10 mg/kg, TK-C: 30
mg/kg Timokinon uygulanan gruplar)

4.4, immiinohistokimyasal Bulgular

Deney  gruplarmin  hipokampiis  dokularinin ~ GFAP  ve  Ibal

immiinohistokimyasal boyanma diizeyleri Semi-kantitatif olarak degerlendirildi.
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4.4.1. Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP) Bulgulari

GFAP boyama sonuglari incelendiginde AH grubunun Kontrol grubuna goére
boyanma skorunun yiiksek oldugu gozlendi (p<0.001). Tedavi gruplar1 NS-B
(p<0.01), NS-C (p<0.01), TK-B (p<0.01), TK-C (p<0.01) GFAP boyanma skorunun
AH grubuna gore diisiik oldugu gozlendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Immiinohistokimyasal GFAP boyanma skorlar1. (***p<0.001 Kontrol
grubuna gore, ##p<0.01 AH grubuna gore kiyaslamay1 gostermektedir. AH:
Alzheimer Hastalik grubu, NS-A: 0.5 ml/kg, NS-B: 1 ml/kg, NS-C: 2 ml/kg Nigella
sativa uygulanan gruplar, TK-A: 3 mg/kg, TK-B: 10 mg/kg, TK-C: 30 mg/kg
Timokinon uygulanan gruplar)
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Sekil 4.8. Immiinohistokimyasal GFAP boyamalar1 (40 x biiyiitme). (AH: Alzheimer
Hastalik grubu, NS-A: 0.5 ml/kg, NS-B: 1 ml/kg, NS-C: 2 ml/kg Nigella sativa
uygulanan gruplar, TK-A: 3 mg/kg, TK-B: 10 mg/kg, TK-C: 30 mg/kg Timokinon
uygulanan gruplar)
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4.4.2. Tyonize Kalsiyum Baglayic1 Adaptor Molekiilii 1 (Ibal) Bulgular

Anti-Ibal ile yapilan immiinohistokimyasal boyama ile mikroglia hiicreleri
boyandi. Mikroglia sayis1 ve aktive olan mikroglia oran1 g6z oniine alinarak semi-

kantitatif skorlama yapildi.

Boyanma skorlar1 incelendiginde AH grubunun boyanma skorunun Kontrol
grubuna gore arttigt gozlendi (p<0.01). Tedavi gruplari NS-B (p<0.05), NS-C
(p<0.05), TK-B (p<0.05), TK-C (p<0.05) boyanma skorunun AH grubuna gére
anlamli 6l¢iide diisiik oldugu bulundu (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Immiihohistokimyasal Iba-1 boyanma skorlar1. (***p<0.001 Kontrol
grubuna gore, #p<0.05 AH grubuna gore kiyaslamay1 gostermektedir. AH:
Alzheimer Hastalik grubu, NS-A: 0.5 ml/kg, NS-B: 1 ml/kg, NS-C: 2 ml/kg Nigella
sativa uygulanan gruplar, TK-A: 3 mg/kg, TK-B: 10 mg/kg, TK-C: 30 mg/kg
Timokinon uygulanan gruplar)
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KONTROL

Sekil 4.10. immiinohistokimyasal Iba-1 boyamalari (40 x biiyiitme). (AH: Alzheimer
Hastalik grubu, NS-A: 0.5 ml/kg, NS-B: 1 ml/kg, NS-C: 2 ml/kg Nigella sativa
uygulanan gruplar, TK-A: 3 mg/kg, TK-B: 10 mg/kg, TK-C: 30 mg/kg Timokinon
uygulanan gruplar)
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4.5. GC-MS Analizlerinin Bulgular:

Icerigi Tablo 4.4°te verilen yag asidi standart karistmmin GC-MS analizinden
elde edilen kromatogrami Sekil 4.11°de verildi.

3649

Ng R 453

4907

807 Bt

4628 4817

4021 4820 50.20 5116
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Sekil 4.11. Yag asidi standart karisiminin kromatograma.
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Tablo 4.4. Yag asidi standart karigimi igerigi.

1 | Metil butirat (400 pg/ml) FA C4:0

2 | Metil hekzanoat (400 pg/ml) FA C6:0

3 | Metil oktanoat (400 pug/ml) FA C8:0

4 | Metil dekanoat (400 pg/ml) FA C10:0

5 | Metil undekanoat (200 pg/ml) FA C11:0

6 | Metil dodekanoat (400 pg/ml) FA C12:0

7 | Metil tridekanoat (200 pg/ml) FA C13:0

8 | Metil miristat (400 pg/ml) FA C14:0

9 | Metil miristoleat (200 pg/ml) FA Cl14:1

10 | Metil pentadekanoat (200 ug/ml) FA C15:0

11 | Metil cis-10-pentadekenoat (200 ug/ml) FA C15:1

12 | Metil palmitat (600 pg/ml) FA C16:0

13 | Metil palmitoleat (200 pg/ml) FA C16:1

14 | Metil heptadekanoat (200 pg/ml) FA C17:0

15 | Metil cis-10-heptadekenoat (200 pg/ml) FA C17:1

16 | Metil stearat (400 pg/ml) FA C18:0

17 | Metil elaidat (200 pg/ml) FA C18:1n9t

18 | Metil oleat (400 pg/ml) FA C18:1n9c

19 | Metil linolelaidat (200 pg/ml) FA C18:2n6t

20 | Metil linoleat (200 pg/ml) FA C18:2n6c

21 | Metil gama-linolenat (200 pg/ml) FA C18:3n6

22 | Metil arasidat (400 pg/ml) FA C20:0

23 | Metil linolenat (200 pg/ml) FA C18:3n3

24 | cis-11-Eikosenoik asit metil esteri (200 pg/ml) FA C20:1n9

25 |cis-11,14-Eikosadienoik asit metil esteri (200 pg/ml) FA C20:2

26 | Metil heneikosanoat (200 ug/ml) FA C21:0

27 | Cis-8,11-14-Eikosatrienoik acid metil esteri (200 pg/ml) FA C20:3n6

28 | cis-11,14,17-Eikosatrienoik asit metil esteri (200 pg/ml) FA C20:3n3

29 |Metil behenat (400 pg/ml) FA C22:0

30 | Metil aragidonat (200 pg/ml)< FA C20:4n6

31 | Metil erukat (200 pg/ml) FA C22:1n9

32 | Metil trikosanoat (200 pg/ml) FA C23:0

33 | cis-5,8,11,14,17-Eikosapentaenoik asit metil esteri (200 FA C20:5n3
pg/ml)

34 | cis-13,16-Dokosadienoik asit metil esteri (200 pg/ml) FA C22:2

35 | Metil tetrakosanoat (400 pg/ml) lignoserat FA C24:0

36 | Metil cis-15-tetrakosenoat (200 ug/ml) nervonat FA C24:1n9

37 | cis-4,7,10,13,16,19-Dokosahekzaenoik asit metil esteri (200 | FA C22:6n3

pg/ml),
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4.5.1. Nigella sativa Yagmmn Analizi

Nigella sativa sabit yagi %29 verimle elde edildi. NS yaginda en ¢ok bulunan
yag asidi linolenik asitti. Doymus yaglardan en ¢ok bulunan palmitik asit, tekli
doymamig yag asitlerinden en yliksek oranda bulunani oleik asitti. Doymus ve tekli
doymamis yag asitlerine kiyaslandiginda tiim yag asit bilesiminin neredeyse yarisini

¢oklu doymamuis yag asitlerinin olusturdugu bulundu (Tablo 4.5, Sekil 4.12).

Tablo 4.5. Nigella sativa yagi igerigindeki yag asitleri.

Yag Asidi %
C14:0 (miristik asit) 0.06
C16:0 (palmitik asit) 14.98
C18:0 (stearik asit) 7.81
C20:0 (arasidik asit) 0.91
C22:0 (behenik asit) 0.02
C24:0 (lignoserik asit) 0.01
Toplam Doymus Yag Asidi 23.79
C18:1n9 (oleik asit) 26.11
C20:1 (11-eikosenoik asit) 1.34
Toplam MUFA 27.45
C18:2n6 (linoleik asit) 40.47
C18:3n3 (a- linolenik asit) 0.98
C20:2n6 (11, 14- eikosadienoik asit) 7.28
C22:2 (dokosadienoik asit) 0.02
Toplam PUFA 48.76
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Sekil 4.12. Nigella sativa yagi kromatogramia.

4.5.2. Serum Yag Asidi Analizi

Ekstraksiyon sonrasi metilleme yapilan yag asitlerinin esterlesmis formlarinin
analizi, 37 adet FAME igeren standart karigim sonuglar1, Wiley ve Nist kiitiiphaneleri
yardimiyla belirlendi. Sonuglar, her bir yag asidinin toplam yag asidine gore yiizdesi
olarak ifade edildi. Gruplarin yag asit icerikleri ve ortalama degerleri Tablo 4.4’da
verildi. Gruplar arasinda bazi anlamli farklar bulunsa da AH ile arasinda Kontrol
gruplar1 arasinda veya tedavi gruplarinda doza bagli olarak olusan farkliliklar

bulunmadi.
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Tablo 4.6. Serum yag asidi yiizdeleri (Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir.).

Yag asidi KONTROL AH NS-A NS-B NS-C TK-A TK-B TK-C
C14:0 (miristik asit) 0.22+0.02  0.20+0.02 0.20+0.02 0.16+0.03* 0.21+0.02  0.19+0.02  0.20+0.02 0.20+0.01
C15:0 0.06+£0.01  0.05+0.01 0.05+0.01 0.06+0.01 0.04+0.01 0.07+0.01 0.05+0.01 0.05+0.01
C16:0 (palmitik asit) 26.40+1.57 25.29+0.70 29.52+1.75 27.43+1.96 26.21+£1.63 30.06+1.80 25.41+1.18 28.89+1.53
C17:0 0.07£0.01  0.07+0.02 0.08+0.01 0.06+0.01 0.07+0.01 0.08+0.01 0.06+0.01 0.07+0.01
C18:0 (stearik asit) 9.26+0.80  9.64+0.46 10.70+0.92 9.73+1.36 10.49+0.82 9.48+0.84 9.88+0.37 10.97+0.52
Toplam Doymus Yag Asidi 36.01+0.48 35.25+0.24 40.55+0.54 37.44+0.67 37.02+0.50 39.88+0.54 35.60+0.32 40.18+0.42
Cle6:1 0.15£0.02  0.14+0.02 0.17+£0.02 0.16+0.02 0.17+0.04 0.21+0.03  0.17+£0.02 0.20+0.02
C18:1n9 (oleik asit) 13.56+1.08 13.16+0.60 14.78+1.12 14.88+1.71 14.37+1.23 15.31+1.12 13.71+0.38 15.32+0.98
Toplam MUFA 13.71£0.55 13.30+0.31 14.95+0.57 15.08+0.86 14.54+0.64 15.52+0.57 13.88+0.20 15.52+0.50
C18:2n6 (linoleik asit) 34.77+£0.82 35.93+1.36 31.98+1.74 32.31+0.69 32.25+0.39 31.51+£0.29 32.26+0.66 30.88+0.88*#
C18:3n3 (o-linolenik asit) 1.09£0.06  0.74+0.17 0.97+0.15 0.83+0.08 1.10+0.21 1.38+0.24 1.22+0.16 1.33+0.18
C20:4n6 13.90+0.99 14.31+1.05 11.05£1.00 13.91+1.41 14.63+2.06 11.31£1.03 15.49+1.14 11.60+1.20
C20:5n3 0.16£0.03  0.15+0.02 0.17+£0.02 0.14+0.03 0.15+0.03  0.15+0.03  0.16+0.02 0.18+0.02
C22:6n3 0.36+0.04  0.32+0.04 0.34+0.03 0.29+0.03 0.32+0.03 0.32+0.04 0.31+0.02 0.31+0.02
Toplam PUFA 50.28+0.39  51.45+0.53 44.51+0.59 47.48+0.45 48.45+0.54 44.67+0.33 50.52+0.40 44.30+0.46

(*p<0.05 Kontrol grubuna gore, #p<0.05 AH grubuna gore kiyaslamay1 gostermektedir. AH: Alzheimer Hastalik grubu, NS-A: 0.5 ml/kg, NS-B:
1 ml/kg, NS-C: 2 ml/kg Nigella sativa uygulanan gruplar, TK-A: 3 mg/kg, TK-B: 10 mg/kg, TK-C: 30 mg/kg Timokinon uygulanan gruplar)
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5. TARTISMA

Alzheimer hastaligi, ortalama yasam siiresinin uzamasi ile baglantili olarak
giderek daha fazla insami ilgilendiren bir hastalik haline gelmistir. Mevcut ilag
tedavileri, olusum mekanizmasi heniiz aydinlatilamamis olan hastaligin ilerlemesini
onleme ve/veya olusan patofizyolojik degisiklikleri geriletme noktasinda tatmin edici
sonuglar ortaya koymadigi icin AH hakkinda yapilan arastirmalarin sayisi hizla
artmaktadir (120). Alzheimer’in en 6nemli patolojik bulgularindan biri olan amiloid
plak olusumu, toksik AP peptidlerinin birikiminin bir sonucudur (66). Ailesel AH
tirlerinde A iiretiminin artmasina sebep olan APP ve presenilin gen diizeyindeki
farkliliklar (146), AP birkiminin AH’de nedensel bir rol oynadigi goriisiinii
desteklemektedir. Alzheimer’da beynin en fazla zarar goren bolgeleri hipokampal
noronlar ve serebral kortekstir (58). Alzheimer’da goriilen diger patolojik siirecleri
de beraberinde getiren amiloid plak olusumu hipokampiis igine Ap peptid
enjeksiyonu ile saglanabilmektedir. Birgok c¢alismada kemirgenlerde AP’ nin
hipokampiis i¢ine enjeksiyonu ile AH modeli olusturulduktan sonra hayvan
dokularinda biyokimyasal ve histolojik degisiklikler incelenerek ve davranis testleri
yapilarak tibbi bitkiler, bitki bilesenleri veya sentetik aday ilag molekiillerinin AH
patolojisini onleyici/tedavi edici etkileri arastirilmaktadir (6-9, 13, 15-17, 147, 148).
AP peptidleri arasinda AP1-42, en toksik olan ve plaklarda en ¢ok goriilen form olma

ozelligine sahiptir (118).

Kemirgenlerin hipokampiisiine AP enjeksiyonu ile kisa siirede belirginlesen
ilerleyici bilissel bozukluk olustugu ¢alismalarda gosterilmistir (149). Coklu doz ile
hipokampiis i¢ine AP enjeksiyonlar1 model olusturmada kullanilabilmesine karsin,
tek seferde 8-10 ug AP peptidlerinin bilateral verilmesi ile amiloid plak olusumu ve
beraberinde getirdigi patofizyolojik degisiklikler gozlenebilmektedir. Hipokampiis
icine AP oligomeri uygulamasinin giderek artan bilissel islev bozuklugu olusturmasi,
bircok calismada 6grenme deneyleri ile biligsel islev testleri uygulanmasina imkan

saglamustir (7, 13, 150-152).

Hipokampiis i¢cine PBS enjekte edilen kontrol grubu ile kiyaslandiginda, Ap:-
42 enjeksiyonu ile olusturulan AH modelinde siganlarin beyninde olusan mikroglial

ve astroglial cevabin, bunama goriilmeyen insanlarin dokulariyla kiyaslandigina
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AH'li insanlardan izole edilen kortikal ve hipokampal dokulardaki degisime benzer
oldugu belirtilmistir. Siganlarda AP enjeksiyonu ile olusturulan AH modelinde
olusan néroenflamasyon, antienflamatuvar etkili maddeler arastirilirken bu yontemin
transgenik fare kullanimina karsi tercih edilmesinin nedenlerindendir (14).
Transgenik sigan ve fare modelleri, AH vakalarinin ¢ok azim ilgilendiren ailesel
AH’yi taklit etmektedir (153). Beynin gesitli bolgelerine AP enjeksiyonu ile
olusturulan modellerin noéroenflamasyona bagli gelisen mikroglia cevabim

degerlendirmede faydali oldugu 6ne stirilmustiir (154).

Enflamasyon AP depolanmasi ve néron kaybini artirarak biligsel bozukluklari
kolaylastirdigindan AH'nin ilerlemesinde onemli rol oynar. Alzheimer, mikroglia
aktivasyonu ve ardindan astrositlerin Af birikimlerinin meydana geldigi bolgelere
intikalini indiikleyen Af'ya kars1 enflamatuvar cevap ile karakterizedir (155).
Mikroglial aktivasyonun, AP fagositozu saglamasina karsin IL-1, IL-6, IFN-y, TNF-
a, serbest radikaller gibi ¢esitli pro-enflamatuvar molekiillerin salgilanmasini
tetiklemesi nedeniyle AH patolojisinde iki yonlii rolii oldugu belirtilmistir (156). 1L-
1B'nin asir1 ekspresyonlarinin etkilerinin degerlendirildigi bir ¢calismada, muhtemelen
AP plaklarinin mikroglial fagositozunu artirarak AH’de néroenflamasyonun
koruyucu rolii olabilecegi One siiriilmistir (157). Buna karsilik kronik
enflamasyonun, sinaptik bozulma ve ndronal hasara neden olarak AH’yi
kotiilestirecegi yaygin bir goristiir (3). Postmortem AH hastalarinin beyinleri ve
transgenik hayvanlarin beyinlerinde yapilan incelemelerde, IFN-y, TNF-a, IL-18 ve
IL-6'y1 da igeren pro-enflamatuvar sitokinlerin ve kemokinlerin arttigi gézlenmistir
(158). Beyinde birikmeye baslayan toksik Af’ya karsi tetiklenen enflamatuvar cevap
sonucu daha fazla A tiretimi tesvik edilmekte ve hiicreler kisir dongiiye girmektedir.
Bu dongiintin bir yerde kirilmasi ile AH patogenezinin geriletilebilecegi
diistiniilmektedir (149). Bu amagla antienflamatuvar etkili molekiil veya bitkilerin
AH patolojisi iizerine etkilerini arastiran ¢aligmalarda, bu maddelerin AH bulgularim
hafiflettigi ortaya konmustur. Buradan yola ¢ikarak antienflamatuvar bilesiklerin bu
ardisik tetiklemeleri azaltarak AH tedavisinde olumlu sonuglar dogurabilecegi one
strilmiistiir (7, 13, 15, 148, 149).

Antienflamatuvar oldugu ¢esitli ¢alismalarla ortaya konmus NS ve

timokinonun, enflamasyonla iligkili bircok hastaliga kars1 etkisi arastiriimaktadir (30,
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159). Bu bilgiyi temel alarak NS yag1 ve timokinonun AB-indiiklii AH bulgularini,
noroenflamasyon siddetini diisiirerek hafifletebilecegini diisiindiik. Bir ¢alismada NS
sabit yaginin siganlarda LD50 dozu 11.9, LD90 dozu 28.1 ml/kg olarak bulunmustur
(160). Sig¢anlarda kronik toksisitenin degerlendirildigi bir c¢alismada 12 hafta
boyunca 2 ml/kg/giin NS yagi oral uygulamasinin karaciger enzimleri, glukoz,
kolesterol, trigliserid seviyeleri ve kalp, karaciger, bobrek ve pankreasta
histopatolojik bir degisim olusturmadigi ve giivenli oldugu gozlenmistir (161).
Timokinonun oral LD50 dozu bir ¢alismada 794.3 mg/kg olarak bulunmustur (162).

Biz ¢alismamizda hipokampiis i¢ine iki tarafli APi-42 enjeksiyonu ile AH
olusturulan siganlara 0.5 ml/kg, 1 ml/kg ve 2 ml/kg NS yag1 ve 3 mg/kg, 10 mg/kg ve
30 mg/kg timokinon oral uygulamasinin etkisini davramig testleri ile
degerlendirdikten sonra, hayvanlarin hipokampiis dokularinda IL-18 ve TNF-a
diizeylerini, immiinohistokimyasal 1ba-1 ve GFAP boyamalar1 yardimiyla mikroglia
ve astroglia aktivasyonu ile ndroenflamasyonu ve serum yag asitleri diizeylerini

inceledik.

Deney protokoliimiize gére AP enjeksiyonundan 10 giin sonra siganlarda
ogrenme ve bellek islevlerini test etmek amaciyla yapilan pasif sakinma testinde, ilk
giin karanlik bdlmeye gecis siireleri arasinda gruplar arasinda fark bulunmazken, AH
grubundaki tiim siganlarin deneyin ikinci giinii karanlik bolmeye gegtikleri gozlendi.
AH grubunun karanlik bélmeye gegis siireleri Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
anlaml diizeyde diisiik oldugu tespit edildi. Ap enjeksiyonu ile olusan 6grenme ve
hafiza islevlerindeki bu diisiisiin, NS yaginin 1 ve 2 ml/’kg uygulandig1 gruplar ile
timokinonun her ii¢ dozunun uygulandigi gruplarda anlamli diizeyde diizeldigi
goriildii. Bu sonug timokinon ve NS yaginin, AB’nin olusturdugu biligsel islev

bozulmasina kars1 koruyucu veya tedavi edici etkisi oldugunu diisiindiirmektedir.

Pasif sakinma testi bittikten sonraki giin hayvanlarin uzaysal hafiza ve
ogrenme islevlerini test etmek amaciyla yapilan Morris Su Tanki deneyinde
siganlarin etrafa yerlestirilen isaretler yardimiyla platformun yerini 6grenme ve
referans bellegini kullanarak platformu bulabilme kabiliyetleri o6lgiildii. AH
grubundaki siganlarin alistirma testlerinde platformu bulmak i¢in daha uzun zaman
harcamalar1 ve platformun kaldirildig1 prob testinde dnceden platformun bulundugu

kadranda kontrol grubuna gore anlamli derecede az zaman harcamalari, Ap
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uygulamasi ile biligsel islevlerde bozulma olustugunu dogruladi. AP uygulamasi ile
olusan bu bozulma, NS yaginin 1 ve 2 ml/kg dozlar1 ile timokinonun her ii¢ dozunun
uygulandig1r gruplarda AH grubuna gore anlamli 6l¢iide diizeldi. NS yagiin en
diisiik dozda verildigi grupta da diizelme gozlendi fakat anlamli Olgiide degildi.
Sicanlara AP uygulanmasi ile olusturulan AH modelinde genisteinin etkisinin
degerlendirildigi bir calismada genistein uygulanmasi ile gerileyen biligsel fonksiyon
bozuklugu pasif sakinma testi ile dogrulanmistir. (17). Bizim g¢alismamizda da

AB’nin yol agtig1 bilissel gerilemenin diizeldigi pasif sakima testi ile dogrulanmistir.

Hipokampiis ic¢ine APi-42 enjeksiyonu sonrast gelisen noéroenflamasyon
siddetini Olgmek i¢in immiinohistokimyasal Iba-1 (mikroglia igin) ve GFAP
(astrositler i¢in) boyamalarinin yararli olacagi belirtilmis ve ¢alismalarda

kullanilmigtir (14).

Alzheimer’da mikroglial aktivasyonun beyinde enflamatuvar cevap artigina
katki saglayan TNF-a, IL-1, ve IL-6’y1 da igeren sitokin, kemokin, biiylime
faktorlerinin salgilanmast ve kompleman yolunun aktivasyonu gibi bir¢ok
degisiklige neden oldugu ifade edilmistir (99). Mikroglial hiicreler aktive
edildiginde, toplanmalar1 néronlar1 da igeren c¢evre hiicrelere karsi toksik olabilen
cok sayida enflamatuvar faktorii eksprese eder. Mikroglialarin AB'nin ¢esitli
formlarina maruz kalmasinin nérotoksik enflamatuvar iiriinlerin olusumu igin ortam
hazirladigr in vitro ¢alismalarla gosterilmistir (163). Biz ¢alismamizda mikroglial
aktivasyonu arastirmak amaciyla sicanlarin hipokampiis kesitlerini mikroglial
aktivasyon belirteci olan Anti-Ibal ile boyadik. Kontrol grubunda aktive olmus
mikroglia sayist AH grubuna gore anlamli diizeyde daha az bulunurken, NS yag: 1
ml/kg ve 2 ml/kg dozlarinda ve timokinonun her ii¢ dozunda Af indiiklii mikroglial
aktivasyon artisgini anlamli diizeyde engellendigi bulundu. Zerdegalin etken
maddelerinden kurkuminin AP indiikli mikroglial enflamatuvar cevabi in vitro
olarak azaltti§1i, mikroglianin TNF-o, IL-1p ve IL-6 iiretimini mRNA ve protein
diizeyinde azalttig1 gosterilmistir (164). Chen ve arkadaslarinin yaptig1 bir caligmada
AP uygulamasi sonrast Anti-CD11b ile yapilan immiinohistokimyasal incelemede
bizim calismamiza benzer sekilde mikroglia aktivitesinde artis gozlendigi ortaya

konmustur (149).
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Aktive olmus mikroglialar dinlenme halindeki dallanmis morfolojisinden,
ameboid sekle benzetilen aktive olmus morfolojiye gecer (75). Mikroglial hiicreler
saglikli bir beyinde dallanmis bir morfolojiye sahiptir ve CD11b, Ibal ve MHC II
gibi bir¢ok hiicre yiizey belirteci eksprese eder (165, 166). Mikrogliozisin
degerlendirilmesinde optik yogunlugun dikkate alinmasi saglikli sonu¢ vermedigi

one siiriilmektedir (167).

Astrositler MSS'de en fazla bulunan hiicreler olup sinaptogenez, kan beyin
bariyeri olusumu ve korunmasi, iyon dengesi, homeostazin korunmasi ve glutamatin
dongiisiinii de iceren bir¢ok fizyolojik goreve sahiptir (74). Alzheimer hastalarinin
beyinlerinde yapilan post-mortem incelemelerde ise hipertrofi ve reaktif astrositler
bulundugu gozlenmistir (168). Aktif astrositlerin amiloid plaklarin ¢evresinde daha
yogun bulundugu gozlenmistir (169). Normal beyinlerde BACE1 ekspresyonu
sadece noronlarla simirlt iken kronik stres veya AH durumunda astrositlerin BACE1
ekspresyonu yapmaya basglamasi ile AH patolojisine katki sagladigi gosterilmistir
(170). Cesitli transgenik fare AH modellerinde yapilan arastirmalarda BACE1'in
astrositlerde eksprese edilebildigi anlasilmistir (171, 172). Dolayisiyla astrosit
aktivitesinin AH bulgularmi artiracagi diistiniillmektedir. Reaktif astrositlerin
noronlar1 destekleyici gorevlerini yerine getiremeyerek onlari eksitotoksisite ve
oksidatif strese karsi savunmasiz biraktig1 diisiiniilmektedir (173). Astrositlere 6zgii
ara filament proteinlerden birisi olan GFAP’1n ekspresyonu astrosit aktivitesine bagl
olarak arttigi igin bu proteinin ekspresyonu astrogliosis belirteci olarak
kullanilmaktadir (168). Alzheimer patolojisinin aydinlatilma veya tedavisinde
kullanilabilecek bilesikler kesfetme amaciyla yapilan bir¢ok ¢alismada astrogliosis
bulgular1 degerlendirilmis ve AH modelinde artan astroglial aktivasyonun
azaltilmasinin biligsel islevleri olumlu etkiledigi bulunmustur (149, 174). Bizim
caligmamizda da astrogliosisi degerlendirmek i¢in Anti-GFAP antikoru ile
isaretlenen sican hipokampiis kesitlerinde yapilan histolojik incelemelerde, NS yagi
ve timokinon uygulamasinin AP uygulamasi ile artan astoglial aktivasyonu

hafiflettigi bulunmustur.

Astrositler agregasyona ugramis AP ile uyarildiginda, IL-18 ve TNF-a’y1 da
iceren proenflamatuvar sitokinler ve reaktif oksijen tiirleri tiretirler. Bu sitokinler

AH'de bilissel islev bozuklugunun nedensel faktorleri olabilir. Ek olarak, IL-13 ve
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TNF-a'ya kars1 sekonder enflamatuvar degisiklikler astrosit aktivasyonuna yol acar,
bu sitokinlerin uzun siireli etkisi noronlarin canliligini siirdiirebilmesine zarar verir
(74). Noroenflamatuvar cevapta artis gosteren enflamatuvar sitokinlerden TNF-a ve
IL-1B diizeylerinin hipokampiise AP enjeksiyonu ile arttigini, NS yag1 ve timokinon
uygulamasinin ise bu artis1 azalttigin1 bulduk. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda da
benzer sekilde AP enjeksiyonu ile olusturulan hayvan modellerinde enflamatuvar
cevabr baskilayan TGF-B1 uygulamasi (149), Angelica sinensis bitkisinin
uygulanmasi (15) ile beyinde TNF-a, IL-1B’y1 da i¢eren proenflamatuvar sitokinlerin
azaldig1 bulunmustur. AB'nin sigan beynine enjeksiyonu, proenflamatuvar tepkiyi
ortaya ¢ikarmak icin bir uyarici gorevi goriir. AP birikiminin hastalik patolojisine
katkida bulundugu spesifik mekanizmalar iyi anlasilmamis olsa da peptid birikimi,
beyindeki bagisiklik yanitlarina aracilik eden yerlesik efektor hiicreler olan mikroglia

icin kemotaktik ve aktive edici uyaran konumundadir (175).

Nigella sativa ve timokinonun etkilerinin incelendigi ¢alismalarda oksidatif
stres ve artmig enflamatuvar tepki ile iliskili bir¢ok hastalik modelinde NS ve
timokinonun diizenleyici etkileri oldugu ortaya konmustur. Kardiyomiyopati modeli
olusturulurken timokinonun artmis IL-2 diizeyini diisiirdiigii, azalmis GSH, CAT,
SOD, GPx, GR, GST diizeyini artirdigi bulunmustur (136). Yine hepatotoksisite
modeli olusturulan siganlarda bir ¢alismada NS’nin ROS olusumunu baskilayarak
antioksidan etki gosterdigi, bir digerinde ise GST, GPx azalmasi ve MDA artisini
azalttigi ortaya konmustur (20, 26). Bir¢ok calisma ile NS ve timokinonun
antioksidan, immiinmodiilator ve antienflamatuvar etkinlikleri bulundugu ortaya

konmustur (122).

Davranis deneyleri ile biyokimyasal ve histolojik incelemeler dikkate
alindiginda, hipokampiis i¢cine AP uygulamasi ile siganlarin hipokampiisiinde
astrogliosis ve mikrogliosis artis1 ve bunlart dogrular nitelikte TNF-a ve IL-1P
sitokinlerinin artmis seviyeleri AP peptidine karsi beyinde enflamatuvar cevap
olustugunu gostermektedir. Bu asir1 enflamatuvar cevabin Ap-indiiklii patolojiyi
iyilestirmek yerine uzaysal 6grenme ve referans hafizada belirgin gerilemeye yol
act1g1 davranis testleri ile ortaya konmustur. Antienflamatuvar etkinligi bilinen NS ve
timokinon enflamatuvar cevabi hafifletmis ve buna paralel olarak hafiza ve bilissel

islevlerde 1iyilesme saglamistir. Timokinon, NS’nin etkili ve farmakolojik
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calismalarda en ¢ok yer alan bileseni olmasina ragmen, NS yagi ile olusan etkide

baska bilesikler de rol oynuyor olabilir.

Yapilan aragtirmalar AH bulgularinin ortaya ¢ikmasinin, hastalikla ilgili
patofizyolojik degisimlerden ¢ok daha sonra oldugu gostermistir. Dolayisiyla erken
evrede hastalik gelisimine isaret edecek biyobelirteg arayislarina onem verilmektedir.
Bu amagla hastaligi erken evrede teshis etmeye yarar saglayacak biyobelirteg
aragtirmalart devam etmektedir (176—180). Yag asitlerinin hiicre membran yapisina
katilmasi basta olmak iizere canli viicudunda 6nemli bir¢ok fizyolojik olayda rol
almas1 hastalifa yol acan mekanizmalarin molekiiler diizeyde anlasilmasi ve

hastalikla iliskilendirilmesi agisindan 6nemlidir (181).

Beyin omurilik sivisindaki A ve tau diizeyleri AH nin teshisi i¢in kullanilsa
da numune toplanmasmin girisim gerektirmesi, bu belirteglerin klinik kullanimini
siirlar. Sadece lomber ponksiyonla toplanan BOS, yash hastalarda yapilmasi zor
olan ve ¢oklu orneklerin toplanmasini engelleyen bir girisimdir. Manyetik Rezonans
Goriintiileme ve Pozitron Emisyon Tomografisi gibi nérogoriintiileme yaklasimlari
da etkili prognostik araglardir. Ancak her zaman ulasilabilir olamayacak kadar pahali
ve erken teshis amaciyla tarama i¢in rutinde kullanimdan uzaktir. Norogoriintiileme
tekniklerinin kullanilmasi ve BOS’tan 6rnek alinmasi ¢ok sayida AH aday: hastanin
taranmast i¢in ideal birinci basamak yaklagimlar degildir (178). Bu nedenle, Kklinik
oncesi ve erken evrede tam1 koymak ic¢in kullanilabilecek, AH’yi diger
norodejeneratif hastaliklardan kaynaklanan biligsel bozulmadan ayirabilecek yeni,

Ozgiin ve hassas biyobelirteglerin belirlenmesine ihtiyag¢ vardir.

Klinik ¢aligmalar ve AH modeli olusturulan hayvanlar kullanilarak
biyobelirteg arayisinda metabolomik aragtirmalar devam etmektedir (176). En
karmasik lipid kategorilerinden birini olusturan yag asitlerinin AH patofizyolojisine
epigenetik diizeyde katki saglayabilecegi belirtilmistir. Dokosahekzaenoik asit
(DHA), birgok hastalikta yararli etkileri arastirilan bir yag asididir (182).
Epidemiyolojik ve deneysel calismalar, DHA eksikligi ile AH gelisme riskinin
arttigimi  gostermistir. Transgenik farelerin kullanildigr bir ¢alismada DHA’dan
zengin diyetle beslenmenin farelerde A iretimi ve birikimini ayrica buna bagh
olarak olusan toksik etkileri azalttig1 ortaya konmustur (183). Yine transgenik

farelerin kullanildigi bir calismada kolesterolden zengin Bati diyetiyle veya
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DHA’dan zengin (%0.5) diyetle beslenen farelerde A birikimi ve serebral kan akim
hacmi incelenmistir. Bat1 diyetiyle beslenen hayvanlarin aksine DHA ile beslenen
hayvanlarda AP birikiminin azaldig1 ve serebral kan hacminin artigi bulunmustur

(184).

Alzheimer gelisme riski ve yag asit diizeylerinin iliskisini inceleyen birkag
calisma yapilmasina ragmen birbiriyle celiskili sonuglar ortaya konmustur. Bu
calismalardan birinde ortalama dokuz yil takip edilen ileri yastaki hastalarda plazma
fosfatidilkolin DHA diizeyleri Olciilerek AH ve diger bunama tiirlerinin goriilmesiyle
iliskisi arastirilmistir. Calisma sonucunda fosfatidilkolin DHA diizeylerinin yiiksek
olmasinin bunamanin tiim ¢esitlerinin goriilme riskini neredeyse yar1 yartya azalttig
sonucuna varilmistir (185). Yash bir grubun 4 yil takibi ile yapilan bir ¢alismada
EPA konsantrasyon artisinin bunama riskini azaltabilecegi, n-6/n-3 oraninin ve
AA/DHA oranmin artmasinin ise bu riski artirabilecegi one siiriilmiistiir (186). Bu
calismalardan sonra yayinlanan bir kohort c¢alismasinda Alzheimer hastalar1 ve
saglikli goniillillerin kan n-3 yag asitlerinin diizeyleri karsilastirilmistir. Bu
caligmaya gore toplam n-3 veya DHA ve EPA diizeyleri ile AH ve diger bunama
tirleri arasinda anlamli bir iliski bulunamamustir (187). Bir baska ¢alismada DHA,
EPA ve toplam n-3 diizeyi artisinin AH gelisiminde koruyucu etkinligini aragtirmak
icin serum Kkolesterol esterlerinin AH ve diger bunama tiirlerinde degisimleri
incelenmistir. AH’li bireylerde, bunama goriilmeyenlere goére miristik (C14:0),
palmitik (C16:0), stearik (C18:0) ve oleik (C18:1) asit oraninin azalmis, linoleik asit
(C18:2n-6) oraninin arttig1 bulunmustur. Bu ¢alismada n-3 yag asitlerinin bunamaya
kars1 koruyucu etkisi oldugunu gésterecek anlamli bir farklilik gézlenmemistir (188).
Alzheimer, Hafif Bilissel Bozukluk gelisenler ve saglikli goniilliilerin serumlarinda
yag asit kompozisyonunun degerlendirildigi bir arastirmada serotik asit (C26:0)
diizeyinin saglikli goniillilerde anlamli derecede yiiksek, arasidik asit (C20:0)
seviyelerinin ise hasta gruplarinda saglikli gruba gore yiiksek oldugu oldugu
bulunurken tekli doymamis yag asitlerinden vaksenik (C18:1n9) ve eriisik asit
(C22:1n9) diizeylerinin hasta gruplarinda sagliklilara gore yiiksek, ¢oklu dogmamis
yag asitlerinden linoleik asidin (C18:2n6) AH grubunda diisiik oldugu bulunmustur
(182). Takviye n-3 aliminin biligsel foksiyonlara etkisini incelemek amaciyla yasa
bagli makular dejenerasyon hastaligina sahip yas ortalamasi 73 olan goniilliilere 5 yil

boyunca giinliik 1 g n-3 yag asidi veya plasebo verilmistir. Plaseboya karsi n-3
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takviyesi alanlarin bilissel islevlerinde bir farklilik goézlenmemistir (189). Daha
kiigiik bir randomize kontrollii ¢calismada ise bilissel yonden saglikli, yaslari 50-75
arasinda degisen goniillillere 26 hafta boyunca giinliik 2.2 g n-3 takviyesi veya
plasebo verilmistir. Onceki ¢alismanin aksine bu ¢alismada n-3 takviyesinin hafizay1

olumlu yonde etkiledigi bulunmustur (190).

Bizim ¢alismamizda davranis testlerinde NS yagi alan gruplarin Timokinon
alan gruplardan daha iyi performans gostermesinde n-3 yag asitlerinin katkisi
olabilir. Yag asitlerinin yan1 sira NS’nin vitaminler, mineraller ve bir¢ok farmasotik
aktif bilesenden olusan zengin igerigi de bu iyilesmeye katki saglamis olabilir. Serum
lipid diizeyinde goriilen degisiklikler AH hastalik modeli ile iligkili degisimleri
yansitabilecegi gibi beslenme ile de iliskilendirilebilir. Ancak hayvanlarin NS yagi
ile son beslenmelerinin iizerinden yedi giin gectikten sonra kanlariin toplanmasi
nedeniyle serbest yag asitlerinin konsantrasyonu normal sican yemi ile beslenmeye
bagli olarak kontrol grubu ile benzer ¢ikmis olabilir. Serum yag asit diizeylerinin

beyindeki yag asitlerinin durumunu ne derecede yansittig1 bilinmemektedir.

Calismamizda Api-42’nin bilateral hipokampiis i¢ine enjeksiyonu ile AH
modeli olusturulan si¢anlarin biligsel islevlerindeki diisiis Pasif Sakinma ve Morris
Su Tanki davranig testleri ile goOsterilmistir. Ayni zamanda hayvanlarin
hipokampiislerinde APi142 enjeksiyonunu takiben mikroglia ve astroglia
aktivitesindeki artis immiinohistokimyasal incelemelerle ortaya konmus ve bu
bagisiklik hiicrelerinin aktivitelerine paralel olarak IL-1B ve TNF-a sitokin
diizeylerindeki artis oldugu belirlenmistir. Oral NS yagmin 0.5 ml/kg dozunda
uygulanmasi ile AH patolojisinde anlamli diizeyde gerileme gozlenmezken 1 ve 2
ml/kg dozlar1 ve timokinonun 3, 10 ve 30 mg/kg dozlar1 uygulanan gruplarda
enflamatuvar cevabin baskilandigin1 gosteren biyokimyasal ve histolojik degisimler,
hayvanlarin davranig testleri ile ortaya konan O6grenme ve hafiza kabiliyetleri ile
uyum gostermektedir. Dolayisiyla APi-42 uygulamasiyla, mikroglia ve astroglialarin
aktivasyonu ile belirginlesen bilissel islevlerdeki diisiis, antienflamatuvar etkili

Nigella sativa veya Timokinon uygulamalari ile baskilanmuistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz sonucunda si¢anlarda hipokampiis i¢ine APi-42 enjeksiyonu ile
olusturulan Alzheimer hastalik modelinde mide sondasi ile soguk sikim Nigella
sativa yagi veya timokinon ile beslenmenin hipokampiiste proenflamatuvar TNF-o
ve IL1-B artisini, astroglial ve mikroglial hiicre aktivasyonunu azalttigi ve davranig
testleri ile degerlendirilen 6grenme ve hafiza islevlerindeki diisiise kars1 iyilestirici

etkisi bulundugu ortaya konmustur.

Nigella sativa yagi cok sayida etkin madde icerdigi icin hangi etkin
maddelerin bu etkiye katki sagladiginin belirlenmesi amaciyla daha ayrintili

arastirma yapilmasi gerekmektedir.

Alzheimer hayvan modelleri ile olusturulan noérodejenerasyon ilerleyici
nitelikte oldugundan uzun vadeli degisimleri incelemek icin ¢alisma siireleri

uzatilabilir.
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