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OZET

Bu doktora tez ¢alismasinin amaci, amiloid beta (Ap)i-42 ile SH-SY5Y noéroblastoma hiicrelerinde
olusturulan Alzheimer hastaligi (AH) modelinde probiyotik kaynakli (Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus B3 ve Lactiplantibacillus plantarum GD2) liyofilize ekzopolisakkarit (L-EPS)’lerin
nérokoruyucu  etkilerinin  arastirilmasidir.  L-EPS’lerin  miktarlar1  belirlenmis  olup,
karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir. L-EPS’lerin antioksidan aktiviteleri ve Ai.42 agregasyonu
tizerine inhibitor etkileri saptanmustir. Ai42 ile olusturulan AH modelinde L-EPS’lerin hiicre
oliimiine kars1 norokoruyucu etkileri, asetilkolin esteraz (AChE) ve antioksidan enzim aktiviteleri
iizerine etkileri, total antioksidan seviyesi (TAS) ve total oksidan seviyesi (TOS) iizerine etkileri
belirlenmistir. L-EPS’lerin hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri (ROS) miktar1 {izerine baskilayici
etkilerinin yan1 sira, anti-apoptotik etkileri ve mitokondriyal membran potansiyeli (MMP) {izerine
koruyucu etkileri saptanmistir. L-EPS’lerin 14 farkli gen iizerine modiilator etkileri belirlenmistir.
Calismada kullandigimiz L-EPS’lerin yiiksek miktarda iiretildigi saptanmstir. L-EPS’lerin element
yiizdeleri ve fourier transform infrared spektroskopisi (FTIR) spektrumlari belirlenmistir. Atomik
kuvvet mikroskobu (AFM) ve taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiilerine gore L-EPS’lerin
ylizey morfolojileri piiriizli ve gozenekli olarak farklililk gostermistir. L-EPS’lerin X-151m1
difraktometresi (XRD) desenlerine gore amorf karaktere sahip olduklari tespit edilmistir. L-
EPS’lerin antioksidan aktivite gosterdikleri belirlenmistir (p<0,05). L-EPS’lerin hiicre canliligini,
TAS’1, antioksidan enzim aktivitelerini, MMP yiizdesini, BCL2 ve protein kinaz B (AKT/PKB)
genlerinin ekspresyon seviyelerini arttirdigi saptanmustir (p<0,05). L-EPS’lerin AChE’1, ABi-42
agregasyonunu, TOS’u, hiicre i¢gi ROS miktarini, apoptotik hiicre yiizdesini, BCL2 associated X
(BAX), kaspaz-3 (CASP3), kaspaz-7 (CASP7), kaspaz-8 (CASP8), kaspaz-9 (CASP9), sitokrom C
(CYCS), hiicre dist sinyalle diizenlenen kinaz 1 (ERK1), hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz 2
(ERK2), c-Jun N-Terminal kinaz (JNK), JUN, niiklear faktor-kB (NF-xB/p65) ve p38 mitojenle
aktive edilmis protein kinaz (p38 MAPK) genlerinin ekspresyon seviyelerini azalttigi belirlenmistir
(p<0,05). Elde edilen tiim sonuglar incelendiginde, B3 susundan elde edilen L-EPS 6ne ¢ikmistir.
Ayrica L-EPS’lerin sahip oldugu karakteristik yapisinin ve yiizey morfolojisinin noral
koruyuculukta etkili oldugu gézlenmistir. Etki mekanizmasi ortaya konmus ve alternatiflerine gore
etkisi yiiksek olan L-EPS’lerin AH’nin onlenmesi ve tedavisinde yeni ila¢ etken maddesi olma
potansiyeli bulunmaktadir.
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ABSTRACT

The purpose of this doctorate thesis is to investigate the neuroprotective effects of probiotic-
derived (Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus B3 and Lactiplantibacillus plantarum GD2)
lyopilized exopolysaccharides (L-EPSs) in an Alzheimer’s disease (AD) model formed by amyloid
beta (AB)1-42 in SH-SY5Y neuroblastoma cells. L-EPS quantities were determined, and their
characterization was performed. The antioxidant activities of L-EPSs and their inhibitor effects on
AP142 aggregation were determined. In an AD model formed with APi.42, the neural protective
effects of EPSs against cell death, effects on acetylcholine esterase (AChE) and antioxidant
enzyme activities, and effects on total antioxidant status (TAS) and total oxidant status (TOS) were
determined. In addition to the repressive effects of L-EPSs on the intracellular quantity of reactive
oxygen species (ROS), their anti-apoptotic effects and effects on mitochondrial membrane
potential (MMP) were also determined. The effects of L-EPSs on 14 different genes were
determined. It was found that the L-EPSs used in the study were produced in high quantities. The
elementary percentages and the fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) spectra of the EPSs
were determined. According to the atomic force microscope (AFM) and scanning electron
microscope (SEM) images, the surface morphologies of the L-EPSs showed differences as granular
and porous. According to their X-ray diffractometer (XRD) patterns, the L-EPSs were found to
have amorphous character. L-EPSs were shown to exert antioxidant activity (p<0.05). L-EPSs were
found to enhance cellular viability, TAS, antioxidant enzyme activities, MMP percentage,
expression levels of the BCL2 and protein kinase B (AKT/PKB) genes (p<0.05). L-EPSs were
found to reduce AChE, Api4 aggregation, TOS, intracellular ROS quantity, apoptotic cell
percentage, expression levels of the BCL2 associated X (BAX), caspase-3 (CASP3), caspase-7
(CASP7), caspase-8 (CASP8), caspase-9 (CASP9), cytochrome C (CYCS), extracellular signal-
regulated kinase 1 (ERK1), extracellular signal-regulated kinase 2 (ERK2), c-Jun N-Terminal
kinase (JNK), JUN, nuclear factor-xB (NF-xB/p65), and p38 mitogen-activated protein kinase (p38
MAPK) genes (p<0.05). A review of all findings obtained in the study revealed that the L-EPS
derived from the B3 strain came to the fore. In addition, it has been observed that the characteristic
structure and surface morphology of L-EPSs are effective in neural protection. L-EPSs, whose
mechanism of action has been demonstrated and has a high effect compared to its alternatives, has
the potential to be a new drug active ingredient in the prevention and treatment of AD.
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1. GIRIS

Alzheimer hastalig1 (AH), siklikla hafif bilissel bozukluk ile baglayan ve yavas yavas daha
siddetli hale gelip kisiyi fonksiyon géremez hale getiren demans ile karakterizedir. Diger
stk bulgular arasinda konfiizyon, zayif muhakeme, dil zorluklari, gorsel sikayetler,
ajitasyon, ice kapanma ve haliisinasyonlar bulunmaktadir (Bird, 2018: 235-9). AH’nin
prevelansinin yash niifusun artmasina paralel olarak arttifi bilinmektedir (Eroymak ve
Yigit, 2017). Su anda, diinya genelinde 40 milyona yakin AH hastasi oldugu bilinirken,
2050 yilinda AH’na sahip hasta saymin 115,4 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir.
Ulkemizde ise su anda 600 bin ile 1 milyon arasi AH hastas1 bulunmaktadir (internet 1).
Tiirkiye’de AH’nin yillik toplam maliyeti erken evrede 11.410,10 b, orta evrede 34.381,15
b ve ileri evrede 61.268,67 b olarak saptanmistir (Eroymak ve Yigit, 2017). AH, kolinerjik
disfonksiyon, senil plaklar, norofibriler yumak olusumu, oksidatif stres, kronik
noroinflamasyon, noéral hasar ve sinaps kaybi ile karakterizedir (Tramutola, Lanzillotta,
Perluigi ve Butterfield, 2017). AH’nin fizyopatolojisini agiklamaya ¢alisan bir¢ok hipotez
(amiloid kaskad, glutamaterjik, kolinerjik, oksidatif stres ve tau) bulunmakla birlikte, bu
hipotezlerin hicbiri hastaligin fizyopatolojisini tam olarak aciklayamamaktadir (Topguoglu
ve Selekler, 1998). Amiloid kaskad hipotezine gére AH’ye sebebiyet veren senil plaklar
distrofik noritler tarafindan ¢evrelenen, amiloid prekiirsor proteinin ayrilma yan {iiriinii olan
amiloid B (AP) peptidinin filamentdz kiimelerinden meydana gelmektedir (Tramutola ve
digerleri, 2017). AH fizyopatolojisinde hem kolinerjik hem de glutamaterjik degisimin
kanitlar1 mevcuttur. Kolinerjik ndronlarin kaybi gibi presinaptik kolinerjik eksiklikler
AH’deki kolinerjik hipoteze vurgu yapmaktadir. Glutamaterjik hipotez, AH’deki biligsel
gerilemeyle N-metil-D-aspartat reseptorlerinin glutamat bakimindan asir1 aktive edilmesi
sonucu meydana gelen ndron hasari1 arasinda bir baglanti kurmaktadir. Sinaptik boslukta
yer alan astroglial hiicrelerindeki glutamatin geri alimindaki eksiklikler, 6grenme ve
hafizada merkezi role sahip N-metil-D-aspartat reseptorlerinin kalict bigimde diisiik
diizeyde aktivasyonuna sebebiyet vermektedirler (Francis, 2005). Oksidatif stres hipotezine
gore, ileri glikasyon son iirlinleri, nitrasyon, lipid peroksidasyonu addiiksiyon fiiriinleri,
karbonil modifiye nodrofilaman proteini ve serbest karboniller AH’ye sebebiyet
vermektedir (Smith ve digerleri, 2010). Literatirde AP diizeylerinin artis1 ile, AH’de
hipokampiis ve kortekste lipitlerden, proteinlerden ve niikleik asitlerden olusan oksidasyon

tirtinlerinin artan diizeylerinin iligkili oldugu bildirilmistir (Cheignon ve digerleri, 2018).



Tau hipotezine gore, kiimelenmis hiperfosforile tau proteinlerinden nérofibriler yumaklar
olugmaktadir. Tau, mikrotiibiil stabilize edici bir protein olup, hiperfosforile oldugunda
mikrotiibiillerden ayrilarak néronlarin yapisal biitiinliigliniin bozulmasina ve sonugta néron
ici trafigin sekteye ugramasina yol agmaktadir (Tramutola ve digerleri, 2017). Bu zamana
kadar AH i¢in hipotezleri temel alarak uygulanan tedaviler sunlar1 kapsamaktadir: Antikor
asilama ve immiinizasyon tedavileri; gen tedavisi; P-sekretaz inhibitorleri, y-sekretaz
inhibitdrleri ve modiilatorleri ve kolinesteraz inhibitorleri gibi enzim tabanli tedaviler; N-
metil-D-aspartat reseptor antagonistleri, a-amino-3-hidroksi-1-metil-4-
izoksazolepropiyonik 5 asit reseptor modiilatorleri, peroksizom proliferatdr aktive reseptor
agonistleri, M1 muskarinik agonistleri, ileri glikasyon son {iriinii ile iliskili mekanizmalar
ve nikotin asetilkolin reseptor agonistleri gibi reseptor tabanli tedaviler; antioksidanlar ve
anti-inflamatuvar ve norokoruyucu yaklasimlar gibi redoks stresi tabanli tedaviler; ve tau
iligkili tedaviler. Dahasi, kolesterol biyosentezini hedefleyen ajanlar, astrosit modiile edici
ajanlar, homosistein disiiriicii stratejiler ve kaspaz inhibitorleri gibi diger baska tedaviler
de tasarlanmistir. Yukarida sayilan tedavilerin ¢ogu klinik calismalardan da gecmistir
ancak sonuglar su ana dek basarili olmaktan uzaktir. Su an gilinlimiizde varolan tiim
tedaviler iginde ticari olarak yalnizca iki ilag sinift mevcuttur: Kolinesteraz inhibitorleri ve
N-metil-D-aspartat reseptor antagonisti. Kolinesteraz inhibitorleri ve N-metil-D-aspartat
antagonisti AH’yi tam anlamiyla tedavi etmemekte olup, AH’nin sadece semptomlarinin
diizelmesini saglamaktadir (Internet 2; Kamat ve digerleri, 2016). Ek olarak, bu ilaglarin
bagirsak mikrobiyotasinin bilesimini degistirerek disbiyoza neden olma ihtimali
bulunmaktadir. Disbiyozis, nérodejeneratif siirecin siirdiiriilmesine, bu ilaglarin terapotik
etkilerinin Onlenmesine veya azaltilmasmna katkida bulunmaktadir (Hort, Valis ve
Angelucci, 2020). Bu nedenle, probiyotik mikroorganizmalarla saglikli bagirsak
mikrobiyotasinin restorasyonu, AH’nin Onlenmesi ve yonetimi i¢in yeni bir yaklagim
saglayabilmektedir. Buna ilaveten, AH’nin ¢ok nedenli dogasini anlamak i¢in gelistirilen,
“bir molekiil-coklu hedef” uygulamasia dayali yeni bir yaklasim son zamanlarda bilim
insanlarmin genis bicimde ilgisini ¢cekmektedir. Cok hedefli ajanlar, AH ig¢in tipik olan kilit
patolojilerle savasmanin bir yolu olarak ¢oklu reseptdrleri hedef alma kabiliyetini kombine
etmektedirler (Simunkova ve digerleri, 2019). “Bir molekiil-coklu hedef” uygulamasina
probiyotik mikroorganizmalar olan laktik asit bakterilerinden elde edilen ekzopolisakkarit
(EPS)’ler ornek olarak verilebilir. Literatiirde, EPS’lerin antioksidan, antitiimér,
antikoagiilan, antiviriis, antiradyasyon, antikanser ve immiinoregiilator O6zellikleri

gosterilmis olup (Li ve digerleri, 2014a; Wang, Zhao, Tian, Yang ve Yang, 2015a; Wang,



Zhao, Yang, Zhao ve Yang, 2015b; Zhang ve digerleri, 2013), EPS’lerin AH’de kullanim
potansiyellerini ortaya koyan bir ¢alisma yapilmamistir. Ancak, AH’de farkli
organizmalardan (alg, bitki, mantar ve yosun) elde edilen polisakkaritlerin etkileri ile ilgili
AP, tau proteinlerini, kolinerjik nérotransmiteri, oksidatif stresi, anti-apoptozu, kalsiyum
kanalim1 ve diger olasi mekanizmalari hedefleyen c¢alismalar yapilmistir (Huang ve
digerleri, 2001; Li, An ve Li, 2013a; Su, Chen ve Zhang, 2013; Wang ve digerleri, 2014b;
Yu ve digerleri, 2004; Zhong ve Wang, 2015). EPS’lerin sahip oldugu genis faydali
biyolojik 6zellikler ve polisakkaritlerin AH’de ¢ok hedefli ajan olarak cesitli ¢alismalarda
kullanilmas1 sonucunda, EPS’lerin AH’de saglikli gidalar ve tedavi edici ajanlar olarak
potansiyel niitrisyonel ve farmasotik yararlari olacagini diisiindiirmektedir (Xu ve digerleri,
2019a). Yukarida bahsi gegen bilgilerden yola g¢ikarak literatiirdeki eksikliklerin

giderilmesine yonelik asagidaki hedefler belirlenmistir.

Bu doktora tez ¢alismasinda;

1) Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji Laboratuvarr Kiiltiir
Koleksiyonu’nda bulunan, yogurt ve saglikli bebek gaitasindan izole edilmis suslar
icerisinden, kapsamli taramalarla one ¢ikan 2 susdan (Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus B3 ve Lactiplantibacillus plantarum GD2) EPS’lerin izolasyonu ve

miktarlarinin belirlenmesi,

2) EPS’lerin igerdigi azot, karbon, hidrojen, kiikiirt ve oksijen yiizdelerinin belirlenmesi,
fonksiyonel gruplarinin tespit edilmesi, yiizeylerinin {i¢ boyutlu goriintiilenmesi ve

kristalografik 6zelliklerinin belirlenmesi,

3) Yapilan karakterizasyon ¢alismalar1 ile EPS’lerin sahip olduklar1 yapisal 6zellik ve

EPS’lerin gosterdikleri biyolojik aktivite arasindaki iligkinin ortaya konulmasi,

4) EPS’lerin antioksidan aktivitelerinin ve Api.42 agregasyonu iizerine inhibitor etkilerinin

belirlenmesi,

5) AP1-42 ile SH-SYS5Y hiicrelerinde olusturulan AH modelinde EPS’lerin artan asetilkolin
esteraz (AChE) enzim aktivitesi {izerine inhibitor etkisinin ve artan total oksidan seviyesi

(TOS) iizerine baskilayici etkisinin belirlenmesi,



6) APi42 ile SH-SYS5Y hiicrelerinde olusturulan AH modelinde EPS’lerin azalan total
antioksidan seviyesi (TAS) ve sodyum dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon

peroksidaz (GPx) enzim aktiviteleri iizerine indiikleyici etkisinin belirlenmesi,

7) APi1-42 ile SH-SYS5Y hiicrelerinde olusturulan AH modelinde EPS’lerin artan hiicre igi
ROS miktar1 ve apoptoz orami iizerine baskilayici etkisinin ve azalan mitokondriyal

membran potansiyeli tizerine koruyucu etkisinin belirlenmesi,

8) EPS’lerin AP1-42 ile SH-SY5Y hiicrelerinde olusturulan AH modelinde protein kinaz B
(AKT/PKB), niiklear faktor-«B (NF-xB/p65), hiicre disi sinyalle diizenlenen kinaz (ERK),
c-Jun N-terminal kinaz (JNK), p38 mitojenle aktive edilmis protein kinaz (p38 MAPK) ile
iliskili mitojenle aktive edilmis protein kinaz (MAPK) ve apoptoz yolaklari t{izerindeki

modiilator etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Yukarida belirtilen hedefler dogrultusunda, bu doktora tez ¢alismasinda “Bir molekiil-
coklu hedef” uygulamasi goz Oniine alinarak bu mantikta ¢alisan ¢cok hedefli EPS’lerin
bulunmasi amaglanmistir. EPS’lerin AH modelinde anti-amiloid, anti-oksidatif, anti-
apoptotik 6zellikleri ile AKT/PKB, NF-kB/p65 ve MAPK yolaklar1 {izerinden birden ¢ok
hedef tizerinde etkili oldugu gosterilmistir. Bu sayede EPS’lerin potansiyel niitrisyonel ve
farmasotik yararlar1 da goz Oniine alindiginda, AH tedavisine yonelik gida ve ilag
endiistrisinde potansiyel kullaniminin 6nii agilacak ve bu ¢alisma tiim bu iiretimler igin bir

ornek teskil edecektir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Norodejeneratif Hastaliklar

Norodejeneratif hastaliklar, beyin ve periferik organlarda degismis fizikokimyasal
ozellikler gosteren proteinlerin depolanmasi ile iligkili olup, ilerleyici noron kaybi ile
karakterize bozukluklardir (Kovacs, 2018: 301-7). En yaygin ndrodejeneratif hastaliklar
amiloidozlar, tauopatiler, a-siniikleinopatiler ve transaktivasyon yaniti-DNA baglayici
protein 43 kDa proteinopatilerdir (Dugger ve Dickson, 2017). Norodejeneratif hastaliklarin
molekiiler siniflandirmasi protein tabanli olup, bu molekiiler siniflandirma nérodejeneratif

hastaliklarin patogenezinde proteinlerin roliine isaret etmektedir (Kovacs, 2018: 301-7).

2.1.1. Norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde rol oynayan proteinler

Norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde en sik yer alan proteinler; amiloid B (AP),
prion protein, tau, a-siniiklein, transaktivasyon yaniti-DNA baglayici protein 43 kDa ve

kaynagsik (fused-in) sarkom proteinidir (Kovacs, 2018: 301-7).

AP, prion proteini ve amiloid Bri proteinleri, amiloidozlar olarak adlandirilan genis sayida
hastalikta rol oynamaktadir. A, Alzheimer hastaligi (AH)’nin tanimlayic1 6zelliklerinden
biridir. Ailesel ve sporadik Creutzfeldt-Jakob hastaligi, Gerstmann-Striussler-Scheinker
hastaligindaki prion proteini ve ailesel Britanya ve Danimarka demanslarindaki amiloid Bri

gibi diger amiloid tiplerinin depolandig: hastaliklardir (Dugger ve Dickson, 2017).

Mikrotiibiil iliskili tau proteini, giiniimiizde tauopatiler olarak adlandirilan genis sayida
hastalikta rol oynamaktadir. Noronlar ve glial hiicrelerde hiicre i¢i fibriler depolar
olusturan proteinlerden biridir (Arendt, Stieler ve Holzer, 2016). Tauopatilere; AH,
kromozom 17°ye bagl parkinsonizmle birlikte frontal demans, kronik travmatik
ensefalopati, progresif supraniikleer palsi, kortikobazal dejenerasyon, Pick hastaligi, primer
yas iliskili tauopati, arjirofilik tanecik hastaligi ve yaslanmaya bagl tau astrogliopatinin
dahil oldugu heterojen bir grup hastalikta rastlanilmaktadir (Dugger ve Dickson, 2017;
Kneynsberg, Combs, Christensen, Morfini ve Kanaan, 2017).



Siniiklein ailesi 3 iiyeden olugmaktadir: a-, B- ve y-siniiklein. a- ve B-siniiklein, sinir
terminallerinde yogunlasirken, y-siniiklein sinir hiicrelerinde mevcuttur (Goedert, 2001). a-
sintikleinopatiler, sinir sisteminde anormal a-siniiklein birikiminden kaynaklanmaktadir. a-
sinlikleinopatilere; Parkinson hastaligi, Lewy cisimcigi demansi, ¢oklu sistem atrofisi ve
saf otonom yetmezliginin dahil oldugu bir grup hastalikta rastlanilmaktadir (Coon,

Cutsforth Gregory ve Benarroch, 2018).

Saglikli hiicredeki yerlesimi niikleusta olan transaktivasyon yaniti-DNA baglayici protein
43 kDa, DNA/RNA baglayici, heterojen riboniikleer protein A/B ailesine ait bir proteindir
ve birgok gorevi vardir. mRNA’ya ve DNA’ya baglanabilen transaktivasyon yaniti-DNA
baglayici protein 43 kDa, RNA metabolizmasinin farkli agamalarini niikleus ile sitoplazma
arasinda iletisim kurarak diizenlemektedir (Lahut, Ozes, Agar ve Basak, 2012).
Transaktivasyon yaniti-DNA baglayict protein 43 kDa, frontotemporal demans,
amiyotrofik lateral skleroz, frontotemporal lobar dejenerasyonu, primer lateral skleroz ve
progresif miiskiiler atrofide bulunan patolojik noronal inkliizyonlarin ana protein

bilesenlerinden biridir (Dugger ve Dickson, 2017; Handley ve digerleri, 2017).

2.2. Alzheimer Hastahgi (AH)

AH, siklikla hafif biligsel bozukluk ile baslayan ve yavas yavas daha siddetli hale gelip
kisiyi fonksiyon géremez hale getiren demans ile karakterizedir. Diger sik bulgular
arasinda konflizyon, zayif muhakeme, dil zorluklari, gorsel sikayetler, ajitasyon, ige

kapanma ve haliisinasyonlar bulunmaktadir (Bird, 2018: 235-9).

Mevcut aragtirmalar AH’nin {i¢ evresi oldugunu ortaya koymaktadir: Preklinik AH, AH’ye
bagl hafif bilissel bozukluk ve AH’ye bagli demans. Son iki evrede degisen derecelerde

semptomlar mevcuttur (Alzheimer Birligi, 2019).

AH genellikle baslangi¢ yasina gore siiflandirilmaktadir. Bu hastaliga yakalanan kisilerin
biiyiikk ¢ogunlugu (>%95) 65 yas iizerinde olup (geg¢ baslangicli AH), %1-51 tipik olarak
gec 40’lar ya da erken 50’lerde baslayan daha erken bir baslangi¢ gostermektedirler (erken
baslangichh AH). Erken baslangichh AH ve gec¢ baslangich AH’yi klinik olarak
birbirlerinden ayirt etmek imkansizdir. Erken baslangicli AH, gec baslangichh AH’ye gore
daha ciddi olup, daha hizli ilerlemektedir. AH nin iki formu farkli genetik epidemiyolojik



paternler ile ilgilidir (Reitz, Brayne ve Mayeux, 2011). Giiniimiizde AH’nin genetik
epidemiyolojisinde yer aldig: diisiiniilen 4 lokus bulunmaktadir. 21. kromozomda amiloid
prekiirsor protein, 14. kromozomda presenilin 1, 1. kromozomda presenilin 2 genleri erken
baslangicli AH ile iliskili iken, 19. kromozomdaki apolipoprotein E4 ge¢ baslangich
AH’den sorumludur (Ozpak, Pazarbas1 ve Keser, 2017). Geg baslangicli AH ile klusterin,
fosfatidilinositol baglayici klatrin birlestirme proteini ve kompleman komponenti (3b/4b)
reseptor 1 genleri arasinda da giiclii bir baglant1 oldugu gosterilmistir (Koganci, 2018). AH
icin genetik risk faktorleri ve bunlarin fizyolojik islevdeki genel rolleri Sekil 2.1°de
verilmistir. Yiiksek riskli genler, hastaligin siddetinin artmasi ve daha erken baslangic yast
ile iligkilidir, disiik riskli genetik faktorler ile baslangic yasi gecikmektedir ve hastalik
siddeti daha azdir. Her dairenin alani, her genin popiilasyonuna atfedilebilir fraksiyonu ile
orantilhidir. Daha biiylik daire ¢apina sahip genler, popiilasyon icinde daha fazla AH
etkisine sahiptir (Robinson, Lee ve Hane, 2017).
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Sekil 2.1. AH’ye sebep olan genler ve bu genlerin fizyolojik fonksiyonlari. ABCA7: ATP
baglayict kaset tasiyict A7; APOE4: Apolipoprotein E4; APP: Amiloid
prekiirsor protein; BIN1: Kopriileme entegratorii 1; CD33: Sialik asit baglayici
Ig benzeri lektin 3; PICALM: Fosfatidilinositol baglayict klatrin birlestirme
proteini; CLU: Klusterin, CR1: Kompleman reseptor tipi 1; EPHAL: EPH
reseptorii Al; INPP5D: Inositol polifosfat-5-fosfataz D; NME6: NME/NM23
niikleosit difosfat kinaz 6; PSEN1: Presenilin 1; PSEN2: Presenilin 2; TREM2:
Miyeloid hiicrelerde eksprese edilen tetikleyici reseptér 2; ZCWPWI1: Cinko
parmak CW-tip PWWP domain igeren 1 (Robinson ve digerleri, 2017)

AH’nin prevelansinin yash niifusun artmasina paralel olarak arttig1 bilinmektedir
(Eroymak ve Yigit, 2017). Su anda, diinya genelinde 40 milyona yakin AH hastas1 oldugu
bilinirken, 2050 yilinda AH’na sahip hasta saymin 1154 milyona ulasacagi tahmin
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edilmektedir. Ulkemizde ise su anda 600 bin ile 1 milyon aras1 AH hastas1 bulunmaktadir
(Internet 1). Tiirkiye Istatistik Kurumu 6liim nedeni verilerine gore, AH kaynakl1 &liimlerin
sayist 2014 yilinda 10 bin 236 iken, bu say1 2018 yilinda 13 bin 767’ye artmistir. AH
kaynakl1 6liimlerin oran1 2014 yilinda %3.9 iken, bu oran 2018 yilinda %4,6’ya artmistir.
AH kaynakli 6liimlerin orani cinsiyetlere gore degerlendirildiginde, her iki cinsiyette de
artts oldugu saptanmistir. AH kaynakli o6liim orami 2014 yilinda erkeklerde %3,1,
kadinlarda %4,6 iken, bu oranlar 2018 yilinda erkeklerde %3,5’e, kadinlarda ise
%3,7’ye artmustir (Internet 3).

AH’nin maliyeti; hastaliktan korunma, tani, tedavi ve hastalikla basa ¢ikmak i¢in olusan
tiim maliyetleri igermektedir. Hastaligin toplam maliyeti igerisindeki dogrudan maliyetler;
hastane masraflarini, sunulan tibbi hizmetleri, ilaglari, sosyal bakim hizmetlerini ve
kurumsal bakim hizmeti sunan kisi ve kurumlara yapilan 6demeleri icermektedir.
Hastaligin dolayli maliyetleri ise hasta ve aile iiyeleri tarafindan yasanan gelir kaybi ile
sosyal kayiplar ve yapilan cepten 6demeleri igermektedir. Tirkiye’de AH’nin yillik toplam
maliyeti erken evrede 11.410,10 b, orta evrede 34.381,15 © ve ileri evrede 61.268,67 b
olarak saptanmistir (Eroymak ve Yigit, 2017).

2.2.1 AH’nin molekiiler fizyopatolojisi

Patolojik olarak AH, kolinerjik ndéron kaybi, amiloid prekiirsér proteininin anormal
islenmesine bagli olarak AP proteininin hiicre dis1 birikimi, hiperfosforile tau proteininden
hiicre i¢i norofibriler yumaklarin olusumu, glioz ve néron kaybu ile karakterizedir. Ayrica,
AB’nin hiicre dis1 birikimlerinin ve norofibriler yumaklariin hiicre i¢i olusumu oksidatif
stres, eksitotoksisite, noéroinflamasyon ve norotransmiter eksikliklerinde Onemli rol
oynamaktadir (Kumar, Kumar, Keegan ve Deshmukh, 2018; Tramutola ve digerleri, 2017)
(Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. AH’nin molekiiler fizyopatolojisi. AP oligomeri: Amiloid [ oligomeri; APP:
Amiloid prekiirsér protein; DNA: Deoksiriboniikleik asit; IL-1: Interldkin-1;
IL-6: Interlokin-6; mAChR: Muskarinik asetilkolin reseptorii; nAChR:
Nikotinik asetilkolin reseptorii; NFT: Norofibriler yumaklar, ROS: Reaktif
oksijen tiirleri; sABPP: Coziilebilir APP f; TNFa: Timor nekrozis faktor o
(Kumar ve digerleri, 2018)

Nonamiloidojenik yolakta, amiloid prekiirsér protein ilk olarak o-sekretaz tarafindan
boliinmektedir. Amiloid prekiirsor proteininden, ¢oziilebilir amiloid prekiirsor protein o ve
zara bagli hiicre i¢i C-terminal pargasi o olusmaktadir. Daha sonra, C-terminal pargasi o, 3
kDa peptit ve amiloid prekiirsér protein hiicre i¢i alanini olusturmak igin y-sekretaz
tarafindan bir defa daha bolinmektedir. Amiloidojenik yolakta ise, B-sekretazin iiriinleri,
¢oziilebilir amiloid prekiirsor protein B ve C-terminal pargasi p’dir. Ikinci adim ise, C-
terminal parcasi Bf’dan AP ve amiloid prekiirsor protein hiicre i¢i alanini serbest

birakmaktadir (Sekil 2.3) (LaFerla, Green ve Oddo, 2007; Zhou, Sun, Ma ve Liu, 2018).
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Sekil 2.3. Amiloid prekiirsér proteinin 2 farkli (amiloidojenik ve nonamiloidojenik)
yolakla islenmesi. AP 40/42: Amiloid B 40/42; AICD: Amiloid prekiirsor
protein hiicre i¢i alani; APP: Amiloid prekiirsor protein; CTFa: C-terminal
pargasi a; CTFB: C-terminal pargasi ; LDLR: Diisiik yogunluklu lipoprotein
reseptorleri; p3; 3 kDa peptit; sSAAPa: Coziilebilir amiloid prekiirsor protein a;
SAAPR: Coziilebilir amiloid prekiirsor protein f (Zhou ve digerleri, 2018)

2.2.2. Norotransmiterlerin AH fizyopatolojisindeki rolii

Kolinesterazlar, kolin esterlerini hidrolize eden yaygin bir serin hidrolaz sinifidirlar.
Omurgalilarda iki ayr1 gen tarafindan kodlanan, asetilkolin esteraz (AChE) ve biitirilkolin
esteraz adinda iki kolinesteraz formu vardir (Talesa, 2001). Asetilkolin salim seyrinin
sematik gosterimi Sekil 2.4°de verilmistir. Kalsiyum akisina ve ardindan sinaptik
vezikiillerin membran kenetlenmesine neden olan aksiyon potansiyeli zarda
bulunmaktadir. Asetilkolin, postsinaptik hiicrede dereceli bir depolarizasyonu baglatan
reseptorlere baglanmaktadir. AChE, asetilkolinin pargalanmasini katalize etmektedir ve
kolin molekiilleri presinaptik noron tarafindan yeniden emilmektedir (Stanciu ve digerleri,
2020).
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Sekil 2.4. AH’nin kolinerjik hipotezi (Stanciu ve digerleri, 2020)

AH hastalarinin beyinlerinde bulunan nérotransmiter degisimlerinden birisi, kolinerjik
marker kolin asetiltransferazin kaybidir (Talesa, 2001). AH etiyolojisinde hem kolinerjik
hem de glutamaterjik degisimin kanitlar1 mevcuttur. Asetilkolin hafizanin iglenmesi ve
ogrenme i¢in gerekli bir nérotransmiter olup, AH’li hastalarda hem konsantrasyonu hem de
fonksiyonu azalmaktadir. Kolinerjik noronlarin kaybi gibi presinaptik kolinerjik eksiklikler
AH’deki kolinerjik hipoteze vurgu yapmaktadir. Glutamaterjik hipotez, AH’deki biligsel
gerilemeyle N-metil-D-aspartat reseptorlerinin glutamat bakimindan asir1 aktive edilmesi
sonucu meydana gelen ndron hasari arasinda bir baglanti kurmaktadir. Sinaptik boslukta
yer alan astroglial hiicrelerindeki glutamatin geri alimindaki eksiklikler, 6grenme ve
hafizada merkezi role sahip N-metil-D-aspartat reseptorlerinin kalict bi¢imde diisiik

diizeyde aktivasyonuna sebebiyet vermektedirler (Francis, 2005).

2.2.3 Oksidatif stresin AH’deki roli

Normal kosullarda oksijen radikallerinin yol agtig1 stres, birbirini destekleyen etkin bir dizi
antioksidan sistem tarafindan dengede tutulmaktadir (Ornegin hidrojen peroksidin katalaz
(CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) tarafindan es zamanli metabolizmasi). Patolojik
kosullar altinda oksidan antioksidan dengesi, primer veya sekonder nedenlere bagl olarak
degismektedir (Huang, Zhang ve Chen, 2016). Reaktif oksijen liretimi hiicresel antioksidan
sistemlerini agarsa oksidatif denge bozularak oksidatif stres meydana gelmektedir.

Oksidatif stres AH’nin erken donemlerinde meydana gelmektedir. Artan APi-40 Ve AP1-42
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diizeylerinin, AH’de hipokampiis ve kortekste lipitlerden, proteinlerden ve niikleik
asitlerden olusan oksidasyon {iriinlerinin artan diizeyleri ile iligkili oldugu bildirilmistir. Bu
durum oksidatif stresin AH patogenezindeki AP varligi ile iliskili roliinii desteklemektedir.
Hastaligin erken evrelerinde redoks proteomiklerininin okside olan proteinlerin
taninmasina izin verdigi, AP’dan zengin beyin bdlgelerinde protein ve lipid
peroksidasyonunun gozlendigi dogrulanmigtir (Cheignon ve digerleri, 2018). AH’de
mevcut olan oksidatif stres, ileri glikasyon son iiriinleri, nitrasyon, lipid peroksidasyonu
addiiksiyon iirlinleri, karbonil modifiye norofilaman proteini ve serbest karbonilleri

icermektedir (Smith ve digerleri, 2010).

Oksidatif stresin lipitler tizerine etkisi

Lipid peroksidasyonu, lipidlerin reaktif oksijen tiirleri (ROS) tarafindan serbest radikal
zincirleme reaksiyon mekanizmasi yoluyla lipid peroksidasyon {iriinlerini meydana
getirdigi bir siirectir. AH’de incelenen lipid peroksidasyon {irinleri 4-hidroksinonal,
malondialdehit ve 2-propenal (akrolein)’in dahil oldugu reaktif aldehitler, F2-izoprostanlar
ve F4-noroprostanlarin  dahil oldugu kimyasal ve metabolik olarak stabil
izoprostanoidlerdir. AH hastalarinda 4-hidroksinonal diizeylerinin hipokampiis, entorinal
korteks, temporal korteks, amigdala, parahipokampal girus, ventrikiil sivis1 ve plazmada
anlamli olarak yiikseldigi bildirilmistir (Persson, Popescu, Cedazo Minguez, 2014). AH
hastalarinin hipokampiis, priform korteks, temporal korteks, oksipital korteksleri ve
eritrositlerinde malondialdehit artis1 gosterilmistir. o, B-ansatiire aldehitlerin en reaktif
olanm1 akroleinin AH hastalarinin hipokampiis/parahipokampal girus, amigdala, siiperior ve
orta temporal giruslar ve serebellumunda yiikseldigi bulunmustur. AH hastalarinin
frontal/temporal kutuplari, serebrospinal sivi, idrar ve plazmasinda F2-izoprostanlarin ve

F4-noroprostanlarin anlamli sekilde arttigi gosterilmistir (Wang ve digerleri, 2014a).

Oksidatif stresin proteinler tizerine etkisi

AH hastalarinin beyninde protein oksidasyonunun belirtegleri olan protein karbonilleri ve
3-nitrotirozin bulunmaktadir (Butterfield, 2004). Karbonil tiirevleri, bazi amino asit
rezidiilerinin yan zincirlerinin ROS aracilifiyla oksidasyonu sonucunda olusmaktadir.
Karbonil tiirevleri, glikasyon, glikoksidasyon ve lipid peroksidasyon {iriinleri ile

reaksiyona girerek de proteinlerin yapisina katilabilmektedirler. Protein karbonilleri AH’de
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artmakta olup, protein karbonil olusumu ile histopatolojik belirtegler arasinda bolgesel
serebral eslesmeler bulunmaktadir (Aksenov, Aksenova, Butterfield, Geddes ve
Markesbery, 2001). Bir diger ana protein oksidatif modifikasyonu olan 3-nitrotrozin,
peroksinitritin tirozin rezidiileri ile etkilesiminin son iriiniidiir. AH’de ¢esitli beyin
bolgelerinde ve serebrospinal sivida anlamli sekilde arttigi bulunmustur (Wang ve

digerleri, 2014a).

Oksidatif stresin DNA iizerine etkisi

AH’li beyindeki niikleer ve mitokondriyal DNA’da oksidatif stresin belirtegleri
bulunmaktadir. Oksidatif stres DNA bazlarinin hidroksilasyonu ile sonuclanmaktadir.
Oksidatif stresin en belirgin olan biyobelirteci 8-hidroksi-2’-deoksiguanozindir. AH
hastalarinin serebral korteksindeki mitokondriyal DNA’da 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin
seviyeleri artarken, niikleer DNA’da 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin seviyeleri artmamistir
(Lovell ve Markesbery, 2001) (Sekil 2.5).

Solunum patlamasi Mitokondriyal ayrilma Kayna klar

Oksidatif stres

! 4
e i

Etkiler

- . Belirtegler

Lipid Protein DNA
peroksidasyonu oksidasyonu oksidasyonu

Hiicresel seviye

Sekil 2.5. AH’de oksidatif stres hipotezi. 8-OHdG: 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin; AGESs:
Gelismis glikasyon son iriinleri; HNE: 4-hidroksinonal (Kaur, Kaur ve Kaur,
2016)

2.2.4. Apoptozun AH’deki rolii

AH’de patogenezle ilgili ana hipotezler amiloid ve tau hipotezleridir. Amiloid hipotezi,

senil plak olusumu, sonucunda noronal dejenerasyon ve demansa yol acan beyinde AP
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iretimi ve giderilmesi arasindaki bir dengesizlige dayanmaktadir. Tau hipotezi ise
hiperfosforile tau’nun kiimelesmesi ve kiimelesme sonucunda norofibriler yumak
olusturmasi tlizerine kuruludur. Hiicre i¢i ndrofibriler yumaklar, mikrotiibiiler fonksiyonu
bozarak noronal dejenerasyon ve hiicre 6liimiine yol agabilmektedirler. Klinik olarak AH
ilerleyici biligsel bozulma ve duygusal bozukluklar ile karakterize olup, bunlar hipokampiis
ve amigdala gibi limbik yapilar ve iligkili serebral korteks yapilarinda sinaptik
dejenerasyon ve noéron Olimi ile iligkilidir (Lee ve digerleri, 2012). AH hastalarinin
beyninde apoptotik 6liimiin 5 tip kanitt bulunmaktadir: 1) Terminal deoksitransferaz aracili
deoksiiiridin trifosfat parga ug isaretlemesi (TUNEL ya da in situ ug isaretlemesi)
teknikleri ile pargalanmis DNA’nin in Situ tespiti; 2) Noronal nekroz olmaksizin diizensiz
noron kaybi; 3) Proapoptotik molekiillerin artan ekspresyonu; 4) AB’nin in vitro apoptoz
uyarict etkisini gosteren deneysel veriler ve/veya AH iliskili genetik mutasyonlari iceren
ndronlarin apoptoza artan yatkinliklart; ve 5) AH hastalarinin beyninde aktive kaspazlarin
ve/veya bunlarin ayrilmis substratlarinin tespiti (Roth, 2001). Hiicre dis1t AP oligomerleri,
hiicre yiizeyi 6liim reseptorlerinin aktivasyonu yoluyla kaspazlari aktive edebilmekte olup,
alternatif olarak, hiicre i¢i AP, endoplazmik retikulum stresini veya mitokondriyal stresi
iceren bir siire¢ yoluyla da kaspazlari aktive edebilmektedir. Kaspaz aktivasyonunun
sonuclarindan biri, eslestirilmis sarmal filamanlarin karakteristik 6zelliklerinde yapisal
degisikliklere yol agan tau’nun boliinmesidir. Asamali tau birikimi sitoskeletal bozulmaya,
aksoplazmik ve dendritik tasinmanin basarisizligmma ve ardindan ndronal oliimle
sonuglanan trofik destek kaybina yol agmaktadir. Senil plaklardaki hiicre dis1 amiloid
birikintileri ayrica reaktif glial degisiklikleri ve noroinflamasyonu tetiklemektedir. Bu
durum da ROS, nitrik oksit, timor nekrozis-o ve interlokin-1B gibi proinflamatuvar
sitokinlerin liretimi yoluyla noronal kayba katkida bulunabilmektedir (Dickson, 2004;

Golde, 2003; Rissman ve digerleri, 2004) (Sekil 2.6).



15

APP molekili p.
&N

- j, \/sAppgs Senil Mikroglia
B sekretaz / \ (& / a plak
o - \ :
(G { A”/y = =\ .15, ROS
AB
. — 2
Noron 41 sekretaz 7 Uil
CTF ;/ e . NO, TNF-ct
Mitokondri AB oligomer =
\_ G = % || Astrosit
AT Kaspaz aktivasyonu Q
~/ “oum
—t. / R reseptora | 4
=== 2 Kaspazlar 3 ve 7 9_ Sitokin
Kaspaz akwo G O_Tau reseptoru m};rl:\cb"rean
I
\ NH, PHF-tau —> ) NFET v
C : ~COOH \_}
Hacre
Nukleus OIUT
Noron i 5 Parcalanan
- A Mikrotdbll  vegikall  mikrotabal =
o Ta\g\\ A0 . ® ] \_/ N\
o = G $ “2
[ -
— § e ey b
.’sﬁ--—«-—we—-—- TUBLD  r— Rkl e Verikiller

Sekil 2.6. AH’nin amiloid kaskad hipotezi ve apoptoz. AB: Amiloid B; APP: Amiloid
prekiirsor protein; COOH: Karboksil; CTF: C-terminal pargast; 1L-1p:
Interldkin-1B; NFT: Nérofibriler yumak; NHz: Amino: NO: Nitrik oksit; PHF:
Eslestirilmis sarman filaman; ROS: Reaktif oksijen tiirleri; sSAPPB: Coziilebilir
amiloid prekiirsor protein B; TNF-a: Tiimor nekrozis faktor-a (Dickson, 2004)

AH patogenezinde hiicresel apoptoza giden, intrinsik ve ekstrinsik olarak adlandirilan iki
ana yolak bulunmaktadir. Ekstrinsik yolak, tiimor nekroz faktor reseptorii gibi, tuzak
reseptorler ve Fas-iliskili 6lim domain-benzeri interlokin-1B-¢evirici enzim inhibitor
proteinleri tarafindan regiile edilen hiicre yilizeyi oliim reseptorleri yoluyla sinyal
gonderimini icermektedir. Akis asagi (downstream) kaspazlarin [(Grnegin kaspaz-2
(CASP2) ve kaspaz-8 (CASP8)] aktivasyon paterni, ekstrinsik yolagin AP aracili apoptotik
stireclerde yer aldigin1 desteklemektedir. Alternatif olarak endoplazmik retikulumda
iiretilen hiicre i¢ci AP endoplazmik retikulum stresine yol agabilmektedir ya da AB’nin bir
mitokondriyal alkol dehidrogenaza baglanmasi mitokondriyal strese yol agabilmektedir.
Intrinsik yolaga her iki giris de akis asag1 apoptotik mekanizmalar1 harekete gegirebilmekte
olup, aktive edilmis efektor kaspaz-3 (CASP3) ve kaspaz-7 (CASP7) tau proteinini
ayirabilmekte ve norofibriler yumaklarin olusumunu kolaylastirabilmektedir (Dickson,
2004; Migheli, Cavalla, Marino ve Schiffer, 1994; Schultz ve Harringto, 2003) (Sekil 2.7).
AB’nin noronlart 6liime duyarlilastirma mekanizmasi membran lipid peroksidasyonunu
icermektedir. Bu durum, iyon motif ATPazlarin, glikoz ve glutamat tasiyicilarinin
fonksiyonlarini bozarak, membran depolarizasyonuna, ATP tiikenisine, asir1 kalsiyumun

ice akisina ve mitokondriyal disfonksiyona yol agmaktadir (Mattson, 2000).
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AH'nda apoptozun molekiiler biyolojisi

ip yolak Drg yolak
Mitokondri Endoplazmik retikulum* Hiicre yiizeyi olim reseptorleri
Uyanici Mitokondriyal stres Katlanmamig proteinler N
(AB-alkol dehidrogenez etkilegimi) (Hiicre ici AB) (AP oligomerieri)
Arabulucular/modalatorier Sitokrom c, Apaf-1, Bel-2, Bax Ca®*ve kalpain FLIP ve tuzak reseptorleri
Baglatici kaspazlar Kaspaz 9 Kaspaz 4 ve 12 Kaspaz 2, 8,10 ve 11

Sekil 2.7. AH’de apoptozun molekiiler biyolojisi. AB: Amiloid B; Apaf-1: Apoptotik
proteaz aktive edici faktor 1; Bax: Bcl-2 iliskili X; Bcl-2: B hiicreli lenfoma;
Ca?*: Kalsiyum; FLIP: Flice inhibe edici protein; TNF: Tiimér nekrozis faktor.
Yildiz isareti (*) AP’nin olast eylem yerlerini gostermektedir (Dickson, 2004)

2.2.5. Mitokondriyal hasarin AH’deki rolii

Mitokondriyal hasar ve sinaptik disfonksiyon AH’nin ilerlemesi ve patogenezinde
gergeklesen erken olaylardir. Mitokondri membranina yerlesen AP, serbest radikaller
olusturarak mitokondriyal disfonksiyonu baslatmaktan sorumludur (Manczak, Kandimalla,
Fry, Sesaki ve Reddy, 2016). Siiperoksit radikalleri mitokondriyal elektron tagima zinciri
kompleksleri 1 ve 3 ve a-ketoglutarat dehidrogenazin dahil oldugu trikarboksilik asit
siklusunun bilesenlerinde liretilebilmektedirler. Buna ek olarak, siiperoksit radikalleri dig
mitokondriyal membranda da {iretilebilmektedir. Mitokondriyal matriks, i¢ ve dis
mitokondriyal membranlardan salinan hidrojen peroksit ve siiperoksit radikalleri
sitoplazmaya tasmip en sonunda sitoplazmik proteinlerin oksidasyonuna yol
acabilmektedir. AH’de 3 mitokondriyal enzimin (piriivat dehidrogenaz kompleksi, o-
ketoglutarat dehidrogenaz kompleksi ve sitokrom oksidaz) azalan seviyeleri bildirilmistir
(Reddy ve Beal, 2008). Presekans proteazi, AP tiirlerini mitokondride yikmaktadir.
Mitokondriyal APB’y1r yikma kapasitesine sahip olan prep peptidazom ise Af’nin
mitokondri ve AH’deki mitokondriyal disfonksiyon ile iligkisine yonelik daha fazla kanit
saglamistir. AH hastalarinin beyin dokusundaki mitokondriyal yapiyr ve mutant amiloid
prekiirsor proteinini eksprese eden noronal hiicreleri analiz eden ¢alismalar, Af’nin

mitokondrileri parcaladigini  ve ndronlarda yapisal degisiklikler olusturdugunu
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bulmuglardir (Manczak ve digerleri, 2016). Yapist bozulmus mitokondri apoptoz
indiiksiyonuna sebebiyet veren birkac¢ proapoptotik faktorii salgilamaktadir. Bu faktorler,
apoptozomu olusturmak i¢in sitozolik faktorlerle birleserek apoptozu dogrudan
tetikleyebilmektedir. Bazi  mitokondriyal = proapoptotik  proteinler ise DNA
fragmentasyonunu indiiklemek i¢in ¢ekirdege yer degistirmektedirler. Tim bu
mitokondriyal degisikler, hiicre dejenerasyonuna ve Oliimiine katkida bulunmaktadir

(Hengartner, 2000; Moreira, 2010; Rizzuto, Bernardi ve Pozzan, 2000) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. AH’de mitokondriyal hasar ve apoptozun molekiiler biyolojisi. ADP: Adenozin
difosfat; AIF: Apoptoz indiikleyen faktor; APAF-1: Apoptotik proteaz aktive
edici faktor 1; ATP: Adenozin trifosfat; Ca?": Kalsiyum; dATP: 2’-
deoksiadenozin 5’-trifosfat; H*: Hidrojen; H2O: Su; O: Oksijen; Oy *
Siiperoksit radikali; Pi: Fosfor (Moreria, 2010)

2.2.6. Protein kinaz B (AKT/PKB), mitojenle aktive edilmis protein kinaz (MAPK) ve
niiklear faktor-kB (NF-kB/p65) sinyal yolaklarimin AH’deki rolii

Fosfatidilinositol 3 kinaz-AKT/Protein kinaz B (PI3K-AKT/PKB) sinyali, hiicre sag
kalimin arttirmanin saglandigi 6nemli hiicre i¢i sinyal yolaklarindan birisidir. AKT/PKB,
hiicre dis1 sinyallerle aktive edilen PI3K’nin bir alt akis protein kinazidir (Gao ve digerleri,
2008). Artan kanitlar PI3K-AKT/PKB sinyal yolagmin AB maruziyetinden dogrudan
etkilendigini ve AH sahip beyinlerde degistigini gostermektedir (Bhaskar ve digerleri,
2009). AP, PIBK-AKT/PKB’yi inaktive etmektedir. Bu durum, BAD proapoptotik
proteinin  fosforilasyonuna yol acararak, BAD’in sitoplazmadan mitokondriye
translokasyonuna neden olmaktadir. BAD’in translokasyonu, mitokondriyal membran

potansiyelinin azalmasina yol agmaktadir. Bunun sonucunda, PI3K-AKT/PKB/BAD/BCL-
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XL aracili mitokondriyal apoptotik yol indiiklenmektedir (Zeng ve digerleri, 2011) (Sekil
2.9).

Mitokondri é

Apoptoz

Sekil 2.9. AKT/PKB sinyal yolaginin AH’deki rolii. Akt: Protein kinaz B; Bad: Bcl-2 ile
iligkili hiicre 6liimi agonisti; Bel-XL: B hiicreli lenfoma-XL; p-Akt: Fosforile
protein kinaz B; PARP: Poli ADP riboz polimeraz; p-Bad: Fosforile Bcl2 ile
iligkili hiicre oliimii agonisti; PI3K: Fosfatidilinositol 3 kinaz; ROS: Reaktif
oksijen tiirleri (Zeng ve digerleri, 2011)

Mitojen aktive edilmis protein kinaz (MAPK)’ler, gesitli hiicresel aktivitelerde rol oynayan
bir grup serin-treonin kinazdir ve 3 ana alt gruba ayrilir; hiicre disi sinyalle diizenlenen
kinaz (ERK), c-Jun N-terminal kinaz (JNK) ve p38 mitojenle aktive edilmis protein kinaz
(p38 MAPK). MAPK’larin ayrica amiloid prekiirsér protein metabolizmast ve A
iretiminde rol oynadigi gosterilmistir. Amiloid prekiirsor protein, 10:1 oraninda
amiloidojenik AP proteinleri APi-40 ve AP1-42’y1 liretmek icin B- ve y-sekretazlar ile sirayla
kesilmektedir (Ghasemi ve digerleri, 2014). INK ve p38 MAPK sinyallesme kaskadlarinin
aktivasyonu [-sekretaz geninin transkripsiyonunu arttirmaktadir (Kim ve Choi, 2010).
Proteinin AP kismu tarafindan aracilik edilen amiloid prekiirsér protein dimerizasyonu
apoptoz sinyali diizenlenmis kinaz-1-MKKG6-p38 MAPK kaskadin1 aktive eder, bu da
norofibriler yumaklarin olusumuna yol agan tau proteinini fosforillemektedir (Kim ve
Choi, 2010) AH sahip hastalarda bulunan norofibriler yumaklar, ERK, JNK ve p38 MAPK
dahil olmak iizere cesitli kinazlar tarafindan hiperfosforile edilmis mikrotiibiil ile iligkili
tau proteinini icermektedir (Ghasemi ve digerleri, 2014). AP agregatlari, ROS, timor
nekroz faktor-o ve interlokin-1 gibi pro-enflamatuvar sitokinleri iireten mikroglial

makrofajlar1 aktive eder, bunlar birlikte ndronal Sliimiin indiiksiyonunun altinda yatan
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MAPK sinyallesme kaskadlarmin aktivasyonunu tetiklemektedir (Kim ve Choi, 2010)
(Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. MAPK sinyal yolaginin AH’deki rolii. AB: Amiloid B; APao: Amiloid Bao; APao:
Amiloid Baz; AICD: Amiloid prekiirsor protein hiicre ici alani; APP: Amiloid
prekiirsor protein; ASK1: Apoptoz sinyali diizenlenmis kinaz 1; IL-1p;
Interlokin-1B; JNK1: c-Jun N-terminal kinaz 1, MAPK: Mitojenle aktive
edilmis protein kinaz; ROS: Reaktif oksijen tiirleri; TNF-o: Tiimor nekrozis
faktor-oa (Kim ve Choi, 2010)

Apoptoz sinyali diizenlenmis kinaz-1, Ser83 rezidiisinden AKT/PKB tarafindan
fosforilasyonu inaktive edilen bir serin/treonin MAPK kinaz (MAPKK) kinazdir (MAPKK
kinaz, MAPKKK). Apoptoz sinyali diizenlenmis kinaz-1’in asag1 akim hedefleri arasinda
MAPKK’lar MKK4/7 ve MKK3/6 yer almaktadir. Sonug olarak, bu MAPKK’lar CJUN’u,
yani ERK'2, JNK ve p38 MAPK’yi aktive edebilen ii¢c MAPK’nin indiiklenmesine yol
acmakta olup, ikinci molekiiller, sirayla, CJUN, JUNB ve ATF2 gibi hiicre liimii i¢in
gerekli olan ¢esitli transkripsiyon faktorlerini fosforile etmektedir. Ayrica, DP5/HRK,
BIM, BID, BAD, PUMA ve NOXA gibi sadece-BH3 proteinleri, apoptozun Kkritik
baslaticilaridir. CJUN yolaginin aktivasyonu, ndronal hiicre dliimiinde anahtar rol oynayan
DP5 ve BIM dahil olmak iizere birgok genin yukari regiilasyonunu saglamaktadir. Bu
durum kaspazlarin aktivasyonuyla sonu¢lanmaktadir (De La Torre ve digerleri, 2013;
Yarza, Vela, Solas ve Ramirez, 2016) (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11. MAPK sinyal yolaginin AH’deki rolii 2. AKT: Protein kinaz B; ASK1:
Apoptoz sinyali diizenlenmis kinaz 1; Bcl-2: B hiicreli lenfoma; Bim: Bcl-2-
benzer protein 11; PDKZ1: Piruvat dehidrogenaz kinaz 1; PI(3,4,5)Ps: Fosfor;
PI3K: Fosfatidilinositol 3 kinaz; MKK 3/6: MAPK kinaz 3/6 (De La Torre ve
digerleri, 2013)

Memeli niiklear faktor-kB (NF-kB)/p65 ailesi, yapisal olarak ilgili 5 proteinden
olusmaktadir: c-Rel, RelA/p65, RelB, p50 ve p52 (Huang ve digerleri, 2012). AP ile
stimiilasyon, hiicre i¢i kalsiyum ve oksidatif stresi arttirmakta olup, IKK proteinlerinin
fosforilasyonuna, IlkBa’nin ubikitinasyonuna ve p50:p65 NF-kB/p65 heterodimer
aktivasyonuna yol agmaktadir. Cekirdege translokasyon sonrasinda proinflamatuvar genler
(interlokin-12 ve interlokin-17 gibi), proapoptotik genler (kaspazlar ve Bcl-2 iliskili X
(BAX) gibi) ve norotoksik faktorlerin (glutamat ve uyarilmis nitrik oksit sentaz gibi)
transaktivasyonunu indiiklemektedir. Aktif p65:p50 dimerlerindeki artis, néroinflamasyon
ve norodejenerasyona yol agan proapoptotik ve eksitotoksik faktorlerin gelismis

transaktivasyonuna yol agmaktadir (Srinivasan ve Lahiri, 2015) (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12. NF-xB/p65 sinyal yolaginin AH’deki rolii. AB: Amiloid B; Ca™: Kalsiyum;
IKKa: IkB kinaz a; IKKf: IkB kinaz $; NEMO: NF-xB/p65 temel modiilator;
P: Fosfor; ROS: Reaktif oksijen tiirleri; Ub: Ubikitinasyon (Srinivasan ve
Lahiri, 2015)

2.2.7. AH’ nin tanisi

Noropsikolojik ve biligsel testler yardimiyla AH’nin tanist konulabilmektedir. Bu testler,
AH’ye sahip hastanin problem ¢6zme, zihinsel islevsellik, dikkat, dil becerileri ve sayma
gibi bir takim zihinsel yeteneklerini degerlendirmeyi amaglamaktadir. Genetik testler,
AH’nin herhangi bir gen mutasyonundan kaynaklanip kaynaklanmadigini tespit etmek i¢in
yapilmaktadir. Diger tarama yontemleri ise, beyinin zihinsel aktivitelerini goésteren
pozitron emisyon tomografisi (Sekil 2.13), manyetik rezonans goriintiileme ve beyni

ayrintih goriintiileyen bilgisayarli tomografidir (Internet 4).
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Sekil 2.13. Normal yagh yetiskin ve AH hastas1 kisilerde amiloid ve tau pozitron emisyon
tomogrofisi tarama goriintiileri (Internet 5)

2.2.8. AH’nin tedavisi

Norotransmisyonun modiilasyonu

Kolinesteraz inhibitorleri

Kolinesteraz inhibitorleri, su ana dek AH’nin biligsel ve fonksiyonel semptomlarinin
tedavisinde etkinligi kanitlanmis tek bilesik sinifidir. Kolinesteraz inhibitorleri, AChE’yi
inhibe ederek asetilkolinin yikimini 6nleyerek ve ndronal sinapstaki asetilkolin miktarini
arttirarak kolinerjik sinapslardaki etkisini uzatarak etkinlik gostermektedirler (Internet 2).
Kolinesteraz inhibitorlerinin dort tanesi hafif orta AH tedavisinde onaylanmistir. Bunlar
takrin (bir aminoakridin), donepezil (bir benzilpiperidin), rivastigmin (bir karbamat) ve
galantamindir (bir tersiyer alkaloid) (Liston ve digerleri, 2004) (Sekil 2.14).
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Sekil 2.14. AH’nin kolinerjik hipotezine dayanan kolinesteraz inhibitorleri. ACh:
Asetilkolin; AChE: Asetilkolin esteraz (Internet 6)

Takrinin yiiksek oranda hepatotoksik etkisi sebebiyle kullanimi1 tama yakin birakilmustir.
Ikinci kusak olarak adlandirilan diger kolinesteraz inhibitdrlerinin toksik etkileri takrine
gore daha diisiik oranlardadir. Bulanti, kusma, kas kramplari, bradikardi, senkop, ishal, kilo
kayb1, uykusuzluk ve yorgunluk, kolinesteraz inhibitorleriyle ilgili bildirilen en sik yan
etkilerdir (Ulger ve Ariogul, 2007).

N-metil-D-aspartat antagonizmi

Glutamat aracili eksitotoksisitenin, kalsiyum asir1 yiikklemesi ve mitokondriyal
disfonksiyon ile sonu¢landig1 bilinmektedir. Bu durum, yiliksek seviyede oksidan iiretimi
ve noronal apoptoza yol agarak hiicrelere zararli olabilen nitrik oksit olusumunun artisina
sebebiyet vermektedir. Memantin, 2003 yilinda Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi tarafindan
orta agir AH tedavisi i¢in onaylanmig olup, hafif orta AH’de bilissel yeteneklere fayda
saglamaktadir. Memantin, etkisini postsinaptik N-metil-D-aspartat reseptorlerini bloke
ederek dolayisi ile asir1 glutamaterjik aktiviteyi engelleyerek gostermekte olup, glikojen
sentaz kinaz 3f aktivitesinde azalma yoluyla tau fosforilasyonunu diizenleyerek néronlari
da koruyabilmektedir. Yarigsmact olmayan glutamaterjik N-metil-D-aspartat reseptor
antagonisti tek basina ya da bir kolinesteraz inhibitorii ile birlikte verilebilmektedir
(Mavioglu, 2007; Mendiola Precoma, Berumen, Padilla ve Garcia Alcocer, 2016) (Sekil
2.15). Kolinesteraz inhibitorleri ve N-metil-D-aspartat antagonisti AH’yi tam anlamiyla
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tedavi etmemekte olup, AH’nin sadece semptomlarnin diizelmesini saglamaktadir

(Internet 2).
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Sekil 2.15. Lisansh tedaviler. AChE: Asetilkolin esteraz; Ca?*: Kalsiyum (Internet 7)

Gama-aminobiitirik asiterjik, serotonin reseptor, histaminerjik ve adenozin reseptor

modiilasyonu

Gama-aminobiitirik asit, serotonin, histamin ve adenozin gibi ¢esitli reseptérler AH’nin
fizyolojik ilerlemesinde aktif olarak yer almaktadirlar. Bu nedenle, 6zellikle AH’nin
ilerlemesinde yer alan farkli reseptorleri hedefleyebilecek yeni ajanlarin arastirilmasi ve
gelistirilmesi 6nem tagimaktadir (Shahnawaz Khan, Amjad Kamal ve Tabrez, 2017).
AH’nin tedavisinde bu ajanlarin kullanilabilmesi i¢in giincel arastirmalar halen devam

etmektedir (Kandimalla ve Reddy, 2017; Xu, Zhao, Han ve Zhang, 2020).

Tau tabanli tedaviler

Saglikli néronun iginde paralel uzanan mikrotiibiiller, hiicrenin beslenme ve iletilecek
temel materyallerine yonelik tagima sistemini saglamaktadir. Tau proteini, mikrotiibiiller
icin iskele gorevi gormektedir ve onlar1 yerinde tutmaktadir. Tau’nun hiperfosforilasyonu,
tau oligomerlerinin olusumuna yol agmaktadir. Bu tau oligomerleri, diger molekiillerle bir
araya gelerek tau yumaklarini olusturmaktadir. Tau yumaklari, mikrotiibiillerin araligini ve
aksonal taginmay1 bozarak akson terminallerinin ve dendritlerin beslenmesini etkileyerek

sonunda hiicre &liimiine yol agmaktadir (Internet 7) (Sekil 2.16). Tau yumaklarindaki
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heliks seklinde biikiili hiperfosforile tau oligomerlerinin olusumunun Onlenmesi bu
tedavinin hedeflerinden biridir. Tau proteinlerinin hiperfosforilasyonunda da yer alan siklik
bagimli kinaz 5 de olas1 bir ila¢ hedefi olarak diisiiniilmektedir. Cok sayida molekiiliin tau
yumaklarmin inhibitorleri oldugu gosterilmis olup, klinik caligmalar halen devam

etmektedir (Mendiola Precoma ve digerleri, 2016; Pradeepkiran ve Reddy, 2019).

Sinr hiresinin i

Tauproteni ~ Mikrotdbil

Tau oligomeri Tau yumag

Sekil 2.16. AH’nin tau hipotezine dayanan mevcut tedavi stratejileri (Internet 7)

Amiloid tabanl tedaviler

AH hastalarinin beyin dokusunda amiloid plaklarinin kesfi ve amiloid prekiirsér protein
genleriyle ilgili bulgular amiloid kaskad hipotezine yol agmistir. Amiloid plaklardansa A3
oligomerlerinin primer toksisiteye yol agtiklari konusunda fikir birligi vardir. AB1-42, AP1-
40’dan daha toksiktir. Peptidin uzunlugu toksisiteyi belirlemektedir (Canter, Penney ve
Tsai, 2016). Orta diizeyde AP presinaptik uyarilmaya yol agarken, artan ve azalan
diizeyleri sinaptik fonksiyonu baskilamaktadir. AB oligomerleri uyaricit ve inhibe edici
sinapslar tlizerinde zit etkilere sahiptir. Bu nedenle noéral trafige etkileri, noronal aglarin
yapisina bagh olarak degiskenlik gostermektedir. Yiiksek seviyede AP aracili néronal hiper
uyarilabilirlik, anormal noronal ag aktivitesi, yavas osilasyonlarin disfonksiyonu, 6grenme
ve bellek bozukluguna yol acabilmektedir. AP diizeyini diisiirmeye yonelik bircok ilag
gelistirme denemesi yapilmistir (Zhou ve digerleri, 2018). AP iiretimini azaltmaya yonelik
ilgi ceken bir terapotik strateji, B-sekretaz veya y-sekretaz enzimlerinin, 6zellikle de B-
sekretaz 1 inhibitorlerinin aktivitesini modiile eden ilaglardir. B-sekretaz 1 inhibitorlerini

gelistirmek icin 6nemli ¢abalar sarf edilmis olmasina ragmen, ¢cogu deneme, yetersiz hedef
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Ozgilligl, beyin gegirgenligi ve/veya bilissel sonuglari test etmeden veya AP seviyesini
Olgmeyen arastirma tasarimi nedeniyle basarisiz olmustur (Vassar, 2014; DeStrooper,
2014). y-sekretaz inhibitorlerinin gelistirme basarisizlifi, y-sekretazin yapisinin sinirh
anlasilmasina atfedilebilir (De Strooper, 2014). Alternatif olarak, peptit ile hem aktif hem
de pasif immiinizasyon stratejileri, parankimde amiloid plak klirensini artirmak icin
potansiyel yollardir. Klinik ¢alismalarda immiinoterapi, B/y-sekretaz inhibitdrlerinden daha
fazla basarili olmustur. Aktif immiinizasyon, bozulmamis APi42 peptidi veya AP
fibril/plaklar1 ile immiinizasyon yoluyla saglanirken, pasif immiinizasyon, anti-A
antikorlari ile saglanmaktadir. Immiinizasyon, AP plaklarini oldukga iyi bir sekilde elimine
edebilmekte, ancak tedavinin noérodejenerasyon siirecini durdurmamaktadir. Ancak, AP
plaklarini daha etkin uzaklastirmanin yaninda bilissel aktiviteleri iyilestirmeye yonelik ileri

caligmalar gerekmektedir (Aisen ve digerleri, 2020; Schenk, 2002) (Sekil 2.17).
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Sekil 2.17. AH’nin amiloid kaskad hipotezine dayanan mevcut tedavi stratejileri. AP
40/42: Amiloid B 40/42; APP: Amiloid prekiirsor protein; BACE-1: B
sekretaz-1; CTF B; C-terminal pargasi B (Zhou ve digerleri, 2018)

Hiicre ici sinyal kaskadlarinin modiilasyonu

Norodejenerasyon ve norodejeneratif hastaliklarda sinyal yolaklarinin néronal gelisim ve
fonksiyonunda kritik role sahip olduklar1 bilinmektedir (Kaytor ve Orr, 2002). Sekil 2.18,
AH’nin patogenezinde yer alan ¢esitli mekanizmalar1 gostermektedir. Hiicre i¢i kalsiyum
sinyalizasyonunun disregiilasyonu AH nin patogenezinde yer almakta olup, artmis hiicre
ici kalsiyum seviyesi, hastaligin tipik lezyonlarini ortaya ¢ikarmaktadir. AP birikimi, tau

hiperfosforilasyonu ve noéron o6liimii tipik lezyonlardandir. Endoplazmik retikulumda
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kalsiyum regiilasyonunun bozulmasi AH ile iligkili en dnemli sinyal iletim kaskadlarinin
aktivasyonuna yol agmaktadir. Erken baslangighh AH’ye yol acan mutasyonlar hiicre igi
kalsiyum sinyal yolaklariyla iligkilidir. Kalsiyum sinyalizasyonunun destabilizasyonu
AH’nin patogenezinde merkezi bir rol oynamakta olup, destabilizasyonun hedeflenmesi

terapotik olarak faydali olabilecektir (LaFerla, 2002).

p38 MAPK sinyalizasyonunun noroinflamasyona katkida bulunan bir kaskad oldugu genis
oranda kabul gormektedir. p38 MAPK, AH’de birden fazla rol oynabilmektedir. p38
MAPK eksitotoksisite, sinaptik plastisite ve tau fosforilasyonu gibi AH ile iligkili diger
olaylarda da etkilidir. p38 MAPK yeni bir AH tedavi stratejisi olarak ortaya ¢ikmaktadir.
AH demansi olan hastalar p38 MAPK inhibitorlerinden fayda gorebilecekleri
diistiniilmektedir (Munoz ve Ammit, 2010).

NF-kB/p65 sinyalizasyonu [-sekretaz 1 gen ekspresyonu ve amiloid prekiirsor proteinin
islenmesini kolaylastirmaktadir. NF-xkB/p65 sinyalizasyonu tarafindan aracilik edilen
beyinde B-sekretaz 1 ekspresyon artisi, ge¢ baslangicli AH gelisiminin altindaki yeni
molekiiler mekanizmalardan birisidir. Ek olarak, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar
inflamasyon aracili B-sekretaz 1 transkripsiyonunu ve AP tretimini bloke edebilmektedir.
NF-xB/p65 aracili B-sekretaz 1 ekspresyonunun inhibisyonu AH tedavisi i¢in degerli bir
ilag hedefi olabilecektir (Chen ve digerleri, 2012).
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Sekil 2.18. AH’nin patogenezi (Nedensellik agi1). Baslica mekanizmalar kalin kutular
icindedir. Yildiz isareti (*) terapotik stratejilerin hedeflendigi mekanizmalari
gostermektedir (Anand, Gill ve Mahdi, 2014)
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Oksidatif stresin azaltilmasi

Antioksidanlar, hem akis yukar1 hem de akis asagi oksijen tiirlerini hedef alarak noral
hiicrelerin redoks dengesini koruyabilmektedir. Akis yukar1 koruyucu etkiler ROS’larin
asir1 birikiminin ve lipid/protein oksidasyonunun engellenmesine baglidir. Tersine, akis
asag1 oksijen tiirleri lizerine etkili antioksidan ilaglar ise mutant protein birikimini azaltma
ve noral inflamasyonu giderme tizerine odaklanmislardir (Liu, Zhou, Ziegler, Dimitrion ve
Zuo, 2017). Antioksidanlarin nérodejeneratif semptomlarin giderilmesindeki aktiviteleri

birgok ¢alismada arastirllmistir (Chen ve Zhong, 2014).

AH’de mitokondriyal disfonksiyon, metal malmetabolizmasi, inflamasyon, hiperfosforile
tau ve AP birikimi ROS ile baglantilidir (Chen ve Zhong, 2014) (Sekil 2.19). ROS, degisik
mekanizmalar yoluyla olusabilmekte ve AH’nin hastalik gelisimini hizlandirmada
karmasik rolleri bulunmaktadir (Liu ve digerleri, 2017). ROS’larin AH’deki bu karmasik
rollerinin belirlenmesi ve antioksidan tabanli terapotik hedeflerin gelistirilmesi igin ileri
diizey calismalara gereksinim vardir (Butterfield ve Halliwell, 2019; Liu ve digerleri,
2017).
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- ¢ metabolizmasi
T wlama
Mitokondriyal

disfonksiyon inflamasyon Antioksidanlar

Sekil 2.19. AH’de oksidatif stres hipotezine dayanan mevcut tedavi stratejileri. 4-HNE: 4-
hidroksinonal; 8-OHD: 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin; AB: Amiloid p, MDA:
Malondialdehit (Chen ve Zhong, 2014)
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Mitokondriyal tabanli tedaviler

AH patolojisindeki iki belirgin nokta mitokondriyal disfonksiyon ve bozulmus enerji
metabolizmasidir. Mitokondriler iki yoldan hedef alinabilmektedir: i) Mitokondriler
iizerine dogrudan etki eden farmakolojik yaklasimlar veya ii) mitokondriyi dolayli yoldan
etkileyen yasam tarzi lizerine etki eden yaklasimlar. Mitokondrinin AH tedavisinde
uygunlugu halen tartisilmaktadir. Mitokondriyal terapétik stratejiler, klinik oncesi asamada
umut vaat ederken, klinik ¢alismalarda ¢ok az ilerleme kaydedilmistir (Cenini ve Voos,

2019; Lanzillotta, Domenico, Perluigi ve Butterfield, 2019).

Hiicresel kalsiyum homeostazinin modiilasyonu

AH, Parkinson hastaligi, Huntington hastaligt ve amyotrofik lateral skleroz, farkli
homeostatik kontrol mekanizmalarin1 deregiile ederek sitozolik kalsiyum seviyelerini
etkilemektedir. N-metil-D-aspartat reseptorii veya AMPA glutamat reseptorii aktiviteleri,
kalsiyum tamponlama proteinleri ve mitokondriyal fonksiyonlarin dort ndrodejeneratif
hastalikta da diizensiz oldugu bulunmustur. Parkinson hastaligindaki Lewy cisimciklerinin
ve AH’deki senil plaklarinin yapi taslart olan a-Siniiklein ve AP peptidleri, plazma
membraninda kalsiyum gec¢irgen iyon kanallar1 olusturabilmektedir. InsP3R’nin
(Huntington hastalig1 ve erken baslangich ailesel AH’de) ve RyR’nin (Erken baglangi¢ch
ailesel AH’de) asir1 duyarlilagtirma mekanizmasi veya endoplazmik retikulum pompasi
SERCA’nin (Erken baslangi¢li ailesel AH’de) inaktivasyonu yoluyla anormal endoplazmik
retikulum kalsiyum akis1 da gozlenmistir (Bezprozvanny ve Mattson, 2008; LaFerla, 2002;
Marambuad, Dreses Werringloer ve Vingtdeux, 2009; Wojda, Salinska ve Kuznicki, 2008)
(Sekil 2.20). Bozulmus hiicresel kalsiyum homeostazinin AH patogenezindeki rolii {izerine
yapilmis olan c¢aligmalar, kalsiyum sinyalizasyon yolaklarini hedefleme yoluyla ndronal
kalsiyum homeostazin1 stabilize eden terapotik yaklasgimlarin  AH’de ndoronal
dejenerasyonun Onlenmesi veya tedavi edilmesinde etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.
Bir takim ilaglar in vitro ve in vivo potansiyel terapdtik firsatlar sunmuslardir.
Farmakolojinin gelismesi ve kalsiyum disregiilasyonunu AH patolojisine baglayan
molekiiler mekanizmalar hakkinda daha fazlasinin 6grenilmesi ile birlikte, depo kontrollii
kanallar, hiicre i¢i kalsiyum salinim kanallari, kalsiyum-ATPaz pompasi, AR formlu

kalsiyum kanallari, kalsiyum iliskili proteinler ya da mitokondriyal kalsiyum idare
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sistemini hedefleyen daha 6zgiil stratejiler gelecekte daha fazla yeni potansiyel firsatlar

sunabilecektir (Popugaeva, Chernyuk ve Bezprozvanny, 2020; Yu, Chang ve Tan, 2009).

ALS

AMPAR
(GluR2 alt birimi yok

,AD, PD, HD, ALS

Hucre olumu < — _

Sekil 2.20. AH’de kalsiyum hipotezine dayanan mevcut tedavi stratejileri. Ap: Amiloid B;
AD: Alzheimer hastaligi; ALS: Amyotrofik lateral skleroz; AMPAR: AMPA
glutamat reseptorii; Ca?*: Kalsiyum; ER: Endoplazmik retikulum; FAD: Erken
baslangigli ailesel Alzheimer hastaligi; HD: Huntington hastali§i;; MPT:
Mitokondriyal gegirgenlik gegisi; NMDAR: N-metil-D-aspartat reseptorii; PD:
Parkinson hastaligi (Marambuad ve digerleri, 2009)

Anti-inflamatuvar tabanlh tedavi

AH’de noéroiflamasyonun kritik role sahip olmasi, c¢esitli ¢alisma gruplarin1 nonsteroid
antiinflamatuvar ilaglar denemeye sevk etmistir. Nonsteroid antiinflamatuvar ilaglarin
faydalari; siklooksijenaz ve nodroinflamasyon inhibisyonu disinda kalan, kalsiyum
homeostazinin korunmasi, y-sekretazin, Rho-GTPazlarin ve peroksizom proliferator ile
aktive reseptorlerin hedeflenmesini igeren c¢esitli mekanizmalar1 igermektedir. Beyin
fonksiyonlarindaki mevcut olan karmasik mikroglial etkilesim diisiiniildiiglinde, anti-
inflamatuvar tedavinin sonucunu tahmin etmek zordur (Anand ve digerleri, 2014). Bu
sebeple, anti-inflamatuvar terapotik hedeflerin gelistirmesi igin ileri ¢aligmalara gereksinim

vardir (Maccioni ve digerleri, 2020).
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Sekil 2.21. AH ve nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar. AB: Amiloid B; COX-1:
Sikloksijenaz 1; COX-2: Sikloksijenaz 2 (Wyss Coray, 2005)

Tedavilere genel bir bakis

Bu zamana kadar AH i¢in uygulanan tedaviler sunlar1 kapsamaktadir: Antikor agilama ve
immiinizasyon tedavileri; gen tedavisi; B-sekretaz inhibitorleri, y-sekretaz inhibitorleri ve
modiilatorleri ve kolinesteraz inhibitorleri gibi enzim tabanli tedaviler; N-metil-D-aspartat
reseptOr antagonistleri, a-amino-3-hidroksi-1-metil-4-izoksazolepropiyonik 5 asit reseptor
modiilatorleri, peroksizom proliferatér aktive reseptor agonistleri, M1 muskarinik
agonistleri, ileri glikasyon son iirlinii ile iliskili mekanizmalar ve nikotin asetilkolin
reseptor agonistleri gibi reseptor tabanli tedaviler; antioksidanlar ve anti-inflamatuvar ve
norokoruyucu yaklagimlar gibi redoks stresi tabanli tedaviler; ve tau iliskili tedaviler.
Dahasi, kolesterol biyosentezini hedefleyen ajanlar, astrosit modiile edici ajanlar,
homosistein diisiirtici stratejiler ve kaspaz inhibitorleri gibi diger baska tedaviler de
tasarlanmistir. Yukarida sayilan tedavilerin ¢cogu klinik ¢aligmalardan da ge¢mistir ancak
sonuglar su ana dek basarili olmaktan uzaktir. Su an pazarda varolan tiim tedaviler i¢inde
ticari olarak yalnizca iki ilag sinifi mevcuttur: Kolinesteraz inhibitorleri ve N-metil-D-
aspartat reseptOr antagonisti. Kolinesteraz inhibitorleri ve N-metil-D-aspartat antagonisti
AH’yi tam anlamiyla tedavi etmemekte olup, AH nin sadece semptomlarinin diizelmesini
saglamaktadir (Internet 2; Kamat ve digerleri, 2016). Ek olarak, bu ilaglarin bagirsak
mikrobiyotasinin bilesimini degistirerek disbiyoza neden olma ihtimali bulunmaktadir.
Disbiyozis, norodejeneratif siirecin siirdiiriilmesine, bu ilaglarin terapotik etkilerinin

onlenmesine veya azaltilmasina katkida bulunmaktadir (Hort ve digerleri, 2020). Bu
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nedenle, probiyotik mikroorganizmalarla saglikli bagirsak mikrobiyotasinin restorasyonu,
AH’nin 6nlenmesi ve yonetimi i¢in yeni bir yaklasim saglayabilmektedir. Buna ilaveten,
AH’nin ¢ok nedenli dogasini anlamak igin gelistirilen, “bir molekiil-coklu hedef”
uygulamasina dayal1 yeni bir yaklasim son zamanlarda bilim insanlarinin genis bigimde
ilgisini ¢ekmektedir. Cok hedefli ilaglar, AH i¢in tipik olan kilit patolojilerle savagmanin
bir yolu olarak c¢oklu reseptorleri hedef alma kabiliyetini kombine etmektedirler
(Simunkova ve digerleri, 2019). “Bir molekiil-coklu hedef” uygulamasma probiyotik
mikroorganizmalar olan laktik asit bakterilerinden elde edilen ekzopolisakkaritler érnek

olarak verilebilir.

2.3. Probiyotikler

Probiyotikler, uygun miktarlarda agizdan alindiklarinda konaga bazi faydalar saglayan
canli  mikroorganizmalardir. ~ Probiyotiklerin  en  6nemli  grubunu laktik  asit
bakterileri olusturmaktadir. Bunlarin igerisinde Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri en
yaygin olarak kullanilan probiyotiklerdir. Bazi Streptococcus, patojen olmayan
Escherichia coli ve maya suslar1 da probiyotik mikroorganizmalardir (Thakur, Rokana ve
Panwar, 2016). Probiyotikler, insan viicudunun zorlu kosullarina (tiikiiriik enzimleri, diisiik
pH ve pankreatik sivi gibi) dayanma, bagirsak epitel hiicrelerini kolonize etme ve zararh
mikroorganizmalar1 diizenleyip biyolojik islevler yiirlitme yoluyla konagimn sagligina
katkida bulunma yeteneklerine sahiptirler (De Melo Pereira, De Oliveira Coelho, Junior,
Thomaz Soccol ve Soccol, 2018). Probiyotiklerle ilgili ¢esitli saglik faydalar1 genis sekilde
calisilmistir. Bu faydalar arasinda yasam siiresinin uzatilmasi, antioksidanlarin ve diger
geroreseptorlerin iiretimi, gastrointestinal sistemde patojenlerin inhibe edilmesi, laktoz
intoleransinin azaltilmasi, serum kolesteroliiniin azaltilmasi, immiin yanitin iyilestirilmesi,
kanserlerin Onlenmesi, iilseratif kolitin ve atopik dermatitin tedavisi ve Onlenmesi,
huzursuz  bagirsak sendromunun tedavisi, kardiyovaskiiler risk faktorlerinin
azaltilmasi, Helicobacter pylori’nin tedavisi, antibiyotik ile iligkili ishalin &nlenmesi,
vitaminlerin {iretimi, iirogenital infeksiyonlarin tedavisi ve Onlenmesi, hiperoksaliiri
tedavisi ve Onlenmesi bulunmaktadir (Byakika, Mukisa, Byaruhanga ve Muyanja, 2019).
Bunlara ek olarak, insan klinik ¢alismalar1 probiyotiklerin hafizay1 gelistirdigini ve AH ve
hafif biligsel bozuklugu olan deneklerde inflamasyonu ve oksidatif stresi azalttigini ortaya
koymustur. Probiyotik mikroorganizmalarin AH’de olasi etki mekanizmalar1 Sekil 2.22°de
verilmistir (Kesika, Suganthy, Sivamaruthi ve Chaiyasut, 2020).
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Probiyotikler

U

7 ™
- PARP ve OGG1 aktivitelerinin, DCX ve BDNF ekspresyonlarinin normalizasyonu,

- CREB aktivasyonu,

- pl6, COX-2, iNOS, NF-kB, FOXO3a, TNF-g, arginaz-2, ATGS ekspresyonlarinin
azalisi,

- CD206 ve arginaz-1 ekspresyonlarinin artisi,
- Asetilkolin seviyesinin, ac-RARp'nin, SOD ve PPARy aktivitesinin artisi,

- Asetilkolin esteraz aktivitesinin, ac-p53'iin, karbonil ve 4-HNE seviyesinin, GST ve
GPx aktivitesinin azahsi.

o

Sekil 2.22. Probiyotik mikroorganizmalarin AH’de olas1 etki mekanizmalari. 4-HNE: 4-
hidroksinonenal; ac: Asetile; ATG5: Otofajiyle ilgili 5; BDNF: Beyinden
tiretilen norotrofik faktor; CD206: Farklilasma kiimesi 206 (Makrofaj
mannoz reseptorii); CREB: cAMP yanit eleman baglayici protein; COX-2:
Siklooksijenaz-2; DCX: Doublecortin, FOXO3a: Catal kafa kutusu proteini
03 a; GPx: Glutatyon peroksidaz; GST: Glutatyon S-transferaz; iNOS: Nitrik
oksit sentaz; NF-kB: Nikleer faktor-kB; OGGI1: 8-oksoguanin DNA
glikosilazlar1 1; PARP: Poli (ADP-riboz) polimeraz-1; RARp: Retinoik asit
reseptorii B; SOD: Siiperoksit dismutaz; p53: Tiimor proteini p53; PPARYy:
Peroksizom proliferator ile aktive olan reseptor-y; TNF-a: Tiimor nekroz
faktorii-o (Kesika ve digerleri, 2020)

2.3.1. Probiyotiklerin AH’de kullanim potansiyelleri

Literatiirde, probiyotiklerin AH {izerindeki koruyucu etkilerini belirlemek iizere gesitli
caligmalar yapilmistir. Abraham ve digerleri (2019)’nin yaptiklar ¢aligmada probiyotik (B.
longumve L. acidophilus) desteginin, APP/PS1 transgenik farelerde (APP/PS1TG)
fonksiyonel ve biyokimyasal bozulmanin ilerlemesini yavaslatabilecegi One siirtilmiistiir.
APP/PSITG fareleri probiyotik tedavilere tabi tutulmus ve farelerin fonksiyonel,
biyokimyasal ve mikrobiyom belirtecleri analiz edilmistir. Bu kosullar altinda fareler,
Morris su labirent testinde kontrollerden daha iyi performans gostermistir ve hipokampusta
amiloid B plaklarinin sayis1 azalmistir. B. thetaiotaomicron seviyeleri, Morris su labirent
testinin sonuglariyla yiiksek oranda korelasyon gostermistir ve bu bakteri grubu,
APP/PS1TG farelerinin mikrobiyomunda yabani tipe kiyasla énemli 6l¢giide yiikselmistir.
L. johnsonii seviyeleri, amiloid B igerigi ve alani ile pozitif korelasyon goéstermistir.
Veriler, probiyotik tedavinin AH’nin ilerlemesini azaltabilecegini ve yararli etkilere

kismen mikrobiyomun degismesine aracilik edebilecegini ortaya koymustur.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/bifidobacterium-longum
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/bifidobacterium-longum
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/lactobacillus-acidophilus
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Leblhuber, Steiner, Schuetz, Fuchs ve Gostner (2018)’in elde ettikleri sonuglar AH
hastalarinin ¢ok sayida probiyotik (L. casei W56, Lactococcus lactis W19, L. acidophilus
W22, B. lactis W52, L. paracasei W20, L. plantarum W62, B. lactis W51, B. bifidum W23
ve L. salivarius W24) ile desteklenmesinin bagirsak bakteri kompozisyonunun yani sira
serumdaki triptofan metabolizmasini etkiledigini gostermistir. Kynurenine/triptofan ve
neopterin konsantrasyonlar1 arasindaki korelasyon, makrofajlarin ve/veya dendritik

hiicrelerin aktivasyonuna isaret etmektedir.

AH, oksidan/antioksidan  ve inflamatuvar/anti-inflamatuvar  biyobelirte¢lerdeki
degisikliklerle baglantili oldugundan, Agahi ve digerleri (2018)’nin yaptiklari calisma,
inflamatuvar ve oksidatif biyobelirteglerin probiyotik (L. acidophilus, L. casei, L.
fermentum ve B. bifidum) tedaviye tepkisini degerlendirmek igin tasarlanmistir. Siddetli
AH sahip hastalarda bilissel ve biyokimyasal endikasyonlarin probiyotik destegine
duyarsiz oldugu sonucuna varmislardir. Bu nedenle, probiyotik bakterilerin formiilasyonu
ve dozajina ek olarak, hastaligin siddeti ve uygulama siiresinin, tedavi sonuglarini derinden

etkiledigini diistinmiislerdir.

Akbari ve digerleri (2016)’nin yaptiklar1 ¢calismada randomize, ¢ift kor ve kontrollii klinik
caligmayi, probiyotik (L. acidophilus, L. casei, B. bifidum ve L. fermentum) desteginin
biligsel islev ve metabolik durum iizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in 60 AH hastas1
arasinda gerceklestirmistir. 12 haftalik miidahaleden sonra, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, probiyotikle tedavi edilen hastalar mini mental durum muayenesi
skorunda anlamli bir iyilesme gostermistir. Ek olarak, plazma malondialdehit, serum
yiiksek duyarlilikli C-reaktif protein, homeostaz modeli, tahmini insiilin direnci, beta hiicre
islevi, serum trigliseritleri ve kantitatif insiilin duyarlilig1 kontrol indeksi, kontrol grubuna
kiyasla 6nemli olgiide farklilik gostermistir. Probiyotik tedavinin oksidatif stres ve
inflamasyonun diger biyobelirtegleri, aclik plazma glikozu ve diger lipid profilleri tizerinde
onemli bir etkisi olmadigini bulmuslardir. Genel olarak, mevcut ¢alisma, 12 hafta boyunca
probiyotik tiiketiminin, AH hastalarinda biligsel islevi ve baz1 metabolik durumlari olumlu

yonde etkiledigini gostermistir.
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2.4. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri, bir grup morfolojik, metabolik ve fizyolojik 6zellik tarafindan
birlestirilen bir grup gram pozitif bakteridir. Bu grupta yer alan bakterilerin genel tarifi
gram pozitif, sporlanmayan, respirasyon yapmayan koklar veya c¢ubuklar olup, bunlar
karbonhidrat fermantasyonu sirasinda son {irlin olarak laktik asit iiretmektedirler
(Axelsson, 2004). Baslica insan ve hayvan gastrointestinal sisteminden, miikoz
membranlardan ve ayrica bitkilerin yiizeylerinden izole edilmektedirler (Vinusha, Deepika,

Johnson, Agrawal ve Rakwal, 2018).

Lactobacillus cinsi, fenotipik, ekolojik ve genotipik seviyelerde 261 tiir igermektedir.
Zheng ve digerleri (2020) tarafindan yapilan c¢alisma, Lactobacillaceae ve
Leuconostocaceae’nin taksonomisini tiim genom dizileri temelinde degerlendirmistir.
Degerlendirilen parametreler arasinda c¢ekirdek genom filogenisi, (korunmus) ikili
ortalama amino asit kimligi, sinifa 6zgili imza genleri, fizyolojik kriterler ve organizmalarin
ekolojisi yer almistir. Bu polifazik yaklasima dayanarak, Lactobacillus cinsinin,
Lactobacillus delbrueckii grubu, Paralactobacillus ve Holzapfelia, Amylolactobacillus,
Bombilactobacillus, = Companilactobacillus, Lapidilactobacillus,  Agrilactobacillus,
Schleiferilactobacillus, Loigolactobacilus, Lacticaseibacillus, Latilactobacillus,
Dellaglioa, Liquorilactobacillus, Ligilactobacillus, Lactiplantibacillus,
Furfurilactobacillus,  Paucilactobacillus,  Limosilactobacillus,  Fructilactobacillus,
Acetilactobacillus,  Apilactobacillus, Levilactobacillus,  Secundilactobacillus  ve
Lentilactobacillus adlarin o6nerildigi 23 yeni cins olarak anilan konakg¢i tarafindan
uyarlanmig organizmalari iceren, gelistirilmis Lactobacillus cinsi dahil 25 cinse yeniden
siiflandirilmasini 6nermislerdir. Ayrica Lactobacillaceae familyasinin tanimini, daha 6nce
Lactobacillaceae ve Leuconostocaceae familyalarina dahil edilen tiim cinsleri igerecek
sekilde degistirmeyi Onermislerdir. 'Laktobasil' jenerik terimi, 2020 yilina kadar
Lactobacillaceae olarak siniflandirilan tiim organizmalari belirtmek i¢in faydali olmaya
devam etmistir. Bu yeniden siniflandirma, mikroorganizmalarin filogenetik konumunu
yansitmistir ve laktobasilleri, omurgalilara (Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus iners,
Lactobacillus crispatus, Lactobacillus jensensii, Lactobacillus johnsonii ve Lactobacillus
acidophilus gibi) veya omurgasizlara (Lactobacillus apis ve Lactobacillus bombicola gibi)
adapte edilmis tiirleri kapsayan, iyilestirilmis Lactobacillus cinsi i¢in 6rneklendigi gibi,

paylasilan ekolojik ve metabolik 6zelliklere sahip saglam siniflar halinde gruplandirmistir.
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Calismamizda kullandigimiz suslarin cins adlart bu ¢alisma dikkate alinarak
giincellenmistir. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus B3 susunun cins adi
degismemistir. Ancak, Lactobacillus plantarum GD2 susunun cins adi Lactiplantibacillus

olarak giincellenmistir.

2.4.1. Laktik asit bakterilerinin AH’deki kullamim potansiyelleri

Literatiirde, laktik asit bakterilerinin AH iizerindeki koruyucu etkilerini belirlemek {izere
cesitli ¢alismalar yapilmistir. Cecaraini ve digerleri (2020), insan p62 proteinini kodlayan
Okaryotik ekspresyon kaseti igeren plazmidi (pExu) tagiyan L. lactis susunun kullanimina
dayali AH tedavisi i¢in yeni bir strateji sunmuslardir. Bu bakterilerle iki ay boyunca oral
olarak beslenen 3xTg-AD fareleri, hem lenfatik damarlar1 hem de noéral sonlandirmalar
iceren bir protein mekanizmasi ile beyinde artan bir endojen p62 ekspresyonu ve baglica
AH ayirt edici ozellikleri iizerinde pozitif etkiler gostermislerdir. Fareler, iyilestirilmis
hafiza, ubikuitin-proteazom sistemi ve otofajinin modiilasyonu, azaltilmis amiloid peptit

seviyeleri ve azalmig ndronal oksidatif ve inflamatuvar siiregler géstermislerdir.

Nimgampalle ve Kuna (2017), L. plantarum MTCC1325’in D-Galaktoz tarafindan
indiiklenen AH’si olan albino ratlarda anti-Alzheimer etkilerini arastirmislardir. Sonug
olarak, L. plantarum MTCC1325’in anti-Alzheimer Ozelliklerine sahip oldugu ortaya

cikarilmustir.

L. plantarum’un L. pentosus ile karsilastirildiginda farelerde D-Galaktoz ve skopolamin
tarafindan indiiklenen AH’de hafiza defektine kars1 koruma sagladigi gosterilmistir (Jung,
Jung, Kim, Han ve Kim, 2012; Woo ve digerleri, 2014). Yash ratlarin 6grenme ve hafiza
becerilerinin L. plantarum NDC75017 tarafindan iyilestirildigi gosterilmistir (Peng ve
digerleri, 2014).

2.5. Polisakkaritler

Polisakkaritler, glikozitik baglarla birbirine bagli monosakkaritlerden  olusan
biyopolimerlerdir. Bu yapilar dogrusal olabilmektedir ya da dallanmis yan zincirler
icerebilmektedir. Polisakkaritlerin genel formiilii Cx(H20)y olup x genellikle 200 ile 2500

arasinda degisen bir sayidir. Polimer omurgada tekrarlayan birimler siklikla alt1 karbonlu
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monosakkaritlerdir. Bu sebeple genel formiil (CsH100s)n olarak da belirtilebilmektedir
(Zong, Cao ve Wang, 2012). Polisakkaritler bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar
(Ornegin laktik asit bakterileri) gibi bir¢ok organizmada yaygin olarak bulunmaktadir.
Kimyasal ¢esitlilik ve yapilariyla ya da biyolojik aktiviteleri ile ilgili fizyolojik 6zellikler
gostermektedirler. Yerlesimlerine gore kapsiil polisakkaritleri, lipopolisakkaritler ve

ekzopolisakkaritler (EPS) olarak siniflandirilmaktadirlar (Zhou, Cui ve Qu, 2019).

2.5.1. Polisakkaritlerin AH’deki kullanim potansiyelleri

Polisakkaritlerin AB’v1 hedeflemesi

Lonicera japonica Thunb. ciceklerinden elde edilen homojen bir polisakkarit olan
LIWOF2’nin, C-6 pozisyonuna baglanan bir a-D-(1—4)-glukan oldugu ortaya
konulmustur. LJWOF2, SH-SYS5Y insan ndroblastoma hiicrelerinde doz bagimli olarak
AP1-42 agregasyonunu inhibe edebilmektedir. LIWOF2, AB1-42 agregasyonunun indiikledigi
sitotoksisiteyi ateniie edebilmektedir (Wang ve digerleri, 2014b). Vitis vinifera ve Qing
Xin Kai Qiao Fang’den elde edilen polisakkaritin, amiloid prekiirsor protein mMRNA
ekspresyonunu ayarlama ve AP olusumunu diizenlemek suretiyle AP2s3s tarafindan
indiiklenen hasara karst noronlart korudugu gosterilmistir (Chu, Hu, Chen, Wang ve
Zheng, 2012; Yang, Zhou ve Sheng, 2015a). Xiao ve Li (2009), Kadsura heteroklit
polisakkaritinin presenilin 1 mutasyonu tasiyan M146L hiicresinde Api-42 liretimini doz
bagimli olarak diigtirdiigiinii gostermislerdir. Huang, Jiao, Zhang, Jiang ve Huang (1986),
LYS polisakkaritini ve Millettia pulchra Kurz var. Laxior (Dunn) Z Wei’den ekstrakte
edilen bir polisakkariti caligmislardir. LYS polisakkaritinin, yaslanmanin hizlandirdigi
demansa yatkin fare/8’de amiloid prekiirsor protein, presenilin 1 ve presenilin 2’nin
ekspresyonunu doz bagimli olarak inhibe ettigini, beyinde AP asir1 ekspresyonunu
azalttigmi  ve noOronlar1 AP norotoksisitesinden  korudugunu  gostermislerdir.
Poligonapolisakkaroz, Ganoderma lucidum polisakkarit peptit ve Astragalus
polisakkaritleri hipokampiiste AB depolanmasini azaltabilmektedirler (Fei, Gao ve Sun,
2015; Li, Wang ve Chen, 2015; Yi ve digerleri, 2014). Deniz bitkisi oligomannurat
971°den elde edilen bir dizi homojen kisa zincirli B-1,4-D-mannozil oligosakkarit, SH-
SY5Y insan noéroblastoma hiicrelerinde AP peptit toksisitesine karsi nérokoruyucu etki

gostermistir (Jiang ve digerleri, 2013).
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Polisakkaritlerin tau proteinlerini hedeflemesi

Cornus officinalis’ten elde edilen polisakkarit, AH olan farelerde Ser422 ve Ser396
epitopunda tau proteininin hiperfosforilasyonunu engelleyebilmektedir. Hipokampiiste
glikojen sentaz kinaz 3 ekspresyonunu azaltabilmektedir (Su ve digerleri, 2013; Yao, Ma
ve Zhang, 2013). Chen, Rong, Guo ve Huang (2013a) Yulangsan’dan elde edilen
polisakkaritlerin demansa yatkin fare/8’de anormal Ser202 fosforilasyonunu azaltip frontal
lob ve hipokampiiste néron kaybini hafiflettigini bulmuslardir. Ganoderma lucidum
polisakkarit peptidinin p-tau Ser396/Ser404 ve p-tau Ser199/Ser202 ekspresyonunu inhibe
ettigi bildirilmistir (Li ve digerleri, 2015).

Polisakkaritlerin kolinerjik norotransmiteri hedeflemesi

Angelica sinensis polisakkariti, senil demansli farelerde AChE aktivitesini inhibe
etmektedir. Ogrenme ve hafiza bozuklugunu azaltmaktadir (Li ve digerleri, 2013a).
Cistanche deserticola’dan elde edilen polisakkarit, AB1-40 tarafindan olusturulan AH’si
olan farelerin serebral korteks ve hipokampiislerinde AChE’1 azaltarak ve Kkolin
asetiltransferaz aktivitesini arttirarak, 6grenme yetisini ve hafizay1 iyilestirmektedir (Yin,
Gong ve Liu, 2014). Zhao ve digerleri (2010), AH’1i farelerde fudican polisakkarit siilfatin
kolin asetiltransferaz aktivitesini artirdigini ve AChE aktivitesini azalttigini tespit
etmislerdir. Asetilkolin igerigini arttirarak d6grenme yetisini iyilestirdigini bildirmislerdir.
En aktif gradientin AChE aktivitesini arttirarak ve asetilkolin igerigini azaltarak sinir
sistemini  korudugunu bildirmislerdir. Liu, Wan ve Gao (2014), Astragalus
polisakkaritlerinin, vaskiiler demansli farelerde beyin dokusunda AChE aktivitesini
azaltarak ve asetilkolin icerigini arttirarak 6grenme ve hafiza lizerinde etki gosterdiklerini

bulmuslardir.

Polisakkaritlerin oksidatif stresi hedeflemesi

Yam polisakkariti, aliminyum kloriir tarafindan indiiklenen AH olan farelerde siiperoksit
dismutaz (SOD), CAT, magnezyum-ATPaz ve sodyum-potasyum-ATPaz vitalitesini
artirmakta ve malondialdehit icerigini azaltmaktadir (Zhong ve Wang, 2015).
Yulangsan’dan elde edilen polisakkaritlerin  AB2s.3s tarafindan indiikklenen PC12

hiicrelerinin hasarina olan antioksidan etkisi incelenmistir. Yulangsan’dan elde edilen
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polisakkaritler ile tedavi edilen grubun hiicre kiiltiirii ortaminda ve hiicre sitoplazmasinda
malondialdehit, nitrik oksit igerigi ve nitrik oksit sentaz aktivitesi azalmig, buna karsilik
SOD, GPx aktivitesi ve glutatyon igerigi artarak hiicre canliligi artmistir. Bu nedenle,
Yulangsan’dan elde edilen polisakkaritlerin serbest radikalleri temizleyerek koruyucu etki
gosterdigi sonucuna vartlmistir (Chen, Rong, Zhang ve Huang, 2013b, 2013c). Angelica
polisakkariti SOD ve telomeraz aktivitesini arttirarak serbest radikallerin temizlenmesini
kolaylastirmakta ve hiicreyi hasardan korumakta, bu da yaslanmay1 geciktirerek calisma
yetisini ve hafizay1 giiclendirmektedir (Li, Chen ve Zhang, 2013b). LYS polisakkariti,
demansa yatkin fare/8 serum ve beyninde SOD ve GPx aktivitelerini artirmakta,
malondialdehit ve nitrik oksit igeriklerini azaltmakta, bu da anti-demans hedefi i¢in etkin
serbest radikal temizleme saglamaktadir (Huang, Lin ve Li, 2005). Radix polygoni
multiflori preparata polycose’un, D-Galaktoz aracili senil demans tavsan modelinin
ammon boynuzunda nitrik oksit sentazi inhibe ettigi, SOD ve CAT aktivitelerini artirdigi,
serebral lipofusin ve monoamin oksidaz seviyesini azalttig1, bdylece 6grenme kabiliyeti ve
hafizayi iyilestirdigi bildirilmistir (Xiaoyan, 2005; Liang ve Ma, 2007). Hem Ganoderma
lucidum polisakkaritleri hem de Cistanche deserticola’dan elde edilen polisakkaritin ApBi-40
tarafindan indiiklenen AH olan ratlarin serum ve beyninde malondialdehit icerigini
azaltigr ve SOD aktivitesini arttirdign kesfedilmistir (Yan, Chen, Xu ve Yang, 2011;
Yanjun, Hua, Lina ve Shengwei, 2006; Yin, Gong ve Liu, 2013a). Ek olarak, Cistanche
deserticola’dan elde edilen polisakkarit hipokampiis bolgesinde nitrik oksiti ve ROS’u
diistirebilmektedir (Yan ve digerleri, 2011). Tian ve digerleri (2012), bilateral hipokampiis
bolgelerindeki CA1 alanina APi1-42 enjekte ederek degisik Acori graminei rhizome ekstre
fraksiyonlarinin AH’li farelerin 6grenme ve hafiza kabiliyetlerine olan etkisini
aragtirmiglardir. Hem decoctum hem de esansiyel yag fraksiyonu serebrum ve
hipokampiiste nitrik oksit sentaz aktivitesini azaltmakta ve Ogrenme ve hafiza
kabiliyetlerini iyilestirmektedir. Polisakkarit, su decoctumundaki ana igeriklerden biridir.
Lu ve Yu (2008), lentinanin glutamatla bozulan ndral hiicre canliligin1 antioksidasyon
yoluyla 1iyilestirdigini ve laktat dehidrogenaz, nitrik oksit ve malondialdehit icerigini
azaltip SOD aktivitesini artirdiin1 ispatlamistir. Polisakkarit, bir Cin herbal bilesik
formiilii olan optimize edilmis Danggui shaoyao sanin ana aktif bilesenidir. PC12 ve
ECV304 hiicrelerinin hidrojen peroksit aracili hasarinda doz bagimli etkisi vardir.
Siklofosfamidin yol actig1 beyin hasar1 olan farelerde beyin SOD aktivitesini artirmakta ve
malondialdehit igerigini azaltmaktadir. Bu durum da Danggui shaoyao sanin vaskiiler

demans oOnleyici etki mekanizmasimin polisakkaritlerin antioksidasyonu oldugunu
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gostermektedir (Wu, Zhu, Lin ve Yan, 2007). Xu, Wang Yang, Ge ve Zhang (2005), Japon
madimag1 (fleece flower) kokiinden elde edilen polisakkaritin ve berberi kurt tiziimii
meyvesinden elde edilen polisakkaritin senilite {izerine sinerjistik etkilerini ve
mekanizmasini ¢calismiglardir. Her iki polisakkaritin degisen oranlarda karisimi ile tedavi
sonucunda senil model farelerde SOD ve GPx’in bobrek ve karacigerdeki aktiviteleri
artmis, beyindeki malondialdehit ve lipofusin azalmistir. Bu nedenle, her iki polisakkaritin
kombinasyonu antisenilite iizerine, oksijen serbest radikalinin ve aktif oksijenin ortadan

kaldirilmas1 ve antilipoperoksidasyon yoluyla sinerjistik etki gostermistir.

Polisakkaritlerin anti-apoptozu hedeflemesi

Ho ve digerleri (2007) ve Yu ve digerleri (2004) Nerium indicum giceklerinden purifiye
edilen homojen polisakkaritler J2, J3, J4 ve J6’nin A tarafindan indiiklenen sitotoksisiteyi
ve CASP3 aktivitesini azalttigint ve bu nedenle apoptoza karsi ndrokoruyucu etki
gosterdigini bildirmislerdir. J2, J3 ve J4 PDK-1 (Ser241) ve AKT/PKB (Thr308)
fosforilasyonunu indiikleyebilmektedir. Primer olarak AKT/PKB sagkalim sinyalizasyon
yolaginin aktivasyonuna bagl olabilmektedir. J6, AB-aracili JNK1°i inhibe edebilmektedir.
Bu durum, JNK sinyalizasyon yolagmin inaktivasyonuna bagli olabilmektedir.
Yulangsan’dan elde edilen polisakkaritlerin PC12 hiicrelerinde Ap2s3s tarafindan
indiiklenen apoptoza karsi koruyucu etkisi bulunmaktadir. Anti-apoptotik gen BCL2’yi
yukar1 regiile etmektedir. Proapoptotik gen TP53, BAX ve CASP3’ii asagi regiile
etmektedir (Chen ve digerleri, 2013b, 2013d). Demansa yatkin fare/8’in frontal lob ve
hipokampiisiinde Tau (Ser202) fosforilasyonu ve CASP3 ekspresyonu ve aktivitesi
Yulangsan’dan elde edilen polisakkaritler tarafindan azaltilmaktadir. Bu da azalmig néron
apoptozu ile sonuglanmaktadir (Chen ve Huang, 2013e). Angelica sinensis polisakkariti,
Sargassum fusiforme polisakkariti ve Vitis vinifera BCL2’yi artirmaktadir. BAX gen
ekspresyonunu azaltmaktadir. Hiicre apoptozunu onlemektedir (Li, Chen ve Zhang, 2013c;
Tang, Cao ve Ye, 2012; Yuan ve digerleri, 2015). Ganoderma lucidum polisakkaritleri
CFOS, CASP3 ve FASL gen ekspresyonunu azaltmaktadir. Hipokampal hiicrelerde apoptoz
hizin1 azaltmaktadir. Sinaptofizin ekspresyon seviyelerini artirmaktadir (Guo Yanjun ve
Hua, 2008; Li, Yuan ve Li, 2007; Yuan, Zhang ve Yao, 2011; Yueping, Hua, Li ve
Xiaoyun, 2008). Cistanche deserticola’dan elde edilen polisakkarit BCL2’yi yukar regiile
ve CASP3 ekspresyonunu asagi regiile ederek AH’li farelerde hipokampal ndron

apoptozunu inhibe etmekte olup, 6grenme yetenegini artirmaktadir (Yin, Gong, Liu ve
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Yao, 2013b). Polygona-polisakkaroz, APi-42’in indiikledigi AH’li ratlarda hipokampiiste
noron apoptozunu azaltabilmektedir. Ogrenme ve hafizay: iyilestirebilmektedir (Yi, Wu ve
Ye, 2015). Morinda officinalis oligosakkaritleri hipokampiisteki piramidal néronlarin ve
hipokampal CAL’deki, serebral korteks ve Meynert’in bazal niikleusundaki néronlarin
sayisint artirmaktadir. Bu durum beyin ndron apoptozununun inhibisyonundan
kaynaklanabilmektedir (Chen, Zhang, Lin, Zhang ve Liu, 2013f). Bir Cin herbal bilesik
recetesi olan Erjingling, esit miktarda Lycium barbarum ve Lycium polygonatum’tan
olusmaktadir (Huang, Tu ve Lou, 1998). Erjingling’den ekstrakte edilen polisakkarit ana
aktif bilesik olup hipokampal hiicrelerin sagkalim hizini artirmakta, BCL2’yi yukar1 regiile
etmekte, BAX’1 asagi regiile etmekte, noronlarin apoptozunu azaltmakta ve bdylece
hipokampal néronlar1 glutamatin neden oldugu apoptozdan korumaktadir (Xu, Cheng, Li
ve Mei, 2008). Qing Xin Kai Qiao Fang formiiliinden elde edilen polisakkarit, korteks ve
hipokampiiste BAX ve CASP3 ekspresyonunu azaltmakta ve bodylece AH’li ratlarda
ogrenme ve hafizayr iyilestirmektedir (Chu ve digerleri, 2012). Lycium barbarum
LBA’dan elde edilen akoz ekstraktin, INK sinyal yolaginin inaktivasyonu yoluyla fibriler
AP142 ve APzsss fragmanlarinin toksisitesine karsi doz bagimli nérokoruyucu etki
gosterdigi bildirilmistir. Bu ekstraktin etkin dozu iyi bilinen nérokoruyucu ilag olan lityum
kloriiriin etkin dozundan daha fazladir (Yu ve digerleri, 2005). Ancak, Lycium barbarum
LBB’nin alkali ekstrakti ve iki homojen polisakkarit olan LBB-1 ve LBB-2 (LBB’den
saflagtirilan alt-fraksiyonlar), LBA gibi JNK sinyalizasyon yolagini inhibe etmek yerine
AKT/PKB sinyalizasyon yolagimi stimiile ederek AP peptit norotoksisitesini azaltarak
norokoruyucu etki gostermektedirler (Ho ve digerleri, 2007). Verbena officinalis Linn’den
elde edilen akodz eckstrakt AP peptit norotoksisitesine karst noérokoruyucu etki
gostermektedir. AP tarafindan aktive edilen protein kinaz inhibitorleri ve JNK stres
kinazlarini ateniie ederek hem nérite bagli hasarlanmayr hem de noéronal apoptozu

azaltmaktadir (Lai, Yu, Yuen ve Chang, 2006).

Polisakkaritlerin kalsiyum kanalin1 hedeflemesi

D-Galaktoz ve sodyum nitrit-aracili senil demans igin 30 gilinliik intraperitoneal Angelica
polisakkariti injeksiyonundan sonra beyinde kalsiyum konsantrasyonu diiserken, kalsiyum-
ATPaz ve kalsiyum, magnezyum-ATPaz artmaktadir. Angelica polisakkaritinin kalsiyum-
ATPaz aktivitesini yukar1 regiile ederek kalsiyum igerigini azaltmak yoluyla kalsiyum

metabolizmasini diizelttigini gostermektedir (Li ve digerleri, 2013a). AB2s-35 ile muamele
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edilen PC12’deki hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu artarken, Yulangsan’dan elde edilen
polisakkaritler ile muamele edilenlerde kalsiyum konsantrasyonu daha diisiik tespit
edilmektedir. Yulangsan’dan elde edilen polisakkaritlerin PC12 hiicrelerini AP2s-35
tarafindan indiiklenen asir1 kalsiyum seviyesinden korudugunu gostermektedir (Chen ve

Huang, 2013g).

Polisakkaritlerin sinyal yolaklarini hedeflemesi

Lentinus edodes’den elde edilen polisakkarit p38 MAPK, JINK, NF-«B/p65 sinyal
yolaklarinin aktivasyonunu inhibe ederek ve Nrf2 yolunu aktive ederek INS-1 hiicrelerinde
glikoz kaynakli oksidatif hasar1 azaltmigtir. Ayrica INS-1 hiicrelerindeki glikoz kaynakli
apoptozu BAX, BCL2, klivaj CASP3 ve klivaj CASP1 ekspresyonunu diizenleyerek inhibe
etmistir (Cao ve digerleri, 2019) (Sekil 2.23).

Glukoz —i inhihisyon
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Sekil 2.23. Lentinus edodes’den elde edilen polisakkaritin etki mekanizmasi. JNK: c-Jun
N-terminal kinaz; LMP: Lentinus edodes’den elde edilen polisakkarit; MAPK:
Mitojenle aktive edilmis protein kinaz; NF-xB: Niiklear faktor-«B; ROS:
Reaktif oksijen tiirleri; p38 MAPK: p38 mitojenle aktive edilmis protein kinaz
(Cao ve digerleri, 2019)

Ganoderma lucidum’dan elde edilen polisakkarit, ndronlart AP peptidine karst birgok
mekanizma ile koruyabilmektedir. Bu mekanizmalar; astrositlerin aktivasyonunu ve
reaktivitesini inhibe etme, inflamasyon sitokinlerini azaltma, mitokondriyal fonksiyonu

diizeltme, antioksidan aktivite gosterme, kalsiyum homeostazini saglama ve AP ile
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indiiklenen apoptozu inhibe etme seklindedir (Quan, Ma ve Yang, 2019: 159-80) (Sekil
2.24).
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Sekil 2.24. Ganoderma lucidum’dan elde edilen polisakkaritin etki mekanizmasi. AP:
Amiloid B; Ca®": Kalsiyum; Glu: Glutamat; NMDA: N-metil-D-aspartat;
ROS: Reaktif oksijen tiirleri (Quan ve digerleri, 2019: 159-80)

Acorus tatarinowii’den elde edilen polisakkarit in vitro olarak lipopolisakkarit ile
indiiklenen proinflamatuvar BV2 hiicrelerinde inflamatuvar mediyatdrlerin anormal artigini
Oonemli Olclide azaltmis ve NF-kB/p65’in aktivasyonunu inhibe etmistir. Ayrica,
lipopolisakkarit ile indiiklenen protein seviyelerini (TLR4, MyD88, p-PI3K ve p-
AKT/PKB) asag regiile etmistir. ROS’un asir1 iiretimini ve mitokondriyal membran
potansiyeline verilen hasar1 azaltarak, birincil kortikal ve hipokampal nodronlarda
noroinflamasyona bagli norotoksisiteye karst norokoruma saglamistir. TLR4 aracili
MyD88/NF-kB/p65 ve PI3K-AKT/PKB sinyal yolaklarinin modiilasyonu yoluyla
antinéroinflamatuvar ve nérokoruyucu etkiler géstermistir (Zhong, Qiu, Yu, Chen ve Yan,
2020) (Sekil 2.25).
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Sekil 2.25. Acorus tatarinowii’den elde edilen polisakkaritin etki mekanizmasi. Akt:
Protein kinaz B; ATP50-3: Acorus tatarinowii’den elde edilen polisakkarit;
COX2: Siklooksijenaz 2; IKBa: NF-kB inhibitorii; IKK: IkB kinaz; IL-1p:
Interlokin-1B; IL-6: Interlokin-6; iNOS: Indiiklenmis nitrik oksit sentaz; LPS:
Lipopolisakkarit; LY294002: PI3K inhibitorii; MD2: Miyeloid farklilasma
proteini 2; MYDS88: Miyeloid farklilasma birincil yanit1 88; NF-xB: Niiklear
faktor-kB; P: Fosfor; PI3K: Fosfatidilinositol 3 kinaz; ROS: Reaktif oksijen
tiirleri; TAK242: TLR4 inhibitorii; TLR4: Toll benzeri reseptdr 4; TNF-a;
Timor nekrozis faktor-a; U: Ubikitinasyon (Zhong ve digerleri, 2020)

Polisakkaritlerin gosterdigi diger olast mekanizmalar

LYS polisakkaritinin demansa yatkin fare/8 beyinlerindeki nérotransmiter lizerine etkileri,
40 giin boyunca siirekli intragastrik verilmesini takiben incelenmistir. LYS polisakkariti
norepinefrin, dopamin ve 5-hidroksitriptaminin monoamin norotransmiter igerigini yukari
regiile ederek, glutamik asit ve aspartik asitin monoamin ndrotransmiter igerigini asagi
regiile etmistir. LY'S polisakkaritinin bozuk bi¢imde metabolize olan monoamin ve amino
asit noOrotransmiterleri etkin bicimde regiile edebildigini, O6grenme ve hafizay
iyilestirebildigini gostermektedir (Huang ve digerleri, 2001). Astragalus polisakkaritinin,
vaskiiler demans olan ratlarin hipokampiisiinde hiicre disi1 glutamin, glisin ve taurin
konsantrasyonlarint  azalttigi, uzaysal Ogrenme ve hafiza yeteneklerini artirdig:
bildirilmistir (Li, Li ve Liang, 2013d). Ganoderma lucidum polisakkaritleri, Morris su
labirentindeki ratlarin hipokampiisiinde sinaptofizin ekspresyonunu, sayisal yogunlugunu
ve yiizey yogunlugunu arttirabilmekte olup, ortalama delitesansi azaltabilmektedir. Bu
durum da &grenme kabiliyetinin arttigina isaret etmektedir (Yuan ve digerleri, 2011).

Kahverengi deniz yosunu GS201’den elde edilen siilfatlanmis polisakkaritler doz bagimli
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olarak hem hipokampiis hem de norokortekste néronal sagkalimi artirmakta olup, bu
durum norotrofik aktiviteye isaret etmektedir (Kun, Meiyu, Huashi ve Pingfang, 2001).
Huang, Jiao ve Zhang (2008), Y su labirenti ve Morris su labirenti ile skopolamin, %40
alkol, D-Galaktoz ve demansa yatkin fare/8 gibi degisik modellerin 6grenme ve hafiza
yetkinliklerini incelemigtir. Tiim demans modelleri 6grenme ve hafiza yeteneklerini
anlamli bi¢imde bozmus iken, LYS polisakkariti bu bozulmus yetenekleri
iyilestirebilmektedir. Geleneksel bir Cin ila¢ formiilii olan Zicheng Dekoksiyonu olarak
bilinen Zibu piyin regetesinin hastalarin hafiza ve zekasini artirdigi bulunmustur (Zhan,
Zhong ve Lu, 2007). Zibu piyin regetesinin degisik fraksiyonlarinin farelerde skopolaminin
indiikledigi hafiza bozukluguna olan etkisi c¢alisilmistir. Polisakkarit ve ugucu yag ile
tedavi, Morris su labirenti testinde daha kisa kacis latans zamani ve ylizme mesafesi, ayni
zamanda daha kisa platform lokasyonunu c¢aprazlama latanst ve artmis lokasyon
caprazlama sayisiyla sonuglanmistir. Zibu piyin recetesindeki polisakkaritlerin ve ugucu
yagin skopolaminin indiikledigi hafiza bozukluguna iyi geldigi belirlenmistir (Zhu ve
digerleri, 2014).

2.6. Ekzopolisakkarit (EPS)’ler

Mikrobiyal EPS’ler ¢ogunlukla hiicre adezyonuna yardim etmekte olup, negatif gevresel
sartlara koruma saglamaktadirlar. Ek olarak, EPS’ler karbon ve enerji kaynag: olarak is
gormektedirler. EPS’ler genellikle monosakkaritler ve asetat, fosfat, piriivat ve siiksinat
gibi karbonhidrat olmayan igeriklerden olusmaktadirlar (De Vuyst ve Degeest, 1999;
Tiikkenmez ve Aslim, 2018; Wang ve digerleri, 2015c).

Yapisal olarak biiytik ¢esitliliklerine ragmen, EPS’ler mikroorganizmalar tarafindan genel
dort yolak ile iiretilebilmektedirler: (1) Hiicre dis1 sentez yolagi (Ornegin siikraz); (2) ATP-
baglayici kaset tagiyict bagiml yolak; (3) sentaz bagimli yolak; ve (4) Wzx/Wzy bagiml
yolak. Hiicre dis1 sentez yolagi ya da Wzx/Wzy bagimli yolak genellikle laktik asit
bakterilerindeki EPS biyosentez yolagidir. Wzx/Wzy bagimlhi yolak sadece
Lactococcus, Lactobacillus ve Streptococcus cinslerini igine alan laktik asit bakterilerinde
bulunmaktadir. Bu yolak bes basamaktan olusmaktadir. Basamak 1, monosakkarit ve
disakkarit tasima ve fosforilasyon; basamak 2, seker niikleotidlerinin olusumu
(Monosakkaritlerin aktivasyonu); basamak 3, tekrar eden birimlerin sentezi; basamak 4,

tekrar eden birimlerin hiicre i¢i ylizeyden hiicre dis1 ylizeye translokasyonu; basamak 5,


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/lactococcus
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/streptococcus
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tekrar eden birimlerin polimerizasyonu ve uzun zincirin salinmasi seklindedir (Sekil 2.26)

(Zhou ve digerleri, 2019).

Basamak 3 Basamak 4

Basamak 5

Basamak 1

Basamak 2

Sekil 2.26. Laktik asit bakterilerinde Wzx/Wzy bagimli EPS biyosentezinin basamaklari
(Zhou ve digerleri, 2019)

EPS’ler iki ana grupta ele alinmaktadirlar. Bunlar homopolisakkaritler ve
heteropolisakkaritlerdir. Homopolisakkaritler (Ornegin seliiloz, dekstran ve pullulan)
yalnizca tek bir tiir monosakkarit biriminden olusmaktadirlar. Heteropolisakkaritler ise
(Ornegin ksantan ve hiyaliironik asit) iki veya daha fazla monosakkarit birimi
icermektedirler. D-galaktoz, fruktoz, arabinoz ve mannoz gibi ndtr monosakkarit igerigi
fazla olan EPS’lerin daha yiiksek biyolojik aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (De Vuyst
ve Degeest, 1999; Tiikkenmez ve Aslim, 2018; Wang ve digerleri, 2015c). EPS kimyasal
yapisinin karmasikligina katki yapan bir faktér de monosakkarit bagi, tekrarlayan birim
biylikliigl, icindeki monosakkarit sekansi ve yan zincirlerin sayr ve uzunlugundaki
degiskenliklerdir (Mende, Rohm ve Jaros, 2016). Heteropolisakkaritlerin molekiil kiitleleri
10* ile 10° Da arasinda degismektedir. Genellikle homopolisakkaritlerin ortalama molekiil
kiitlesinden (Yaklasik 107 Da’ya kadar) daha diisiiktiir (Y1ldiz ve Karatas, 2018). EPS’lerin
molekiiler agirliginin da biyolojik aktivitesi iizerinde belirgin bir etkiye sahip oldugu
belirtilmistir (Li ve digerleri, 2016; Tiikenmez ve Aslim, 2018). EPS’lerin omurgasindaki
monomerik birimler arasindaki baglar f-1,3 ya da p-1,4 baglarn ve a-1,2 ya da a-1,6
baglaridir (Hussain ve digerleri, 2017). EPS’nin ana zincirindeki B-1,3, B-1,4 baglari ve ek
olarak a-1,6 dallanma noktalar1 gibi yapisal ozelliklerin, biyolojik aktivite i¢in gerekli

oldugu ve 0-1,6 baglar igeren EPS’lerin daha az biyolojik aktiviteye sahip oldugu
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bildirilmistir (Mizuno, 1999; Tikkenmez ve Ashm, 2018). EPS’lerin biyolojik
aktivitelerinin esas olarak EPS’lerdeki f-1,3 baglarindan kaynaklandigi belirtilmistir
(Ismail ve Nampoothiri, 2010; Tiikenmez ve Ashm, 2018). EPS’lerin biyolojik
aktivitelerinin yapilarindaki hidroksil, amino, karbonil ve karboksil gibi fonksiyonel
gruplarina bagli oldugu gosterilmistir (Li ve digerleri, 2017a; Sathiyanarayanan,
Dineshkumar ve Yang, 2017). Hiicreye baglanma, EPS’lerin piiriizliilik, topografi ve yiik
gibi yiizey 6zelliklerine baglidir (Alagéz, Rodriguez Cabello ve Hasirci, 2018). Piirtizli
yiizey morfolojisi piiriizsiiz yiizey morfolojisine gore daha iyi baglanma kabiliyeti
saglamaktadir (Sasahara ve Zottola, 1993). Yiizey piiriizliiligliniin hiicre baglanmasina
potansiyel bir etkisinin oldugu ¢esitli calismalarla gosterilmistir (Leber ve digerleri, 2016;
Wu, Zhang, Liu, Suo ve Li, 2018). Amorf karaktere veya zayif bir mikro diizenlenme
(zayif kristalin) yapisina sahip EPS’ler, giiclii bir mikro diizenlenme (giiglii kristalin)
yapisina sahip EPS’lere gore daha ¢abuk ¢oziinmektedirler. Ayrica, amorf karaktere sahip
EPS’ler daha yiiksek ¢oziiniirlik ve biyoyararlanim sunmaktadirlar. Bunun sonucunda
amorf karaktere sahip EPS’ler, kristalin karaktere sahip EPS’lere gore daha iistiin biyolojik
aktivite gostermektedirler (Urpayil ve Thayyil, 2012).

Literatiirde, laktik asit bakterilerinden elde edilen EPS’ler ile ilgili calismalar ¢ogunlukla
antioksidan, immiinomodiilatuvar, antitimdr, antibiyofilm ve antibakteriyel 6zellikleri ile
ilgilidir (Li ve digerleri, 2014a; Wang ve digerleri, 2015a, 2015b; Zhang ve digerleri,
2013). Bu genis faydali biyolojik ozellikler, EPS’lerin AH’de saglikli gidalar ve tedavi
edici ajanlar olarak potansiyel niitrisyonel ve farmasotik yararlari  oldugunu

diisindiirmektedir (Xu ve digerleri, 2019a).

2.6.1. EPS’lerin kullanim avantajlar

EPS’ler ve bunlarin tiiretilmis bilesikleri, biyolojik olarak parcalanabilirlikleri, toksik
olmayan yapilari, biyolojik uyumluluklar1 ve diisiik islem masraflari nedeniyle sentetik
polimerlere kiyasla tibbi agidan daha fazla tercih edilmektedirler (Ullah, Khalil, Shaukat ve
Song, 2019). EPS’lerin cevresel kosullara dayanikli olmasi, uygulama kolayligi, ayni
EPS’lerin kullanimi halinde her zaman stabil sonu¢ vermesi, uygulama dozu ve
konsantrasyonun kolay ayarlanabilmesi, toz halinde bozulmadan uzun siire saklanabilmesi
gibi avantajlar1 dikkate alindiginda, bu avantajlar EPS’lerin basarili olarak

uygulanabilirligini ve iirlin haline gelme potansiyelini daha da kuvvetlendirmektedir. Canli
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probiyotik mikroorganizmalarin uygulamalarinda ise, bakterinin uygulama boyunca ayn
oranda canli kalmasi ve etkinligini siirekli géstermesi miimkiin olmamaktadir. Bu durum
canli probiyotik mikroorganizma uygulamalarinda her zaman stabil sonug elde edebilmeyi

imkansiz kilmaktadir (Sarikaya, 2014; Aslim, 2017).

2.6.2. EPS’lerin AH’deki kullanim potansiyelleri

Literatiirde, EPS’lerin antioksidan, antitimor, antikoagiilan, antiviriis, antiradyasyon,
antikanser ve immiinoregiilator 6zellikleri gosterilmis olup (Li ve digerleri, 2014a; Wang
ve digerleri, 2015a, 2015b; Zhang ve digerleri, 2013), EPS’lerin AH’de kullanim
potansiyellerini ortaya koyan bir ¢alisma yapilmamigtir. Ancak, AH’de farkli
organizmalardan (alg, bitki, mantar ve yosun) elde edilen polisakkaritlerin etkileri ile ilgili
AP’y1, tau proteinlerini, kolinerjik norotransmiteri, oksidatif stresi, anti-apoptozu, kalsiyum
kanalmi ve diger olasi mekanizmalari hedefleyen c¢alismalar yapilmistir (Huang ve
digerleri, 2001; Li ve digerleri, 2013a; Su ve digerleri, 2013; Wang ve digerleri, 2014b; Yu
ve digerleri, 2004; Zhong ve digerleri, 2015). EPS’lerin sahip oldugu genis faydali
biyolojik 6zellikler ve polisakkaritlerin AH’de ¢ok hedefli ajan olarak ¢esitli caligmalarda
kullanilmast sonucunda, EPS’lerin AH’de saglikli gidalar ve tedavi edici ajanlar olarak
potansiyel niitrisyonel ve farmasdotik yararlari olacagini diisiindiirmektedir (Xu ve digerleri,
2019a). Yukarida bahsi gegen bilgilerden yola ¢ikarak bu tez ¢alismasi ile literatiirdeki

eksikliklerin giderilmesi amaglanmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Cahismada kullamilan suslar ve Kkiiltiir ortamm

Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvar1 Kiiltiir
Koleksiyonu’nda bulunan, yogurt ve saglikli bebek gaitasindan izole edilmis suslar
igerisinden, fizyolojik ve biyokimyasal testleri daha dnceki tezler ve projeler kapsaminda
analitik profil indeks 50 CHL (Biomerieux) test kiti ile yapilmis, 16S rRNA tiim gen
bolgesi alinarak molekiiler tanimlamalart gergeklestirilmis probiyotik — 6zellikleri
bakimindan 6ne ¢ikmis tiir diizeyinde tanimlanmis iki sus ile ¢alisilmistir. Calismamizda
kullandigimiz suslarin cins adlar1 Zhen ve digerleri (2020)’nin yaptiklar1 ¢alisma dikkate
alinarak gilincellenmistir. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus B3 susunun cins adi
degismemistir. Ancak, Lactobacillus plantarum GD2 susunun cins adi Lactiplantibacillus

olarak gilincellenmistir. Calismada kullanilan suglar Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan suslar ve izolasyon kaynaklar1

Suslar Izolasyon kaynagi
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus B3 Yogurt
Lactiplantibacillus plantarum GD2 Saglikli bebek gaitasi

Calismada kullanilan suslarin gelistirilmesinde De Man Rogosa ve Sharpe broth besi
ortami kullanilmigtir. De Man Rogosa ve Sharpe broth besi ortami igeriginde bulunan
maddeler Cizelge 3.2°de gosterilmistir. Asagida belirtilen miktarlarda maddeler tartilip, bir
miktar distile su ile manyetik karistirictda (Heidolph) homojen hale gelinceye kadar
karistirilmis ve pH’s1 6,2’ ye ayarlanmistir. pH ayar1 yapildiktan sonra, son hacim distile su
ile 1000 mL’ye tamamlanmigtir. Hazirlanan besi ortami otoklavda (Sanyo) steril edilmistir
(121 °C’de 15 dk). Suslar steril gliserol igeren ortama ilave edilip, -20 °C ve -80 °C
kosullarinda stoklanmis, ekzopolisakkarit (EPS) izolasyonu, miktar belirlenmesi ve

liyofilizasyon agamalarinda stok kiiltiirler iki kez aktiflestirilerek kullanilmistir.
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Cizelge 3.2. De Man Rogosa ve Sharpe broth besi ortami igerigi

Maddeler g/L

Pepton (Merck) 10,0
Beef ekstrakt (Merck) 10,0
Yeast ekstrakt (Merck) 5,00
Glikoz (Merck) 20,0
Sodyum asetat (Merck) 5,00
Triamonyum sitrat (Merck) 2,00
Magnezyum siilfat (Merck) 0,20
Manganez siilfat (Merck) 0,05
Disodyum hidrojen fosfat (Merck) 2,00

mL/L

Tween 80 (Merck) 1,00

3.1.2. Calismada kullanilan hiicre hatti ve hiicre besi ortam

Calismada kullanilan néroblastom hiicre hatt: (SH-SY5Y, ATCC® CRL-2266™) Hacettepe
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Ana Bilim Dali gretim iiyesi Dog. Dr. Zekiye
Tuba TUYLU KUCUKKILINC tan temin edilmistir.

Hiicre besi ortami, 200 mL MCDB 201 (Sigma-Aldrich), 50 mL fetal sigir serumu (Gibco),
5 mL penisilin-streptomisin (Gibco) ve 6 mL L-Glutamin (Gibco) kullanilarak son hacim
500 mL’ye tamamlanacak sekilde Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco)
ilave edilerek hazirlanmistir. 0,2 pm’lik filtreden (Merck Millipore) gecirilerek steril

edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Suslardan ekzopolisakkarit (EPS)’lerin izolasyonu ve miktarlarinin

belirlenmesi

Suglar De Man Rogosa ve Sharpe broth besi ortaminda en az iki kez aktiflestirildikten
sonra ¢alisilmistir. Aktiflestirilmis suslar Mc Farland 5 (~8,4-8,6 log/cfu/mL)’e ve 600
nm’de ~0,600 optik yogunluga ayarlanarak De Man Rogosa ve Sharpe broth besi ortamina
%2 oraninda inokiile edilerek 37 °C’de 18-20 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda kiiltiirler 32 g trikloroasetik asit (Merck) eklenerek manyetik karistiricida 2 saat

karistirllmistir. Kiiltiirler 4000 rpm’de 10 dk santrifiijlenerek (Nuve) EPS karigiminin en az
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yarist evaporatorde (Heidolph) uzaklagtinlmistir. EPS karisimindaki sivi  kisim
uzaklastirildiktan sonra oda sicakliginda bekletilmistir. Oda sicakligina ulasinca %96’lik
etanolde (Alkomed) +4 °C’de bir gece bekletilmistir. Sonra drnekler sanrifiijlenerek EPS
elde edilmistir. EPS’ler 1 mL distile suda ¢o6ziinerek liyofilizasyona alinmustir.
Liyofilizasyondan sonra toz haline getirilmig, vial i¢indeki EPS’ler c¢alismalarda
kullanilmistir. Liyofilize EPS (L-EPS)’lerin miktarlar1 fenol siilfiirik asit yontemine gore
belirlenmistir. Calisilacak 6rnekler iizerine 0,5 mL fenol (Sigma-Aldrich) ve 5 mL stilfiirik
asit (Merck) eklenerek, 10 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra iyice karistirilmais,
karistirilan &rnekler 30 °C’de 15-20 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 490
nm’de absorbans degerleri spektrofotometrik olarak spektrofotometre cihazinda (Pg
Instruments) Ol¢iilmiistiir. Suslarin L-EPS iiretim miktarlar1 hazirlanan glikoz standardina
gore belirlenmistir (Dubois, Gilles, Hamilton, Rebers ve Smith, 1956; Marshall ve
Rawson, 1999; Tsuda, Hara ve Miyamoto, 2008) (Sekil 3.1).
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1.4 Yy = 0.0075X
) R*=0,9971
1,2
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0 50 100 150 200 250
Glikoz (mg/L)

Sekil 3.1. Glikoz standart egrisi. OD: Optik dansite

3.2.2. Liyofilize EPS (L-EPS)’lerin karakterizasyonu

Elemental analiz

L-EPS’lerin igerdigi azot, karbon, hidrojen, kiikiirt ve oksijen yiizdelerinin belirlenmesi
amaciyla elemental analiz yapilmistir. 1 mg L-EPS elemental analiz cihazinin (Thermo

Scientific Flash 2000) aliiminyum ornek hiicresine yerlestirilip tartilmistir. L-EPS’ler
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cihaza konulup yakilmistir. Yakma islemi sonucunda azot, hidrojen, karbon, kiikiirt ve
oksijen yiizdeleri belirlenmistir. Analizler Diizce Universitesi, Bilimsel ve Teknolojik
Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi, Cevre ve Kimya Laboratuvar tarafindan

hizmet alim1 seklinde yapilmistir (Du, Yang, Bian ve Xu, 2017).

Fourier transform infrared spektroskopisi (FTIR)

L-EPS’lerin igerdigi fonksiyonel gruplarin belirlenmesi amaciyla FTIR analizi yapilmustir.
2 mg L-EPS, 200 mg potasyum bromiir (Merck) ile agat havanda ezilmistir. Homojen hale
getirilen karisim, gelik disk aparati igerisine alinarak ve 10 ton/cm? basing altinda 10 dk
tutularak 3 mm c¢aplh disk haline getirilmistir. Hazirlanan diskler FTIR cihazinda
(Shimadzu IR Prestige 21) analiz edilmistir. Analizde drneklerin 4000 ile 500 cm™ dalga
boylar1 arasindaki spektrumlar1 almmustir. Her 6rnek 4 cm™ ¢oziiniirliikte, 32 kere
taranmustir. Analizler Diizce Universitesi, Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama
ve Arastirma Merkezi, Cevre ve Kimya Laboratuvari tarafindan hizmet alimi1 seklinde

yapilmistir (Kanamarlapudi ve Muddada, 2017).

Atomik kuvvet mikroskobu (AFM)

L-EPS’lerin yiizeylerinin {i¢ boyutlu goriintiilenmesi amaciyla AFM analizi yapilmistir.
Cam lamlar, 15 mL hidroklorik asit (Merck Millipore) ve 5 mL nitrik asit (Merck
Millipore) karisimi ile 30 dk islemden gecirilmistir. Daha sonra 20 mL siilfiirik asit (Merck
Millipore) ve 5 mL hidrojen peroksit (Sigma-Aldrich) karisimma 30 dk siireyle tabi
tutulmustur. Daha sonra lamlar, distile su ile durulanmis ve kullanilana kadar
saklanmiglardir. L-EPS’ler distile suda ¢oziilerek taze L-EPS c¢ozeltileri olusturulmustur.
Cam lamlar iizerine 10 pL L-EPS dokiilerek (1 mg/mL) oda sicakliginda kurutulmustur.
Altin ve glimiis filmler cam lamlara yerlestirilmistir. Altin ile kaplanmis silikon problari
asagidaki boyutlara sahiptir. Yonga boyutu 3,6 x 1,6 x 0,4 mm, egrilik yaricap1 10 nm, ug
yiiksekligi 10-15 um. AFM goriintiileri Park Systems XE-100E ile vurmali (semi-contact)
modunda 5,5-22.5 N/m sabit kuvvetle elde edilmistir. Analizler Diizce Universitesi,
Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi, Malzeme ve Yiizey
Laboratuvar1 tarafindan hizmet alimi seklinde yapilmistir (Kanamarlapudi ve Muddada,

2017; Prasad ve Krishna, 2014).


http://biyokure.org/fourier-transform-infrared-kizilotesi-spektroskopisi-ftir/5696/
http://asensis.net/tr/
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Taramali elektron mikroskobu (SEM)

L-EPS’lerin yiizey morfolojilerinin yiiksek ¢Oziiniirliikte goriintiilenmesi amaciyla SEM
analizi yapilmistir. 5 mg L-EPS, cift tarafli yapiskan bantla staplara monte edilmistir. Daha
sonra, L-EPS’ler kaplama cihaziyla 10 nm kalinliginda altin tabakasi ile kaplanmistir. L-
EPS’ler FEI Quanta FEG 250 SEM’de 10 kV’de incelenmis olup, farkli biiyiitmelerde
(100X, 1000X, 2000X, 5000X, 10.000X, 20.000X ve 50.000X) goriintiileri gekilmistir.
Analizler Diizce Universitesi, Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma
Merkezi, Malzeme ve Yiizey Laboratuvari tarafindan hizmet alim1 seklinde yapilmistir (Du

ve digerleri, 2017).

X-1s1m1 difraktometresi (XRD)

L-EPS’lerin kristalografik 6zelliklerinin belirlenmesi amactyla XRD analizi yapilmistir. 5
mg toz haline getirilmis L-EPS’lerin XRD desenleri, bakir potasyum a radyasyonu (A =
1,54056 A) ve 40 kV-30 mA degerinde 151n sagan bir X-1s1m1 tiipii iizerinde yer alan X-151n1
difraktometresi (Rigaku Smart Lab) kullanilarak 0,02 s tarama hiz1 esliginde 20: 10-90°
araliginda tarama yapilarak elde edilmistir. Analizler Bartin Universitesi, Merkezi
Arastirma Laboratuvari, Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma

Merkezi tarafindan hizmet alim1 seklinde yapilmigtir (Saravanan ve digerleri, 2017).

3.2.3. L-EPS’lerin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikalini siiplirme aktivitesi

1 mL metanol (Merck) igerisinde degisik konsantrasyonlardaki L-EPS’ler (100-1250
pg/mL) ¢oziilmiistiir. Orneklerin {izerine 1 mL %0,004 DPPH (Sigma-Alrich) ¢ozeltisi
eklenmistir. Ornekler karanlik ortamda 30 dk bekletilmistir. Bekleme sonunda 6rneklerin
517 nm’de spektrofotometrik olarak Ol¢iimleri gerceklestirilmistir. Pozitif kontrol olarak
0,5 mg/mL askorbik asit (Sigma-Aldrich) kullanilmistir. Orneklerin DPPH serbest
radikalini stipiirme aktivitesi asagidaki formiile gore hesaplanmistir. DPPH serbest
radikalini siipiirme aktivitesi (%): (1 — Asmek — Ao/ Akontrol) % 100. Asmek: Ornek absorbansi;
Ao: Ornek icermeyen ¢dzeltinin absorbanst; Akontrol: Kontrol absorbansi (Brand Williams,
Cuvelier ve Berset, 1995; Oke Altundas, 2012; Ural, 2016).


https://tr.wikipedia.org/wiki/Taramal%C4%B1_elektron_mikroskobu
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Demir iyonunu selatlama aktivitesi

1 mL L-EPS (100-1250 pg/mL), 3,7 mL metanol ve 0,1 mL 2 mM demir kloriir (Sigma-
Aldrich) ilave edilerek bir karisim olusturulmustur. Orneklerin iizerine 0,2 mL 5 mM
ferrozin (Sigma-Aldrich) eklenmistir. Ornekler karanlik ortamda 10 dk bekletilmistir.
Bekleme sonunda Orneklerin 562 nm’de spektrofotometrik olarak  Sl¢limleri
gerceklestirilmistir. Pozitif kontrol olarak 0,5 mg/mL etilendiamin tetra asetik asit-sodyum
(Merck) kullanilmistir. Orneklerin demir iyonunu selatlama aktivitesi asagidaki formiile
gore hesaplanmistir. Demir iyonunu selatlama aktivitesi (%): (1 — Asmek — Ao / Axontrol) X
100. Asmek: Ornek absorbanst; Ao: Ornek igermeyen ¢ozeltinin absorbansi; Akontrol: KonNtrol

absorbansi (Decker ve Welch, 1990; Oke Altundas, 2012; Ural, 2016).

Hidroksil radikalini siipiirme aktivitesi

1 mL metanol igerisinde degisik konsantrasyonlardaki L-EPS’ler (100-1250 pg/mL)
¢oziilmiistiir. Orneklerin {izerine 1 mL 0,435 mM brilliant blue (Sigma-Aldrich), 1 mL
0,75 mM demir siilfat (Sigma-Aldrich), 1 mL %0,01 hidrojen peroksit eklenmistir.
Ornekler 37 °C’de 30 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 6rneklerin 624 nm’de
spektrofotometrik olarak olgtimleri gerceklestirilmistir. Pozitif kontrol olarak 0,5 mg/mL
askorbik asit kullanilmistir. Orneklerin hidroksil radikalini siipiirme aktivitesi asagidaki
formiile gore hesaplanmistir. Hidroksil radikali siipiirme aktivitesi (%): (1 — Asmek — Ao /
Aiontro) X 100. Asmek: Ornek absorbansi; Ag: Ornek igermeyen ¢dzeltinin absorbans;

Axontrol: Kontrol absorbansi (Ural, 2016).

Lipit peroksidasyonunun inhibisyonu

200 puL L-EPS (100-1250 pg/mL), 400 uL plazma, 100 uL 0,5 mM demir siilfat ve 100 uL
0,5 mM hidrojen peroksit ilave edilerek bir karisim olusturulmustur. Ornekler 37 °C’de 12
saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda &rneklerin {izerine 375 uL %4 trikloroasetik
asit ve 75uL 0,5mM biitilhidroksianizol (Sigma-Aldrich) eklenmistir. Ornekler buz
banyosunda 5 dk bekletilmistir. Orneklerin iizerine 0,2mL %0,6 tiyobarbitiirik asit
(Sigma-Aldrich) eklenmistir. Ornekler 95 °C’de 30 dk bekletilmistir. Bekleme sonunda
orneklerin 532 nm’de spektrofotometrik olarak Olgiimleri gergeklestirilmistir. Pozitif

kontrol olarak 0,5 mg/mL askorbik asit kullanilmistir. Orneklerin lipit peroksidasyon
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inhibisyon oranlar1 agagidaki formiile gore hesaplanmistir. Lipit peroksidasyon inhibisyon
orant (%): (1 — Asmek — Ao/ Akontrol) X 100. Asmek: Ornek absorbansi; Ao: Ornek igermeyen
¢ozeltinin absorbansi; Axontrol: Kontrol absorbansi (Rodriguez Martinez ve Ruiz Torres,
1992; Oke Altundas, 2012; Ural, 2016).

Siiperoksit anyon radikalini siiplirme aktivitesi

I mL metanol icerisinde degisik konsantrasyonlardaki L-EPS’ler (100-1250 pg/mL)
¢oziilmiistiir. Orneklerin iizerine 25 °C’ye 1sitilmis 0,2 mL 3 mM pyrogallol (Sigma-
Aldrich) ilave edilmistir. Orneklerin 325 nm’de spektrofotometrik olarak &lgiimleri
gergeklestirilmistir. Pozitif kontrol olarak 0,5 mg/mL askorbik asit kullanilmistir.
Orneklerin siiperoksit anyon radikalini siipiirme aktivitesi asagidaki formiile gore
hesaplanmistir. Siiperoksit anyon radikalini siipirme aktivitesi (%): (1 — Asmek — Ao /
Aiontrot) % 100. Asmek: Ornek absorbansi; Ao: Omnek icermeyen ¢ozeltinin absorbansi;

Axontrol: Kontrol absorbansi (Ural, 2016).

3.24. L-EPS’lerin amiloid B (AP)1-42 agregasyonu iizerine inhibitor etkilerinin

belirlenmesi

L-EPS’lerin Ai142 agregasyonu flizerine inhibitor etkilerinin belirlenmesi amaciyla
tiyoflavin T testi yapilmistir. Mikroplakalara (96 kuyucuklu) (Corning) SensoLyte marka
kit iceriginde yer alan tiyoflavin T ¢alisma soliisyonundan (2 mM) 10 pL konulup iizerine
AP1-42 peptid soliisyonundan 85 pL ve L-EPS’lerden (100-1250 pg/mL) 5 pL ilave
edilmistir. Mikroplakalar mikroplaka okuyucuda (Biotek) 440 nm (eksitasyon dalga boyu)
ve 484 nm (emisyon dalga boyu)’de 24 saat boyunca 10’ar dk araliklarla okutulmustur.
Tim floresan okumalari, bagil floresan birimleri olarak ifade edilmistir (Olasehinde ve

digerleri, 2019a; Wang ve digerleri, 2014b).

L-EPS’lerin A1-42 agregasyonu iizerine inhibitor etkilerinin dogrulanmasi amaciyla AFM
analizi yapilmistir. Cam lamlar, 15 mL hidroklorik asit ve 5 mL nitrik asit karigimi ile 30
dk islemden gecirilmistir. Daha sonra 20 mL siilfiirik asit ve 5 mL hidrojen peroksit
karigimina 30 dk siireyle tabi tutulmustur. Daha sonra lamlar, distile su ile durulanmis ve
kullanilana kadar saklanmislardir. L-EPS’ler distile suda ¢oziilerek taze L-EPS c¢ozeltileri

olusturulmugtur. Cam lamlar tizerine 10 pL AB1-42 peptid soliisyonu ve/veya 10 uL L-EPS
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dokiilerek (1250 pg/mL) oda sicakliginda kurutulmustur. Altin ve giimiis filmler cam
lamlara yerlestirilmistir. Altin ile kaplanmis silikon problar1 asagidaki boyutlara sahiptir.
Yonga boyutu 3,6 x 1,6 x 0,4 mm, egrilik yarigap: 10 nm, u¢ yiiksekligi 10-15 um. AFM
gortintiileri Park Systems XE-100E ile vurmali (semi-contact) modunda 5,5-22,5 N/m
sabit kuvvetle elde edilmistir (Kanamarlapudi ve Muddada, 2017; Prasad ve Krishna,
2014).

3.2.5. Hiicre Kkiiltiiriiniin hazirlanmasi ve uygulama gruplarinin olusturulmasi

SH-SY5Y hiicreleri besi ortami iginde flasklarda (Corning), 37 °C’de %5 CO2 igeren
inkiibatorde (Sanyo) gelistirilmistir. Hiicre besi ortami giin asir1 degistirilerek gelisimi
takip edilmistir. Flasklarda %80-90 yayilma gosteren hiicreler tripsin/etilendiamin tetra
asetik asit (Gibco) ile kaldirilarak sayilmistir. Calismanin amacima gore 104, 10° ya da 3 x
10° sayida hiicre, kuyucuk basma olacak sekilde 96 ve 6 kuyucuklu mikroplaklara

aktarilmistir.

Calismada asagida belirlenen hiicre uygulama gruplari kullanilmistir.

1. Grup (Kontrol grubu): SH-SYS5Y hiicreleri sadece DMEM ile muamele edilmistir.
Higbir uygulama yapilmamustir.

2. Grup (APi-42 grubu): ABis2 (Sigma-Aldrich) 10, 25, 50 ve 100 uM olacak sekilde
DMEM’de ¢6ziinmiistiir. SH-SYSY hiicreleri APi42 (10-100 uM) ile 24 saat boyunca
muamele edilmistir.

3. Grup (L-EPS grubu): L-EPS’ler 100, 250, 500, 1000 ve 1250 pg/mL olacak sekilde
DMEM’de ¢oziinmiigtir. SH-SYSY hiicreleri L-EPS (100-1250 pg/mL) ile 24 saat
boyunca muamele edilmistir.

4. Grup (L-EPS + AB1-42 grubu): SH-SYS5Y hiicreleri L-EPS (100-1250 pg/mL) ile 24 saat
boyunca inkiibe edildikten sonra, 10 uM AP1.s2 ile 24 saat boyunca muamele edilmistir
(Wang ve digerleri, 2014b; Wei, Wang ve Kusiak, 2002).

3.2.6. APi-42 ve L-EPS’lerin hiicre canlilig: iizerine etkilerinin 3-[4,5-dimetiltiazol-2-
yl]-2,5-difenil tetrazolium bromid; tiazolil mavi (MTT) ile belirlenmesi

Mikroplakalara (96 kuyucuklu) SH-SYSY hiicreleri 10* hiicre/kuyucuk gelecek sekilde

ekilmistir. Hiicrelerin besi ortami giin asir1 degistirilerek %80-90 yogunluga gelmeleri
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beklenmistir. Daha sonra, ABi42 (10-100 uM) ve L-EPS (100-1250 pg/mL) SH-SY5Y
hiicrelerine 24 saat boyunca uygulanmistir. Uygulama yapilmadan normal sartlarda
biiyiitiilen SH-SYSY hiicreleri kontrol grubu olarak kabul edilmistir. Kontrol grubundan
elde edilen absorbans degeri %100 hiicre canlilig1 olarak dikkate alinmistir. Kontrole gore
hiicre canliliklar1 MTT yontemi ile belirlenmistir. MTT yontemi, hiicre proliferasyonu,
canlilig1 ve sitotoksisite 6l¢imii i¢in kullanilan, kantitatif kolorimetrik bir yontem olup,
canli hiicrelerin tetrazoliyum tuzu olan MTT’yi formazan kristallerine doniistiirmesi
esasina dayanmaktadir. Mitokondriyal dehidrojenaz enzimleri canli hiicrelerin
mitokondrilerinde bulunmakta olup, MTT’yi pargalayarak formazan kristalleri formuna
donitistirmektedir. Bu kristaller dimetil siilfoksit veya asitli izopropanolle ¢oziildiigliinde
meydana gelen mor renkli ¢o6zeltinin spektrofotometrik O6l¢imii yapilmaktadir. MTT
sadece canli hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan mitokondriyal dehidrojenaz enzimleri
ile pargalanacagi icin bulunan absorbans degerleri canli hiicre oranlart hakkinda bilgi
vermektedir (Freimoser, Jakob, Aebi ve Tuor, 1999). Uygulama yapilmis her bir kuyucuga
20 uL MTT eklenerek, 4 saat 37 °C’de CO2’li inkiibatorde bekletilmistir. Kuyucuklardaki
s1vi ¢ekilerek tiim kuyucuklara 200 uL dimetil siilfoksit (Sigma-Aldrich) konulmustur. 30
dk 37 °C’de CO2’li inkiibatorde bekletildikten sonra mikroplakalar mikroplaka okuyucuda
570 nm’de okutulmustur. Hiicre canliligt (%): (Asmek / Awxontro) * 100°e gore
hesaplanmigtir.  Asmek: Ornek absorbansi; Axontol: Kontrol absorbansi (Freimoser ve
digerleri, 1999; Hadjiakhoondi ve digerleri, 2013; Kim ve digerleri, 2006; Mosmann
1983).

3.2.7. APi42 ile SH-SY5Y hiicrelerinde olusturulan Alzheimer hastah@ (AH)
modelinde L-EPS’lerin hiicre oliimiine karsi koruyucu etkilerinin MTT ile

belirlenmesi

Mikroplakalara (96 kuyucuklu) SH-SYS5Y hiicreleri 10* hiicre/kuyucuk gelecek sekilde
ekilmistir. Hiicrelerin besi ortami giin asir1 degistirilerek %80-90 yogunluga gelmeleri
beklenmistir. Hiicreler gelistikten sonra, degisik konsantrasyonlarda (100-1250 pg/mL)
DMEM’de c¢oziinmiis L-EPS’ler 24 saat siire ile hiicrelere uygulanmistir. Ardindan
kuyulardaki L-EPS’li besi ortami ¢ekilip, 10 uM APi142 24 saat siire ile kuyucuklara
uygulanmistir. Uygulama yapilmadan normal sartlarda biiyiitilen SH-SYS5Y hiicreleri

kontrol grubu olarak kabul edilmistir. Kontrol grubundan elde edilen absorbans degeri
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%100 hiicre canliligi olarak dikkate alinmistir. Kontrole gore hiicre canliliklart MTT

yontemi (bknz. 3.2.6) ile belirlenmistir.

3.2.8. APi42 ile SH-SY5Y hiicrelerinde olusturulan AH modelinde L-EPS’lerin
asetilkolin esteraz (AChE) enzim aktivitesi iizerine inhibitor etkilerinin

belirlenmesi

6’11 mikroplakaya SH-SYSY hiicreleri 10° hiicre/kuyucuk gelecek sekilde ekilmistir. SH-
SYSY hiicreleri, 2 mL DMEM i¢inde ¢oziinmiis L-EPS’ler (100-1250 pg/mL) ile 24 saat
boyunca 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatdrde inkiibasyona birakilmistir. Ardindan L-EPS’li
besiyeri gekilerek hiicreler, 10 uM APi42 ile 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatorde 24 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Uygulama gruplarinda toplam protein izolasyonu yapilmus,
daha sonra Ellman yontemi kullanilarak AChE enzim aktiviteleri belirlenmistir.
Hiicrelerden toplam protein izolasyonu i¢in, uygulamalarin ardindan hiicreler soguk 1x
fosfat tamponlu tuz (Gibco) ile yikanmistir. Biitiin fosfat tamponlu tuz ¢ekildikten sonra 1
mL soguk SH-SYS5Y ¢6zme tamponu [1 M Tris tamponu (10 mL) pH 7,2 (Sigma-Aldrich),
2 M sodyum kloriir (Merck), 1 M magnezyum kloriir (Sigma-Aldrich), %1 Triton X-100
(Merck)] direkt hiicrelerin {izerine uygulanmistir. Hiicreler, hiicre kaziyici (Thermo Fischer
Scientific) ile kazinmistir. Kazinan hiicreler, steril bir tiipe toplanmistir. Bundan sonraki
tiim asamalar buz {izerinde gerceklestirilmistir. Tiipler, her 5 dk’da bir vortekslenerek, 30
dk 4 °C’de bekletilmistir. Tiiplere, 10000 rpm’de 20 dk santrifiij yapilmigtir. Buna gore
20’ser uL siipernatant, 1 mL Bradford ¢ozeltisi (Sigma-Aldrich) ile karistirilmis ve oda
sicakliginda 10 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan 6rneklerin 595
nm’de absorbans degerleri Ol¢iilmiistiir. Bovine serum albumin (Sigma-Aldrich)
cozeltilerinin absorbans degerlerinden elde edilen standart kullanilarak her numunenin
icerdigi toplam protein miktar1 mg/mL olarak hesaplanmistir (Sekil 3.2). Uygulama

gruplarindaki AChE enzim aktivitesi, Ellman yontemine gore belirlenmistir.
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Sekil 3.2. Bovine serum albumin standart egrisi. OD: Optik dansite

Ellman yOntemi

96 kuyucuklu mikroplakanin ilk siitununu olusturan kuyucuklara 200’er pL. SH-SY5Y
¢dzme tamponu eklenmis, bu siitunlar negatif kontrol olarak kullanilmustir. Ikinci siituna
ise 1 mg/mL AChE’den (Sigma-Aldrich) 200 uL eklenmis, bu siitunlar pozitif kontrol
olarak kullanilmistir. Diger siitunlara ise uygulama gruplarindan elde edilen toplam
proteinden esit miktarlarda ilave edilmistir. Tiim kuyulara 0,1 mM fosfat tamponundan
(pH 8,0) (Merck) 100 pL eklenmistir. Kuyulardaki toplam hacim, SH-SY5Y ¢6zme
tamponu ile esitlenmistir. 7,5 mg sodyum bikarbonat (Merck) ihtiva eden 5 mL 0,1 M
fosfat tamponu iginde 19,8 mg 5,5’-Ditiyo-bis(2-nitrobenzoik) asit (Sigma-Aldrich)
¢ozdirtilmistir. 5,5’-Ditiyo-bis(2-nitrobenzoik) asit ¢ozeltisi 1/8 oraninda 0,1 M fosfat
tamponu ile seyreltilmistir. Seyreltilmis 5,5’-Ditiyo-bis(2-nitrobenzoik) asit ¢ozeltisinden
50’ser uL kuyulara eklenmistir. Distile su ile hazirlanmis 21,7 mg/mL asetilkolin iyodiir
(Sigma-Aldrich) ¢ozeltisi 1/40 oraninda 0,1 mM fosfat tamponu ile seyretilmistir.
Seyreltilmis asetilkolin iyodiir ¢ozeltisinden 50°ser pL kuyulara eklenerek reaksiyon
baslatilmigtir. Mikroplaka, 25 °C’de, karanlikta 10 dk inkiibasyona birakilmistir.
Absorbans degerleri mikroplaka okuyucuda 412 nm dalga boyunda Sl¢lilmiistiir. AChE
enzim aktivitesi 1 mg/mL AChE iceren pozitif kontroline gore degerlendirilmistir.
Kontrole gore AChE enzim aktivitesi asagidaki formiile gére hesaplanmistir. Kontrole gore

AChE enzim aktivitesi (%): (Asmek / Akontrol) % 100. Asmek: Ornek absorbanst; Akontrol:
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Kontrol absorbansi (Bradford, 1976; Ellman, Courtney, Andres ve Featherstone, 1961;
Schwartz, Blundon ve Adler, 2007).

3.2.9. AB1-42 ile SH-SY5Y hiicrelerinde olusturulan AH modelinde L-EPS’lerin total

antioksidan seviyesi (TAS) iizerine indiikleyici etkilerinin belirlenmesi

6’11 mikroplakaya SH-SYSY hiicreleri 10° hiicre/kuyucuk gelecek sekilde ekilmistir. SH-
SYSY hiicreleri, 2 mL DMEM i¢inde ¢oziinmiis L-EPS’ler (100-1250 pg/mL) ile 24 saat
boyunca 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatdrde inkiibasyona birakilmistir. Ardindan L-EPS’li
besiyeri g¢ekilerek hiicreler, 10 uM APi42 ile 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatorde 24 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Uygulama gruplarinda toplam protein izolasyonu yapilmus,
daha sonra Rel Assay Diagnostics marka kit kullanilarak TAS belirlenmistir. Kitin ¢alisma
prensibi; demir-o-dianisidin hidrojen peroksit ile Fenton tipi reaksiyona girerek hidroksil
radikalini olusturmaktadir. Hidroksil radikali indirgenerek diisiik pH ortaminda renksiz o-
dianisidinle reaksiyona girerek sari-kahverengi dianisidil radikallerini olusturmaktadir.
Dianisidil radikalleri ileri oksidasyon reaksiyonlarna katilarak sari-kahverengi renk
olusumunu arttirmaktadir. Ancak Orneklerdeki antioksidanlar ileri  oksidasyon
reaksiyonlarini inhibe ederek renk olusumunu baskilamaktadirlar (Sirmatel ve digerleri,
2009). 30 uL 6rnek ile 500 uL tampon soliisyonu [Asetat tamponu (0,4 mol/L, pH: 5,8)]
karigtirilmis olup, 30 saniye sonra ilk okuma (Ai1: Absorbans degerii)) mikroplaka
okuyucuda 660 nm’de yapilmustir. Karigima, 75 pL prokromojen soliisyonu [2,2-
azinobis(3-etilbenzotiazolin-siilfonik asit (30 mmol/L)] eklenmistir. Son okuma
(A2:Absorbans degeriz) 10 dk sonra oda sicakliginda mikroplaka okuyucuda 660 nm’de
yapilmistir.

Az-A1: AAbsorbans (Distile su, 6rnek ya da standart)
TAS [Troloks esdegeri (mmol/L)/L]: (AAbs Distile su) - (AAbs Ornek) / (AAbs Distile su)
-(AAbs Standart) (Erel, 2004).
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3.2.10. ApPi42 ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan AH modelinde L-EPS’lerin
siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx)

enzim aktiviteleri iizerine indiikleyici etkilerinin belirlenmesi

6’11 mikroplakaya SH-SYSY hiicreleri 10° hiicre/kuyucuk gelecek sekilde ekilmistir. SH-
SYSY hiicreleri, 2 mL DMEM i¢inde ¢6ziinmiis L-EPS’ler (100-1250 pg/mL) ile 24 saat
boyunca 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatérde inkiibasyona birakilmistir. Ardindan L-EPS’li
besiyeri g¢ekilerek hiicreler, 10 uM AP1-42 ile 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatorde 24 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Uygulama gruplarinda toplam protein izolasyonu yapilmis,
daha sonra Cayman marka kit kullanilarak SOD, CAT ve GPx enzim aktiviteleri

belirlenmistir.

SOD enzim aktivitesi

96 kuyucuklu mikroplakanin her kuyucuguna 200 pL seyreltilmis radikal detektorii ve 10
puL SOD standard: veya ornekler eklenmistir. Reaksiyon 20 pL ksantin oksidaz eklenerek
baslatilmistir. Mikroplaka, oda sicakhiginda 30 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda Orneklerin absorbans degerleri 460 nm’de okunmustur. Kdre ait absorbans
degerinin kendisine ve standartlarin absorbans degerlerine boliinmesi ile elde edilen oran,
standartlarin sahip oldugu SOD enzim aktivitelerine kars1 grafige gecirilerek SOD standart
egrisi olusturulmustur (Sekil 3.3). SOD standart egrisi kullanilarak 6rneklerin SOD enzim
aktiviteleri belirlenmistir. Orneklerin, SOD enzim aktiviteleri, protein degerleri ve

diltisyon faktorleri kullanilarak SOD spesifik enzim aktiviteleri belirlenmistir.
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Sekil 3.3. SOD standart egrisi. OD: Optik dansite

SOD spesifik enzim aktivitesi (U/mg protein): SOD (U/mL) / protein (mg/mL) x diliisyon
faktorii.

Diliisyon faktorii: Vinal (0,23 ML) / Vismek (0,01 ML) x demek (1).

Viina: Kuyucugun nihai hacmi; Veme: Kuyucuga eklenen drnek hacmi; dsme: Ornek
diliisyonu (Sullivan Gun ve Lewandowski, 2013; Sen, 2017).

CAT enzim aktivitesi

96 kuyucuklu mikroplakanin her kuyucuguna 20 pL. formaldehit standardi veya ornekler,
30 pL metanol ve 100 pL seyreltilmis deney tamponu eklenmistir. Tiim kuyucuklara
reaksiyonun baslamasi i¢in 20 pL seyreltilmis hidrojen peroksit eklenmistir. Mikroplaka
oda sicakliginda 20 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda reaksiyonun bitmesi igin
30 uL potasyum hidroksit ve 30 uL. CAT purpald eklenmistir. Mikroplaka oda sicakliginda
10 dk inkiibe edilmistir. Tim kuyucuklara 10 pL potasyum periyodat eklenmistir.
Mikroplaka oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 6rneklerin
absorbans degerleri 540 nm’de okunmugstur. Okunan absorbans degerleri ile formaldehit
standart egrisi kullanilarak formaldehit konsantrasyonlar1 (uM) belirlenmistir (Sekil 3.4).
CAT enzim aktiviteleri, formaldehit konsantrasyonlar1 ve diliisyon faktorleri kullanilarak
hesaplanmstir. Orneklerin, CAT enzim aktiviteleri ve protein degerleri kullanilarak CAT

spesifik enzim aktiviteleri belirlenmistir.
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Sekil 3.4. Formaldehit standart egrisi. OD: Optik dansite

CAT enzim aktivitesi (nmol/dk/mL): Formaldehit (uM) / 20 dk x diliisyon faktorii.
Diliisyon faktorii: Vinal (0,17 ML) / Vismek (0,02 ML) X dsmek (9).

Viina: Kuyucugun nihai hacmi; Veme: Kuyucuga eklenen drnek hacmi; dsme: Ornek
diliisyonu.

CAT spesifik enzim aktivitesi (hnmol/mg protein): CAT enzim aktivitesi (nmol/dk/mL) /
protein (mg/mL) (Sullivan Gun ve Lewandowski, 2013; Sen, 2017).

GPx enzim aktivitesi

96 kuyucuklu mikroplakanin enzimatik olmayan her kuyucuguna 120 pL. deney tamponu
ve 50 pL ko-substrat Karisimi eklenmistir. Pozitif kontrol kuyucuklarina 100 pL deney
tamponu, 50 pL ko-substrat ve 20 pL seyreltilmis GPx eklenmistir. Ornek kuyucuklarmna
ise 100 pL deney tamponu, 50 pL ko-substrat ve 20 pl. 6rnek eklenmigstir. Tim
kuyucuklara 20 pL kiimen hidroperoksit eklenerek reaksiyon baslatilmistir. Orneklerin
absorbans degerleri 340 nm’de okunmustur. GPx enzim aktiviteleri, 340 nm’deki
absorbans degerlerinin farki, nikotinamid adenin diniikleotit fosfat ekstinksiyon katsayisi
ve diliisyon faktdrleri kullanilarak hesaplanmustir. Orneklerin, GPx enzim aktiviteleri ve

protein degerleri kullanilarak GPx spesifik enzim aktiviteleri belirlenmistir.

GPx enzim aktivitesi (nmol/dk/mL): (AA340) / 0,00373 p/M™?) x diliisyon faktorii.

AA340: Enzimatik olmayan drneklerin absorbansi1 — drnek absorbansi.
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Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat ekstinksiyon katsayisi: 0,00373 WM™,

Diliisyon faktorii: Viina (0,19 ML) / Vismek (0,02 ML) X dsmek (1).

Viinai: Kuyucugun nihai hacmi; Vemek: Kuyucuga eklenen ornek hacmi; dsmex: Ornek
diltisyonu.

GPx spesifik enzim aktivitesi (nmol/mg protein): GPx enzim aktivitesi (nmol/dk/mL) /
protein (mg/mL) (Sullivan Gun ve Lewandowski, 2013; Sen, 2017).

3.2.11. ABi1-42 ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan AH modelinde L-EPS’lerin total

oksidan seviyesi (TOS) iizerine baskilayici etkilerinin belirlenmesi

6’11 mikroplakaya SH-SYSY hiicreleri 10° hiicre/kuyucuk gelecek sekilde ekilmistir. SH-
SYSY hiicreleri, 2 mL DMEM i¢inde ¢oziinmiis L-EPS’ler (100-1250 pg/mL) ile 24 saat
boyunca 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatdrde inkiibasyona birakilmistir. Ardindan L-EPS’li
besiyeri g¢ekilerek hiicreler, 10 uM APi42 ile 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatorde 24 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Uygulama gruplarinda toplam protein izolasyonu yapilmus,
daha sonra Rel Assay Diagnostics marka kit kullanilarak TOS belirlenmistir. Kitin ¢calisma
prensibi; drnekte bulunan oksidanlar ferrdz iyon-o-dianisidini ferrik iyona oksitlemektedir.
Reaksiyon ortaminda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik {i¢ katina
cikarmaktadir. Ferrik iyonlar diisiik pH ortaminda xylenol orange ile renkli bir kompleks
olusturmaktadirlar. Rengin siddeti 6rnekte bulunan oksidanlarin miktariyla iliskilidir ve
spektrofotometrik olarak 6lgiilmektedir (Sirmatel ve digerleri, 2009). 75 uL o6rnek ile 500
uL tampon soliisyonu [Siilfiirik asit (25 mM, pH: 1,75)] karistirilmis olup, 30 saniye sonra
ilk okuma (Ai: Absorbans degerii)) mikroplaka okuyucuda 530 nm’de yapilmustir.
Karisima, 25 pL substrat soliisyonu [Siilflirik asit (25 mM, pH: 1,75), demir (5 mM) ve O-
dianisidin (10 nM)] eklenmistir. Son okuma (A2: Absorbans degeriz) 10 dk sonra oda
sicakliginda mikroplaka okuyucuda 530 nm’de yapilmastir.

Az-A1: AAbsorbans (Ornek ya da standart)
TOS (umol hidrojen peroksit esdegeri/mg): (AAbs Ornek) / (AAbs Standart) x Standardin
konsantrasyonu (20 umol/L) (Erel, 2005).
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3.2.12. AP1-42ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan AH modelinde L-EPS’lerin hiicre
ici reaktif oksijen tiirleri (ROS) miktar1 iizerine baskilayic1 etkilerinin

belirlenmesi

6’11 mikroplakaya SH-SYSY hiicreleri 10° hiicre/kuyucuk gelecek sekilde ekilmistir. SH-
SYSY hiicreleri, 2 mL DMEM i¢inde ¢oziinmiis L-EPS’ler (100-1250 pg/mL) ile 24 saat
boyunca 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatérde inkiibasyona birakilmistir. Ardindan L-EPS’li
besiyeri g¢ekilerek hiicreler, 10 uM AP1-42 ile 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatorde 24 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Hiicreler 1| mL DMEM ile 15 mL’lik falkon tiiplerin igine
toplanmistir. Hiicrelerin {izerine 20 uM 2°,7’-diklorofluoresin diasetat, H>DCFDA
(DCFDA) (Abcam) eklenerek oda sicaklifinda ve karanlik ortamda 30 dk inkiibe
edilmistir. DCFDA hiicre igindeki hidroksil, peroksil ve ROS aktivitesini 6lgen fluorojenik
bir boyadir. Hiicreye diflize olduktan sonra floresan olmayan DCFDA, ROS ile
oksitlenerek, floresan bir bilesik olan 2’,7’-diklorofluoresin (DCF)’ye doniismektedir
(Altundag, 2016). Orneklerin okunmasi, ACEA NovoCyte flow sitometre cihazinda
yapilmistir. Tiim floresan okumalari, bagil floreasan birimleri olarak ifade edilmistir.
Orneklerin analizleri ise ACEA Novo Express yazilimi kullamlarak analiz edilmistir (Lin,

Liu, Hu, Song ve Zhao, 2012; Yang ve digerleri, 2015b).

3.2.13. Api42 ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan AH modelinde L-EPS’lerin

apoptoz iizerine baskilayici etkilerinin belirlenmesi

6’11 mikroplakaya SH-SYS5Y hiicreleri 3x10° hiicre/kuyucuk gelecek sekilde ekilmistir. SH-
SYSY hiicreleri, 2 mL DMEM i¢inde ¢oziinmiis L-EPS’ler (100-1250 pg/mL) ile 24 saat
boyunca 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatérde inkiibasyona birakilmistir. Ardindan L-EPS’li
besiyeri ¢ekilerek hiicreler, 10 uM APi42 ile 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatérde 24 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Hiicreler 1 mL DMEM ile 15 mL’lik falkon tiiplerin igine
toplanmistir. Hiicrelerin iizerine 4 mL 1X anneksin V baglanma tamponu (Immunostep)
ilave edilerek, 5 dk 2000 rpm hizda santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant
uzaklastirilarak, hiicreler 200 uL 1X baglanma tamponu igerisinde ¢Ozlilmiistiir. Hiicre
soliisyonundan 100 pL alinarak iizerine 5 uL anneksin V-FITC (Immunostep) ve son
konsantrasyonda 40 pg/mL olacak sekilde propidyum iyodiir (Immunostep) eklenerek oda
sicakliginda ve karanlik ortamda 30 dk inkiibe edilmistir. Hiicrelerin iizerine 100 pL 1X

baglanma tamponu ilave edilmistir. Anneksin-V, hiicrenin dis yiizeyine transloke olan
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fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu i¢in, floresan bir madde (FITC) ile
isaretlenmektedir. Bu sayede apoptotik hiicre goriiniir hale getirilmektedir. Geg apoptotik
ve nekrotik hiicrelerin yiizeylerinde de anneksin-V baglanmasi goriilebildigi i¢in non-vital
boya olarak propidyum iyodiir eklenmektedir. Anneksin V-FITC ve propidyum iyodiir ile
ayni zamanda boyanan hiicreler, canli hiicreler (Anneksin V-FITC negatif, propidyum
iyodiir negatif), erken apoptotik hiicreler (Anneksin V-FITC pozitif, propidyum iyodiir
negatif) ve geg¢ apoptotik veya nekrotik hiicrelerin (Anneksin V-FITC pozitif, propidyum
iyodir pozitif) birbirinden ayirt edilmesine izin vermektedir (Giiles ve Eren, 2008).
Orneklerin okunmasi, ACEA NovoCyte flow sitometre cihazinda yapilmistir. Orneklerin
analizleri ise ACEA Novo Express yazilimi kullanilarak analiz edilmistir (Wei ve digerleri,

2015; Zhang ve digerleri, 2015).

3.2.14. AP142 ile SH-SY5Y hiicrelerinde olusturulan AH modelinde L-EPS’lerin
mitokondriyal membran potansiyeli iizerine Kkoruyucu etkilerinin

belirlenmesi

6’11 mikroplakaya SH-SY5Y hiicreleri 3x10° hiicre/kuyucuk gelecek sekilde ekilmistir. SH-
SYSY hiicreleri, 2 mL DMEM i¢inde ¢oziinmiis L-EPS’ler (100-1250 pg/mL) ile 24 saat
boyunca 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir. Ardindan L-EPS’li
besiyeri ¢ekilerek hiicreler, 10 uM APi1.42 ile 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatorde 24 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Hiicreler 1 mL DMEM ile 15 mL’lik falkon tiiplerin igine
toplanmistir. Hiicreler 5 dk 1500 rpm hizda santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi
stipernatant uzaklastirilarak, hiicreler 100 pL assay tamponu (Cayman) igerisinde
coziilmiistiir. Hiicreler oda sicakliginda ve karanlik ortamda 5 dk inkiibe edilmistir.
Hiicrelerin iizerine 100 pL JC-1 boyama soliisyonu (Cayman) ilave edilmistir. JC-1
mitokondriyal depolarizasyonu belirlemek i¢in kullanilan ve mitokondride biriken
katyonik bir boyadir. JC-1 ile boyanmis canli hiicreler mitokondride kirmizi floresan
ozellik gostermektedirler. Apoptozla sonuglanan bir durumda ise mitokondriyal membran
potansiyelindeki bozulma ile kirmizi floresan yesil floresana dogru kayma gostermektedir.
Bu 6zelliginden dolayr JC-1 boyast mitokondriyal membran potansiyelinin 6l¢limii i¢in
spesifik bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir (Altundag, 2016). Orneklerin okunmast,
ACEA NovoCyte flow sitometre cihazinda yapilmigtir. Orneklerin analizleri ise ACEA
Novo Express yazilimi kullanilarak analiz edilmistir (Jia, Rao, Xue ve Lei, 2015; Zhang ve
digerleri, 2015).
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3.2.15. Api42 ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan AH modelinde L-EPS’lerin
protein kinaz B (AKT/PKB), niiklear faktor-xB (NF-kB/p65), mitojenle
aktive edilmis protein kinaz (MAPK) ve apoptoz sinyal yolaklar: iizerine

modiilator etkilerinin belirlenmesi

6’11 mikroplakaya SH-SYSY hiicreleri 10° hiicre/kuyucuk gelecek sekilde ekilmistir. SH-
SYSY hiicreleri, 2 mL DMEM iginde ¢oziinmiis L-EPS’ler (100- 1250 ug/mL) ile 24 saat
boyunca 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatérde inkiibasyona birakilmistir. Ardindan L-EPS’li
besiyeri g¢ekilerek hiicreler, 10 uM APi42 ile 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatorde 24 saat

boyunca inkiibe edilmistir.

RNA izolasyonu

The RNeasy Mini kit (Qiagen) ile hiicrelerden total RNA izolasyonu yapilmistir. Pellet
halindeki hiicrelerin her birine, 350 pL Buffer RLT (Lizis tamponu) + 3,5 pL -
merkaptoetanol (Merck) karisimi ve 350 pL %70 etanol eklenmistir. Daha sonra 700 uL’ye
kadar ornek, toplama tiipii igine yerlestirilmis kolona aktarilmistir. Kolon 8500 rpm’de 15
saniye santrifiij edilmistir. Toplama tiipiine akan kisim uzaklastirilmistir. 700 pL. Buffer
RW1 kolona aktarilmistir. Kolon 8500 rpm’de 15 saniye santrifiij edilmistir. Toplama
tiipline akan kisim uzaklastirilmigtir. 500 uL RPE (yikama soliisyonu) kolona aktarilmistir.
Kolon 8500 rpm’de 15 saniye santrifiij edilmistir. Toplama tilipiine akan kisim
uzaklastirilmigtir. 500 pL RPE kolona aktarilmistir. Kolon 8500 rpm’de 2 dk santrifiij
edilmistir. Kolon yeni bir 2 mL’lik toplama tiipiine yerlestirilmistir. Membranin kurumasi
icin maksimum hizda 1 dk santrifiij yapilmistir. Kolon yeni bir 1,5 mL’lik toplama tiipiine
yerlestirilmistir. 30-50 pL RNaz icermeyen su kolona ilave edilmistir. 8500 rpm’de 1 dk
santrifiij edilmistir. izole edilen total RNA’larin kalite kontrolii %]1°lik agaroz (Sigma-
Aldrich) jelde etidyum bromiir (Sigma-Aldrich) ile boyanarak ve mikroplaka okuyucu
kullanilarak 260 ve 280 nm’de RNA miktar1 ve safligi olgiilerek belirlenmistir. Saflik
derecesi ve miktar1 yiiksek olan 6rneklerle caligmaya devam edilmistir. Beklenen saflik
degeri; DNA o6l¢iimleri igin : ~ 1,8, RNA 6l¢limleri igin : ~ 2,0 olarak kabul edilmektedir.
Izole edilen RNA lar kullanilincaya kadar -80 °C’de saklanmistr.
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cDNA sentezi

QuantiTect Reverse Transcription Kiti (Qiagen) kullanilarak RNA 6rneklerinden cDNA
sentezi yapilmistir. Genomik DNA eliminasyonu reaksiyonu i¢in GDNA eliminasyon
tamponu (7X) her 1 pg’lik RNA 6rnegine eklenmistir. Son hacim 14 pL olacak sekilde
RNaz icermeyen su ilave edilmistir. Tiipler 42 °C’de 2 dk inkiibasyona birakilmistir. Daha
sonra tiipler buz iizerine alinmistir. Reverse transkriptaz 1 pL, reaksiyon tamponu (5X) 4
uL ve primer karisimi 1 pL olacak sekilde, buz iizerinde reverse-transkripsiyon karisimi
hazirlanmistir. Elde edilen (14 pL) tamamlayict RNA, revers-transkripsiyon karigimi
iceren her bir tlipe eklenmistir. Karistirilmis ve buz tizerinde bekletilmistir. cDNA sentez
reaksiyonu kit protokoliinde belirtilen sartlara goére programlanan PZR cihazinda (Thermo
Fisher Scientific) gerceklestirilmistir. Tiipler 42 °C’de 15 dk ve 95 °C’de 3 dk inkiibasyona
birakilmistir. Reaksiyon sonucunda 20 pL. cDNA sentezlenmistir. Sentezlenen cDNA’larin
absorbans degerleri mikroplaka okuyucu kullanilarak 260 ve 280 nm’de oOlgiliip saflik
dereceleri ve miktarlar1 belirlenmistir. Saflik derecesi ve miktar1 yiiksek olan orneklerle
calismaya devam edilmistir. Beklenen saflik degeri; DNA olc¢limleri icin : ~ 1,8, RNA
Olgtimleri igin : ~ 2,0 olarak kabul edilmektedir. Elde edilen cDNA’lar, qRT-PZR igin

kullanilincaya kadar -80 °C’de saklanmustir.

gRT-PZR

cDNA’lar kalip olarak kullanilarak spesifik primerler (Cizelge 3.3) araciligiyla PZR
reaksiyon kosullar1 olusturulmustur. PZR reaksiyonu i¢in 10 pL SYBR green karisimi, 0,8
pL ileri primer (10 pmol/pL), 0,8 pL geri primer (10 pmol/uL), her 2 pul’lik ¢cDNA
ornegine eklenmistir. Son hacim 20 pL olacak sekilde RNaz i¢cermeyen su ilave edilmistir.
Bu calisma i¢in QuantiFast SYBR Green PZR Kiti (Qiagen) kullanilmistir. PZR
reaksiyonu, BCL2 associated X (BAX), BCL2, kaspaz-3 (CASP3), kaspaz-7 (CASP7),
kaspaz-8 (CASP8), kaspaz-9 (CASP9) ve sitokrom C (CYCS) igin; 95°C’de 5 dk, 95°C’de
10 saniye, 60°C’de 30 saniyeye (40 dongili) ayarlanmistir. PZR reaksiyonu, c-Jun N-
Terminal kinaz (JNK), hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz 1 (ERK1), hiicre dis1 sinyalle
diizenlenen kinaz 2 (ERK2), JUN, niiklear faktor-«B (NF-xB/p65), protein kinaz B
(AKT/PKB) ve p38 mitojenle aktive edilmis protein kinaz1 (p38 MAPK) i¢in; 95°C’de 5 dk,
95°C’de 10 saniye, 56 °C (JNK), 57 °C (JUN, NF-xB/p65), 59 °C (AKT/PKB, ERK1, p38
MAPK,), 60 °C (ERK2) 30 saniyeye (40 dongii) ayarlanan QuantStudio 3 Real Time PCR
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(Applied Biosystems) cihazinda yapilmistir. Primer dimer olusumu ve 6zgiil olmayan
amplifikasyon {irtinlerinin tespiti icin daha onceki tez c¢aligmalar1 kapsaminda spesifik
primerlerin melting curve (erime egrisi) analizleri yapilmistir. Gen ekspresyonunun
nicellestirilmesi icin, her bir gen transkripti i¢in, floresan sinyalinin esigin iizerine ¢ikmast
icin yani arka plan seviyesini agmasi i¢in gerekli dongiilerin sayist olarak tanimlanan
dongii esigi (Ct) belirlenmistir (Wong ve Medrano, 2005). Floresans baslangi¢ sinyali ve
esik sinyali otomatik olarak QRT-PZR cihaz1 ile sayisal veri olarak belirlenmistir.
Transkript seviyeleri 2722t metodu ile hesaplanmistir (Schmittgen ve Livak, 2008).
Normalizasyon amaciyla her hiicrede aymi miktarda ifade edilen, zorunlu idare geni
(housekeeping) gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) miktari, SH-SY5Y
hiicrelerinde hedef genlerin ifade diizeyleri ile karsilastirilarak incelenmis ve hedef genin
nispi ekspresyonu olarak tanimlanmistir. Nispi ekspresyon = 2 ~ - [ACt Ornek (Hedef-
referans) — ACt Kontrol (Hedef-referans)]; ACt 6rnek: Uygulama yapilmis 6rneklerde
hedef genin Ct degerininin referans genin Ct degerine gore farkidir (Hedef Ct-Referans
Ct). ACt Kontrol: Uygulama yapilmamis negatif kontrol orneklerinde hedef genin Ct
degerininin referans genin Ct degerine gore farkidir (Hedef Ct-Referans Ct) (Hu, Qu, Chu,
Li ve He, 2018; Jia ve digerleri, 2015; Li ve digerleri, 2019b; Sun, Liao, Li ve Guo, 2017,
Xiong, Li, Chen, Chen ve Huang, 2016; Yu ve digerleri, 2007; Zhang ve digerleri, 2015).

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan primerler

Gen adi Ileri primer 5'>3' Geri primer 5'>3'

BAX GGAGCTGCAGAGGATGATTG GGCCTTGAGCACCAGTTT

BCL2 GTGGATGACTGAGTACCTGAAC GAGACAGCCAGGAGAAATCAA
CASP3 GAGCCATGGTGAAGAAGGAATA  TCAATGCCACAGTCCAGTTC
CASP7 CGAAACGGAACAGACAAAGATG TTAAGAGGATGCAGGCGAAG
CASP8 GCCCAAACTTCACAGCATTAG GTGGTCCATGAGTTGGTAGATT
CASP9 CGACCTGACTGCCAAGAAA CATCCATCTGTGCCGTAGAC
CYCS GGAGAGGATACACTGATGGAGTA GTCTGCCCTTTCTTCCTTCTT
AKT/PKB  ATGGCACCTTCATTGGCTAC CCCAGCAGCTTCAGGTACTC
ERK1 CTACACGCAGTTGCAGTACAT CAGCAGGATCTGGATCTCCC
ERK2 GCGCGGGCCCGGAGATGGTC TGAAGCGCAGTAAGATTTTT
JNK TTTGAGAAACTCTTCCCTGAT ATTGATGTACGGGTGTTGGA
JUN GGTGGCACAGCTTAAACAGA AACTGCTGCGTTAGCATGAG
NF-xB/p65 GCATCCAGACCAACAACAAC ATGGGATGAGAAAGGACAGG
p38 MAPK  CCCGAGCGTTACCAGAAC TCGCATGAATGATGGACTGAAT

GAPDH TGAACGGGAAGCTCACTGG TCCACCACCCTGTTGCTGTA
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3.2.16. istatistiksel analizler

Calisma sonuglart SPSS 16.0 programi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
Uygulama yapilmamis kontrol grubu ile APis42 grubu ve L-EPS’ler uygulamasinin
ardindan APi142 uygulamasinin yapildigi grup arasindaki farklar t testi ile, ortalamalar
arasindaki farklar tek yonlii Anova Post Hoc Tukey HSD (p<0,05) ile belirlenmistir. L-
EPS’lerin norokoruyucu etkileri ile antioksidan aktiviteleri, APi-42 agregasyonu ve AChE
enzim aktivitesi lizerine inhibitor etkileri, TAS ve SOD, CAT, GPx enzim aktiviteleri
iizerine indiikleyici etkileri, TOS, hiicre ici ROS miktar1 ve apoptoz {izerine baskilayici
etkileri, mitokondriyal membran potansiyeli iizerine koruyucu etkileri ve AKT/PKB, NF-
kB/p65, MAPK ve apoptoz sinyal yolaklar: iizerine modiilator etkileri arasinda iliski olup
olmadig1 Pearson korelasyon katsayisina gore belirlenmistir. Istatistiksel olarak anlamlilik
%95 onem diizeyinde, p<0,05 olarak belirlenmistir. Tiim analizler tekrarlt ve paralelli
[MTT (n: 3), antioksidan aktivite (n: 3), agregasyon (n: 3), AChE enzim aktivitesi, TAS,
SOD, CAT ve GPx enzim aktiviteleri, TOS (n: 3), flow sitometre (n: 3), gRT-PCR (n: 3)]
olarak calisilmis ve sonuglar, ortalama deger (OD) + standart sapma (SD) olarak

verilmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Cahlsmada Kullamilan Suslar

Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji Laboratuvari Kiiltiir
Koleksiyonu’nda bulunan, yogurt ve saglikli bebek gaitasindan izole edilmis suslar
icerisinden, probiyotik Ozellikleri bakimindan kapsamli taramalarla 6ne ¢ikan
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus B3 ve Lactiplantibacillus plantarum GD2 suslari
caligmada kullanilmistir. Suslarin fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler tanimlamalari
daha onceki tezler ve projeler kapsaminda gergeklestirildigi i¢in elde edilen sonuglar bu tez

kapsaminda verilmemistir.

4.2. Liyofilize EPS (L-EPS)’lerin Miktarlarinin Belirlenmesi

Suglarin kiiltiir ortaminda irettikleri ekzopolisakkarit (EPS)’ler saflastirilarak L-EPS
olarak elde edilmistir. Liyofilize olarak kiiltiir ortaminda elde edilen EPS’lerin toplam
karbohidrat miktarlar1 fenol siilfiirik asit yontemi ile belirlenmis olup, sonuglar Cizelge
4.1°de gosterilmistir. Suslarin L-EPS iiretim miktarlar1 birbirine yakin bulunmus olup, L.

delbrueckii ssp. bulgaricus B3 susundan elde edilen L-EPS kismi olarak 6ne ¢ikmuistir.

Cizelge 4.1. Suslarin tirettigi liyofilize hale getirilmis EPS’lerin miktarlari (mg/L)

Suglar L-EPS miktari (mg/L)
L. delbrueckii ssp. bulgaricus B3 43545
L. plantarum GD2 385+4

Sonuglar, n: 3, OD + SD

4.3. L-EPS’lerin Karakterizasyonu

L-EPS’lerin yapisal Ozellikleri ile fonksiyonel Ozellikleri arasinda pozitif bir iligki
bulundugu i¢in L-EPS’lerin karakterizasyonu oldukc¢a onem arz etmektedir. L-EPS’lerin
monomer yapisi yiiksek performansli sivi kromatografisi ile, molekiiler agirlig: biiytikliikce
ayirma kromatografisi ile ve bag yapilari 1D- ve 2D-niikleer manyetik rezonans
spektroskopisi ile farkli bir proje ve ¢alisma kapsaminda belirlendigi i¢in sonuglar bu tez

kapsaminda verilmemistir. Bu tez kapsaminda L-EPS’lerin karakterizasyonuna devam
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edilmis olup, suslardan elde edilen L-EPS’lerin elemental, fourier transform infrared
spektroskopisi (FTIR), atomik kuvvet mikroskobu (AFM), taramali elektron mikroskobu
(SEM) ve X-1sim1 difraktometresi (XRD) analizleri gergeklestirilmistir. Bu sayede, L-
EPS’lerin azot, karbon, hidrojen, kiikiirt ve oksijen ylizdeleri, fonksiyonel gruplari, ylizey

morfolojileri ve kristalografik 6zellikleri belirlenmistir.

4.3.1. Elemental analiz

Bu ¢alismada, suslardan elde edilen L-EPS’lerin i¢erdigi azot, karbon, hidrojen, kiikiirt ve

oksijen ylizdelerinin elemental analiz ile belirlenmesi amaglanmustir.

Suslardan elde edilen L-EPS’lerin elemental analiz sonuglar1 Cizelge 4.2°de gosterilmistir.
L. delbrueckii ssp. bulgaricus B3 susundan elde edilen L-EPS’nin azot ve karbon yiizdeleri
yiiksek bulunurken, L. plantarum GD2 susundan elde edilen L-EPS’nin ise oksijen yiizdesi
yiiksek bulunmustur. Her iki sustan elde edilen L-EPS’lerin hidrojen yiizdeleri birbirine
yakin bulunmustur. L-EPS’lerin organik yapisinda kiikiirt elementine ise hig

rastlanmamustir.

Cizelge 4.2. Suslardan elde edilen L-EPS’lerin azot, karbon, hidrojen, kiikiirt ve oksijen

yiizdeleri (%)
Ornek adi Azot Karbon Hidrojen Kiikiirt ~ Oksijen
L-EPS B3 59+0,1  44,8+0,0  6,6+0,2 - 42,7+0,0
L-EPS GD2 1,6£0,1 23,300  6,4+0,1 - 68,7+0,1

Sonuglar, n: 3, OD + SD

4.3.2. Fourier transform infrared spektroskopisi (FTIR)

Bu ¢alismada, suslardan elde edilen L-EPS’lerin igerdigi fonksiyonel gruplarin FTIR
analizi ile belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica, bu ¢alisma sayesinde L-EPS’lerin igerdigi
fonksiyonel gruplarin L-EPS’lerin biyolojik aktivitesine olan olas1 katkilar

degerlendirilmistir.

Susglardan elde edilen L-EPS’lerin FTIR spektrumlari Sekil 4.1°de verilmistir. Suslarin
FTIR spektrumlarma gére 836 cm™’deki bandm a-D glukanin germe titresimini temsil

ettigi belirlenmistir. 974 cm™'deki ana absorpsiyon bandi, C-O-C glikozit bagmin germe


http://asensis.net/tr/
https://tr.wikipedia.org/wiki/Taramal%C4%B1_elektron_mikroskobu
http://biyokure.org/fourier-transform-infrared-kizilotesi-spektroskopisi-ftir/5696/
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titresimini gdstermistir. 800-1200 cm™ arasindaki dalga sayisi, polisakkaritlerin parmak izi
bolgesidir ve farkli polisakkaritlerin karakterize edilmesi i¢in kullanilabilmektedir. 1200
cm™’deki bantlar, seker monomerlerinin germe titresimini temsil etmislerdir. Uronik asit
varliginda olusan C=0O grubunun karboksilat asimetrik germe ve gerdirmesi nedeniyle
1200-1400 cm™ civarinda zayif sinyaller goriilmiistiir. 1650-1660 cm™’deki bantlar
genellikle C=0 grubunun gerilme titresimini temsil etmislerdir. C=0O grubunun ester
karbonil germe ve gerdirmesi nedeniyle 1735 cm™*de giiglii bir sinyal goriilmiistiir. 2850-
2960 cm™’deki bantlar, metil ve metilen gruplarinin (-CH-)C-H gerilme titresimini temsil
etmislerdir. Genellikle glikoz veya galaktoz gibi eksozlarda veya ramnoz gibi
deoksiheksozlarda mevcuttur. 3300 cm™’deki genis bant, hidroksil gruplarmin germe
titresimini temsil etmekte olup, bir karbonhidrat halkasmnin karakteristik pikidir. FTIR
spektrumlarindan elde edilen sonuglar L-EPS’lerin tipik polimerik yapisini ortaya koymus
olup, L-EPS’lerin polisakkarit yapisinda olduklarini dogrulamistir. Suslardan elde edilen
L-EPS’lerin FTIR spektrumlari birbirine benzer bulunmakla birlikte, L. delbrueckii ssp.
bulgaricus B3 susundan elde edilen L-EPS’nin polianyonik fonksiyonel gruplarin
(hidroksil, amino, karbonil ve karboksil gruplari gibi) olusturdugu germe titresiminin L.

plantarum GD2 susundan elde edilen L-EPS’ye gore daha fazla oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.1. L. delbrueckii ssp. bulgaricus B3 (A) ve L. plantarum GD2 (B) suslarindan elde
edilen L-EPS’lerin FTIR spektrumlari
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4.3.3. Atomik kuvvet mikroskobu (AFM)

Bu c¢alismada, AFM analizi ile suslardan elde edilen L-EPS’lerin yiizeylerinin ii¢ boyutlu
goriintiilenmesi amaglanmistir. Bu ¢alisma sayesinde L-EPS’lerin gosterdigi ylizey

ozellikleri ile hiicre adezyon kapasiteleri arasindaki iliski degerlendirilmistir.

L-EPS’lerin AFM goriintiileri Sekil 4.2°de verilmistir. Suslardan elde edilen L-EPS’lerin
yiizey morfolojilerindeki maksimum yiikseklik sirasiyla, 303 ve 324 nm iken, minimum
derinlik sirasiyla 147 ve 197 nm, piiriizliillik ortalamasi ise sirasiyla 77 ve 63 nm’dir.
Suslardan elde edilen L-EPS’lerin yiizey morfolojileri farklilik gostermistir. Maksimum
yiikseklik ve minimum derinlik ortalamasina gore L. plantarum GD2 susundan elde edilen
L-EPS one cikarken, piriizlilik ortalamasina gore L. delbrueckii ssp. bulgaricus B3

susundan elde edilen L-EPS 6ne ¢ikmustir.

Sekil 4.2. L. delbrueckii ssp. bulgaricus B3 [(A) 3 boyutlu, (C) 2 boyutlu] ve L. plantarum
GD2 [(B) 3 boyutlu, (D) 2 boyutlu] suslarindan elde edilen L-EPS’lerin AFM
goriintiileri


http://asensis.net/tr/
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4.3.4. Taramal elektron mikroskobu (SEM)

Bu c¢alismada, suslardan elde edilen L-EPS’lerin yiizey morfolojilerinin yiiksek
cOziinlrlikte SEM analizi ile goriintiilenmesi amaglanmistir. Bu sayede L-EPS’lerin
gosterdigi  ylizey  Ozelliklerinin  hiicre = adezyonuna olan olast  katkilar

degerlendirilebilmistir.

L-EPS’lerin farkli biliyiitmelerde ¢ekilen SEM goriintiileri Sekil 4.3 ve 4.4’de verilmistir.
Suglardan elde edilen L-EPS’lerin yiizey morfolojileri birbirlerine gore farklilik
gostermistir. L. delbrueckii ssp. bulgaricus B3 susundan clde edilen L-EPS’nin yiizey
morfolojisinin piiriizlii bir yapiya sahip oldugu, L. plantarum GD2 susundan elde edilen L-

EPS’nin ise gdzenekli bir yapiya sahip oldugu gozlenmistir.


https://tr.wikipedia.org/wiki/Taramal%C4%B1_elektron_mikroskobu

Sekil 4.3. L. delbrueckii ssp. bulgaricus B3 susundan elde edilen L-EPS’nin SEM
gorlintiisic (A) 100X, (B) 1000X, (C) 2000X, (D) 5000X, (E) 10.000X, (F)
20.000X ve (G) 50.000X
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Sekil 4.4. L. plantarum GD2 susundan elde edilen L-EPS’nin SEM goriintiisti (A) 100X,
(B) 1000X, (C) 2000X, (D) 5000X, (E) 10.000X, (F) 20.000X ve (G) 50.000X



78

4.3.5. X-151m difraktometresi (XRD)

Bu ¢alismada, suslardan elde edilen L-EPS’lerin kristalografik 6zelliklerinin XRD analizi
ile belirlenmesi amacglanmistir. Ayrica, bu calismadan elde edilen sonucglara gore L-
EPS’lerin sahip oldugu kristalografik 6zelliklerin L-EPS’lerin biyolojik aktivitesine olan

olas1 etkileri degerlendirilmistir.

L-EPS’lerin XRD desenleri Sekil 4.5’de verilmistir. Gii¢lii ve dar pikler kristal karakteri
gosterirken, kiigiik ve genis pikler amorf karakteri gostermistir. Suslardan elde edilen L-
EPS’lerin biiyiik dl¢liide amorf veya zayif bir mikro diizenlenme (zayif kristalin) yapisina
sahip olduklar1 goriilmiistiir. Suslardan elde edilen L-EPS’lerin kristalografik 6zellikleri

birbirine benzer bulunmus olup, L-EPS’ler arasinda belirgin bir farklilik tespit

edilememistir.

A

Intensdy (cps)

T
a0
2-theta (deg)

Intensty (cps)

2-theta (deg)

Sekil 4.5. L. delbrueckii ssp. bulgaricus B3 (A) ve L. plantarum GD2 (B) suslarindan elde
edilen L-EPS’lerin XRD desenleri

L-EPS’lerin karakterizasyonuna genel bir degerlendirme yapacak olursak; elemental analiz
sonuclarina gore B3 susundan elde edilen L-EPS’nin azot ve karbon yiizdeleri yiiksek
bulunurken, GD2 susundan elde edilen L-EPS’nin oksijen yiizdesi yiiksek bulunmustur.

Her iki sustan elde edilen L-EPS’lerin hidrojen yiizdeleri birbirine yakin bulunmustur. L-
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EPS’lerin organik yapisinda kiikiirt elementine ise hi¢ rastlanmamistir. FTIR
spektrumlarina gére B3 susundan elde edilen L-EPS’nin polianyonik fonksiyonel gruplarin
(hidroksil, amino, karbonil ve karboksil gruplari gibi) olusturdugu germe titresimi GD2
susundan elde edilen L-EPS’ye gore daha fazladir. AFM goriintiilerine goére maksimum
yiikseklik ve minimum derinlik ortalamasina gére GD2 susundan elde edilen L-EPS 6ne
cikarken, piirtizlilikk ortalamasina gore B3 susundan elde edilen L-EPS o6ne ¢ikmistir.
SEM goriintiilerine gére B3 susundan elde edilen L-EPS’nin yiizey morfolojisinin piiriizli
bir yapiya sahip oldugu, GD2 susundan elde edilen L-EPS’nin ise gézenekli bir yapiya
sahip oldugu saptanmistir. XRD desenlerine gore suslardan elde edilen L-EPS’lerin biiyiik
olgtide amorf veya zayif bir mikro diizenlenme (zayif kristalin) yapisina sahip olduklar
gozlenmistir. B3 ve GD2 suslarindan elde edilen L-EPS’ler arasinda kristalografik

ozellikleri bakimindan belirgin bir farklilik tespit edilememistir.

4.4. L-EPS’lerin Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesi

Bu ¢alismada, suslardan elde edilen L-EPS’lerin antioksidan aktivitelerinin (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikalini siiplirme aktivitesi, hidroksil radikalini siiplirme
aktivitesi, stliperoksit anyon radikalini siliplirme aktivitesi ve lipit peroksidasyonun

inhibisyon orani) mikroplaka okuyucu ile belirlenmesi amaglanmistir.

Antioksidan aktivite sonuglart Cizelge 4.3’de gosterilmistir. L-EPS’lerin  artan
konsantrasyonlarina baglh olarak gosterdikleri antioksidan aktivitelerinin de arttig1 tespit
edilmistir (p<0,05). Denenen serbest radikallere gore L-EPS’lerin siipiirme aktiviteleri
farklilik gostermistir. Her iki susun L-EPS’lerinin serbest radikalleri siipiirme aktivitesi
DPPH > Hidroksil > Siiperoksit radikali seklinde belirlenmis olup, L-EPS’ler arasindan L.
delbrueckii ssp. bulgaricus B3 susundan elde edilen L-EPS’nin L. plantarum GD2
susundan elde edilen L-EPS’ye gore daha yiiksek serbest radikalleri silipiirme aktivitesi
gosterdigi tespit edilmistir. Ayni sekilde demir iyonunu selatlama aktivitesi ve lipit
peroksidasyonun inhibisyonu bakimindan da en iyi sonucu, L. delbrueckii ssp. bulgaricus

B3 susundan elde edilen L-EPS’nin 1250 ng/mL konsantrasyonu gostermistir (%46; %48).



Cizelge 4.3. Suslardan elde edilen L-EPS’lerin yiizde (%) antioksidan aktivite sonuglari

Uvaulamalar DPPH serbest radikalini Hidroksil radikalini riﬁfgﬁﬁfg‘ﬁ?ﬁe Demir iyonunu selatlama  Lipit peroksidasyonun %
Y stipirme aktivitesi stipiirme aktivitesi aktivi tesi aktivitesi inhibisyon orani
Pozitif kontrol? 95+4 60+2 98+2 94+3 25+1
L-EPS (ug/mL) L-EPS B3 L-EPS GD2 L-EPS B3 L-EPS GD2 L-EPS B3 L-EPS GD2 L-EPS B3 L-EPS GD2 L-EPS B3 L-EPS GD2
100 61" 3+17 7£17 541" 3+0" 2+1" 13+2" 11+0" 12+0" 10+0"
250 14427 1242" 13+0" 72" 8+1" 60" 18+1" 14+2" 19+2" 16+2"
500 25+3" 23+1" 244" 160" 19+2" 16+3" 28+1" 26+1" 28+1" 2442
1000 4242" 38+2" 36+1" 34+2" 36+3" 272" 38+2" 34427 37+17 36+1"
1250 58+1" 53+1" 5442 48+2" 4842 361" 4642" 43+3" 48+2" 4241

Serbest radikallerin siiplirme aktivitesi ve lipit peroksidasyonunun inhibisyonu igin pozitif kontrol olarak askorbik asit kullanilirken; demir
iyonunu selatlama aktivitesi i¢in etilendiamin tetra asetik asit-sodyum kullanilmstir.
Sonuglar, n: 3, OD + SD, Tukey testi, 'p<0,05

08
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45. L-EPS’lerin Amiloid B (AP)i42 Agregasyonu Uzerine Inhibitor Etkilerinin

Belirlenmesi

Bu calismada, suslardan elde edilen L-EPS’lerin Api42 agregasyonu iizerine inhibitor
etkilerinin tiyoflavin T testi kullanilarak, mikroplaka okuyucu ile belirlenmesi amaglanmustir.
AP1-42 agregasyonun inhibisyonu AH tedavisinde giincel olarak hedeflenen ana stratejilerden
birisi oldugu igin, L-EPS’lerin AP1.42 agregasyonu iizerine inhibitor etkilerinin belirlenmesi

Onem tasimaktadir.

Sonuglar Sekil 4.6’da verilmistir. APi-42’nin kendisi ile agregasyonu sonucu AP oligomerleri
ve AP fibrilleri olusmaktadir. AP oligomerleri ve AP fibrillerinden de AP plaklarinin olustugu
bilinmektedir. Suslardan elde edilen L-EPS’lerin 24 saat uygulama siiresinde artan
konsantrasyonlarina bagli olarak APi-42 agregasyonunu kontrol grubuna gore %2-38 arasinda
degisen oranlarda azalttigi tespit edilmistir (p<0,05). APi-42 agregasyonunun artan L-EPS
konsantrasyonlarina bagli olarak azalmasi L-EPS’lerin AP1-42 agregasyonuna karsi inhibitor
etkilerini gostermistir. Her iki sustan elde edilen L-EPS’lerin artan konsantrasyonlarinda Ap:-
42 agregasyonunu azalttig1 belirlenmistir. En iyi inhibisyonu %38 oraninda L. delbrueckii ssp.

bulgaricus B3 susunun 1250 pg/mL L-EPS uygulamasi gostermistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Suslardan elde edilen farkli konsantrasyonlardaki L-EPS’lerin Ai1-42 agregasyonu
tizerine inhibitor etkileri. Sonuglar, n: 3, OD + SD, Tukey testi, *p<0,05, Kontrol
grubuna (APi42) gore L-EPS uygulanmis gruplardaki bagil floresan birimleri
(RFU)
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Suslardan elde edilen 1250 pg/mL konsantrasyondaki L-EPS’lerin (Api1-42 agregasyonu
tizerine en iyi inhibitor etkiyi géstermis olan konsantrasyon) artan uygulama siirelerine baglh
olarak ApPi-s2 agregasyonunu kontrol grubuna gore %0-38 arasinda degisen oranlarda azalttigi
tespit edilmistir (p<0,05). APi-42 agregasyonunun artan L-EPS uygulama siirelerine bagh
olarak azalmasi L-EPS’lerin APi-42 agregasyonuna karsi inhibitor etkilerini géstermistir. Her
iki sustan elde edilen L-EPS’lerin artan uygulama siirelerinde APi1-42 agregasyonunu azalttigi
belirlenmis olup, en yiiksek inhibitor etkiyi L. delbrueckii ssp. bulgaricus B3 susundan elde
edilen L-EPS’nin 24 saat uygulama siiresi gostermistir (%38) (Sekil 4.7). Elde ettigimiz
sonuglara gore L-EPS’lerin AB1-42 agregasyonuna karsi en etkin konsantrasyonun 1250 pg/mL

ve en etkin uygulama siiresinin ise 24 saat oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.7. Suslardan elde edilen farkli uygulama siireleri denenen 1250 pg/mL’deki L-
EPS’lerin AP1-42 agregasyonu iizerine inhibitor etkileri. Sonuglar, n: 3, OD + SD,
Tukey testi, *p<0,05 Kontrol grubuna gore L-EPS uygulanmis gruplardaki bagil
floresan birimleri (RFU)

Suslardan elde edilen L-EPS’lerin en etkin kosullar1 (1250 pg/mL konsantrasyon ve 24 saat
uygulama siiresi) kullanilarak APi42 agregasyonu iizerine inhibitor etkileri AFM ile de
belirlenmis olup, sonuglar Sekil 4.8’de gosterilmistir. Sekil 4.8A’da APi-42’nin kendisi ile
agregasyonu sonucu Af oligomerlerinin ve AP fibrillerinin olustugu gézlenmistir. Sekil 4.8B
ve C’de ise suslardan elde edilen L-EPS’lerin (1250 pg/mL konsantrasyon ve 24 saat
uygulama stiresi) APi-42’nin kendisi ile agregasyonu sonucu olusan A oligomerlerini ve AP
fibrillerini inhibe ettikleri tespit edilmistir. AFM goriintiilerine gore de L. delbrueckii ssp.

bulgaricus B3 susundan elde edilen L-EPS’nin agrege olmus Api42’yi daha fazla
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depolimerize ederek oOne ¢iktigi goriilmiistiir. Elde ettigimiz sonuglar, L-EPS’lerin AH
tedavisinde APi-42 agregasyonunun inhibitori olarak kullanim potansiyeline sahip oldugunu

gostermistir.

A B C

Sekil 4.8. L-EPS’lerin AP1.42 agregasyonu iizerine inhibitor etkilerinin AFM goriintileri. [A:
AP1-42, B: AB1a2 + L-EPS B3 (1250 pg/mL, 24 saat), C: AB142+ L-EPS GD2 (1250
pug/mL, 24 saat)]

4.6. 3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-difenil Tetrazolium Bromid; Tiazolil Mavi (MTT)

Yontemi ile Belirlenen Sitotoksisite Sonug¢lari

Ap1-42’nin hiicre canliligi lizerine sitotoksik etkisinin belirlenmesi

Bu caligmada, ABi42’nin Alzheimer hastaligi (AH) modeli olusturmak iizere hiicre canliligi

iizerine sitotoksik etkisinin MTT yontemi ile belirlenmesi amaglanmastir.

Calismada, ABi-42 (0-100 uM) ile muamele edilen SH-SYSY hiicreleri 24 saat inkiibasyona
birakilmis ve inkiibasyon siiresi sonunda hiicre canliligi belirlenmistir. Kontrol grubu olarak
hicbir uygulama yapilmamis SH-SYSY  hiicreleri kullanilmigtir.  APi42’nin  artan
konsantrasyonlarinda SH-SY5Y hiicrelerine sitotoksik etkisinin arttig1 bundan kaynakl olarak
da hiicre canliliginin azaldig: tespit edilmistir (p<0,05). 25 uM ve iizeri konsantrasyonlarda
APB142’nin SH-SYSY hiicrelerine %55-90 arasinda degisen yiiksek oranlarda sitotoksik
etkisinin oldugu belirlenmistir. AP142’nin  SH-SYSY hiicreleri tizerinde AH modeli
olusturabilecek ancak yiiksek oranda sitotoksik etkisi olmayan etkin konsantrasyonu tespit
edilmistir. Bundan sonraki ¢alismalara bu konsantrasyon (10 uM) ile devam edilmistir (Sekil
4.9).



84

100
90
80
70
60
50
40 .
30
20 )

10

Hiicre canlihgi (%)

Kontrol 10 25 50 100
APy 4 (nM)

Sekil 4.9. AB1-42’nin hiicre canliligi iizerine sitotoksik etkisi. Sonuglar, n: 3, OD + SD, Tukey
testi, *p<0,05 Kontrol grubuna gore APi-42 uygulanmis gruplardaki hiicre canlilig
(%)

L-EPS’lerin hiicre canlilig1 {izerine sitotoksik etkilerinin belirlenmesi

Bu ¢alismada, suslardan elde edilen L-EPS’lerin AH tedavisinde kullanilan Amerikan Gida ve
[lag Dairesi tarafindan onaylanmis ve yan etkisi bulunan ilaclara alternatif olabilecegi
goriislinii desteklemek iizere hiicre canliligi tizerine etkilerinin MTT yontemi ile belirlenmesi

amaclanmustir.

Calismada, suslardan elde edilen L-EPS’ler (0-1250 pg/mL) ile muamele edilen SH-SY5Y
hiicreleri 24 saat inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon siiresi sonunda hiicre canlilig
belirlenmistir. Kontrol grubu olarak hicbir uygulama yapilmamis SH-SYS5Y hiicreleri
kullanilmigtir. Suglardan elde edilen L-EPS’lerin artan konsantrasyonlarinda SH-SY5Y
hiicrelerine sitotoksik etkilerinin arttig1 belirlenmistir (p>0,05). Ancak, uygulama yapilan tiim
gruplar incelendiginde L-EPS’lerin SH-SYSY hiicrelerine %2-19,3 arasinda degisen diisiik
oranlarda sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.10). Elde ettigimiz sonuglardan
L-EPS’lerin uygulanan en yiiksek konsantrasyonda dahi hiicre canliligin1 %80,7 nin iizerinde
azaltmadigi gozlenmistir. L-EPS’lerin SH-SYSY hiicrelerinin canliligini diisiik oranda
etkilemesi (sitotoksik olmayan etki) AH tedavisinde giivenli olarak kullanilabilirliginin kanit

olmustur.
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Sekil 4.10. L-EPS’lerin hiicre canlilig1 iizerine sitotoksik etkileri. Sonuglar, n: 3, OD + SD,
Tukey testi, *p<0,05 Kontrol grubuna gore L-EPS uygulanmis gruplardaki hiicre
canlilig1 (%)

AB1-42ile SH-SYS5Y hiicrelerinde olusturulan AH modelinde L-EPS’lerin hiicre dliimiine karsi

koruyucu etkilerinin belirlenmesi

Bu c¢alismada, APi-42 ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan AH modelinde suslardan elde
edilen L-EPS’lerin hiicre 6liimiine kars1 koruyucu etkilerinin MTT yo6ntemi ile belirlenmesi

amaclanmustir.

Calismada, suslardan elde edilen L-EPS’ler (0-1250 pg/mL) ile muamele edilen SH-SY5Y
hiicreleri 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Ardindan kuyulardaki L-EPS’li besi ortamu
cekilip, SH-SYSY hiicreleri APi42 (10 uM) ile 24 saat boyunca muamele edilmis ve
inkiibasyon siiresi sonunda hiicre 6liimii belirlenmistir. Kontrol grubu olarak higbir uygulama
yapilmamis SH-SYS5Y hiicreleri kullanilmistir. AB1-42, hiicre 6limiinii kontrol grubuna gore
%45 oraninda arttirmistir (p<0,05). APi-42’nin sitotoksik etkisi sonucunda hiicre Olimiini
arttirdig tespit edilmis olup, bu sayede AH modeli basari ile olusturulmustur. Diger yandan,
suslardan elde edilen farkli konsantrasyonlardaki L-EPS’lerin ise hiicre olimiini Afi-42
grubuna gore %4-30 arasinda degisen oranlarda azalttig: tespit edilmistir (p<0,05). L-EPS’ler
ile yapilan uygulama sonucunda azalan sitotoksik etki ve artan hiicre canliligi, L-EPS’lerin
AP1-42 ile hiicrelerde olusturulan AH modelinde hiicre 6liimiine karst koruyucu etkilerini

gostermistir. Her iki sustan elde edilen L-EPS’lerin artan konsantrasyonlarinda hiicre
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olimiinii azalttigi belirlenmistir. En yiiksek koruyuculuk L. delbrueckii ssp. bulgaricus B3
susundan elde edilen L-EPS’nin 1250 pg/mL konsantrasyonunda belirlenmis olup, kontrole
gore hiicre olimiinii %30 oraninda azaltmistir (Sekil 4.11). Calismadan elde ettigimiz
sonuglar L-EPS’lerin AH tedavisinde Ai-42’nin olusturdugu hiicre 6liimiine kars1 koruyucu

ajan olarak kullanabilirligini géstermistir.
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Sekil 4.11. AB1-42 ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan AH modelinde L-EPS’lerin hiicre
oliimiine kars1 koruyucu etkileri. Sonuglar, n: 3, OD + SD, Tukey testi, *p<0,05
Kontrol grubuna gore APi-42 uygulanmis gruptaki hiicre canliligi (%). “p<0,05
AP1-42 grubuna gore L-EPS uygulanmis gruplardaki hiicre canliligi (%)

4.7. APi42 ile SH-SYSY Hiicrelerinde Olusturulan AH Modelinde L-EPS’lerin
Asetilkolin Esteraz (AChE) Enzim Aktivitesi Uzerine Inhibitér Etkilerinin
Belirlenmesi

Bu calismada, APi-42 ile SH-SY5Y hiicrelerinde olusturulan AH modelinde suslardan elde
edilen L-EPS’lerin AChE enzim aktivitesi lizerine inhibitor etkilerinin Ellman yontemi
kullanilarak mikroplaka okuyucu ile belirlenmesi amaclanmistir. Giintimiizde AH kismi
tedavisinde bazi semptomlari iyilestirmek igin kullanilan ilaglar AChE inhibitoriidiir. AChE
inhibitorleri, AChE enzim aktivitesini inhibe ederek, asetilkolinin yikimini 6nlerler. Noronal
sinapstaki asetilkolin miktarini arttirarak ve kolinerjik sinapslardaki etkisini uzatarak islev
goriirler. Bu baglamda L-EPS’lerin AH’deki kolinerjik eksikligin giderilebilmesi igin AChE

enzim aktivitesi lizerine inhibitdr etkilerinin tespit edilmesi 6nem tasimaktadir.
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AP142, AChE enzim aktivitesini kontrol grubuna gore %25 oraninda arttirmistir (p<0,05).
AP1-42 ile yapilan uygulama sonucunda AChE enzim aktivitesinin indiiklendigi belirlenmistir.
Diger yandan, suslardan elde edilen 100, 250 ve 500 pg/mL konsantrasyonlardaki L-
EPS’lerin AChE enzim aktivitesi lizerine inhibitor etkileri tespit edilememistir (p<0,05).
Suslardan elde edilen L-EPS’lerin sadece 1000 ve 1250 ug/mL konsantrasyonlar1 ABi-a. ile
indiiklenen AChE enzim aktivitesini %8-15 arasinda degisen oranlarda inhibe ettigi
belirlenmistir (p>0,05). Her iki sustan elde edilen L-EPS’lerin 1000 ve 1250 pg/mL
konsantrasyonlarda AChE enzim aktivitesinin inhibisyonu birbirine yakin olmakla birlikte, L.
delbrueckii ssp. bulgaricus B3 susundan elde edilen L-EPS’nin 1250 pg/mL konsantrasyonu
biraz daha 6ne geg¢mistir (%15) (Sekil 4.12). Calismamiz sonuglari 1000 ve 1250 pg/mL
konsantrasyonlardaki L-EPS’lerin AH’de kolinerjik transmisyonu diizeltmek i¢in AChE
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Sekil 4.12. APi-42 ile SH-SYS5Y hiicrelerinde olusturulan AH modelinde L-EPS’lerin AChE
enzim aktivitesi tizerine inhibitor etkileri. Sonuglar, n: 3, OD £ SD, Tukey testi,
#p<0,05 Kontrol grubuna gore APi-42 uygulanmis gruptaki AChE enzim aktivitesi
(%). "p<0,05 AP1-42 grubuna gore L-EPS uygulanmis gruplardaki AChE enzim
aktivitesi (%)

4.8. APi-42 ile SH-SYSY Hiicrelerinde Olusturulan AH Modelinde L-EPS’lerin Total
Antioksidan Seviyesi (TAS) Uzerine Indiikleyici Etkilerinin Belirlenmesi

Bu c¢alismada, APi-42 ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan AH modelinde suslardan elde

edilen L-EPS’lerin TAS iizerine indiikleyici etkilerinin ticari kit kullanilarak mikroplaka
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okuyucu ile belirlenmesi amaglanmistir. AH’nin fizyopatolojisi ile iligkili hipotezlerden birisi
de oksidatif stres hipotezidir. Bu sebeple APi42 ile olusturulan oksidatif strese karsi L-

EPS’lerin TAS’1 indiikleyici ajan olarak kullanabilirliginin belirlenmesi 6nem tagimaktadir.

AP1-42, TAS’1 kontrol grubuna gore %18 oraninda azaltmistir (p<0,05). AP1-42, reaktif oksijen
tirleri (ROS)’nin tretimini indiikleyerek TAS’1 azaltmis bunun sonucunda da calismada
kullanilacak hiicre modelinde oksidatif stres olusturmustur. Diger yandan, suslardan elde
edilen L-EPS’lerin artan konsantrasyonlarinda ise TAS’1 APi142 grubuna gore %36-69
arasinda degisen oranlarda arttirdig1 tespit edilmistir (p<0,05). Artan TAS, L-EPS’lerin AB1-42
ile olusturulan oksidatif strese karsi antioksidan etkilerini gostermistir. Suslardan elde edilen
tim konsantrasyonlardaki L-EPS’lere ait TAS’in kontrol grubundan daha yiiksek seviyede
oldugu belirlenmistir. Her iki sustan elde edilen L-EPS’lerin artan konsantrasyonlarinda
TAS’1 arttirdigi saptanmustir. En iyi sonucu L. delbrueckii ssp. bulgaricus B3 susundan elde
edilen L-EPS’nin 1250 pug/mL uygulamasi gostermis olup, TAS’1 %69 oraninda arttirdigi
gozlenmistir (Cizelge 4.4). Calismadan elde edilen sonuglar, L-EPS’lerin gosterdikleri
antioksidan aktivite sonucunda azalan TAS’1 arttirarak APi.42 ile indiiklenen oksidatif strese

kars1 koruma sagladigini gostermistir.

Cizelge 4.4. AP142 ile SH-SYS5Y hiicrelerinde olusturulan AH modelinde L-EPS’lerin TAS
iizerine indiikleyici etkileri

Uygulamalar TAS

(umol Troloks esdegeri/mg)

Kontrol 0,337+£0,015

AP1-22 0,275+0,031*
L-EPS (ug/mL)  L-EPS B3 L-EPS GD2
100 0,428+0,021" 0,375+0,028"
250 0,435+0,019" 0,382+0,017"
500 0,441+0,014" 0,390+0,032"
1000 0,458+0,022" 0,398+0,025"
1250 0,465+0,033" 0,407+0,019"

Sonuglar, n: 3, OD = SD, Tukey testi, #p<0,05 Kontrol grubuna gére APi-42 uygulanmis
gruptaki TAS (umol Troloks esdegeri/mg). “p<0,05 APi.42 grubuna gére L-EPS uygulanmus
gruplardaki TAS (umol Troloks esdegeri/mg)
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4.9. AB1-42ile Olusturulan AH Modelinde L-EPS’lerin Sodyum Dismutaz (SOD), Katalaz
(CAT) ve Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktiviteleri Uzerine Indiikleyici

Etkilerinin Belirlenmesi

Bu c¢alismada, APi-42 ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan AH modelinde suslardan elde
edilen L-EPS’lerin SOD, CAT ve GPx enzim aktiviteleri lizerine indiikleyici etkilerinin ticari
kit kullanilarak mikroplaka okuyucu ile belirlenmesi amaglanmistir. AH’deki norolojik
bozukluklara katkida bulunan en onemli faktérlerden biri oksidatif strestir. Bu sebeple, L-
EPS’lerin oksidatif strese karst gosterdigi koruyucu etkisindeki antioksidan enzim

aktivitelerinin roliiniin belirlenmesi Onem arz etmektedir.

APi1-42’nin SOD, CAT ve GPx enzim aktivitelerini kontrol grubuna gore sirasiyla %62; %58
ve %34 oraninda azalttigi belirlenmistir (p<0,05). APi-42, temel antioksidan savunma
hattindaki SOD, CAT ve GPx enzim aktivitelerini azaltarak, SH-SHS5Y hiicrelerini ROS’a
karsi savunmasiz hale getirmistir. Bu sayede hiicrelerde ROS kaynakli oksidatif stres
olusmustur. Diger yandan, suslardan elde edilen L-EPS’lerin ise SOD, CAT ve GPx enzim
aktivitelerini AP1-42 grubuna gore sirasiyla %104-296; %48-211 ve %32-90 arasinda degisen
oranlarda arttirdig1 tespit edilmistir (p<0,05). Artan SOD, CAT ve GPx enzim aktiviteleri, L-
EPS’lerin Afi142’ye karsi temel antioksidan savunmayi giiclendirdigini gostermistir. L-
EPS’lerin SOD enzim aktivitesine etkisi en yiiksek iken, GPx enzim aktivitesine etkisi ise en
diisiiktiir. B3 susundan elde edilen 250, 500, 1000 ve 1250 pg/mL konsantrasyonlardaki L-
EPS’ye ve GD2 susundan elde edilen 500, 1000 ve 1250 pg/mL konsantrasyonlardaki L-
EPS’ye ait SOD ve GPx enzim aktivitelerinin kontrol grubundan daha yiiksek seviyede
oldugu belirlenmistir. B3 ve GD2 susundan elde edilen 1000 ve 1250 pg/mL
konsantrasyonlardaki L-EPS’lerin CAT enzim aktivitesi kontrol grubundan daha yiiksek
seviyede oldugu tespit edilmistir. Her iki sustan elde edilen L-EPS’lerin artan
konsantrasyonlarinda SOD, CAT ve GPx enzim aktivitelerini arttirdigi belirlenmis olup, en
yiiksek indiikleyici etkiyi L. delbrueckii ssp. bulgaricus B3 susundan elde edilen L-EPS’nin
1250 ug/mL konsantrasyonu gostermistir (%296; %211 ve %90) (Cizelge 4.5, 4.6 ve 4.7).
Elde ettigimiz sonuglara gére L-EPS’ler antioksidan enzim aktivitelerini (SOD, CAT ve GPx)
indiikleyerek antioksidan etki gostermis olup, APi42 tarafindan olusturan ROS kaynakli

oksidatif strese kars1 koruyucu etki gostermislerdir.
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Cizelge 4.5. AP1-a2ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan AH modelinde L-EPS’lerin SOD
enzim aktivitesi lizerine indiikleyici etkileri

Uygulamalar SOD (U/mg)
Kontrol 13,5+0,2
AP1-42 5,2+0,1%
L-EPS (ug/mL) L-EPS B3 L-EPS GD2

100 11,3+0,0" 10,6+0,2
250 13,7+0,1" 12,8+0,0"
500 16,8+0,3" 15,7+0,1°
1000 18,2+0,2" 17,3+0,3"
1250 20,6+0,0" 19,8+0,3"

Sonuglar, n: 3, OD = SD, Tukey testi, “p<0,05 Kontrol grubuna gére APi-s2 uygulanmus
gruptaki SOD enzim aktivitesi (U/mg). “p<0,05 APi-s2 grubuna gére L-EPS uygulanmis
gruplardaki SOD enzim aktivitesi (U/mg)

Cizelge 4.6. AP1-42ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan AH modelinde L-EPS’lerin CAT
enzim aktivitesi tizerine indiikleyici etkileri

Uygulamalar CAT (U/mg)
Kontrol 14,8+0,3
APB1-42 6,2+0,0%
L-EPS (ug/mL) L-EPS B3 L-EPS GD2

100 9,5+0,1" 8,2+0,0"
250 11,3+0,2" 10,7+0,3"
500 14,2+0,0" 13,240,1°
1000 16,7+0,2" 15,4+0,0"
1250 18,3£0,1" 17,6+0,3"

Sonuglar, n: 3, OD = SD, Tukey testi, “p<0,05 Kontrol grubuna gére APi-42 uygulanmus
gruptaki CAT enzim aktivitesi (U/mg). "p<0,05 APi-s2 grubuna gére L-EPS uygulanmis
gruplardaki CAT enzim aktivitesi (U/mg)

Cizelge 4.7. AP1-a2 ile SH-SYS5Y hiicrelerinde olusturulan AH modelinde L-EPS’lerin GPx
enzim aktivitesi tizerine indiikleyici etkileri

Uygulamalar GPx (U/mg)
Kontrol 22.4+0,0
AP1-42 14,8+0,3"
L-EPS (ug/mL) L-EPS B3 L-EPS GD2

100 20,240,2" 19,6+0,2"
250 22,6+0,0" 21,6+0,3"
500 24,5+0,1" 23,5+0,0"
1000 26,9+0,2" 25,6+0,3"
1250 28,1+0,0" 27,840,1"

Sonuglar, n: 3, OD = SD, Tukey testi, “p<0,05 Kontrol grubuna gére APi-42 uygulanmis
gruptaki GPx enzim aktivitesi (U/mg). “p<0,05 APi-42 grubuna gore L-EPS uygulanmis
gruplardaki GPx enzim aktivitesi (U/mg)
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4.10. AP1-42 ile Olusturulan AH Modelinde L-EPS’lerin Total Oksidan Seviyesi (TOS)

Uzerine Baskilayic: Etkilerinin Belirlenmesi

Bu galismada, APi-42 ile SH-SYS5Y hiicrelerinde olusturulan AH modelinde suslardan elde
edilen L-EPS’lerin TOS {izerine baskilayict etkilerinin ticari kit kullanilarak mikroplaka
okuyucu ile belirlenmesi amaglanmigtir. AH ile ilgili arastirmalarda ilgi odagi haline gelen
oksidatif stres teorisi merkezi bir rol oynamaktadir. Bu sebeple APi.s2 ile olusturulan
oksidatif strese karst1 L-EPS’lerin TOS’u baskilayict ajan olarak kullanabilirliginin

belirlenmesi 6nem tagimaktadir.

AP1-42’nin TOS’u kontrol grubuna gore %42 oraninda arttirdigi belirlenmistir (p<0,05).
Oksidatif stres, TAS ile TOS arasindaki dengenin bozulmas1 nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir.
Artan TOS, oksidatif stresin belirtecidir. Diger yandan, suslardan elde edilen L-EPS’lerin
ise TOSu APi142 grubuna gore %21-47 arasinda degisen oranlarda azalttigi tespit
edilmistir (p<0,05). Azalan TOS, L-EPS’lerin AB1-42 ile olusturulan oksidatif strese karsi
baskilayici etkilerini gostermistir. Ayrica, B3 susundan elde edilen 500, 1000 ve 1250
pug/mL Kkonsantrasyonlardaki L-EPS’nin ve GD2 susundan elde edilen 1000 ve 1250
ug/mL konsantrasyonlardaki L-EPS’nin TOS’u kontrol grubundan daha diisiik seviyede
oldugu belirlenmistir. Her iki sustan elde edilen L-EPS’lerin artan konsantrasyonlarinda
TOS’u azaltigi belirlenmis olup, en yiiksek baskilayici etkiyi L. delbrueckii ssp.
bulgaricus B3 susundan elde edilen L-EPS’nin 1250 pg/mL konsantrasyonu gostermistir
(%47) (Cizelge 4.6). Calismadan elde edilen sonuglar L-EPS’lerin gosterdikleri
antioksidan aktivite sonucunda artan TOS’u azaltarak A1-42 ile indiiklenen oksidatif strese

kars1 koruma sagladigini gostermistir.
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Cizelge 4.8. AP1-42ile SH-SYS5Y hiicrelerinde olusturulan AH modelinde L-EPS’lerin TOS
izerine baskilayici etkileri

Uygulamalar TOS
(umol hidrojen peroksit esdegeri/mg)
Kontrol 6,9+0,2
AP1-42 9,8+0,3%
L-EPS (ug/mL) L-EPS B3 L-EPS GD2
100 7,6+£0,2" 7,7+0,0"
250 7,3+0,3" 7,6+0,1"
500 6,8+0,0" 7,3+0,2"
1000 5,8+0,1" 6,8+0,0"
1250 5,240,0" 6,6+0,1"

Sonuglar, n: 3, OD = SD, Tukey testi, “p<0,05 Kontrol grubuna gére APi-42 uygulanmus
gruptaki TOS (umol hidrojen peroksit esdegeri/mg). "p<0,05 APi-42 grubuna gére L-EPS
uygulanmis gruplardaki TOS (umol hidrojen peroksit esdegeri/mg)

4.11. APi-42 ile Olusturulan AH Modelinde L-EPS’lerin Hiicre i¢i Reaktif Oksijen
Tiirleri (ROS) Miktar1 Uzerine Baskilayic1 Etkilerinin Belirlenmesi

Bu ¢alismada, APi-42 ile SH-SYS5Y hiicrelerinde olusturulan AH modelinde suslardan elde
edilen L-EPS’lerin hiicre i¢i ROS miktar1 iizerine baskilayict etkilerinin 2°,7’-
diklorofluoresin diasetat, H2ZDCFDA (DCFDA) boyasi kullanilarak flow sitometre ile
belirlenmesi amaclanmistir. Renksiz olan H2DCFDA (DCFDA) boyasi ortamdaki ROS ile

oksitlenmektedir ve yesil floresans 6zellikteki DCF boyasina dontigmektedir.

AP1-42’nin hiicre i¢1 ROS miktarm1 kontrol grubuna gore %275 oraninda arttirdig
belirlenmistir (p<0,05). APi-42’nin arttirdigi hiicre i¢ci ROS miktari, yayilan floresan ile
pozitif korelasyon gostermistir. Bu durum APi42’nin oksidatif stresi etkin bir sekilde
arttirdigin1 gostermistir. Diger yandan, suslardan elde edilen farkli konsantrasyonlardaki L-
EPS’lerin ise hiicre i¢i ROS miktarim1 APi42 grubuna gore %50-69 arasinda degisen
oranlarda azalttig1 tespit edilmistir (p<0,05). Azalan hiicre i¢i ROS miktar1 L-EPS’lerin
AP1-42 ile olusturulan oksidatif strese kars1 baskilayici etkilerini gostermistir. Her iki sustan
elde edilen L-EPS’lerin artan konsantrasyonlarinda hiicre i¢i ROS miktarini1 6nemli 6l¢iide
azaltti1 belirlenmis olup, L-EPS’lerin ROS’u baskilayic1 etkilerinin birbirine yakin oldugu
dikkati c¢ekmistir. En yliksek baskilayict etki ise %69 oraninda belirlenmis ve L.
delbrueckii ssp. bulgaricus B3 susunun 1250 pg/mL L-EPS uygulamasindan elde
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edilmistir (Sekil 4.13). Elde ettigimiz sonuglar L-EPS’lerin hiicre i¢i ROS miktarini
baskilayarak Api-42 kaynakli oksidatif strese karsi koruma sagladigini kanitlar niteliktedir.
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Sekil 4.13. APi1-a2 ile SH-SYS5Y hiicrelerinde olusturulan AH modelinde L-EPS’lerin hiicre
ici ROS miktari tizerine baskilayici etkileri. Sonuglar, n: 3, OD + SD, Tukey
testi, *p<0,05 Kontrol grubuna gére APi-s2 uygulanmis gruptaki bagil floresan
birimleri (RFU). “p<0,05 APi42 grubuna gore L-EPS uygulanmis gruplardaki
bagil floresan birimleri (RFU)

L-EPS’lerin antioksidan aktivitelerinden (DPPH serbest radikalini siiplirme aktivitesi,
hidroksil radikalini siiplirme aktivitesi, siiperoksit anyon radikalini siiplirme aktivitesi ve
lipit peroksidasyonun inhibisyon orani) elde ettigimiz sonuglar, ticari kitlerden (TAS,
SOD, CAT, GPx enzim aktiviteleri ve TOS) ve flow sitometreden elde ettigimiz sonuglari
(hiicre i¢ci ROS miktar1) destekler nitelikte olup, L-EPS’lerin antioksidan etki sonucu Ap:-

42 kaynakl1 oksidatif stresi baskiladigini gosterir niteliktedir.

4.12. APi42 ile SH-SY5Y Hiicrelerinde Olusturulan AH Modelinde L-EPS’lerin

Apoptoz Uzerine Baskilayici Etkilerinin Belirlenmesi

Bu c¢alismada, APi42 ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan suslardan elde edilen L-
EPS’lerin apoptoz iizerine baskilayici etkilerinin anneksin V-FITC ve propidyum iyodiir
boyalar1 kullanilarak flow sitometre ile belirlenmesi amaglanmistir. Anneksin V, membran
fosfolipidlerine baglanan bir protein olup, fosfatidilserine kars1 yiiksek afiniteye sahiptir.
Normal hiicrelerde hiicre zarinin i¢ yiiziinde fosfatidilserin bulunurken, apoptotik hiicrede

fosfatilserinler hiicre zarinin dis yiiziine transloke olmaktadir. Dis yiize transloke olan
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fosfatidilserinler, FITC ile isaretlenmis anneksin V kullanilarak goriiniir hale

getirilmektedir.

AP142’nin erken apoptoz ve ge¢ apoptoz sathasindaki hiicre yiizdesini kontrol grubuna
gore %880 oraninda arttirdigi belirlenmistir (p<0,05). Anneksin V pozitif hiicrelerinin
artig1, erken apoptoz ve gec apoptozun bir gostergesi olarak kabul edilmistir. Diger yandan,
suslardan elde edilen farkli konsantrasyonlardaki L-EPS’lerin ABi-42 grubuna gore erken
apoptoz ve gec apoptoz safthasindaki hiicre yiizdesini %35-67 arasinda degisen oranlarda
azalttig1 tespit edilmistir (p<0,05). Anneksin V pozitif hiicrelerinin azalisi, L-EPS’lerin
AP142 ile indiikklenen erken apoptoz ve ge¢ apoptoza karsi baskilayict etkilerini
gostermistir. Her iki sustan elde edilen L-EPS’lerin artan konsantrasyonlarinda APi-4 ile
indiiklenmis AH hiicre modelinde erken apoptoz ve ge¢ apoptoz safhasindaki hiicre
yiizdesini 6nemli Olgiide baskiladigi belirlenmistir. En yiiksek baskilayict etkiyi L.
delbrueckii ssp. bulgaricus B3 susundan elde edilen L-EPS’nin 1250 pg/mL
konsantrasyonu gostermistir (%67) (Sekil 4.14). Calismadan elde edilen sonuglar, L-
EPS’lerin anneksin V pozitif hiicrelerini baskilarak, anti-apoptotik etki sonucu APi-42 ile

indiiklenen hiicre 6liimiine karsi koruyucu etki gosterdigini yansitmistir.
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Sekil 4.14. APi42 ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan AH modelinde L-EPS’lerin
apoptoz lizerine baskilayici etkileri. Sonuglar, n: 3, OD + SD, Tukey testi,
#p<0,05 Kontrol grubuna gére APi42 uygulanmis gruptaki anneksin V
hiicreler (%). "p<0,05 APi42 grubuna gére L-EPS uygulanmis gruplardaki
anneksin V hiicreler (%)
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4.13. APi42 ile SH-SY5Y Hiicrelerinde Olusturulan AH Modelinde L-EPS’lerin
Mitokondriyal Membran Potansiyeli Uzerine Koruyucu Etkilerinin

Belirlenmesi

Bu ¢alismada, ABi-42 ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan AH modelinde suslardan elde
edilen L-EPS’lerin mitokondriyal membran potansiyeli iizerine koruyucu etkilerinin JC-1
boyasi kullanilarak flow sitometre ile belirlenmesi amaglanmistir. Potansiyel farkini 6lgen
JC-1 boyasi, polarize mitokondri varliginda mitokondri membranlar1 arasina toplanarak
kirmizi floresan artis1 gostermektedir. Depolarize mitokondriyal varhiginda ise, boya

sitoplazmaya dagilmaktadir ve boyanin bu formu yesil floresan 6zelliktedir.

AP1-42’nin mitokondriyal membran potansiyel yiizdesini kontrol grubuna gore %47
oraninda belirlenmistir (p<0,05). Diisiik mitokondriyal membran potansiyeli hasarli
mitokondriyi gostermistir. APi-42 ile indiiklenen mitokondriyal membran potansiyelindeki
kayip, ATP iiretiminin inhibisyonuna neden olarak apoptozu indiiklemis ve SH-SY5Y
hiicrelerinin 6liimiine sebep olmustur. Diger yandan, suslardan elde edilen L-EPS’lerin
AP142 grubuna gore mitokondriyal membran potansiyel yiizdesini %28-62 arasinda
degisen oranlarda arttirdigi tespit edilmistir (p<0,05). Artan mitokondriyal membran
potansiyeli L-EPS’lerin Afi42 ile olusturulan mitokondriyal hasara karsi koruyucu
etkilerini gostermistir. Her iki sustan elde edilen L-EPS’lerin artan konsantrasyonlarinda
mitokondriyal membran potansiyel yiizdesini arttirdigi belirlenmis olup, en yiiksek
koruyucu etkiyi L. delbrueckii ssp. bulgaricus B3 susundan elde edilen L-EPS’nin 1250
ug/mL konsantrasyonu gostermistir (%62) (Sekil 4.15). Elde ettigimiz sonuglara goére, L-
EPS’lerin mitokondriyal membran potansiyelindeki kaybi engelleyerek, anti-apoptotik etki

sonucu Apf1-42 kaynakli hiicre 6liimiine kars1 koruma 6zelliginin oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.15. APi-a2 ile SH-SY5Y hiicrelerinde olusturulan AH modelinde L-EPS’lerin
mitokondriyal membran potansiyeli tizerine koruyucu etkileri. Sonuglar, n: 3,
OD =+ SD, Tukey testi, “p<0,05 Kontrol grubuna gore APi.42 uygulanmis
gruptaki mitokondiyal membran potansiyeli (%). “p<0,05 Api-s2 grubuna gore
L-EPS uygulanmis gruplardaki mitokondiyal membran potansiyeli (%)

4.14. APi42 ile SH-SY5Y Hiicrelerinde Olusturulan AH Modelinde L-EPS’lerin
Protein Kinaz B (AKT/PKB), Niiklear Faktor-kB (NF-kB/p65), Mitojenle
Aktive Edilmis Protein Kinaz (MAPK) ve Apoptoz Sinyal Yolaklar1 Uzerine

Modiilator Etkilerinin Belirlenmesi

Bu c¢alismada, APi42 ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan suslardan elde edilen L-
EPS’lerin AKT/PKB, NF-kB/p65, MAPK ve apoptoz sinyal yolaklarinda yer alan protein
kinaz B (AKT/PKB), niiklear faktér-«B (NF-xB/p65), hiicre disi sinyalle diizenlenen kinaz
1 (ERK1), hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz 2 (ERK2), c-Jun N-terminal kinaz (JNK),
JUN, p38 mitojenle aktive edilmis protein kinaz (p38 MAPK), BCL2 associated X (BAX),
BCL2, kaspaz-3 (CASP3), kaspaz-7 (CASP7), kaspaz-8 (CASP8), kazpaz-9 (CASP9) ve
sitokrom C (CYCS) genlerinin ekspresyon seviyeleri {lizerine modiilator etkilerinin qRT-
PZR ile belirlenmesi amaglanmistir. AH’de yukarida bahsi gegen sinyal yolaklarinin
noronal gelisim ve fonksiyonunda kritik role sahip olduklar1 bilinmektedir. Bu sebeple L-
EPS’lerin AKT/PKB, NF-kB/p65, MAPK ve apoptoz sinyal yolaklar1 lizerine modiilator
etkilerinin belirlenmesi, L-EPS’lerin AH nin tedavisinde ¢oklu sinyal yolaklarini hedef

alma kabiliyetlerini gostermis olmas1 bakimindan olduk¢a 6nem arz etmektedir.
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AB142’nin BCL2 ve AKT/PKB genlerinin ekspresyon seviyelerini kontrol grubuna goére
sirastyla 2,5 ve 5,0 kat azalttigr belirlenmistir (p<0,05). Diger taraftan, suslardan elde
edilen farkli konsantrasyonlardaki L-EPS’lerin APi-42 grubuna gore BCL2 ve AKT/PKB
genlerinin ekspresyon seviyelerini sirasiyla 1,2-2,7 ve 1,7-4,2 arasinda degisen katlarda
arttirdigr tespit edilmistir (p<0,05). Her iki sustan elde edilen L-EPS’lerin artan
konsantrasyonlarinda BCL2 ve AKT/PKB genlerinin ekspresyon seviyelerini arttirdigi
belirlenmis olup, en yiiksek indiikleyici etkiyi L. delbrueckii ssp. bulgaricus B3 susundan
elde edilen L-EPS’nin 1250 ug/mL konsantrasyonu gostermistir (2,7 kat ve 4,2 kat) (Sekil
4.16 ve Sekil 4.17).

AP142’nin BAX, CASP3, CASP7, CASP8, CASP9, CYCS, ERK1, ERK2, JNK, JUN, NF-
kBIp65 ve p38 MAPK genlerinin ekspresyon seviyelerini kontrol grubuna goére degisen
katlarda arttirdigi belirlenmistir (p<0,05) (Cizelge 4.7). Diger taraftan, suslardan elde
edilen farkli konsantrasyonlardaki L-EPS’lerin A1-42 grubuna gore BAX, CASP3, CASP7,
CASP8, CASP9, CYCS, ERK1, ERK2, JNK, JUN, NF-xB/p65 ve p38 MAPK genlerinin
ekspresyon seviyelerini degisen katlarda azalttig tespit edilmistir (p<0,05) (Cizelge 4.7).
Her iki sustan elde edilen L-EPS’lerin artan konsantrasyonlarinda BAX, CASP3, CASP7,
CASP8, CASP9, CYCS, ERK1, ERK2, JNK, JUN, NF-xB/p65 ve p38 MAPK genlerinin
ekspresyon seviyelerini azalttigi belirlenmis olup, en yiliksek baskilayic1 etkiyi L.
delbrueckii ssp. bulgaricus B3 susundan elde edilen L-EPS’nin 1250 pg/mL
konsantrasyonu gostermistir (Sekil 4.16 ve Sekil 4.17).

Her iki sustan elde edilen L-EPS’lerin etkili oldugu sinyal yolaklari sirasiyla AKT/PKB >
apoptoz > MAPK > NF-kB/p65 seklindeyken, etkili oldugu genler ise sirasiyla AKT/PKB
> CASP9 > CASP7 = CYCS > BCL2 > CASP3 > BAX > CASP8 > JNK > JUN > NF-«xB/p65
= p38 MAPK > ERK1 = ERK2 seklindedir. L-EPS’ler AKT/PKB sinyal yolagini
indiikleyerek ve NF-xB/p65 sinyal yolagimi baskilayarak, apoptoz ile iliskili genleri
modiile etmis ve bdylece apoptozu baskilamistir. L-EPS’ler, MAPK sinyal yolaginda yer
alan ERK1, ERK2, JNK, JUN ve p38 MAPK genlerinin ekspresyonlarinda azalisa neden
olarak, noronal apoptozun indiiksiyonunun altinda yatan MAPK sinyal yolagini
baskilamistir. L-EPS’ler apoptoz sinyal yolaginda yer alan proapoptotik genlerin
ekspresyonlarinda azalisa, anti-apoptotik genin ise ekspresyonunda artisa neden olarak
apoptozu baskilayic1 etki gostermistir. qRT-PZR’dan elde ettigimiz sonuglar (apoptoz

sinyal yolagi), flow sitometreden elde ettigimiz sonuglar1 (apoptoz ve mitokondriyal
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membran potansiyeli) destekler nitelikte olup, L-EPS’lerin apoptozu baskilayici etkilerinin

mekanizmasini agiklar niteliktedir.
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Sekil 4.16. APi42 ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan AH modelinde L-EPS’lerin
apoptoz sinyal yolaginda rol oynayan genler iizerine modiilator etkileri (A)
BAX, (B) BCL2, (C) CASP3, (D) CASP7, (E) CASP8, (F) CASP9 ve (G)
CYCS. Sonuglar, n: 3, OD + SD, Tukey testi, #p<0,05 Kontrol grubuna gére
APi42 uygulanmis gruptaki mRNA ekspresyon seviyesi. p<0,05 APi-a2
grubuna gore L-EPS uygulanmis gruplardaki mRNA ekspresyon seviyesi
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Sekil 4.17. APi42 ile SH-SY5Y hiicrelerinde olusturulan AH modelinde L-EPS’lerin
AKT/PKB, NF-kB ve MAPK sinyal yolaklarinda rol oynayan genler iizerine
modiilator etkileri (A) AKT/PKB, (B) ERK1, (C) ERK2, (D) JNK, (E) JUN,
(F) NF-«xB/p65 ve (G) p38 MAPK. Sonuglar, n: 3, OD £+ SD, Tukey testi,
#p<0,05 Kontrol grubuna gére APi.42 uygulanmis gruptaki mRNA ekspresyon
seviyesi. "p<0,05 APi-s2 grubuna gore L-EPS uygulanmis gruplardaki mRNA
ekspresyon seviyesi
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Cizelge 4.9. APi-42 ile SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan AH modelinde L-EPS’lerin
AKT/PKB, NF-kB/p65, MAPK ve apoptoz sinyal yolaklarinda yer alan
genlerin lizerine modiilator etkileri

MRNA ekspresyon seviyesi
(kat)

Gen ad1 AP142] L-EPSB31 L-EPSGD2 1t
BCL2 2,5% 1,5-2,7" 1,2-2,4"
AKT/PKB 5,0% 2,5-4,2 1,7-3,7

Gen ad1 AP1427 L-EPSB3| L-EPSGD2 |
BAX 10,0 1,7-2,47 1,4-2,07
CASP3 2,5% 1,3-2,6" 1,1-2,4"
CASP7 3,0* 1,2-3,07 1,1-2,3"
CASPS8 2,0% 1,1-2,0" 1,0-1,4"
CASP9 3,5% 1,3-3,57 1,0-2,2"
CYCS 25" 1,4-3,0° 1,1-2,0°
ERK1 1,5 1,0-1,57 1,0-1,3"
ERK2 1,5% 1,1-1,57 1,0-1,3"
INK 2,5% 1,2-1,8" 1,0-1,4"
JUN 2,5% 1,1-1,8" 1,1-1,7"
NF-xB/p65 2,5% 1,1-1,7 1,1-1,67
p38 MAPK 2,5% 1,1-1,7" 1,1-1,6"

Tukey testi, *p<0,05 Kontrol grubuna gére APi-s2 uygulanmis gruptaki mRNA ekspresyon
seviyesi. 'p<0,05 APi-s2 grubuna gore L-EPS uygulanmis gruplardaki mRNA ekspresyon

seviyesi
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5. TARTISMA

Demans, giinlik yasam aktivitelerine miidahale edecek kadar siddetli bilissel
yeteneklerdeki diisiisii ifade eden genel bir terimdir. Alzheimer hastaligi (AH), 65 yas ve
iistii kigilerde demans vakalarinin en az iigte ikisini olusturan en yaygin bunama tiiriidiir
(Kumar ve Tsao, 2019: 1-150). AH, kolinerjik disfonksiyon, senil plaklar, norofibriler
yumak olusumu, oksidatif stres, kronik ndroinflamasyon, noral hasar ve sinaps kaybi ile
karakterizedir (Tramutola ve digerleri, 2017). AH’nin tedavisi yoktur, ancak bazi
semptomlarini iyilestirebilecek kismi tedaviler mevcuttur (Kumar ve Tsao, 2019: 1-150).
Asetilkolin esteraz (AChE) inhibitorleri ve memantin, demans yonetiminde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Knight, Khondoker, Magill, Stewart ve Landau, 2018).

AH’nin ¢ok nedenli dogasini anlamak ic¢in gelistirilen, “bir molekiil-coklu hedef”
uygulamasina dayali yeni bir yaklagim son zamanlarda bilim insanlarinin genis bi¢cimde
ilgisini ¢ekmektedir. Cok hedefli ilaglar, AH i¢in tipik olan kilit patolojilerle savagmanin
bir yolu olarak ¢oklu reseptorleri hedef alma kabiliyetini kombine etmektedirler
(Simunkova ve digerleri, 2019). “Bir molekiil-coklu hedef” uygulamasina probiyotik
mikroorganizmalar olan laktik asit bakterilerinden elde edilen ekzopolisakkarit (EPS)’ler

ornek olarak verilebilir.

Literatiirde, EPS’lerin antioksidan, antitiimér, antikoagiilan, antiviriis, antiradyasyon,
antikanser ve immiinoregiilator ozellikleri gosterilmis olup (Li ve digerleri, 2014a; Wang
ve digerleri, 2015a, 2015b; Zhang ve digerleri, 2013), EPS’lerin AH’de kullanim
potansiyellerini ortaya koyan bir ¢alisma yapilmamistir. Ancak, AH’de farkh
organizmalardan (alg, bitki, mantar ve yosun) elde edilen polisakkaritlerin etkileri ile ilgili
amiloid B (AB)’y1, tau proteinlerini, kolinerjik norotransmiteri, oksidatif stresi, anti-
apoptozu, kalsiyum kanalim1 ve diger olast mekanizmalar1 hedefleyen ¢alismalar
yapilmistir (Huang ve digerleri, 2001; Li ve digerleri, 2013a; Su ve digerleri, 2013; Wang
ve digerleri, 2014b; Yu ve digerleri, 2004; Zhong ve digerleri, 2015). EPS’lerin sahip
oldugu genis faydali biyolojik 6zellikler ve polisakkaritlerin AH’de ¢ok hedefli ajan olarak
cesitli caligmalarda kullanilmasi sonucunda, EPS’lerin AH’de saglikli gidalar ve tedavi
edici ajanlar olarak potansiyel niitrisyonel ve farmasotik yararlari  olacagini

diistindiirmiistiir (Xu ve digerleri, 2019a).
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Bu doktora tez ¢alismasinda APi.42 ile SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerinde AH modeli
olusturularak, AH’nin ortak mekanizmalar1 iizerinde probiyotik kaynakli EPS’lerin
yapilarinin ve ndrokoruyucu etki mekanizmalarinin kesfine yonelik deneysel caligsmalar

gergeklestirilmistir.

Calismada kapsamli taramalarla 6ne ¢ikan 2 sus (Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

B3 ve Lactiplantibacillus plantarum GD2) kullanilmistir.

Suglardan elde edilen liyofilize EPS (L-EPS)’lerin toplam karbonhidrat miktarlari
belirlenmistir. B3 susunun L-EPS miktar1 435 mg/L iken, GD2 susunun L-EPS miktar1 385
mg/L’dir. Suglarin tiretim miktarlar1 birbirine yakin bulunmus olup, B3 susundan elde
edilen L-EPS kismi olarak 6ne ¢ikmistir. Literatiirde L. delbrueckii ssp. bulgaricus ve L.
plantarum’un farkli suslarindan elde edilen EPS’lerin iiretim miktarlari 69-324 mg/L
arasinda degisen miktarlarda tespit edilmistir (Bouzar, Cerning ve Desmazeaud, 1996;
Imran ve digerleri, 2016; Kimmel ve Roberts, 1998; Tang ve digerleri, 2017; Zhang ve
digerleri, 2013; Zhou ve digerleri, 2016; Zhu ve digerleri, 2019). EPS {iretim miktar1
bakteri tiirline ve susuna gore degisebilmektedir (Tosun, 2016). Bakterideki hiicre i¢i ve
hiicre dis1 faktorler de EPS iiretim miktarini etkilemektedir. Bu faktorler; ortam ve gelisme
sartlar1 (sicaklik, inkiibasyon sicakliglr ve siiresi, karbon:nitrojen orani, pH, vitamin ve
mineraller), seker niikleotitlerin bazal hiicre metabolizmasindaki yeterlilikleri, bakteri
tarafindan kullanilan karbon kaynagi ve EPS diretiminden sorumlu gen kiimesinin

transkripsiyon miktar1 gibi faktorleri igermektedir (Karasu, 2019).

L-EPS’lerin karakterizasyonu, anlamli bir yapi-6zellik iligkisi kurulmasinda ¢ok 6nemli
yer tutmaktadir. Bu sebeple, bir énceki calismamizda 115R282 kodlu TUBITAK projesi
kapsaminda L-EPS’lerin monomer yapisi, molekiiler agirlig1 ve bag yapilari belirlenmistir.
Bu doktora tezi kapsaminda L-EPS’lerin karakterizasyonuna devam edilerek, L-EPS’lerin
azot, karbon, hidrojen, kiikiirt ve oksijen yiizdeleri, fonksiyonel gruplari, yiizey

morfolojileri ve kristalografik 6zellikleri belirlenmistir.

Bu c¢alismada kullanilan suglardan elde edilen L-EPS’lerin bagka bir calismada monomer
yapist yiiksek performansli sivi kromatografisi ile belirlenmistir. B3 ve GD2 suslarindan
elde edilen L-EPS’lerin sirastyla %88,25; %71,03 mannoz, %9,54; %25,97 glikoz, %o0;
%2,73 arabinoz, %1,04; %0 fruktoz, %1,10; %0 sukroz + maltoz ve %0,07; %0,27 N-
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asetilglukozamin igerdigi tespit edilmistir (Tiikenmez, Aktas, Aslim ve Yavuz, 2019). L-
EPS’lerin agirlikli olarak mannoz ve glikoz monomerlerinden olustugu belirlenmis olup,
ana monomer mannozdur. L-EPS’lerin igerdikleri monomer kompozisyonlar1 ve oranlari
birbirlerine gore farklilik gostermistir. Benzer sekilde literatiirde ayni tiirlerden elde edilen
EPS’lerin bile farkli oranlarda, farkli monomerler igerebilecegi goriilmistir (Li ve
digerleri, 2014a; Tallon, Bressollier ve Urdaci, 2003; Wang ve digerleri, 2010; 2015c).
Mayadan elde edilen EPS’lerin fonksiyonel Ozellikleri iizerine yapilan bir incelemede,
%50’den fazla mannoz iceren EPS’lerin biyolojik aktivitelerinin yiliksek oldugu
bildirilmistir (Gientka, Blazejak, Stasiak Rozanska ve Chlebowska Smigiel, 2015).
EPS’lerin antioksidan aktivitesinin monomer kompozisyonundaki yiiksek miktardaki
mannoz ile iliskili oldugu tespit edilmistir (Wang ve digerleri, 2017). Shao, Dai, Xu, Lin
ve Gao (2004), yiiksek oranda mannoz ve glikozdan olusan polisakkaritlerin toll-like
reseptorlerle etkilesime girebilecegini ve immiinmodiilator aktivite sonucunda konakgi
bagisikligini etkinlestirebilecegini gostermistir. AH’deki senil demansi tedavi etmek veya
onlemek i¢in mannoz ve glukuronik asitge zengin oligosakkaritlerin uygulamasini igeren
bir patent 2014 yilinda Cin’de alinmis olup, bu oligosakkaritlerin nérokoruyucu etkileri
gosterilmistir (Internet 8). Kahverengi alglerden ekstrakte edilen bir oligosakkarit olan
GV-971 (sodyum oligomannurat)’in faz III klinik deneme verileri AH hastalarinin bilissel
islevini iyilestirme agisindan istatistiksel ve klinik 6neme sahip oldugunu gostermistir.
GV-971’in potansiyel mekanizmalar1 arasinda AP agregasyonunun inhibisyonu, bagirsak
floras1 dengesizliginin diizenlenmesi ve noroinflamasyonun azaltilmasinin yer aldig: tespit
edilmistir (Gao ve digerleri, 2020). Lewis ve digerleri (2013), aloe polimannoz
multinutrient kompleks formiiliiniin, AH tanis1 konan yetiskinler arasinda 12 ay boyunca
bilissel ve immiin islevler iizerindeki etkisini arastirmistir. Formiiliin hem klinik hem de
fizyolojik sonuglarda iyilesmeler gosterdigi belirlenmistir. Sugslardan elde edilen L-
EPS’lerin her ikisininde mannoz orani diger monomerlere gore daha yiiksek oranda
bulunmustur. Ancak, B3 susundan elde edilen L-EPS’nin mannoz orani1 kismi olarak 6ne
cikmigtir. Literatiirden elde edilen bilgiler 1s18inda B3 susundan elde edilen L-EPS’nin
biyoaktivitesinin buna bagli olarakta noérokoruyucu etkisinin daha yliksek olacagi

diistiniilmektedir.

Bu calismada kullanilan suslardan elde edilen L-EPS’lerin baska bir ¢calismada molekiiler
agirlign biyiikliikce ayirma kromatografisi ile belirlenmistir. Suslardan elde edilen L-

EPS’lerin farkli molekiiler agirliklarda iki fraksiyona sahip oldugu belirlenmistir. B3 ve
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GD2 suslarindan elde edilen L-EPS’lerin fraksiyonlari sirasiyla 1,2 x 104, 3,5 x 10%; 2,4 x
103, 2,3 x 102 Da seklindedir (Tiikenmez ve digerleri, 2019). L-EPS’lerin fraksiyon sayilari
benzer olup, fraksiyonlarin molekiiler agirliklar1 birbirlerine gore farklilik gOstermistir.
Literatiirdeki EPS’lerin de farkli sayida ve molekiiler agirlikta fraksiyon igerebilecegi
goriilmiistiir. Tallon ve digerleri (2003), L. plantarum EP56’dan izole edilmis EPS’nin iki
farkl1 fraksiyona sahip oldugunu belirlemislerdir (8,5 x 10° Da ve 4 x 10* Da). Bununla
birlikte, L. plantarum YW32 susundan elde edilen EPS’nin 1,03 x 10° Da molekiiler
agirhiga sahip yalnizca bir fraksiyondan olustugu bildirilmistir (Wang ve digerleri, 2015b).
Hamet, Piermaria ve Abraham (2015), 28 farkli Lactobacillus’un EPS’sini incelemis ve
fraksiyon sayisinin bir ile ii¢ arasinda degistigini ve molekiiler agirlik dagiliminin susa
bagli oldugunu gostermistir. EPS’lerin biyoaktivitesinin molekiiler agirliktan etkilendigi
cesitli calismalarla gosterilmistir. Literatiire gore EPS <10* Da, diisiik molekiiler agirlik
olarak kabul edilmektedir (Nwodo, Green ve Okoh, 2012; Xu, Shen, Ding, Gao ve Li,
2011; Zarour ve digerleri, 2017). Diisiik molekiiler agirlikli EPS’lerin, hiicre zari
bariyerlerini kolaylikla gegebildigi bildirilmistir (Li ve digerleri, 2016). Ancak, diisiik
molekiil agirlikli EPS’lerin de biyoaktivitelerini etkileyen ii¢lii sarmal konformasyonunu
olusturmakta zorlandiklar1 belirtilmistir (You ve digerleri, 2011). Yiiksek molekiiler
agirlikli EPS’lerin, diisiik molekiiler agirlikli olanlardan daha fazla immiinregiilator
aktiviteye sahip olma egiliminde olduklart bulunmustur (Ooi ve Liu, 2000; Suarez ve
digerleri, 2005; Wasser, 2002). Chen ve digerleri (2009), yiiksek molekiiler agirlikli
oligosakkaritlerin diisiik molekiiler agirliklilara goére daha yiiksek antioksidasyon
aktivitesine sahip olduklarimi bildirmislerdir. Herba lophatheri’den izole edilen dort
polisakkaritten daha yiiksek molekiiler agirliga sahip olan BLP80-C adi verilen
polisakkaritin, daha yiiksek aktif siiperoksit anyon siipiirme kapasitesi sergiledigi
bulunmustur (Ge ve digerleri, 2013). Cheng, Tsai, Lien, Lee ve Sheu (2016), Hericium
erinaceus’dan elde edilen iki yiiksek molekiiler agirlikli (1,7 x 10° Da ve 1,1 x 10° Da)
fraksiyona sahip polisakkaritlerin sigan feokromasitoma PCI12 hiicrelerinde AP ile
indiiklenen norotoksisite tizerindeki koruyucu etkilerini belirlemiglerdir. B3 susundan elde
edilen L-EPS’nin yiiksek ve diisiik molekiiler agirlikli 2 fraksiyon igerdigi tespit edilmistir.
GD2 susundan elde edilen L-EPS’nin 2 fraksiyonun da diisiik molekiiler agirlikli oldugu
gorilmiistiir. Literatiirden elde edilen verilere gore B3 susundan elde edilen L-EPS’nin
hem yiiksek hem de diisiik molekiiler agirlikli fraksiyonlarinin olmasi sebebiyle biyolojik

aktivitesinin ve norokoruyucu etkisinin daha yiiksek olmasi beklenmektedir.
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Bu ¢aligmada kullanilan suglardan elde edilen L-EPS’lerin baska bir ¢alismada bag yapilar
1D ve 2D-niikleer manyetik rezonans spektroskopisi ile belirlenmistir. B3 ve GD2
suslarindan elde edilen L-EPS’lerin bag yapilar1 B-H1-H3 (B-D-Mannoz—a-D-Mannoz)/a-
H1-H2 (o-D-Mannoz-a-D-Glikoz) olarak yani B-1,3 (B-D-Mannoz—a-D-Mannoz), a-1,2
(a-D-Mannoz-a-D-Glikoz) seklinde tespit edilmistir (Tiikenmez ve digerleri, 2019). L-
EPS’lerin bag yapilar1 suglara gore farklilik gdstermemistir. EPS’lerin omurgasindaki
monomerik birimler arasindaki baglarin B-1,3 veya B-1,4 baglar1 ve a-1,2 veya a-1,6
baglar1 oldugu belirtilmistir (Martinez Martinez, Timmerman, Fleer ve Verhoef, 1993).
EPS’lerin bag yapilar1 dahil olmak iizere molekiiler 6zelliklerinin, proteinlerle etkilesimleri
gliclii bir sekilde etkiledigi gosterilmistir (Diemer ve digerleri, 2012). Biyolojik aktivite
gosteren EPS’lerin esas olarak f-1,3 baglarint igerdigi bildirilmistir (Diemer ve digerleri,
2012). Xu ve digerleri (2009) tarafindan yapilan ¢alismada Ganoderma lucidum’dan izole
edilen B-1,3 glikozitik bagma sahip polisakkaritlerin antioksidan aktivite gosterdikleri
belirlenmistir. Tsai, Yen ve Yang (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada Cordyceps
militaris’den elde edilen B-1,3 glikozitik bagina sahip polisakkarit peptit komplekslerinin
AChE’ye kars1 karakteristik inhibitor etki gosterdigi saptanmustir. Kao ve digerleri (2012),
G. lucidum’dan elde edilen B-1,3 glikozitik bagina sahip glukanin hiicre i¢i reaktif oksijen
tirleri (ROS) miktarin1 azaltarak ve sfingomiyelinaz aktivitesini inhibe ederek hidrojen
peroksit kaynakli hiicre 6limiine karsi antioksidan etki gosterdigini tespit etmislerdir.
Literatiirden elde edilen veriler 1s18inda suslardan elde edilen L-EPS’lerin $-1,3 glikozitik
bagin1 icermesi gosterdikleri biyolojik aktivitelerinin ve norokoruyucu etkilerinin bir

gostergesi olabilir.

Suslardan elde edilen L-EPS’lerin igerdigi azot, karbon, hidrojen, kiikiirt ve oksijen
yiizdeleri elemental analiz ile belirlenmistir. B3 ve GD2 suslarindan elde edilen L-EPS’ler
sirastyla %35,9; %1,6 azot, %44,8; %23,3 karbon, %6,6; %6,4 hidrojen ve %42,7; %68,7
oksijen icerdigi tespit edilmistir. Literatiirdeki EPS’lerin icerdigi elementlerin ve
oranlarinin elde edildigi bakteri tiiriine ve susuna gore farklilik gosterdigi goriilmiistiir.
Goh, Haisman ve Singh (2005)’in yaptiklart calismaya gore L. delbrueckii subsp.
bulgaricus NCFB 2483 susundan elde edilen EPS’nin igerdigi karbon, hidrojen, azot ve
oksijen yiizdeleri sirasiyla %39,1, %6,2, %2,8 ve %50,3 seklindedir. Van Calsteren,
Gagnon, Nishimura ve Makino (2015)’nun yaptiklar1 c¢alismada L. delbrueckii
subsp. bulgaricus OLL1073R-1 susundan elde edilen EPS’nin sadece karbon ve hidrojen

atomlarmi igerdigi belirlenmistir. L. plantarum HM47 susundan elde edilen EPS’nin
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icerdigi karbon, oksijen, fosfor, sodyum, klor ve kiikiirt ylizdeleri sirasiyla %57,5, %39,9,
%1,5, %0,4, %0,4 ve %0,2 seklinde bulunmustur (Nambiar ve digerleri, 2018).
Polisakkarit acisindan zengin Ornekler azot igermemekte veya bu elementin kiiclik
miktarlarim  i¢erdigi  belirlenmistir.  Polisakkaritlerin  yapisinda bulunan azotun
proteinlerden ya da kitinden kaynaklandig1 disiiniilmistiir. Bu proteinlerin muhtemelen

¢ozlniir glukanlara baglandigi tespit edilmistir (Du ve digerleri, 2017).

Suslardan elde edilen L-EPS’lerin igerdigi fonksiyonel gruplar fourier transform infrared
spektroskopisi (FTIR) analizi ile belirlenmistir. Suslarin FTIR spektrumlarina gore 836 cm’
L deki bandin a-D glukanin germe titresimini temsil ettigi saptanmistir. 974 cm™''deki ana
absorpsiyon bandi, C-O-C glikozit bagmin germe titresimini gdstermistir. 800-1200 cm™
arasindaki dalga sayisi, polisakkaritlerin parmak izi bolgesidir ve farkli polisakkaritlerin
karakterize edilmesi icin kullanilabilmektedir. 1200 cm™’deki bantlar, seker
monomerlerinin germe titresimini temsil etmislerdir. Uronik asit varliginda olusan C=0
grubunun karboksilat asimetrik germe ve gerdirmesi nedeniyle 1200-1400 cm civarinda
zay1f sinyaller goriilmiistiir. 1650-1660 cm™ deki bantlar genellikle C=O grubunun gerilme
titresimini temsil etmislerdir. C=0O grubunun ester karbonil germe ve gerdirmesi nedeniyle
1735 cm™°de giiglii bir sinyal goriilmiistiir. 2850-2960 cm™’deki bantlar, metil ve metilen
gruplarinin (-CH2-)C-H gerilme titresimini temsil etmislerdir. Genellikle glikoz veya
galaktoz gibi eksozlarda veya ramnoz gibi deoksiheksozlarda mevcuttur. 3300 cm™®’deki
genis bant, hidroksil gruplarinin germe titresimini temsil etmekte olup, bir karbonhidrat
halkasiin karakteristik pikidir. FTIR spektrumlarindan elde edilen sonuglar L-EPS’lerin
tipik polimerik yapisin1 ortaya koymus olup, L-EPS’lerin polisakkarit yapisinda
olduklarimi dogrulamistir. Literatiirdeki EPS’lerin fonksiyonel gruplarinin olusturdugu
germe titresimlerinin bakteri tiirlerine ve suslarina gore farklik gosterdigi belirlenmistir.
Adebayo Tayo ve Fashogbon (2020)’un yaptiklari  ¢alismaya goére L.
delbrueckii subsp. bulgaricus susundan elde edilen EPS’nin FTIR spektrumuna gore 1637-
1641 cm™deki bantlar C=O grubunun gerilme titresimini temsil etmistir. 2364-2360 cm’
1deki bantlar, metil ve metilen gruplarmin (-CH2-)C-H gerilme titresimini gdstermistir.
3404-3385 cm™’deki genis bant, hidroksil gruplarmin germe titresimini temsil etmistir.
Adesulu Dahunsi, Sanni ve Jeyaram (2018)’mn yaptiklari ¢aligmaya gore L. plantarum
YO175 ve OF101 suslarindan elde edilen EPS’lerin FTIR spektrumlarina gére 1150-1159
cmdeki ana absorpsiyon bandi, C-O-C glikozit baglantisinin germe titresimini

gostermistir. 1649-1655 cm™’deki bantlar C=O grubunun gerilme titresimini temsil
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etmistir. 2898-2924 cm™’deki bantlar, metil ve metilen gruplarinin (-CH2-)C-H gerilme
titresimini gostermistir. 3276-3288 cm™’deki genis bant, hidroksil gruplarmin germe
titresimini temsil etmistir. Fonksiyonel gruplarin gosterdigi germe titresimindeki
farkliliklar EPS’lerin biyolojik aktivitesini etkileyebilmekte olup, bakteri tliriine ve susuna
gore farklillk gosterdigi goriilmiistir. Lu ve digerleri (2020), polisakkaritlerin
biyoaktivitesinin, fonksiyonel gruplarinin sayist ve konumundan etkilenebilecegini
belirtmislerdir. Chen ve digerleri (2009)’nin yaptiklar1 ¢alismada EPS’lerin biyolojik
aktivitesinin, hidroksil, siilfat, amin, karboksil ve fosfat gibi fonksiyonel gruplarin
molekiiler agirlig, tipi ve konumu, sakkarit tipi ve glikozitik dallanma gibi ¢esitli yapisal
parametrelere bagli oldugu bildirilmistir. Polianyonik fonksiyonel gruplara (hidroksil,
amino, karbonil ve karboksil gruplari vb.) baglh olarak EPS’lerin biyolojik aktivitesinin
farklilik gosterdigi de literatiirde ¢esitli calismalarla gosterilmistir (Li ve digerleri, 2017a;
Sathiyanarayanan ve digerleri, 2017). Polianyonik fonksiyonel gruplara sahip
polisakkaritlerin AMPA reseptorii-mitojenle aktive edilmis protein kinaz (MAPK)
etkilesimlerini igeren hayatta kalma yolagini ve hiicresel onarimi destekledigi bildirilmistir
(Chicoine ve Bahr, 2007). El Missiry ve digerleri (2020)’nin yaptiklari g¢alismada,
nanoformiile edilmis polianyonik fonksiyonel gruplara sahip polisakkaritin erkek fare
beyinlerinde oksidatif stres, inflamatuvar sitokinler ve apoptozu modiile ederek
pentilentetrazol kaynakli deneysel epileptik ndbetlerini iyilestirdigi bulunmustur. 2005
yilinda alman Amerika kaynakli bir patentte, Lycium barbarum’dan elde edilen
polianyonik fonksiyonel gruplara sahip polisakkaritlerin kronik ve travmatik néronal
yaralanma sonucunda tedavi edilen ratlarda retinal gangliyon hiicrelerinin dejenerasyonunu
onleyerek ve koruyarak norokoruyucu etki gosterdigini bildirmislerdir (Internet 9).
Suslardan elde edilen L-EPS’lerin FTIR spektrumlari birbirine benzer bulunmakla birlikte,
B3 susundan elde edilen L-EPS’nin polianyonik fonksiyonel gruplarinin (hidroksil, amino,
karbonil ve karboksil gruplar1 gibi) olusturdugu germe titresiminin GD2 susundan elde
edilen L-EPS’ye gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu sebeple literatiirden elde
edilen bilgiler dogrultusunda B3 susundan elde edilen L-EPS’nin biyolojik aktivitesinin
buna bagli olarakta nérokoruyucu etkisinin GD2 susundan elde edilen L-EPS’ye gore one

cikmas1 beklenmektedir.

Suglardan elde edilen L-EPS’lerin yiizeylerinin {i¢ boyutlu ve yiizey morfolojilerinin
yiiksek ¢oziliniirliikte goriintiilenmesi atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ve taramali

elektron mikroskobu (SEM) analizi ile belirlenmistir. B3 ve GD2 suslarindan elde edilen


https://tr.wikipedia.org/wiki/Taramal%C4%B1_elektron_mikroskobu
https://tr.wikipedia.org/wiki/Taramal%C4%B1_elektron_mikroskobu
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L-EPS’lerin yiizey morfolojilerindeki maksimum yiikseklik sirasiyla 303 ve 324 nm iken,
minimum derinlik sirasiyla 147 ve 197 nm, piirlizliiliikk ortalamasi ise sirasiyla 77 ve 63
nm’dir. Suslardan elde edilen L-EPS’lerin yiizey morfolojileri birbirlerine gore farklilik
gostermistir. Maksimum yiikseklik ve minimum derinlik ortalamasina gore GD2 susundan
elde edilen L-EPS 6ne ¢ikarken, piiriizliiliik ortalamasina gére B3 susundan elde edilen L-
EPS 6ne ¢ikmistir. B3 ile GD2 suslarindan elde edilen L-EPS’lerin SEM goriintiilerine
gore B3 susundan elde edilen L-EPS’nin yiizey morfolojisinin pliriizlii bir yapiya sahip
oldugu, GD2 susundan elde edilen L-EPS’nin ise gdzenekli bir yapiya sahip oldugu
gozlenmistir. Suslardan elde edilen L-EPS’lerin sahip olduklar1 yiizey morfolojileri
maksimum yiikseklik, minimum derinlik ve piiriizliilik ortalamasi ile agiklanabilir. B3
susundan elde edilen L-EPS’nin piirlizliiliik ortalamasinin yiiksek olmasi piiriizlii bir
yaptya sahip olmasmi kanitlar niteliktedir. GD2 susundan elde edilen L-EPS’nin
maksimum yiikseklik ve minimum derinlik ortalamasinin yiiksek olmasi ise gézenekli bir
yapiya sahip oldugunu gostermistir. Literatiirde, EPS’lerin elde edildigi bakteri tiirii ve
susuna gore yiizey morfolojilerinin degiskenlik gosterdigi goriilmistiir. Goh ve digerleri
(2005)’nin yaptiklar1 ¢aligmaya gore L. delbrueckii ssp. bulgaricus susundan elde edilen
EPS’nin ylizey morfolojisinde 3-13,5 nm arasinda degisen kiiresel topaklar ve lifli ag
olusumu tespit edilmistir. L. kefiranofaciens ZW3 susundan elde edilen EPS’nin yiizey
morfolojisinin piirlizsiiz ve gozeneksiz bir yapiya sahip oldugu goriilmiistiir (Ahmed,
Wang, Anjum, Ahmad ve Khan, 2013). L. plantarum KF5 susundan elde edilen EPS’nin
ise piirtizsiiz ve gozenekli bir ylizey morfolojisine sahip oldugu belirlenmistir (Wang ve
digerleri, 2010). EPS’lerin gelisme ortamma bagli olarak yiizey morfolojileri
degismektedir. Degisen yiizey morfolojileri ile bakterilerin yiizeyine veya birbirlerine
tutunduklar1 belirlenmistir (Cetin, 2016). EPS’lerin sahip oldugu yiizey piiriizliliigi veya
yiizey topografyasi, yiizeyin cevre ile interaktif proseslerini etkiledigi tespit edilmistir
(Ozkan, 2006). Polimerlerin hiicreye adezyonu, polimerlerin yiizey 6zelliklerine
(purtzliliik, topografya ve yiik gibi) baghidir (Alagoz ve digerleri, 2018). Piiriizlii yiizey
morfolojisinin, piiriizsiiz yiizey morfolojisine kiyasla daha fazla hiicre adezyon kapasitesi
sagladig1 bildirilmistir (Leber ve digerleri, 2016). Kili¢ ve digerleri (2004), hiicre adezyon
kapasitesini epitel yiizey ilizerindeki mannoz reseptdrleri ile iliskilendirmislerdir. Mannoz
iceren EPS’ye sahip bakterilerin bu reseptorlere baglanmasinin, hiicre adezyon
kapasitesine katki saglayacagini belirlemislerdir. Li ve digerleri (2019c)’nin yaptiklar
caligmada, polisakkaritlerin yiizey morfolojisinin, fizikokimyasal 6zellikleriyle yakindan

iliskili oldugunu ve biyolojik islevlerini etkileyebildigini bulmuslardir. Wu ve Huang
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(2020), polisakkaritlerin  biyoaktivitelerinin  yiizey —morfolojilerinden ve  zincir
konformasyonlarindan da etkilendigini belirtmislerdir. Yiizey morfolojisinin hiicre
reseptOriinlin - taninmasi i¢in ¢ok Onemli oldugunu vurgulamislardir. Sargassum
thunbergii’dan elde edilen bes polisakkarit fraksiyonundan piiriizlii yiizey morfolojisine
sahip polisakkaritin zebra baligi modelinde hidrojen peroksit aracili hiicre hasarina ve
oksidatif strese karsi daha fazla koruma sagladig: bildirilmistir (Kang, Lee, Choi ve Jeon,
2019). Polygonum multiflorum’dan elde edilen piiriizlii yiizeye sahip polisakkaritin in vitro
olarak antioksidan aktivite sergiledigi belirlenmistir (Zhu, Xue ve Zhang, 2017). Bir
onceki calismamizda B3 susundan elde edilen L-EPS %88 oraninda hiicre adezyon
kapasitesi gosterirken, GD2 susundan elde edilen L-EPS de %83 oraninda hiicre adezyon
kapasitesi gostermistir (p<0.05) (Tiikenmez ve digerleri, 2019). B3 susundan elde edilen
L-EPS’nin mannoz orani ve ylizey morfolojisindeki piiriizliiliik ortalamasi daha yiiksek
bulunmustur. Bu sebeple B3 susundan elde edilen L-EPS’nin hiicre reseptorlerine
baglanma yeteneginin ve hiicre adezyon kapasitesinin daha fazla olacagi, buna bagl
olarakta biyolojik aktivitesinin ve ndrokoruyucu etkisinin daha yiiksek olacagini
diisiinmekteyiz. Onceki calismamizdan elde edilen hiicre adezyon kapasitesi sonuglar1 da

bu ¢ikarimimizi destekler niteliktedir.

Suslardan elde edilen L-EPS’lerin kristalografik 6zellikleri X-151m1 difraktometresi (XRD)
analizi ile belirlenmistir. XRD desenlerindeki giiclii ve dar pikler kristal karakteri
gosterirken, kiigiik ve genis pikler amorf Karakteri gostermektedir. B3 ile GD2 suslarindan
elde edilen L-EPS’lerin XRD desenlerine gore bilyiik dl¢iide amorf veya zayif bir mikro
diizenlenme (zay1f kristalin) yapisina sahip olduklar1 goriilmiistiir. Suslardan elde edilen L-
EPS’lerin kristalografik 6zellikleri birbirine benzer bulunmus olup, L-EPS’ler arasinda
belirgin bir farklilik tespit edilememistir. Literatiirde yapilan ¢aligmalara gore L. gasseri
FR4 ve L. paracasei M7 suslarindan elde edilen EPS’lerin XRD desenlerine gore biiyiik
Olciide amorf karaktere veya zayif bir mikro diizenlenme (zayif kristalin) yapisina sahip
oldugu goriilmistiir (Bhat ve Bajaj, 2019; Rani, Anandharaj ve Ravindran, 2018). Li ve
digerleri (2018), pirizli yiizey morfolojisinin amorf Kkaraktere isaret ettigini
bildirmislerdir. Hericium erinaceus’dan elde edilen amorf karaktere sahip polisakkaritin
makrofajlarin  yiizeyindeki spesifik hiicre zar1 reseptorlerine (TLR2 ve MR)
baglanabildigini ve daha sonra transkripsiyonel faktorlerin aktivasyonunu ve sitokinlerin
ekspresyonunu indiikledigini tespit etmislerdir. Bu sayede polisakkaritlerin farelerde

siklofosfamid kaynakli immiinosupresyona karsi koruma sagladigini belirlemislerdir (Wu
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ve Huang, 2020). Amorf karaktere veya zayif bir mikro diizenlenme (zayif kristalin)
yapisina sahip polimerler, giiglii bir mikro diizenlenme (giiglii kristalin) yapisina sahip
polimerlere gore daha ¢abuk ¢oziinmiistiir. Ayrica, amorf karaktere sahip polimerler daha
yiiksek ¢oziiniirliikk ve biyoyararlanim sunmustur. Bunun sonucunda amorf karaktere sahip
polimerler, kristalin karaktere sahip polimerlere gore daha {istiin biyolojik aktivite
gostermistir (Urpayil ve Thayyil, 2012). B3 ve GD2 suslarindan elde edilen L-EPS’lerin
XRD desenlerine gore biiyiikk Ol¢iide amorf karaktere sahip olduklar1 belirlenmistir.
Bundan kaynakli olarak, B3 ve GD2 suslarindan elde edilen L-EPS’lerin kristal karaktere
sahip muadillerine gore istiin biyolojik aktivite ve ndrokoruyucu etki gostermeleri

beklenmektedir.

Suglardan elde edilen L-EPS’lerin antioksidan aktiviteleri (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) serbest radikalini siipiirme aktivitesi, hidroksil radikalini siipiirme aktivitesi,
stiperoksit anyon radikalini siipiirme aktivitesi ve lipit peroksidasyonun inhibisyon orani)
belirlenmistir. L-EPS’lerin artan konsantrasyonlarina bagl olarak gosterdikleri antioksidan
aktivitelerinin de arttig1 tespit edilmistir (p<0,05). Denenen serbest radikallere gére L-
EPS’lerin siiplirme aktiviteleri farklilik gostermistir. Her iki susun L-EPS’lerinin serbest
radikalleri stiplirme aktivitesi DPPH > Hidroksil > Siiperoksit radikali seklinde belirlenmis
olup, L-EPS’ler arasindan B3 susundan elde edilen L-EPS’nin GD2 susundan elde edilen
L-EPS’ye gore daha yiiksek serbest radikalleri siipiirme aktivitesi gosterdigi tespit
edilmistir. Ayn1 sekilde demir iyonunu selatlama aktivitesi ve lipit peroksidasyonun
inhibisyonu bakimindan da en iyi sonucu, B3 susundan elde edilen L-EPS’nin 1250 pg/mL
konsantrasyonu gostermistir. Literatiirde gesitli bakteri tiirleri ve suslarindan elde edilen
EPS’lerin antioksidan aktivite gosterdikleri belirlenmistir. Li ve digerleri (2014a), Liu ve
digerleri (2011), Tang ve digerleri (2017) ve Wang ve digerleri (2017)’nin yaptiklari
caligmalara gore L. delbrueckii ssp. bulgaricus SRFM-1 (4 mg/mL), L. paracasei subsp.
paracasei NTU 101 ve L. plantarum NTU 102 (10 mg/mL), L. plantarum KX041 (6-8
mg/mL) ve L. plantarum R315 (1,5mg/mL) suslarindan elde edilen L-EPS’lerin
antioksidan aktiviteleri %29-83 arasinda degismektedir. Calismamizda kullanilan L-
EPS’lerin antioksidan aktiviteleri (%36-58) konsantrasyonlar1 da g6z Oniine alinarak
literatiirdekilere gore daha etkili olduklari tespit edilmistir. Tang ve digerleri (2017)’nin
yaptig1 calismada L. delbrueckii ssp. bulgaricus SRFM-1 susundan elde edilen yiiksek
molekiiler agirlikli EPS’lerin (3,97 x 10° Da ve 3,86 x 10° Da) DPPH serbest radikalini,

hidroksil radikalini, siliperoksit anyon radikalini siiplirme aktivitesi gosterdigi
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belirlenmistir. EPS’lerin sahip oldugu molekiiler agirligin, serbest radikalleri siiplirme
aktivitesi ile dnemli dl¢lide pozitif korelasyon gosterdigi bildirilmistir (Su ve Li, 2020). Yi
ve digerleri (2014), monosakkarit kompozisyonunun antioksidan aktiviteyi etkiledigini
tespit etmistir. L. plantarum KX041 susundan elde edilen ana monomer olarak mannoz
iceren EPS’nin serbest radikallere karsi siipiirme aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir
(Wang ve digerleri, 2017). Yiiksek mannoz igerigi EPS’lerin serbest radikal siipiirme
aktivitesi ile pozitif korelasyon gostermistir (He ve digerleri, 2016). EPS’lerin sahip
oldugu farkli siipiirme aktiviteleri, elektron bulutu yogunlugunun farkli boyutlarinin
birlesik etkilerine ve serbest radikal ile EPS arasindaki farkli erisilebilirlige bagh
olabilecegi belirlenmistir. Bu da, EPS’nin yapisin1 olusturan monomerlerin farkl
hidrofobikliklerine baglidir (Chen, Tsai, Huang ve Chen, 2009). EPS’lerin serbest
radikalleri siiplirme aktivitesinin hidroksil baginin ayrigsma enerjisi araciligiyla meydana
geldigi bildirilmistir (Li ve digerleri, 2014b; Tang ve digerleri, 2017; Xu ve digerleri,
2011). Yapilan bir bagka ¢alismada ise L. paracasei subsp. paracasei NTU 101 ve L.
plantarum NTU 102 suslarindan elde edilen yiiksek oranda mannoz igeren EPS’nin demir
iyonunu selatlama aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir (Liu ve digerleri, 2011). Yapilan
caligmalarda selatlama aktivitesinin, negatif yiiklii EPS’nin spesifik kimyasal dogasi ve
olast pozitif yikli metal baglanma yerlerinin sayist ile iliskili oldugu belirlenmistir.
Karboksilat (alduronat, piruvat) ve N-asetil hekzosaminler gibi giiglii elektron dondrlerinin
baglanma islemine katilmakta oldugu, hidroksil gruplart gibi daha zayif elektron
dondrlerinin ise tridentat kompleksleri olusturduklarin1 veya karboksilat komplekslerinin
stabilitesine katkida bulundugu tespit edilmistir (Gupta ve Diwan, 2017; Loaec, Olier ve
Guezennec, 1998). L. plantarum R315 susundan elde edilen yiiksek miktarda iiretilen
EPS’nin (290,17 mg/L) lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi belirlenmistir (Li ve digerleri,
2014b). D-galaktoz ile olusturulan yaslanma fare modelinde Bifidobacterium animalis RH
susundan elde edilen EPS’nin lipid peroksidasyonunu baskiladig: tespit edilmistir (Xu ve
digerleri, 2011). EPS’lerin lipid peroksidasyon zincir reaksiyonu sonucunda olusan lipid
hidroperoksitleri ve konjuge dienlerin parcalanma {irlinlerinin olusumunu baskiladigt
belirlenmistir (Chen, Zhang ve Xie, 2005; Matsumura ve digerleri, 2003). EPS yapisindaki
B-1,3 glikozitik baglarinin antioksidan aktiviteyi arttirdigi tespit edilmistir (Cui ve
digerleri, 2016). B-1,3 glikozitik bagina sahip glukanin hiicre i¢i ROS miktarini azaltarak
hidrojen peroksit kaynakli hiicre 6liimiine kars1 antioksidan etki gosterdigi tespit edilmistir
(Kao ve digerleri, 2012). Zhu ve digerleri (2017), Polygonum multiflorum’dan elde edilen

puriizlii yilizeye sahip polisakkaritin antioksidan aktivite sergiledigini bildirmislerdir.



112

Sargassum thunbergii’dan elde edilen piiriizlii yiizey morfolojisine sahip polisakkaritin
hidrojen peroksit ile indiiklenen oksidatif strese karsi antioksidan aktivite sonucunda
norokoruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (Kang ve digerleri, 2019). EPS’lerin sahip
oldugu vyapilarindaki farkhiliklar, gosterdikleri antioksidan aktivitelerinin  de
farklilasmasina sebep olmustur (Tang ve digerleri, 2017). Ayrica, antioksidan aktivite ile
norokoruyucu etki arasinda yakin iliski oldugu saptanmistir (Takahashi, Kosaka,
Watanabe, Nakade ve Fukuyama, 2003). Calismamizda da L-EPS’lerin ndrokoruyucu
etkileri ile antioksidan aktiviteleri arasinda pozitif yonlii, yiiksek diizeyde 0,984 olan bir
iliski bulunmustur (p<0,05). B3 susundan elde edilen L-EPS yiiksek mannoz oranina, hem
yiiksek hem de diigiik molekiiler agirlikli 2 fraksiyona, p-1,3 glikozitik bagina ve piiriizli
yiizey morfolojisine sahiptir. Ayrica, elemental analizine gore hidrojen ylizdesi ve FTIR
spektrumuna goére polianyonik fonksiyonel gruplarin ve elektrofilik gruplarin olusturdugu
germe titresimi ve C=0 grubunun karboksilat asimetrik germe ve gerdirmesi nedeniyle
goriilen zayif sinyaller GD2 susundan elde edilen L-EPS’ye gore daha fazladir. Bu
sebeple, B3 susundan elde edilen L-EPS’nin antioksidan aktivitesinin GD2 susundan elde
edilen L-EPS’ye gore daha yiiksek olmasi beklenmektedir. Elde ettigimiz antioksidan
aktivite sonuglar1 da bu ¢ikarimimizi destekler niteliktedir. B3 susundan elde edilen L-
EPS’nin sahip oldugu yiiksek antioksidan aktiviteSinin norokoruyucu etkisine katkisi

oldugunu diisiinmekteyiz.

AH’nin ana ayirt edici 6zelligi, beyinde AP plaklarina yol agan ¢éziinmeyen AP’nin ndron
disinda birikmesidir (Xu ve digerleri, 2019b). APi.42 agregasyonunun inhibisyonu AH
tedavisinde giincel olarak hedeflenen stratejilerden birisidir (Folch ve digerleri, 2018). Bu
sebeple, calismamizda L-EPS’lerin Afi42 agregasyonu iizerine inhibitor etkileri
belirlenmistir. AP oligomerleri ve AP fibrillerinden de AP plaklarmmin olustugu
bilinmektedir. Suslardan elde edilen L-EPS’lerin artan konsantrasyonlarina ve uygulama
stirelerine bagli olarak Ap1-42 agregasyonunu kontrol grubuna gore %0-38 arasinda degisen
oranlarda azalttigi tespit edilmistir (p<0,05). APi142 agregasyonunun artan L-EPS
konsantrasyonlarina ve uygulama siirelerine bagli olarak azalmasi L-EPS’lerin APi-42
agregasyonuna karsi inhibitor etkilerini géstermistir. Her iki sustan elde edilen L-EPS’lerin
artan konsantrasyonlarinda ve uygulama siirelerinde APi-42 agregasyonunu azalttig
belirlenmis olup, en yiiksek inhibitdr etkiyi B3 susundan elde edilen L-EPS gostermistir
(Sekil 4.6 ve Sekil 4.7). Elde ettigimiz sonuglara gore L-EPS’lerin AP1.42 agregasyonuna

kars1 en etkin konsantrasyonun 1250 pg/mL ve en etkin uygulama siiresinin ise 24 saat
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oldugu tespit edilmistir. Suslardan elde edilen L-EPS’lerin en etkin kosullar1 (1250 pg/mL
konsantrasyon ve 24 saat uygulama siiresi) kullanilarak APi42 agregasyonu {izerine
inhibitor etkileri AFM ile de belirlenmis olup, sonuglar Sekil 4.8’de gosterilmistir. Sekil
4.8A’da APi-42’nin kendisi ile agregasyonu sonucu AP oligomerlerinin ve AP fibrillerinin
olustugu gozlenmistir. Sekil 4.8B ve C’de ise suslardan elde edilen L-EPS’lerin (1250
pg/mL konsantrasyon ve 24 saat uygulama siiresi) APi42’nin kendisi ile agregasyonu
sonucu olusan AP oligomerlerini ve AP fibrillerini inhibe ettikleri tespit edilmistir. AFM
gortintiilerine gére de B3 susundan elde edilen L-EPS’nin 6ne ¢iktig1 goriilmistiir. Elde
ettigimiz sonuclar, L-EPS’lerin AH tedavisinde APi-42 agregasyonunun inhibitorii olarak
kullanim potansiyeline sahip oldugunu gostermistir. Suslardan elde edilen L-EPS’lerin
AP1-42 agregasyonu lizerine inhibitdr etkileri literatiirde ilk defa belirlenmistir. Literatiirde
bulunan kisith sayida ¢alismada sadece bakteriler ya da farkli organizmalardan (alg, bitki,
mantar ve yosun) elde edilen polisakkaritler kullanilmistir (Athari Nik Azk ve digerleri,
2018; Nimgampalle ve Kuna, 2017; Olasehinde, Mabinya, Olaniran ve Okoh, 2019a;
Wang ve digerleri, 2014b; Yeon ve digerleri, 2010; Yu ve digerleri, 2017). Literatiirde
yapilan calismalar, ¢alismamiz ile karsilastirildiginda kullanilan organizma, Api-42,
polisakkaritlerin uygulandigi konsantrasyon ve siire bakimindan birbirinden farklilik
gosterdigi i¢cin tam anlamiyla kiyaslanamamis olup, elde ettigimiz sonuglar literatiirle
uyumlu bulunmustur. Zhou ve digerleri (2018)’ne gore Lycium barbarum L.’den izole
edilen yiikksek molekiller agilikli ve f-1,3 glikozitik bagma sahip farkl
konsantrasyonlardaki arabinogalaktanin 45 saat uygulama siiresinde 20 uM A4
agregasyonunu %52-58 arasinda degisen oranlarda inhibe ettigi belirlenmis olup, agrege
olmus APi1-42’yi depolimerize ettigi tespit edilmistir. Olasehinde ve digerleri (2019a)’nin
yaptiklari ¢aligmalara gore Ecklonia maxima, Gelidium pristoides ve Ulva rigida’dan elde
edilen piiriizlii ve piirlizsiiz ylizey morfolojisine sahip polisakkaritlerin 96 saat uygulama
stiresinde 5 M AP1.42'nin agregasyonu iizerine %7-19 arasinda degisen oranlarda inhibitor
etkileri belirlenmistir. Piriizli ylizey morfolojisine sahip polisakkaritin AP1-42’nin
agregasyonu lizerine inhibitor etkisinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu durum
piiriizlii yiizey morfolojisine sahip polisakkaritlerin AP1.42’ye baglanma kapasitesinin daha
yiiksek oldugunu diisiindiirmiistiir. Tekrarlayan polianyonik fonksiyonel gruplara ve
hidrofobik ylizeylere sahip polisakkaritlerin AP yapisinin etkili inhibitérleri oldugu
belirlenmistir (Bravo ve digerleri, 2008). Lonicera japonica Thunb.’dan elde edilen
glikozca zengin farkli konsantrasyonlardaki glukanin da 36 saat uygulama siiresinde 20

uM  ABi42’nin  agregasyonunu %25-70 arasinda degisen oranlarda inhibe etttigi
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belirlenmistir  (Wang ve digerleri, 2014b). Literatiirde yapilan ¢aligmalarda
polisakkaritlerin AB1-42 fibril olusumunu dogrudan inhibe ettigi belirlenmistir. Bu durum
fibrillerin parcalanmasina sebebiyet vererek onlarin agregasyonunu engellemistir.
Alternatif olarak, Api-42 fibril {iretimini dolayli olarak azaltmak igin polisakkaritlerin
antioksidan savunma sistemini modiile ettigi tespit edilmistir (Li ve digerleri, 2019b;
Olasehinde ve digerleri, 2019a; Wang ve digerleri, 2014b; Zhou ve digerleri 2020).
Polisakkaritlerin AB1-42 ¢cevresinde, ¢oziicii su molekiilleri ile hidrojen baglar1 olusturmak
icin A1 ile etkili bir sekilde rekabet edebilecegi, bodylece APi42’nin dogal
konformasyonunu stabilize ettigi ve APi-42 agregasyonunu inhibe edebilecegi bir kaplama
tabakas1 olusturabilecegi tespit edilmistir (Wang ve digerleri, 2014b). Calismamizda L-
EPS’lerin nérokoruyucu etkileri ile APi-42 agregasyonu lizerine inhibitor etkileri arasinda
negatif yonli, yliksek diizeyde -0,923 olan bir iliski bulunmustur (p<0,05). Literatiirdeki
caligmalardan da Api-42 agregasyonun inhibisyonu ile ndorokoruyucu etki arasinda bir
baglanti oldugunu tespit edilmistir. Ecklonia maxima, Gelidium pristoides ve Ulva
rigida’dan elde edilen siilfatlanmis polisakkaritlerin kolinesterazlara, B-sekretaza ve AP
fibrillerinin agregasyonuna karsi inhibe edici etkiler sergileyerek norokoruyucu ozellik
gosterdigi belirlenmistir (Olasehinde ve digerleri, 2019a). Liu ve digerleri (2020),
Ulva’dan elde edilen asidik polisakkaritin AP fibrilasyonuna karsi inhibe edici etkisini
bildirmislerdir. Polisakkaritin hiicre i¢i ROS {retimini etkili bir sekilde azaltarak, PC12
hiicrelerini AP fibrilasyonunun neden oldugu hasara karsi korudugu belirlenmistir.
Literatiirden ve ¢alismamizdan elde edilen sonuglar polisakkaritlerin AP1.42 agregasyonu
iizerine inhibitor aktivitelerinin, polisakkaritlerin monomer kompozisyonu, molekiiler
agirligy, glikozitik bag yapisi, fonksiyonel gruplar ve ylizey morfolojisi gibi ¢esitli yapisal
parametrelere bagli olarak degisebilecegini gostermistir. B3 susundan elde edilen L-
EPS’nin yiiksek mannoz oranma, hem yiiksek hem de diisiik molekiiler agirhikli 2
fraksiyona, B-1,3 glikozitik bagina, tekrarlayan polianyonik fonksiyonel gruplara ve
puriizlii yiizey morfolojisine sahip olmast Ai42 agregasyonu {lizerine inhibitor
aktivitesinin buna bagli olarakta norokoruyucu etkisinin GD2 susundan elde edilen L-

EPS’ye gore daha yiiksek olmasini agiklayabilir.

Calismamizda SH-SYS5Y hiicreleri AP1-42 ile muamele edilerek, oksidatif stres ve apoptoz
kaynakli AH hiicre modeli olusturulmasi amaglanmistir. APi42’nin oksidatif stres ve
apoptozu indiikledigi cesitli calismalarla da gosterilmistir (Chen ve digerleri, 2018; Mao ve
digerleri, 2015). APi-42’nin hiicre i¢i ROS miktarin1 ve apoptotik hiicrelerin yiizdesini
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arttirdigi bildirilmistir (Yurinskaya ve digerleri, 2015). AB’ nin, stresle aktive olan protein
kinazlar (SAPK)’larin [(hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz (ERK), c-Jun N-terminal
kinaz (JNK) ve p38 mitojenle aktive edilmis protein kinaz (p38 MAPK)] oksidatif stres
aracili aktivasyonu boyunca mitokondriyal apoptozu (kaspaz 3 (CASP3) bagimli)
indiikleyebilecegini ve bunun da proapoptotik mitokondriyal diizenleyici yolaklar
bagimsiz olarak, hem TP53 hem de BCL2’ye bagh olarak etkileyebilecegini gostermistir
(Tamagno ver ark., 2003a). AB1-42 ile olusturulan sitotoksisite AH igin gegerli in vitro noral
dejenerasyon modellerinden biridir (Giirsoy Calan, Akan, Bagriyanik ve Fasiloglu, 2014).
AH i¢in kullanilan hiicre modellerinin amaci, AH’nin néropatolojik bulgularini taklit
etmek ve norokoruyucu ajanlarin biyolojik sonuglarinin olup olmadigmin ve biligsel
islevin korelasyonunu belirlemektir (Aydogan, 2017). Calismada, ABi-42 (0-100 uM) ile
muamele edilen SH-SYSY hiicreleri 24 saat inkiibasyona birakilmig ve inkiibasyon siiresi
sonunda hiicre canlilig1 belirlenmistir. Kontrol grubu olarak hicbir uygulama yapilmamis
SH-SYS5Y hiicreleri kullanilmigtir. APi42’nin artan konsantrasyonlarinda SH-SY5Y
hiicrelerine sitotoksik etkisinin arttig1 bundan kaynakli olarak da hiicre canliliginin azaldig
tespit edilmistir (p<0,05). 1ISO 10993-5 standartlarina gore, in vitro olarak test edilen
ajanlarin sitotoksik etki diizeylerini belirlemek i¢in dort nitel siniflandirma grubu temel
almmistir. Bu standartta yiiksek derecede sitotoksik etki gOsteren ajanlarin toplam hiicre
konsantrasyonunun %350’nin tizerinde hiicre 6liimiine sebep oldugu belirtilmisken, orta
derecede sitotoksik etki gdsteren ajanlarin, %50-79; hafif sitotoksik etki gdsteren ajanlarin,
%80-89; sitotoksik olmayan ajanlarin ise %90’a esit veya daha fazla hiicre canlilif1
sagladig1 belirtilmistir (ISO, 2009). Calismamizdan elde edilen sonuglara gore 25 uM ve
iizeri konsantrasyonlarda Afi42’nin SH-SYSY hiicrelerine %355-90 arasinda degisen
yiiksek oranlarda sitotoksik etkisinin oldugu belirlenmistir. APi-42’nin SH-SYSY hiicreleri
iizerinde AH modeli olusturabilecek ancak yiiksek oranda sitotoksik etkisi olmayan etkin
konsantrasyonu tespit edilmis olup, bundan sonraki ¢aligmalara bu konsantrasyon (10 uM)
ile devam edilmistir (Sekil 4.9). ABi42’nin SH-SYSY hiicreleri {izerindeki sitotoksik
etkisini gosterir benzer sonuglar literatiirde de mevcuttur. 2 pM APi142’nin 48 saat
inkiibasyon sonucunda %10-30 arasinda degisen oranlarda SH-SY5Y hiicrelerine
sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir (Wang ve digerleri, 2014b). Yapilan bir bagka
caligmaya gore 0-50 uM arasinda degisen konsantrasyonlarda ABi-42’nin 48 saat uygulama
stiresi sonrasinda %10-50 arasinda degisen oranlarda SH-SYSY hiicrelerine sitotoksik etki

gosterdigi tespit edilmistir (Wei ve digerleri, 2002).
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Calismamizda L-EPS’lerin SH-SYSY hiicreleri iizerinde sitotoksik etkilerinin olup
olmadigi belirlenmistir. Suslardan elde edilen L-EPS’lerin artan konsantrasyonlarinda SH-
SY5Y hiicrelerine sitotoksik etkilerinin arttig1 belirlenmistir (p>0,05). Sitotoksik etki, 1ISO
10993-5 standartlarina gore belirlenmistir (hiicre 6limi, > %50 ise yiiksek derecede
sitotoksik, %50-21 ise orta derecede sitotoksik, %20-11 ise hafif derecede sitotoksik,
<%10 ise sitotoksik degil). Uygulama yapilan tiim gruplar incelendiginde L-EPS’lerin SH-
SYS5Y hiicrelerine %2-19,3 arasinda degisen oranlarda hafif derecede sitotoksik etki
gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.10). Elde ettigimiz sonuglardan L-EPS’lerin uygulanan
en yiiksek konsantrasyonda dahi hiicre canliligint %80,7’nin iizerinde azaltmadigi
gozlenmistir. L-EPS’lerin SH-SYS5Y hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkisini gosterir
sonuglar literatiirde de mevcuttur. L. plantarum MTCC 9510 susundan elde edilen EPS’nin
(50 mg/mL) L929 normal fibroblast hiicrelerine %60 oraninda yiiksek derecede sitotoksik
etki gosterdigi belirlenmistir (Ismail ve Nampoothiri, 2013). Calismamizda kullanilan L-
EPS konsantrasyonu yliksek derecede sitotoksik etkisi belirlenen konsantrasyonun kirkta
biridir. L6 normal fibroblast hiicrelerine uygulanan L. plantarum RJF4 susundan elde
edilen EPS’nin (500 pg/mL) ise %35 oraninda orta derecede sitotoksik etki gosterdigi
belirlenmistir (Dilna ve digerleri, 2015). Calismamizdan elde edilen sonuglara gore L-
EPS’lerin SH-SYSY  hiicrelerine hafif derecede sitotoksik etkisinin oldugunun
belirlenmesi, AH tedavisinde giivenli olarak kullanilabilirligini gostermis olup, AH
tedavisinde kullanilan Amerikan Gida ve Ilag Dairesi tarafindan onaylanmis ve yan etkisi
bulunan ilaglara alternatif olabilecegi goriisiinii desteklemistir. EPS’ler ve bunlarin
tiiretilmis bilesiklerinin, biyolojik olarak pargalanabilirlikleri, toksik olmayan yapilari,
biyolojik uyumluluklar1 ve diisiik islem masraflar1 nedeniyle sentetik polimerlere kiyasla
tibbi acidan daha fazla tercih edildikleri bildirilmistir (Ullah ve digerleri, 2019). EPS’lerin
cevresel kosullara dayanikli olmasi, uygulama kolayligi, ayn1 EPS’lerin kullanimi halinde
her zaman stabil sonu¢ vermesi, uygulama dozu ve Kkonsantrasyonun kolay
ayarlanabilmesi, toz halinde bozulmadan uzun siire saklanabilmesi gibi avantajlar1 dikkate
alindiginda, bu avantajlar EPS’lerin basarili olarak uygulanabilirligini ve iiriin haline

gelme potansiyelini daha da kuvvetlendirmistir (Sarikaya, 2014; Aslim, 2017).

Calismamiz kapsaminda SH-SY5Y hiicrelerine APi-42 uygulamasi ile olusturulan in vitro
AH modelinde L-EPS’lerin APi42’ye karst norokoruyucu etkileri arastirilmistir. Afi-42,
hiicre Olimiinii kontrol grubuna gore %45 oraninda arttirmistir (p<0,05). Api-42’nin

sitotoksik etkisi sonucunda hiicre 6liimiinii arttirdigi tespit edilmis olup, bu sayede AH
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modeli basar1 ile olusturulmustur. AB’nin ndronal hiicrelerde serbest radikal iiretimini
arttirdig1 bu sayede oksidatif strese ve hiicre 6liimiine yol actig1 belirlenmistir (Muthaiyah,
Essa, Chauhan ve Chauhan, 2011). Diger yandan, suslardan elde edilen farkli
konsantrasyonlardaki L-EPS’lerin ise hiicre 6liimiinii AP1-42 grubuna gore %4-30 arasinda
degisen oranlarda azalttig1 tespit edilmistir (p<0,05). L-EPS’ler ile yapilan uygulama
sonucunda azalan sitotoksik etki ve artan hiicre canliligi, L-EPS’lerin APi1.42 ile SH-SY5Y
hiicrelerinde olusturulan AH modelinde hiicre oliimiine karsi noérokoruyucu etkilerini
gostermistir. Her iki sustan elde edilen L-EPS’lerin artan konsantrasyonlarinda hiicre
Olimiinii azalttig1 belirlenmis olup, en yiiksek norokoruyucu etkiyi B3 susundan elde
edilen L-EPS gostermistir (Sekil 4.11). Calismadan elde ettigimiz sonuglar L-EPS’lerin
AH tedavisinde APi.s2 ile indiiklenen hiicre 6liimiine karsi norokoruyucu ajan olarak
kullanabilirligini gostermis olmasi bakimindan ©Onem tasimaktadir. EPS’lerin hiicre
oliimiine karsi norokoruyucu etkilerinin ¢alisildigi literatiir sayisi ¢ok smirlt olup, bu
caligmalarda genellikle farkli organizmalardan (alg, bitki, mantar ve yosun) elde edilen
polisakkaritler kullanilmistir (Liu ve digerleri, 2017; Wang ve digerleri, 2014b). Bu
baglamda bu caligma sonuglar1 literatiire 6nemli katki saglayacaktir. EPS’lerin hiicre
oliimiine kars1 norokoruyucu etkilerinin oksidatif, enflamatuvar ve proteotoksik stresler
dahil birden ¢ok stresin hafifletilmesiyle iliskili oldugu belirlenmistir (Li ve digerleri,
2017a). In vitro ve in vivo deneyler, EPS’lerin ndrit bliylimesinin ve niiklear faktér-xB
(NF-xB), fosfatidilinositol 3 kinaz (PI3K)-AKT/PKB, MAPK, niikleer faktor eritroid 2
iliskili faktér 2/hem oksijenaz-1 sinyal yolaklarinin modiilasyonu yoluyla nérokoruyucu
etkiler saglama yetenegini gostermistir (Gao ve digerleri, 2018). Li, Jin, Meng, Gao ve Lu
(2013e)’nun yaptiklar1 ¢alismaya gore L. planterum LP6 susundan elde edilen EPS’lerin
hidrojen peroksit ile PC12 hiicrelerinde olusturulan oksidatif stres modelinde yaklasik
olarak %10-25 oraninda hiicre 6liimiine kargt norokoruyucu etkilerini tespit etmislerdir.
EPS’lerin hiicre i¢i antioksidan enzim sisteminin aktivitelerini arttirarak ve lipit
peroksidasyonunu inhibe ederek hiicre Oliimiine karst norokoruyucu etki gosterdikleri
belirlenmistir. Lonicera japonica Thunb.’dan elde edilen glukanin APi.42 ile SH-SY5Y
hiicrelerinde olusturulan AH modelinde yaklasik olarak %20 oraninda hiicre 6liimiine karsi
norokoruyucu etkisi belirlenmistir. Glukanin APi-42 agregasyonunu dogrudan bloke ettigi
ve bu sayede APi42’nin sitotoksik etkisini zayiflattigini tespit edilmistir (Wang ve
digerleri, 2014b). Calismamizdaki APi1.42 ile olusturulan hiicre 6liimiine karsi L-EPS’lerin
norokoruyucu etki orani literatiirdeki ¢aligmalarla benzer bulunmustur. Xiang ve digerleri

(2015), Rhizoma dioscoreae’dan elde edilen polisakkaritlerin néronal hiicrelerde hiicre
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Olimiine karsi norokoruyucu etki gosterdigini belirlemislerdir. N&rokoruyucu etki
sonucunda, hipoksiye bagli mitokondriyal hasar ve apoptozun azaldigi tespit edilmistir.
EPS’lerin norokoruyucu etkilerinin, sahip olduklar1 kimyasal yapilar1 ile yakindan
baglantili oldugu tespit edilmistir (Gao ve digerleri, 2018). EPS’lerin sahip oldugu
kimyasal yapiya gore EPS’lerin gosterecegi ndrokoruyucu etki mekanizmasinin da farklilik
gosterebilecegi sonucuna varilmistir. B3 susundan elde edilen L-EPS’nin yiiksek mannoz
oranina, hem yiikksek hem de diisiik molekiiler agirlikli 2 fraksiyona, B-1,3 glikozitik
bagina, tekrarlayan polianyonik fonksiyonel gruplara, piiriizlii ylizey morfolojisine ve
amorf karaktere sahip olmasi norokoruyucu etkisinin altinda yatan yapisal Ozellikler
olabilir. Bu etkinin altinda yatan yapisal Ozelliklerin belirlenebilmesi i¢in ileri diizey

caligmalarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

AH, merkezi kolinerjik ndronlarin erken dejenerasyonu ile ilerleyen bir hastaliktir (Karami
ve digerleri, 2019). AChE enzimi, norotransmiter asetilkolinin hidrolizinde anahtar
enzimdir ve ayn1 zamanda AH tedavisi i¢in klinik olarak kullanilan ilaglarin ¢ogunun
hedefidir (Saxena ve Dubey, 2019). AChE inhibitorlerinin, beyindeki sinapslarda
asetilkolinin mevcudiyetini arttigi belirlenmistir. Kolinerjik sistem AH’deki terapotik
hedeflerden birisidir (Hampel ve digerleri, 2018). Bu sebeple, APi142 ile SH-SY5Y
hiicrelerinde olusturulan AH modelinde suslardan elde edilen L-EPS’lerin AChE enzim
aktivitesi lizerine inhibitor etkisi belirlenmistir. ABi1-42, AChE enzim aktivitesini kontrol
grubuna gore %25 oraninda arttirmistir (p<0,05). A1-42 ile yapilan uygulama sonucunda
AChE enzim aktivitesinin indiiklendigi belirlenmistir. AChE aktivitesinin, AH sahip
hastanin beyninde bulunan amiloid plaklarinin i¢inde ve gevresinde arttig1 belirlenmistir.
AP2s-3s tarafindan indiiklenen AChE enzim aktivitesinin artmasina oksidatif stresin aracilik
ettigi  bildirilmistir (Melo, Agostinho ve Oliveira, 2003). Biyokimyasal c¢aligmalar
AChE’nin periferal anyonik bolgesinin AP ile etkilesimi yoluyla AChE-APB kompleksleri
olusturarak amiloid fibril olusumunu indiikledigi gostermistir. AChE-AB komplekslerinin
indiikledigi norotoksisite, hem in vitro hem de in vivo olarak tek basmma AB’nin
indiiklediginden daha yiiksek bulunmustur (Aisen, 2002). Diger yandan, suslardan elde
edilen 100, 250 ve 500 pg/mL konsantrasyonlardaki L-EPS’lerin AChE enzim aktivitesi
tizerine inhibitor etkileri tespit edilememistir (p<0,05). Suslardan elde edilen 1000 ve 1250
ug/mL konsantrasyonlardaki L-EPS’lerin ise AChE enzim aktivitesini A1.42 grubuna gore
%8-15 arasinda degisen oranlarda azalttig1 tespit edilmistir (p>0,05). Azalan AChE enzim

aktivitesi L-EPS’lerin Api142 ile indiiklenen AChE enzim aktivitesi {izerine inhibitor
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etkilerini gostermistir. Her iki sustan elde edilen L-EPS’lerin 1000 ve 1250 pg/mL
konsantrasyonlarda AChE enzim aktivitesini azalttig1 belirlenmis olup, en ytiksek inhibitor
etkiyi B3 susundan elde edilen L-EPS’nin 1250 pg/mL konsantrasyonu gostermistir (Sekil
4.12). Calismamizdan elde edilen sonuglar 1000 ve 1250 pug/mL konsantrasyonlardaki L-
EPS’lerin AH’de kolinerjik transmisyonu diizeltmek ig¢in AChE inhibitdrii olarak
kullanilabilecegini gostermistir. Suslardan elde edilen L-EPS’lerin AChE enzim aktivitesi
tizerine inhibitor etkilerinin galisildig: literatiir sayisi ¢ok smirlidir. Literatiirde bulunan
calismalarda alg, bitki, mantar ve yosun gibi farkli organizmalardan elde edilen
polisakkaritler kullanilmistir (Liu ve digerleri, 2017; Wang ve digerleri, 2014b). Physalis
alkekengi L.’den izole edilen mannoz ve glikoz igeren polisakkaritin AChE inhibitor
aktivitesi gosterdigi belirlenmistir (Liu ve digerleri, 2019). Achromobacter piechaudii
NRC2 susundan elde edilen molekiiler agirligi 5,67 x 10° g/mol olan EPS’nin in vitro
AChE enzim aktivitesini %38 oraninda azalttigi saptanmigtir. Bu inhibisyon aktivitesine
EPS’nin sahip oldugu antioksidan aktivitesinin eslik ettigi tespit edilmistir (Asker,
Mahmoud, Ibrahim ve Mohamed, 2015). Flammulina velutipes’den elde edilen
polisakkaritlerin AChE inhibitér aktivitesi ve DPPH radikalini siipiirme aktivitesi
gosterdigi belirlenmistir (Yang, Fang, Liang ve Hu, 2011). Tsai ve digerleri (2015)
tarafindan yapilan bir ¢alismada Cordyceps militaris’den elde edilen B-1,3 glikozitik
bagina sahip polisakkarit peptit komplekslerinin AChE’ye kars1 karakteristik inhibitor etki
gosterdigi belirlenmistir. Yapilan bir bagka ¢alismaya gore in silico olarak tasarlanan (-
glukanin ex vivo AChE enzim aktivitesini %20-60 arasinda degisen oranlarda azalttig
tespit edilmistir. Elde edilen verilere gore B-glukanin AChE’nin 6nemli katalitik bolgeleri
(Ser203, Serl125, Thr83 ve Tyr341) ile hidrojen bagi olusturdugu belirlenmistir. Olusan
hidrojen bagi ile karbonil grubuna niikleofilik bir katilmanin AChE’yi indirgedigi
bildirilmistir (Haider, Inam, Khan, Mahmood ve Abbas, 2016). AChE’nin aktif bolgesinin,
katalitik cebi ¢ok dar yapan ve bu nedenle biiyilik substratlar1 kabul etmeyen ancak kiiciik
substratlar tercih eden birka¢ fenilalanin rezidiisiinden olustugu tespit edilmistir (Mebrek
ve digerleri, 2018). EPS’ler enzim substrati olan asetilkolin ile ayni aktif bolgeye
baglanmistir. Bu sayede reaksiyon metabolize edilememistir (Tsai ve digerleri, 2015). Elde
edilen sonuglar varsayimsal olarak, EPS’lerin kolinerjik sistemi modiile etmede ve bellek
fonksiyonlarmi iyilestirmede potansiyel bir degere sahip olabilecegi anlamina gelmistir
(Liu ve digerleri, 2019). Calismamizda L-EPS’lerin nérokoruyucu etkileri ile AChE enzim
aktivitesi iizerine inhibitor etkileri arasinda negatif yonli, yiiksek diizeyde -0,896 olan bir

iliski bulunmustur (p<0,05). AChE inhibitor aktivitesi ile norokoruyucu etki arasinda
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pozitif bir korelasyon oldugu literatiirden elde edilen verilerle de kanitlanmistir.
Olasehinde, Mabinya, Olaniran ve Okoh (2019b)’nin yaptiklari ¢alismaya gore Gracilaria
gracilis ve Ulva lactuca’dan izole edilen polianyonik fonksiyonel siilfat grubuna sahip
polisakkaritlerin antioksidan aktivite ve kolinesteraz inhibitor aktivitesi sayesinde
norokoruyucu etki gosterdigini belirlemiglerdir. Ulva rigida’dan elde edilen polianyonik
stilfat grubuna ve piiriizlii ylizey morfolojisine sahip polisakkarit kolinesterazlara, -
sekretaza ve AP fibrillerinin agregasyonuna karsi inhibe edici etki sergileyerek
norokoruyucu Ozellik gostermistir (Olasehinde ve digerleri, 2019a). Literatiirde yapilan
caligmalara gore EPS’lerin kimyasal yapilarindaki farkliliklarin AChE inhibitor aktivitesini
etkiledigi diisiiniilmiistiir. B3 susundan elde edilen EPS’nin sahip oldugu yiliksek mannoz
oraninin, hem yiiksek hem de diisiikk molekiiler agirlikli 2 fraksiyonun, B-1,3 glikozitik
baginin, polianyonik fonksiyonel gruplarin ve piiriizlii yiizey morfolojisinin bu inhibitor

aktivitede rol oynadigi sdylenebilir.

Saglikli dokulardaki oksidan/antioksidan dengesinin, antioksidanlarin baskinligr ile
korundugu bilinmektedir. Doku hasarina neden olabilecek cesitli  faktorler
oksidan/antioksidan dengesini oksidan lehine bozmaktadir (Kisaoglu, Borekgi, Yapca,
Bilen ve Siilleyman, 2013). Total antioksidan seviyesi (TAS); sodyum dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimleri dahil olmak iizere enzimatik
antioksidanlarin yani sira enzimatik olmayan antioksidanlar1 da kapsamaktadir (Gupta ve
digerleri, 2011; Wang ve digerleri, 2012). Bu nedenle, her antioksidandan ziyade sadece
TAS’1 nicel olarak Olgmek, viicut oksidan/antioksidan dengesini daha i1yi bir sekilde
degerlendirmeye olanak saglayacaktir (Arikanoglu ve digerleri, 2013). Moslemnezhad ve
digerleri (2016), oksidatif stres ve AH arasinda, AH’nin gelisiminde ve AH’nin saglikli
kontrollerden ayirt edilmesinde bir gosterge olarak TAS belirtecinin olas1 katki roliinii
gosteren bir baglanti oldugunu gostermistir. AH’de SOD, CAT ve GPx enzim
aktivitelerinin de oksidatif stres belirteci olarak kullanildig1 gdsterilmistir (Puertas ve
digerleri, 2012). Bu sebeple suslardan elde edilen L-EPS’lerin APi.42 ile olusturulan AH
modelinde TAS ve SOD, CAT ve GPx enzim aktiviteleri iizerine indiikleyici etkileri
degerlendirilmistir. AB1-42’nin TAS’1 ve SOD, CAT ve GPx enzim aktivitelerini kontrol
grubuna gore sirasiyla %18; %62; %58 ve %34 oranlarinda azalttigi belirlenmistir
(p<0,05). AB142, TAS’1 ve temel antioksidan savunma hattindaki SOD, CAT ve GPx
enzim aktivitelerini azaltarak, SH-SHS5Y hiicrelerini ROS’a karst savunmasiz hale

getirmistir. Bu sayede hiicrelerde ROS kaynakli oksidatif stres olugsmustur. Ai-42’nin
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ROS’u indiikleyerek oksidatif strese yol agtigi belirlenmistir (Yang ve digerleri, 2019).
Ying ve Wei (2017), APi-42 ile olusturulan deneysel AH modelinde Ai-42’nin ROS’u
indiikledigini ve TAS’1 diisiirdiiglinii tespit etmislerdir. AH ve wvaskiiler demans
hastalarindan alinan kan 6rneklerinde saglikli demanssiz kontrollere gére SOD, CAT, GPx
ve glutatyon rediikktaz enzim aktivitelerinin azaldigi belirlenmistir. Go6zlemlenen
degisikliklerin ¢ogunun SOD enzim aktivitesinde oldugu tespit edilmistir (Casado, Lopez
Fernandez, Casado ve De La Torre, 2008). Diger yandan, suslardan elde edilen L-
EPS’lerin ise TAS’1 ve SOD, CAT ve GPx enzim aktivitelerini APi-42 grubuna gére %36-
69; %104-296; %48-211 ve %32-90 arasinda degisen oranlarda arttirdig1 tespit edilmistir
(p<0,05). Artan TAS ve SOD, CAT ve GPx enzim aktiviteleri L-EPS’lerin APi.42 ile
olusturulan oksidatif strese karsi antioksidan savunmay1 giiclendirdigini gostermistir. L-
EPS’lerin SOD enzim aktivitesine etkisi en yliksek iken, GPx enzim aktivitesine etkisi ise
en diisiiktiir. AH’de SOD enzim aktivitesinin diger antioksidan enzim aktivitelerine gore
daha cok etkilendigi belirlenmistir (Casado ve digerleri, 2008). Suslardan elde edilen L-
EPS’lerin SOD enzim aktivitesine etkisinin en yiikksek olmasi bu bakimdan &nem
tasimaktadir. Her iki sustan elde edilen L-EPS’lerin artan konsantrasyonlarinda TAS’1 ve
SOD, CAT ve GPx enzim aktivitelerini arttirdig1 belirlenmis olup, en yiiksek indiikleyici
etkiyi B3 susundan elde edilen L-EPS gostermistir (Cizelge 4.4, 4.5, 4.6 ve 4.7).
Calismadan elde edilen sonuglar L-EPS’lerin gosterdikleri antioksidan aktivite sonucunda
azalan TAS’1 arttirarak ve azalan antioksidan enzim aktivitelerini (SOD, CAT ve GPx)
indiikleyerek APi42 tarafindan olusturan oksidatif strese karst koruma sagladigini
gostermistir. Bu durum L-EPS’lerin gosterdigi antioksidan aktivite sonuglarimizi da
destekler niteliktedir. Suslardan elde edilen tiim konsantrasyonlardaki L-EPS’lere ait
TAS’m kontrol grubundan daha yiiksek seviyede oldugu belirlenmistir. SOD ve GPx
enzim aktivitelerinin de B3 susundan elde edilen 100 pg/mL hari¢ tim
konsantrasyonlardaki L-EPS’lerde kontrol grubundan daha yiiksek seviyede oldugu tespit
edilmistir. GD2 susunda ise bu etki sadece 500, 1000 ve 1250 ug/mL konsantrasyonlardaki
L-EPS’lerde saptanmistir. CAT enzim aktivitesinde ise her iki sustan elde edilen 1000 ve
1250 pg/mL konsantrasyonlardaki L-EPS’lerin benzer etkiyi gosterdigi tespit edilmistir.
Literatiirde de benzer durumlarla karsilasilmistir. Zhang ve digerleri (2013)’nin yaptiklar
caligmada L. plantarum C88 susundan elde edilen EPS uygulanan gruplarda TAS’in
kontrol grubunun iizerinde oldugu bulunmustur. Yapilan baska bir caligmada ise ayni
sustan elde edilen EPS’nin uygulandigi gruplarda SOD enzim aktivitesinin kontrol

grubunun tizerine ¢iktig1 tespit edilmistir (Zhao ve digerleri, 2017). Bu durum L-EPS’lerin
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oksidatif strese karsi giiclii bir antioksidan cevap olusturdugunu distindiirmiistiir.
Literatiirde yer alan calismalarda antioksidan aktivite ile TAS ve SOD, CAT ve GPx enzim
aktiviteleri arasinda iliski oldugu bulunmustur. Li ve digerleri (2013e)’nin yaptiklari
calismalara gore PC12 hiicrelerinde hidrojen peroksitin TAS’1 kontrol grubuna gére %78
oraninda azalttigi belirlenmistir. L. plantarum LP6 susundan elde edilen saflastirilmis
EPS’lerin ise TAS’1 hidrojen peroksit grubuna gore %94-294 oraninda arttirdig1 tespit
edilmistir. EPS’ler bu etkileri serbest radikal siiplirme aktivitesi ve indirgeme giicli ile
gOstermistir. Yapilan bir baska ¢alismada, L. plantarum C88 susundan elde edilen 1,15 x
10° Da molekiiler agirligindaki ve 1:2 molar oraninda galaktoz ve glikoz igeren farkli
konsantrasyondaki EPS’lerinin hidrojen peroksit ile olusturulan oksidatif stres modelinde
sirastyla %33 ve %66 oranlarinda azalan TAS ve SOD enzim aktivitesini sirasiyla %100-
150 ve %0-150 oranlarda arttirdigini tespit etmislerdir. EPS’lerin TAS ve SOD enzim
aktivitesini etkileme mekanizmasinda DPPH ve hidroksil radikalini siiplirme aktivitesi yer
almistir (Zhang ve digerleri, 2013). Guo ve digerleri (2013)’nin yaptiklar1 ¢alismaya gore
Lactococcus lactis subsp. lactis’den elde edilen EPS’lerin normal fare grubuna gére SOD,
CAT ve GPx enzim aktivitelerini sirasiyla %7,2-19,65; %6,13-33,32 ve %5,78-32,77
arasinda degisen oranlarda arttirdig1 tespit edilmistir. EPS’lerin siiperoksit ve hidroksil
radikallerini siipiirme aktivitesi gostererek antioksidan etki gosterdigi belirlenmistir. Zhang
ve digerleri (2017)’nin yaptiklari galismaya gore yaslanmis fare grubunda TAS’in ve SOD,
CAT ve GPx enzim aktivitelerinin normal fare grubuna gore sirasiyla %50; %25; %50 ve
%15 oranlarinda azaldigi belirlenmistir. L. plantarum YW11 susundan elde edilen
EPS’lerin TAS’1 ve SOD, CAT ve GPx enzim aktivitelerini yaslanmig fare grubuna gore
sirastyla %45; %15; %40 ve %5 oranlarinda arttirdigi tespit edilmistir. EPS’lerin
antioksidan Ozellik gdstermesinde demir iyonunu selatlama ve DPPH, hidroksil ve
stiperoksit anyon radikallerini siipiirme aktivitesi rol oynamistir. L. fermentum S1 susundan
elde edilen 7,19 x 10° Da molekiiler agirhigindaki, mannoz iceren ve B-1,3 glikozitik bagina
sahip EPS’nin artan konsantrasyonlarinda antioksidan etki gostererek TAS’1 ve SOD
enzim aktivitesini arttirdig1 belirlenmistir. EPS’lerin antioksidan etkilerini 2,2°-azinobis 3-
etil-bezotiazolin 6 siilfonat, DPPH, hidroksil radikallerini siipirme aktiviteleri ve demir
iyonunu indirgeyici antioksidan gii¢ ile gosterdigi tespit edilmistir (Wang ve digerleri,
2019a). EPS’lerin yapisinda bulunan polianyonik fonksiyonel gruplarin, intramolekiiler
hidrojen ayrilmasini hizlandiran ve serbest radikallerin zincir reaksiyonunu kirmak icin
spirosiklizasyon reaksiyonunu indiikleyebilen alkoksil {iriinlerini iiretmek tizere elektron

eksikligi olan serbest radikallere hidrojen verdigi tespit edilmistir (Li ve digerleri, 2017a).
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EPS’lerin antioksidan ozellikleri serbest radikalleri siipiirme aktivitesi, metal iyonlarini
selatlama aktivitesi ve serbest radikallerin zincir reaksiyonlarini kirma aktivitesi ile iligkili
oldugu bulunmustur. EPS’lerin serbest radikal {ireten enzimleri baskilayarak veya SOD,
CAT ve GPx gibi antioksidan enzim aktivitelerini indiikleyerek serbest radikal iireten
enzimleri diizenledigi belirlenmistir (Andrew ve Jayaraman, 2020). Calismamizda L-
EPS’lerin norokoruyucu etkileri ile TAS ve SOD, CAT, GPx enzim aktiviteleri lizerine
indiikleyici etkileri arasinda pozitif yonli, yiiksek diizeyde sirasiyla 0,992; 0,986; 0,991 ve
0,996 olan bir iliski bulunmustur (p<0,05). Literatiirde yapilan ¢alismalarda da antioksidan
aktivite ile norokoruyucu etki arasinda anlamli bir iligkinin bulundugu saptanmustir.
Chuanminshen violaceum’dan izole edilen polisakkaritlerin, yaslanmayi hizlandiran bir
madde olan ve oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyon yoluyla AH semptomlarina
benzer bilissel ve motor performans bozulmasini tetikleyen D-galaktoz enjekte edilen
farelerde SOD, CAT, GPx ve tiyoredoksin izoformlarinin mRNA ekspresyon diizeylerini
yukari regiile ettigi ve bu antioksidan enzim ve enzimatik olmayan genlerin aktivitelerini
arttirarak norokoruyucu etki gosterdikleri belirlenmistir (Fan ve digerleri, 2017). Han ve
digerleri (2015)’nin yaptiklari ¢alismada Radix Cyathulae officinalis Kuan’dan elde edilen
mannoz ve glikoz iceren polisakkaritin D-galaktoz ile olusturulan yaslandirilmis farelerde
SOD, CAT, GPx ve tiyoredoksin genlerinin ekspresyon seviyelerini arttirdigi
belirlenmistir. Polisakkaritin norokoruyucu etkisinin, antioksidan enzim aktivitelerinin
MRNA ekspresyonu iizerindeki indiiksiyonu ile baglantili oldugu belirlenmistir.
Literatiirden ve caligmamizdan elde edilen sonuclar EPS’lerin antioksidan kapasitesinin
buna bagli olarakta nérokoruyucu etkisinin herhangi bir tek faktoriin degil, birkag faktoriin
kombinasyonunun sonucu oldugunu diisiindiirmiistiir. EPS’lerin monosakkarit bilesimine
ek olarak, molekiiler agirligi, glikozitik baglanti tipleri, fonksiyonel gruplari, ylizey
morfolojisi ve kristalografik o6zellikleri gibi diger faktorlerin de EPS’lerin antioksidan
aktivitesini ve norokoruyucu o6zelligini etkileyebilecegi bulunmustur (Wang ve digerleri,
2019Db).

Total oksidan seviyesi (TOS) siklikla oksidatif stresin biyobelirteci olarak kullanilmaktadir
(Peluso ve Raguzzini, 2016). TOS tiim serbest radikallerin sentezinin bir gostergesi olarak
da kullanilabilir (Arikanoglu ve digerleri, 2013). ROS arasinda siiperoksit, hidroksil,
peroksil, lipit peroksil ve alkoksil serbest radikalleri yer almaktadir (Karabulut ve Giilay,
2016). ROS’un hiicre zar1 lipidlerinin peroksidasyonunu tetikledigi, zarin akiskanligi gibi

biyolojik ozelliklerini degistirdigi ve zara baglh reseptorleri veya enzimleri etkisiz hale
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getirdigi, normal hiicresel islevi bozdugu, kimyasal olarak reaktif olabilen ve diger
makromolekiilleri degistirebilen yeni oksitlenmis iiriinler iireten hiicresel hasari arttirdig
belirlenmistir. Oksidatif stresin erken AH evrelerinde baslayan anahtar bir rol oynadigi
bilinmektedir (Garcia Blanco ve digerleri, 2017). Oksidatif stres lipitlere, proteinlere ve
niikleik asitlere oksidatif hasarin spesifik biyobelirtegleri ile dolayli olarak
gosterilebilmektedir. Oksidatif lipit hasarinin biyobelirtegleri arasinda 4-hidroksinonenal,
malondialdehit, lipit hidroperoksitler, izoprostanlar ve tiyobarbitiirik asitle reaktif
maddeler bulunmaktadir. Oksidatif stres tarafindan olusturulan protein hasari, protein
karboniller ve protein nitrasyonu ile ortaya ¢ikmaktadir. 8-hidroksiguanin veya alternatif
olarak 8-hidroksi-2’-deoksiguanozinin miktarinin belirlenmesi, oksidatif DNA hasarinin
biyobelirtecidir (Coppede ve Migliore, 2011). Bu sebeple, Ai-42 ile olusturulan AH
modelinde L-EPS’lerin TOS ve hiicre igi ROS miktar1 lizerine baskilayict etkileri
degerlendirilmistir. ABi-42’nin TOS’u ve hiicre i¢gi ROS miktarin1 kontrol grubuna gore
sirastyla %42 ve %275 oranlarinda arttirdigi belirlenmistir (p<0,05). Oksidatif stres, TAS
ile TOS arasindaki dengenin bozulmasi nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Artan TOS ve hiicre
ici ROS miktari, oksidatif stresin belirtecidir. Bu durum Api.42’nin oksidatif stresi etkin bir
sekilde arttirdigin1 gostermistir. AH’ye sahip beyinlerde oksidatif stres kaynagi olarak Ap:-
42 oligomerleri gosterilmistir. Oksidatif stresin APis42’den zengin beyin bdlgelerinde
meydana geldigi, ancak APi-42’den fakir bolgelerde bu stresin olmadigi tespit edilmistir
(Butterfield ve Boyd Kimball, 2018). Diger yandan, suslardan elde edilen L-EPS’lerin ise
TOS’u ve hiicre i¢gi ROS miktarim1 APi142 grubuna gore %21-47 ve %50-69 arasinda
degisen oranlarda azalttig1 tespit edilmistir (p<0,05). Azalan TOS ve hiicre i¢i ROS miktar1
L-EPS’lerin AP1-42 ile olusturulan oksidatif strese karsi baskilayici etkilerini gostermistir.
Ayrica, B3 susundan elde edilen 500, 1000 ve 1250 pg/mL konsantrasyonlardaki L-
EPS’nin ve GD2 susundan elde edilen 1000 ve 1250 pg/mL konsantrasyonlardaki L-
EPS’nin TOS’u kontrol grubundan daha diisiik seviyede oldugu belirlenmistir. Literatiirde
de benzer durumlarla karsilagilmistir. Zhang ve digerleri (2013)’nin yaptiklar1 ¢aligmada L.
plantarum C88 susundan elde edilen EPS uygulanan gruplarda malondialdehit olusum
seviyesinin kontrol grubunun altinda oldugu bulunmustur. Bu durum EPS’lerin oksidatif
strese karsi gili¢lii bir antioksidan cevap olusturdugunu diistindiirmiistiir. Her iki sustan elde
edilen L-EPS’lerin artan konsantrasyonlarinda TOS’u ve hiicre i¢i ROS miktarini azalttig
belirlenmis olup, en yiiksek baskilayici etkiyi B3 susundan elde edilen L-EPS gostermistir
(Cizelge 4.6, Sekil 4.13). Calismadan elde edilen sonuglar L-EPS’lerin gosterdikleri

antioksidan aktivite sonucunda artan TOS’u azaltarak ve hiicre i¢i ROS miktarini
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baskilayarak APi42 ile indiiklenen oksidatif strese karsi koruma sagladigini gostermistir.
Literatiirde yer alan ¢alismalarda antioksidan aktivite ile TOS ve hiicre i¢i ROS miktar
arasinda negatif bir korelasyonun oldugu bulunmustur. Negatif korelasyon nérokoruyucu
etkinin gostergesidir. Calismamizda da L-EPS’lerin noérokoruyucu etkileri ile TOS ve
hiicre i¢i ROS miktar {izerine baskilayici etkileri arasinda negatif yonlii, yiiksek diizeyde
sirasiyla -0,977 ve -0,982 olan bir iliski bulunmustur (p<0,05). L. lactis subsp. lactis 'den
elde edilen EPS’lerin normal fare grubuna gore serumda ve farelerin karacigerindeki lipid
peroksidasyonun belirteci olan malondialdehit seviyesini %17-58 ve %1-46 oranlarinda
diistirdiigii tespit edilmistir (Guo ve digerleri, 2013). Li ve digerleri (2013e)’nin yaptiklari
caligmaya gore PCI12 hiicrelerinde hidrojen peroksitin malondialdehiti ve laktat
dehidrogenaz1 kontrol grubuna gore sirasiyla %210 ve %102 oranlarinda arttirdigi, L.
plantarum LP6 susundan elde edilen EPS’lerin ise malondialdehiti ve laktat dehidrogenazi
hidrojen peroksit grubuna gore sirasiyla %28-53 ve %12-30 oranlarinda azalttig1 tespit
edilmistir. EPS’nin malondialdehit olusumunu engelledigi, zarin ¢apraz baglanmasini
azalttigi, zar akiskanli@i ve sinyal iletimindeki diisiisii sinirladigi belirlenmistir. Lycium
barbarum polisakkaritlerinin PC12 hiicrelerinde 6-hidroksi dopamin ile indiiklenen
oksidatif hasara karst norokoruyucu etkilerini hiicre i¢i ROS ve nitrik oksit birikimini
yavaglatarak, protein oksidasyonunun belirteci olan 3-nitrotirozin ve hiicre igi serbest
kalsiyum diizeylerini diisiirerek ve NF-kB/p65, noronal nitrik oksit sentaz ve indiiklenebilir
nitrik oksit sentazin agirt ekspresyonunu inhibe ederek gostermislerdir (Gao ve digerleri,
2015). Cordyceps sinensis (Berk.) Sacc.’dan elde edilen polisakkaritlerin oksidatif stres
olusturulmus deneysel hayvan modelinde serum, karaciger ve kasta artan malondialdehit
ve oksidatif DNA hasar1 gostergesi olan 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin seviyelerini azalttig
belirlenmistir (Yan, Wang ve Zhang, 2014). Yang ve digerleri (2015b)’nin yaptiklari
calismaya gore HepG2 hiicrelerinde hidrojen peroksitin malondialdehit (%200 oraninda)
ve hiicre i¢i ROS miktarin1 kontrol grubuna gore arttirdigi, B. amyloliquefaciens’den elde
edilen mannoz ve glikozca zengin EPS’lerin ise malondialdehit (%15-45 oranlarinda) ve
hiicre i¢i ROS miktarin1 hidrojen peroksit grubuna gore azalttigi belirlenmistir. EPS’lerin,
hidrojen peroksit kaynakli oksidatif strese enzimatik ve enzimatik olmayan hiicre ici
antioksidan savunmalar1 arttirarak yanit verdigi tespit edilmistir. Yapilan bagka bir
caligmaya gore HUVECS hiicrelerinde glikozun hiicre i¢i ROS miktarini kontrol grubuna
gore %450 oraninda arttirdigi, Bordetella sp. B4 susundan elde edilen glikozca zengin, a-
1,4, B-1,6 glikozitik baglarini igeren EPS’lerin ise hiicre i¢ci ROS miktarin1 glikoz grubuna

gore %35-90 oranlarinda azalttigi tespit edilmistir. EPS’lerin oksidatif hasara karsi
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norokoruyucu etkisinin redoks depolimerizasyonuna bagli oldugu belirlenmistir (Lin ve
digerleri, 2012). Niikleer faktor eritroid 2 iligkili faktor 2/antioksidan yanit elemant,
MAPK’ler, PI3BK-AKT/PKB ve insiilin/insiilin benzeri biiylime faktorii-1 (11S)’in  yer
aldig1 bir takim sinyal yolaklarinin, oksidatif stresi de igeren goklu streslere verilen hiicre
yanitlariyla iligkili oldugu belirlenmistir (Cohen ve Dillin, 2008; Kaspar, Niture ve Jaiswal,
2009; Kim ve Choi, 2010). Hiicresel antioksidan yanitta 6nemli rol oynayan bazik 16sin
fermuari transkripsiyon faktorii bolgesi olan Nrf2’nin aktive edildiginde ¢ekirdek icerisine
yer degistirerek ARE’ye baglanmakta oldugu ve bdylece hiicresel antioksidan ve anti-
inflamatuvar savunmada ve mitokondriyal korumada yer alan genlerin yukari
reglilasyonuna yol agtigi belirlenmistir (Kaspar ve digerleri, 2009). Yaslanmay1
geciktirmek ve noron fonksiyonunu iyilestirmek i¢in kullanilan Lycium barbarum’dan elde
edilen  polisakkaritin, insan keratinosit HaCaT hiicrelerinde Nrf2’nin ¢ekirdege
translokasyonunu ve Nrf2 bagimli ARE hedef genlerinin ekspresyonunu arttirarak, hiicre
canliliginda ultraviyole B tarafindan indiiklenen diislisii ve ROS diizeyi artisin1 azalttigi
gosterilmistir (Li ve digerleri, 2017b). Parakuat maruziyeti altindaki yabanil tip
Caenorhabditis elegans’ta Dictyophora indusiata polisakkaritinin DAF-16/FOXO
transkripsiyon faktoriiniin c¢ekirdege translokasyonunu destekleyerek oksidatif sagkalimi
arttirdigr  gosterilmistir.  DAF-16, IIS’deki ¢ok oOnemli bir regiilator oldugundan,
polisakkaritin antioksidan aktivitesinin organizma metabolizmasini ve 6mriinii diizenleyen
evrimsel olarak korunmus bir yol olan IIS ile iliskili oldugunu bulmuslardir (Zhang ve
digerleri, 2016). EPS’lerin oksidatif stres {izerine baskilayic etkileri; 4-hidroksinonenal,
malondialdehit, lipit hidroperoksitler, izoprostanlar ve tiyobarbitiirik asitle reaktif
maddeler icerigini azaltmasi, protein karbonil olusumunu ve protein nitrasyonunu
baskilamasi, sliperoksit anyon, hidroksil, peroksil, lipit peroksil ve alkoksil radikallerini
stipiirme aktivitesi, ROS’un zincir reaksiyonlarini kirma aktivitesi, SOD, CAT ve GPx gibi
antioksidan enzimlerin modiilasyonu ve ROS’la iliskili peroksidasyon {iriinlerinin
diizeylerinin disiiriilmesi ile iligkili oldugu belirlenmistir (Andrew ve Jayaraman, 2020; Li
ve digerleri, 2017a). Elde ettigimiz sonuglar ve literatiirden elde ettigimiz sonuglara gore
EPS’lerin oksidatif strese karst gosterdikleri etki mekanizmasindaki farkliliklarin
EPS’lerin yapisal 6zelliklerine (monosakkarit bilesimleri, molekiiler agirliklari, baglanti
tirleri, zincir konformasyonlari, fonksiyonel gruplari, ylizey morfolojileri ve kristalografik

ozellikler) bagli oldugu diistiniilmiistir.
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L-EPS’lerin antioksidan aktivitelerinden (DPPH serbest radikalini siipirme aktivitesi,
hidroksil radikalini siiplirme aktivitesi, siiperoksit anyon radikalini siiplirme aktivitesi ve
lipit peroksidasyonun inhibisyon orani) elde ettigimiz sonuglar, ticari kitlerden (TAS,
SOD, CAT, GPx enzim aktiviteleri ve TOS) ve flow sitometreden elde ettigimiz sonuglari
(hiicre i¢i ROS miktar1) destekler nitelikte olup, L-EPS’lerin antioksidan etki sonucu Ap:-

42 kaynakli oksidatif stresi baskiladigini gosterir niteliktedir.

Mitokondriyal gegirgenlik gecis gozeneginin, AH’ye yol acan mitokondriyal yapi ve
fonksiyon degisikliklerinde merkezi bir rol oynadigi belirlenmistir. Bu gecis gézenegi,
voltaj bagimli anyon kanalindan ve adenin niikleotid translokatoriinden olugmaktadir (Rao,
Carlson ve Yan, 2014). Hiicre dis1 veya hiicre i¢i AP’nin, reseptore bagli yol, TOM40
makinesi ve dogrudan endoplazmik retikulum-mitokondri transferi yoluyla mitokondriye
tagiabildigi tespit edilmistir. AR ve mitokondriyal proteinlerin etkilesimleri sonucunda
(siklofilin D ve AP baglayict alkol dehidrojenaz) AP’nin mitokondriyal ve noronal
fonksiyon tizerindeki etkilerini arttirdigi belirlenmistir (Chen ve Yan, 2010). Bu
etkilesimin, mitokondriyal gecirgenlik gec¢is gdzenegi olusumunu tetikleyerek, azalmis
mitokondriyal membran potansiyeli, bozulmus mitokondriyal solunum fonksiyonu, artmis
oksidatif stres, sitokrom c salinimi, bozulmus aksonal mitokondriyal tasima ve noronal
apoptoz ile sonuglandig1 bildirilmistir (Rao ve digerleri, 2014). Bu sebeple L-EPS’lerin
APi-42 ile olusturulan AH modelinde mitokondriyal membran potansiyeli lizerine koruyucu
etkileri belirlenmistir. APi-42’nin mitokondriyal membran potansiyel yilizdesini kontrol
grubuna gore %47 oraninda azalttigi belirlenmistir (p<0,05). Diisiik mitokondriyal
membran potansiyeli hasarli mitokondriyi gOstermistir. APi42 ile indiiklenen
mitokondriyal membran potansiyelindeki kayip, ATP iiretiminin inhibisyonuna neden
olarak apoptozu indiiklemis ve SH-SYSY hiicrelerinin 6liimiine sebep olmustur. AP2s-35’in
PC12 hiicrelerinde hiicresel biiylimeyi inhibe ettigini, hiicre i¢i ROS olusumunu arttirdigini
ve mitokondriyal membran potansiyelini azalttigin1 gostermislerdir (Huang ve digerlers,
2019). Alberdi ve digerleri (2018), AP aracili ROS asir1 {liretiminin intrandronal redoks
dengesini bozarak ndronal hasara yol acan mitokondriyal disfonksiyonu siddetlendirdigini
belirlemislerdir. Artan kanitlar, mitokondriyal membran potansiyelindeki azalmanin ve
ardindan gergeklesen sitokrom c¢ salimiminin apoptotik silirecin merkezi bir olayini
olusturdugunu tespit etmislerdir (Favaloro, Allocati, Graziano, Di Ilio ve De Laurenzi,
2012; Green ve Reed, 1998). Diger yandan, suslardan elde edilen L-EPS’lerin Ai-42

grubuna gore mitokondriyal membran potansiyel yiizdesini %28-62 arasinda degisen
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oranlarda arttirdig tespit edilmistir (p<0,05). Artan mitokondriyal membran potansiyeli L-
EPS’lerin AP1-42 ile olusturulan mitokondriyal hasara karsi koruyucu etkilerini gdstermistir.
Her iki sustan elde edilen L-EPS’lerin artan konsantrasyonlarinda mitokondriyal membran
potansiyel ylizdesini arttirdig1 belirlenmis olup, en yiiksek koruyucu etkiyi B3 susundan
elde edilen L-EPS gostermistir (Sekil 4.15). Elde ettigimiz sonuglara gore, L-EPS’lerin
mitokondriyal membran potansiyelindeki kaybi engelleyerek, anti-apoptotik etki sonucu
APi142 kaynakli hiicre 6liimiine karsi koruma ozelliginin oldugu tespit edilmistir. L-
EPS’lerin AH modelinde mitokondriyal membran potansiyeli iizerine etkileri literatiirde ilk
defa belirlenmistir. Literatiirde bulunan ¢alismalarda farkli organizmalardan (alg, bitki,
mantar ve yosun) elde edilen polisakkaritler kullanilmistir (Jia ve digerleri, 2015; Zhang ve
digerleri, 2015) ya da bakterilerden elde edilen EPS’lerin kanser hastaligi modelinde
mitokondriyal membran potansiyeli iizerine etkileri incelenmistir (Rajoka ve digerleri,
2018; Tian, Zhao, Zeng, Zhang ve Zheng, 2016). Polygonatum sibiricum’dan elde edilen
galaktoz ve mannozca zengin polisakkaritin AH hiicre modelinde mitokondriyal membran
potansiyeli iizerine % 26-44 arasinda degisen oranlarda koruyucu etkisi tespit edilmistir.
Polisakkaritin noérokoruyucu etkisini BCL2/BAX oranini modiile ederek, sitokrom c¢
salinimini azaltarak, CASP3 aktivasyonunu inhibe ederek gosterdigi belirlenmistir (Zhang
ve digerleri, 2015). Gynostemma pentaphyllum polisakkaritlerinin AP2s-3s kaynakli
oksidatif stresi, asir1 kalsiyum akisini ve %41-57 arasinda degisen oranlarda mitokondriyal
membran potansiyeli kaybini o6nleyerek PC12 hiicrelerini AP2s3s ile indiiklenen
sitotoksisiteye karst korudugu belirlenmistir (Jia ve digerleri, 2015). Han, Nan, Fan, Chen
ve Zhang (2019)’1n yaptig1 ¢alismaya gore Inonotus obliquus polisakkariti (1,1 x 10° Da
molekiiler agirhiginda) L-glutamik asit ile hasar olusturulan HT22 hiicrelerindeki
mitokondriyal membran potansiyeli kaybini nleyerek nérokoruyucu etki gostermistir. Bu
etkiyi oksidatif stresi, Ozellikle Nrf2 sinyallemesini modiile ederek ve mitokondriyal
apoptozu inhibe ederek gostermistir. Amanita caesaera’dan elde edilen polianyonik
fonksiyonel gruplar igeren polisakkaritin L-glutamik aside maruz kalan HT22
hiicrelerindeki azalmis hiicre canliligini arttirdigi, apoptozu inhibe ettigi, hiicre i¢i ROS
birikimini bastirdigit ve mitokondriyal membran potansiyelindeki kayb1 oOnledigi
belirlenmistir. Bu etkilerin antioksidan aktivite ile iligkili oldugu tespit edilmistir (Li ve
digerleri, 2019a). Yapilan bir bagka ¢alismada Inonotus obliquus’dan elde edilen piiriizli
yiizey morfolojisine sahip polisakkaritin oksidatif kosullar altinda mitokondrinin
biitiinliigiinii  etkili bir sekilde %25-100 arasinda degisen oranlarda koruyabildigi
gosterilmistir (Wang ve digerleri, 2018). Calismamizda L-EPS’lerin nérokoruyucu etkileri
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ile mitokondriyal membran potansiyeli iizerine koruyucu etkileri arasinda pozitif yonld,
yiiksek diizeyde 0,994 olan bir iliski bulunmustur (p<0,05). Literatiirdeki ¢alismalardan da
mitokondriyal membran potansiyeli ile nérokoruyucu etki arasinda anlamli bir iliskinin
oldugu anlasilmis olup, bu iliskinin EPS’lerin yapisal 6zelliklerine de (monosakkarit
bilesimleri, molekiiler agirliklari, fonksiyonel gruplar1 ve ylizey morfolojileri) bagli olarak
degisebilecegi diisiiniilmiigtiir. Literatiirden elde edilen bilgiler 1s13inda L-EPS’lerin
mitokondriyal membran potansiyeli iizerine koruyucu etkilerini AB ve mitokondriyal
proteinlerin (siklofilin D ve AP baglayici alkol dehidrojenaz) etkilesimlerini baskilayarak
ve mitokondriyal proteinlere bagli mitokondriyal gegis gozenegini inhibe ederek etki
ettigini disiinmekteyiz. Bu sayede L-EPS’ler tarafindan mitokondriye AP girisi bloke
edilebilecektir. Bu goriisiimiizii desteklemek amaciyla ileri diizey ¢aligmalarin yapilmasi

gerekmektedir.

Mitokondriyal membran potansiyeline bagli olarak mitokondriyal gecirgenligin
diizenlenmesi ve sitokrom C’nin mitokondriden sitozole salinmasi apoptotik siire¢ i¢in
onem arz etmektedir (Mullauer, Kessler ve Medema, 2009). Bu durum mitokondriyal
membran potansiyeli ile apoptoz arasindaki baglantiyr gostermistir. Bu sebeple L-
EPS’lerin APi.42 ile olusturulan AH modelinde apoptozu baskilayict etkileri tespit
edilmistir. APi42’nin erken apoptoz ve ge¢ apoptoz sathasindaki hiicre yiizdesini kontrol
grubuna gore %880 oraninda arttirdigi belirlenmistir (p<0,05). Anneksin V pozitif
hiicrelerinin artis1, erken apoptoz ve ge¢ apoptozun bir gdstergesi olarak kabul edilmigtir.
Diger yandan, suslardan elde edilen L-EPS’lerin AP1-42 grubuna gore erken apoptoz ve ge¢
apoptoz sathasindaki hiicre ylizdesini %35-67 arasinda degisen oranlarda azalttigi tespit
edilmistir (p<0,05). Anneksin V pozitif hiicrelerinin azalisi, L-EPS’lerin APi142 ile
indiiklenen erken apoptoz ve ge¢ apoptoza kars1 baskilayici etkilerini gostermistir. Her iki
sustan elde edilen L-EPS’lerin artan konsantrasyonlarinda erken apoptoz ve ge¢ apoptoz
sathasindaki hiicre ylizdesini azalttig1 belirlenmis olup, en yiiksek baskilayici etkiyi B3
susundan elde edilen L-EPS gostermistir (Sekil 4.15). Calismamizda L-EPS’lerin
ndrokoruyucu etkileri ile apoptoz {lizerine baskilayici etkileri arasinda negatif yonld,
yiiksek diizeyde -0,988 olan bir iliski bulunmustur (p<0,05). Calismadan elde edilen
sonuglar, L-EPS’lerin anneksin V pozitif hiicrelerini baskilarak, anti-apoptotik etki sonucu
APi1-42 ile indiiklenen hiicre dliimiine karsi norokoruyucu etki gosterdigini yansitmigtir.
Ayrica, bu baskilayici etkinin altinda yatan mekanizmanin belirlenmesi igin apoptoz sinyal

yolagindaki genlerin ekspresyon diizeyleri belirlenmistir.
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AB1-42’nin BCL2 geninin ekspresyon seviyesini kontrol grubuna gore azalttigi ve BCL2
associated X (BAX) geninin ekspresyon seviyesini kontrol grubuna gore arttirdigi
belirlenmistir (p<0,05). Mitokondriyal gegirgenligin diizenlenmesi ve sitokrom C’nin
mitokondriden sitozole salinmasi apoptotik siire¢ i¢in ¢ok Onemlidir. Bu siirecin Bcl-2
ailesi tarafindan siki bir sekilde kontrol edildigi bildirilmistir (Mullauer, Kessler ve
Medema, 2009). Bcl-2 ailesinin farkli hiicre i¢i apoptotik sinyal yollarinin
diizenlenmesinde merkezi bir rol oynadigi ve AH dahil olmak {izere ¢esitli ndrodejeneratif
bozukluklarla iligkili oldugu tespit edilmistir (Desagher ve Martinou, 2000). Bcl-2 ailesi
proteinlerinin, Bcl-2 gibi anti-apoptotik proteinler ve Bax, Bim dahil pro-apoptotik
proteinler dahil olmak iizere birka¢ homolog proteinden olustugu bildirilmistir (Kosten,
Galloway, Duman, Russell ve D’Sa, 2008). Bax/Bcl-2 orani, AP hasarini takiben noronal
hiicrelerin apoptotik durumunu belirlemek i¢in Onerilmistir (Gu ve digerleri, 2009). Diger
taraftan, suslardan elde edilen L-EPS’lerin APi-42 grubuna gére BCL2 geninin ekspresyon
seviyesini arttirdigi ve BAX geninin ekspresyon seviyesini azalttigi tespit edilmistir
(p<0,05) (Sekil 4.16, Sekil 4.17, Cizelge 4.7). L-EPS’lerin AH modelinde apoptoz iizerine
etkileri literatiirde ilk defa belirlenmistir. Literatiirde bulunan c¢alismalarda farkl
organizmalardan (alg, bitki, mantar ve yosun) elde edilen polisakkaritler kullanilmistir
(Wei ve digerleri, 2015; Zhang ve digerleri, 2015) ya da bakterilerden elde edilen
EPS’lerin kanser hastaligit modelinde apoptoz iizerine etkileri incelenmistir (Di, Zhang,
Han, Zhang ve Xin, 2018; Tipiriti Kourpeti ve digerleri, 2016; Tiikenmez ve digerleri,
2019; Zhou ve digerleri, 2017). Zhang ve digerleri (2015)’nin yaptiklar1 ¢aligmaya gore
PC12 hiicrelerinde AP2s-35’nin sebep oldugu anneksin V pozitif hiicre sayisindaki artisi,
Polygonatum sibiricum’dan elde edilen 7,6 x 10* Da molekiiler agirlikli, galaktoz ve
mannozca zengin polisakkaritin %20-60 arasinda degigen oranlarda azalttig1 belirlenmistir.
Bu durumun etki mekanizmasi Bax/Bcl-2 oranmnin azaltilmasi seklindedir. CGCs
hiicrelerinde hidrojen peroksit ile olusturulan hasarda Ganoderma lucidum’dan elde edilen
polisakkaritin artan BAX ve BIM seviyelerini sirasiyla yaklasik olarak 3 ve 4 kat azalttigi
ve azalan BCL2 seviyesini ise yaklasik olarak 4 kat arttirdigi tespit edilmistir (Sun ve
digerleri, 2017). Zhang, Li, Yang, Jin ve Zhang (2018)’in yaptiklar1 ¢alismaya gére AH
modeli olusturulan ratlarda Flammulina velutipes’dan elde edilen polisakkaritin BAX
seviyelerindeki artis1 (1,5 Kkat), konsantrasyona bagh olarak azalttigi (1,3 kat) ve BCL2
seviyesindeki azalis1 (1,25 kat), konsantrasyona bagli olarak arttirdigi (1,25 kat) tespit
edilmistir. L-Glutamin ile PC12 hiicrelerinde olusturulan modelde BAX seviyesinde 1,5 kat

artis ve BCL2 seviyesinde 2 kat azalis oldugu tespit edilmistir. Lycium barbarum’dan elde
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edilen polisakkaritin bu durumu tersine ¢evirdigi belirlenmistir (sirastyla 1,5 kat azalis ve
2,4 Kkat artig) (Hu ve digerleri, 2018). Yulangsan’dan elde edilen polisakkaritlerin PC12
hiicrelerinde APo2s.35 tarafindan indiiklenen apoptoza karsi koruyucu etkisi bulunmustur.
Polisakkaritin anti-apoptotik gen BCL2’yi yukar1 regiile ettigi, proapoptotik gen TP53 ve
BAX’1 asag1 regiile ettigi belirlenmistir (Chen ve digerleri, 2013b, 2013d). Angelica
sinensis polisakkariti, Sargassum fusiforme polisakkariti ve Vitis vinifera’nin BCL2’yi
arttirarak ve BAX gen ekspresyonunu azaltarak hiicre apoptozunu 6nledigi bildirilmistir (Li
ve digerleri, 2013c; Tang ve digerleri, 2012; Yuan ve digerleri, 2015). Cistanche
deserticola’dan elde edilen polisakkaritin BCL2’yi yukar1 regiile ederek AH’li farelerde
hipokampal néron apoptozunu inhibe ettigi tespit edilmistir. Bunun sonucunda AH’li
farelerde Ogrenme yeteneginin arttigi  bildirilmistir  (Yin ve digerleri, 2013b).
Erjingling’den ekstrakte edilen polisakkarit hipokampal hiicrelerin sagkalim hizinm
arttirarak, BCL2’yi yukari regiile ederek, BAX’1 asag1 regiile ederek ve bdylece hipokampal
noronlart glutamatin neden oldugu apoptoza karsi koruma saglamistir (Xu ve digerleri,
2008). Calismamizda L-EPS’lerin nérokoruyucu etkileri ile apoptoz sinyal yolag: {izerine
baskilayici etkileri arasinda negatif yonlii, yliksek diizeyde sirasiyla -0,997 olan bir iliski
bulunmustur (p<0,05). Literatiirden elde edilen bilgiler ve ¢alismamizdan elde ettigimiz
sonuglar da L-EPS’lerin Bax/Bcl-2 oranin1 diizenleyerek anti-apoptotik etki sonucunda
norokoruyucu etki gosterdigini kanitlar niteliktedir. L-EPS’ler tarafindan bu oranin
diizenlenmesi ayni1 zamanda mitokondriyal gecirgenligin de diizenlenmesi anlamina

gelmistir.

APi1-42’nin kaspaz-3 (CASP3), kaspaz-7 (CASP7), kaspaz-8 (CASP8), kazpaz-9 (CASP9) ve
sitokrom C (CYCS) genlerinin ekspresyon seviyelerini kontrol grubuna goére arttirdigi
belirlenmistir (p<0,05). AP’nin mitokondriyal apoptoz yolunu aktive edebilecegi
gosterilmis olup, mitokondriyal disfonksiyonu indiikledigi belirtilmistir. Mitokondriyal
membran biitiinliigiiniin bozulmas1 sonucunda sitokrom c’nin mitokondriden sitozole
salinmasina yol agmistir (Dragicevic ve digerleri, 2010). Serbest birakildiktan sonra
sitozolik sitokrom c, baglatic1 proteaz CASP9’u aktive eden bir apoptozom olusturarak ve
bu da daha sonra yiiriitiici CASP-31i aktive ederek hiicrenin apoptoza girmesine neden
olmustur (Twiddy ve digerleri, 2004, Wu, Hsu ve Chan, 2007). AH hastalarindan tiiretilen
beyin dokusunda artan noronal kaspaz-3 ekspresyonu goézlenmistir (Abrahamson ve
digerleri, 2006). Diger taraftan, suslardan elde edilen L-EPS’lerin APi142 grubuna gore
CASP3, CASP7, CASP8, CASP9 ve CYCS genlerinin ekspresyon seviyelerini azalttigi
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tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil 4.16, Sekil 4.17, Cizelge 4.7). Literatiirde yapilan
caligmalarda benzer sonuglar elde edilmistir. Yu ve digerleri (2007)’nin yaptiklar
calismaya gore kortikal noéron hiicrelerinde Afpgs-3s ile olusturulan hasarda Nerium
indicum’dan elde edilen 2,8 x 10* - 1 x 10° Da araliginda degisen molekiiler agirlikli,
ramnoz, arabinoz, ksiloz, galaktoz ve glikoz iceren farkli konsantrasyondaki
polisakkaritlerin CASP3 ekspresyon seviyesini 1,1-1,5 arasinda degisen katlarda azalttigi
tespit edilmistir. Zhang ve digerleri (2015)’nin yaptiklar1 ¢alismaya goére PC12
hiicrelerinde APg2s-35’nin sebep oldugu CASP3 ve sitozolik CYCS seviyesindeki artisi,
Polygonatum sibiricum’dan elde edilen polisakkaritin sirasiyla 1,4-1,6 ve 1,7-2,0 arasinda
degisen katlarda azalttigi belirlenmistir. CGCs hiicrelerinde hidrojen peroksit ile
olusturulan hasarda Ganoderma lucidum’dan elde edilen polisakkaritin artan CASP3
seviyesini 4,5 kat azalttig1 tespit edilmistir (Sun ve digerleri, 2017). L-Glutamin ile PC12
hiicrelerinde olusturulan modelde CASP3, CASP8 ve CASP9 seviyelerinde sirasiyla 1,5;
1,7 ve 1,5 kat artis tespit edilmistir. Lycium barbarum’dan elde edilen polisakkaritin bu
durumu tersine ¢evirdigi belirlenmistir (sirasiyla 1,5; 1,4 ve 1,1 kat) (Hu ve digerleri,
2018). Zhang ve digerleri (2018)’nin yaptiklar1 ¢alismaya gére AH modeli olusturulan
ratlarda Flammulina velutipes’dan elde edilen polisakkaritin CASP3, CASP9 ve CYCS
seviyelerindeki artis1 (sirasiyla 1,6; 1,3 ve 1,7 kat), konsantrasyona bagli olarak azalttigi
(swrastyla 1,4; 1,3 ve 1,1 kat) tespit edilmistir. Demansa yatkin fare/8’in frontal lob ve
hipokampiisiinde Tau (Ser202) fosforilasyonu ve CASP3 ekspresyonu ve aktivitesi
Yulangsan’dan elde edilen polisakkaritler tarafindan azaltilmistir. Bu da azalmis néron
apoptozu ile sonuglanmistir (Chen ve Huang, 2013e). Ganoderma lucidum
polisakkaritlerinin CFOS, CASP3 ve FASL gen ekspresyonlarini azaltarak, hipokampal
hiicrelerde apoptoz hizini azalttigi bildirilmistir (Guo Yanjun ve Hua, 2008; Li ve digerleri,
2007; Yuan ve digerleri, 2011; Yueping ve digerleri, 2008). Calismamizdan elde ettigimiz
sonuclar suglardan elde edilen L-EPS’lerin kaspazlarin ekspresyonunu ve sitokrom c
salimmmini  baskiladigi belirlenmis olup, AH’de igsel apoptoz (mitokondriyal yolak)
lizerinde baskilayic1 etki sonucunda ndrokoruyucu oOzellik gosterebilme potansiyelinin

oldugunu gostermistir.

gRT-PZR’dan elde ettigimiz sonuglar (apoptoz sinyal yolagi), flow sitometreden elde
ettigimiz sonuglar1 (apoptoz ve mitokondriyal membran potansiyeli) destekler nitelikte

olup, L-EPS’lerin apoptozu baskilayici etkilerinin mekanizmasini agiklar niteliktedir.
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AP ile indiiklenen apoptozun, stres kinazlarin aktivasyonu (Chang ve digerleri, 2002;
McDonald, Bamberger, Combs ve Landreth, 1998; Tamagno ve digerleri, 2003b),
kaspazlarin aktivasyonu (Allen, Eldadah, Huang, Knoblach ve Faden, 2001), hayatta kalma
yolunun inhibisyonu (Kubo, Nishimura ve Oda, 2002), oksidatif stres (Canevari, Abramov
ve Duchen, 2004) ve dliim reseptorleri (Li ve digerleri, 2004) gibi farkli mekanizmalari
icerebildigi bildirilmistir. A ile indiiklenen apoptozun farkli mekanizmalar iizerinden etki
gostermesi sebebiyle L-EPS’lerin bu farkli mekanizmalar iizerine modiilatoér etkilerinin
olup olmadiginin belirlenebilmesi igin apoptozla iliskili diger sinyal yolaklarindaki

genlerin de ekspresyon diizeylerine bakilmistir.

PI3K-AKT/PKB sinyali, hiicre sag kalimini arttirmanin saglandigi énemli hiicre i¢i sinyal
yolaklarindan birisi oldugu tespit edilmistir. AKT, hiicre dis1 sinyallerle aktive edilen PI3-
K’nin bir alt akis protein kinazidir (Gao, Li ve Lai, 2008). Bu sebeple L-EPS’lerin AP1-42
ile olusturulan AH modelinde AKT/PKB sinyal yolagi tizerine indiikleyici etkileri tespit
edilmistir. AP1-42’nin protein kinaz B (AKT/PKB) geninin ekspresyon seviyesini kontrol
grubuna gore azalttigi belirlenmistir (p<0,05). Artan kanitlar PI3SK-AKT/PKB sinyal
yolaginin AP maruziyetinden dogrudan etkilendigini ve AH sahip beyinlerde degistigini
gostermistir (Bhaskar ve digerleri, 2009). AP, PI3K-AKT/PKB’yi inaktive etmekte olup,
Bad proapoptotik proteinin fosforilasyonuna yol a¢mistir. Bu sayede, Bad’in
sitoplazmadan mitokondriye translokasyonuna neden olmustur. Bad’in translokasyonu,
mitokondriyal membran potansiyelinin azalmasina yol agmistir. Bunun sonucunda, PI3K-
AKT/PKB/BAD/BCLXL aracili mitokondriyal apoptotik yol indiiklenmistir (Zeng ve
digerleri, 2011). Diger taraftan, suslardan elde edilen L-EPS’lerin AP1-42 grubuna gore
AKT/PKB geninin ekspresyon seviyesini arttirdigi tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil 4.16,
Sekil 4.17, Cizelge 4.7). Calismamizda L-EPS’lerin norokoruyucu etkileri ile AKT/PKB
sinyal yolag tizerine indiikleyici etkileri arasinda pozitif yonlii, yiiksek diizeyde 0,989 olan
bir iliski bulunmustur (p<0,05). L-EPS’lerin AKT/PKB sag kalimini etkinlestirerek,
apoptoza karst ndrokoruyucu etki gosterdigi belirlenmistir. Literatiirde yapilan
caligmalarda da benzer sonuglar alinmigtir. Zhang ve digerleri (2015)’nin yaptiklar
calismaya gore PC12 hiicrelerinde Ap2s.35’nin sebep oldugu p-AKT seviyesindeki 2 kat
azalis1, Polygonatum sibiricum’dan elde edilen farkli konsantrasyondaki polisakkaritlerin
1,5-1,8 arasinda degisen katlarda arttirdig: tespit edilmistir. Yu ve digerleri (2007)’nin
yaptiklar1 ¢caligmaya gore kortikal noron hiicrelerinde Af2s-35 ile p-AKT protein ekspresyon

seviyesini azalttigi belirlenmistir. Nerium indicum’dan elde edilen polisakkaritin p-AKT
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protein ekspresyon seviyesini arttirdigi tespit edilmistir. Ho ve digerleri (2007) ve Yu ve
digerleri (2004), Nerium indicum ¢igeklerinden purifiye edilen homojen polisakkaritler J2,
J3 ve J4’lin PDK-1 (Ser241) ve AKT/PKB (Thr308) fosforilasyonunu indiikleyebildigi ve
apoptoza kars1 norokoruyucu etki gosterdigini bildirmislerdir. Bu durumun AKT/PKB
sagkalim sinyal yolaginin aktivasyonuna bagl oldugu tespit edilmistir. Lycium barbarum
LBB’nin alkali ekstrakti ve iki homojen polisakkarit olan LBB-1 ve LBB-2 (LBB’den
saflastirilan alt-fraksiyonlar) AKT/PKB sinyal yolagini stimiile ederek Ap norotoksisitesini
azaltarak norokoruyucu etki gostermistir (Ho ve digerleri, 2007). Literatiirden elde edilen
bilgiler ve ¢alismamizdan elde edilen sonuglar dogrultusunda ¢alismamizdaki L-EPS’lerin
aktive ettigi PI3K-AKT/PKB sinyalinin, Bad proapoptotik proteinin defosforilasyonuna
yol acabilecegi ve Bad’in sitoplazmada kalmasina neden olabilecegi varsayilmaktadir. Bu
sayede L-EPS’ler tarafindan mitokondri membran potansiyelinin korunabilecegi ve PI3K-
AKT/PKB/BAD/BCLXL aracili mitokondriyal apoptotik yolun baskilanabilecegini
diisiinmekteyiz. Bu gorlsiimiizii desteklemek amaciyla daha ileri diizey calismalarin

yapilmasi gerekmektedir.

NF-kB/p65 ailesi, yapisal olarak ilgili 5 proteinden olusmaktadir: c-Rel, RelA/p65, RelB,
p50 ve p52 (Huang ve digerleri, 2012). L-EPS’lerin AP1-42 ile olusturulan AH modelinde
NF-xB/p65 sinyal yolagi iizerine baskilayici etkileri tespit edilmistir. APi-42’nin niiklear
faktor-xB (NF-xB/p65) geninin ekspresyon seviyesini kontrol grubuna gore arttirdigi
belirlenmistir (p<0,05). AP ile stimiilasyon, hiicre i¢i kalsiyum ve oksidatif stresi
arttirmakta olup, IKK proteinlerinin fosforilasyonuna, l1kBa’nin ubikitinasyonu ve p50:p65
NF-kB heterodimer aktivasyonuna yol agmistir. Cekirdege translokasyon sonrasinda pro-
enflamatuvar genler (interlokin-12, interlokin-17 gibi), pro-apoptotik genler (kaspazlar,
BAX gibi) ve norotoksik faktorlerin (glutamat, uyarilmis nitrik oksit sentaz)
transaktivasyonunu indiiklemistir. Aktif p65:p50 dimerlerindeki artig, ndroinflamasyon ve
norodejenerasyona yol agan pro-apoptotik ve eksitotoksik faktorlerin - gelismis
transaktivasyonuna yol agmistir (Srinivasan ve Lahiri, 2015). Diger taraftan, suslardan elde
edilen L-EPS’lerin AP1-42 grubuna gore NF-xB/p65 geninin ekspresyon seviyesini azalttigi
tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil 4.16, Sekil 4.17, Cizelge 4.7). Calismamizda L-EPS’lerin
norokoruyucu etkileri ile NF-kB/p65 sinyal yolagi iizerine baskilayici etkileri arasinda
negatif yonlii, yiiksek diizeyde sirasiyla -0,990 olan bir ilisgki bulunmustur (p<0,05). L-
EPS’lerin NF-kB/p65 sinyal yolagini baskilayarak, apoptoza karst nérokoruyucu etki

gosterdigi belirlenmistir. Literatiirde yapilan calismalarda da benzer sonuglar elde
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edilmigtir. PC12 hiicrelerinde hidrojen peroksit ile olusturulan modelde Morchella
importuna’den elde edilen polisakkaritin p-NF-kB/p65 seviyesindeki artig1 azalttigi
belirlenmistir  (Xiong ve digerleri, 2016). Zhong ve digerleri (2020), Acorus
tatarinowii’den elde edilen polisakkaritin lipopolisakkarit ile indiiklenen noroinflamasyon
ve norotoksisiteye karst TLR4 aracili MyD88/NF-kB ve PI3K-AKT/PKB sinyal
yolaklarmi inhibe ederek etki gosterdiklerini belirlemistir. Bu etkiyi IKKo/p ve IkBo’nin
fosforilasyon seviyelerini inhibe ederek ve NF-xB/p65 fosforilasyonunu (1,2-1,5 kat) ve
niikleer translokasyonunu baskilayarak gosterdigi tespit edilmistir. Lentinus edodes’den
elde edilen polisakkarit p38 MAPK, JNK, NF-kB/p65 sinyal yolaklarinin aktivasyonunu
inhibe ederek ve Nrf2 yolunu aktive ederek INS-1 hiicrelerinde glikoz kaynakli oksidatif
hasar1 azaltmistir (Cao ve digerleri, 2019). Calismamizdaki L-EPS’lerin, oksidatif stresi
azaltarak, IKK proteinlerinin  defosforilasyonuna, IkBa’nin  ubikitinasyonun
engellenmesine  ve p50:p65 NF-kB heterodimer deaktivasyonuna yol acgtig1
diisiiniilmektedir. Bu sayede p50:p65 NF-kB  heterodimerlerinin  ¢ekirdege
translokasyonunun gergeklesmeyecegi ve L-EPS’lerin pro-enflamatuvar genler, pro-
apoptotik genler ve norotoksik faktorlerin transaktivasyonunu inhibe edebilecegi
varsayllmaktadir. Bu goriisiimiizii desteklemek amaciyla daha ileri diizey calismalarin

yapilmasi gerekmektedir.

MAPK ler, ¢esitli hiicresel aktivitelerde rol oynayan bir grup serin-treonin kinazdir ve 3
ana alt gruba ayrilir; ERK, JNK ve p38 MAPK. L-EPS’lerin APi-42 ile olusturulan AH
modelinde MAPK sinyal yolagi iizerine baskilayici etkileri tespit edilmistir. APi-42’nin
hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz 1 (ERK1), hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz 2
(ERK2), c-Jun N-terminal kinaz (JNK), JUN, ve p38 mitojenle aktive edilmis protein kinaz
(p38 MAPK) genlerinin ekspresyon seviyelerini kontrol grubuna goére arttirdigi
belirlenmistir (p<0,05). AP agregatlari, ROS, timor nekroz faktdr-a ve interlokin-1B gibi
pro-enflamatuvar sitokinleri iireten mikroglial makrofajlar1 aktive etmistir. Bunlar birlikte
noronal 6liimiin indiiksiyonunun altinda yatan MAPK sinyal yolaklarinin aktivasyonunu
tetiklemistir (Ghasemi, Zarifkar, Rastegar ve Moosavi, 2014; Kim ve Choi, 2010).
Apoptoz sinyali diizenlenmis kinaz-1, Ser83 rezidiisinden AKT/PKB tarafindan
fosforilasyonu inaktive edilen bir serin/treonin MAPK kinaz (MAPKK) kinazdir (MAPKK
kinaz, MAPKKK). Apoptoz sinyali diizenlenmis kinaz-1’in asag1 akim hedefleri arasinda
MAPKK’lar MKK4/7 ve MKK3/6 yer almistir. Sonug olarak, bu MAPKK’lar CJUN’u,
yani ERK'Y:, JNK ve p38 MAPK’yi aktive edebilen iic MAPK’ nin indiiklenmesine yol
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acmistir. Ikinci molekiiller, sirayla, CJUN, JUNB ve ATF2 gibi hiicre 6liimii igin gerekli
olan cesitli transkripsiyon faktorlerini fosforile etmistir. Ayrica, DPS/HRK, BIM, BID,
BAD, PUMA ve NOXA gibi sadece-BH3 proteinleri, apoptozun kritik baslaticilaridir.
CJUN yolaginin aktivasyonu, ndronal hiicre éliimiinde anahtar rol oynayan DP5 ve BIM
dahil olmak tizere bir¢cok genin yukari regiilasyonunu saglamistir. Bu durum kaspazlarin
aktivasyonuyla sonug¢lanmistir (De La Torre ve digerleri, 2013; Yarza ve digerleri, 2016).
Diger taraftan, suslardan elde edilen L-EPS’lerin AB1-42 grubuna gére ERK1, ERK2, JNK,
JUN, ve p38 MAPK genlerinin ekspresyon seviyelerini azalttigi tespit edilmistir (p<0,05)
(Sekil 4.16, Sekil 4.17, Cizelge 4.7). Calismamizda L-EPS’lerin norokoruyucu etkileri ile
MAPK sinyal yolag: iizerine baskilayict etkileri arasinda negatif yonlii, yliksek diizeyde
sirastyla -0,990 olan bir iligki bulunmustur (p<0,05). L-EPS’lerin MAPK sinyal yolagini
baskilayarak, apoptoza karsi noérokoruyucu etki gosterdigi belirlenmistir. Literatiirde
yapilan calismalarda da benzer sonuglar elde edilmistir. Yu ve digerleri (2007)’nin
yaptiklart ¢caligmaya gore kortikal noron hiicrelerinde ABzs-ss ile p-JINK-1, p-JNK-2 ve p-
p38 MAPK protein ekspresyon seviyelerinin arttigi belirlenmistir. Nerium indicum’dan
elde edilen polisakkaritin p-JNK-1, p-JNK-2 ve p-p38 MAPK protein ekspresyon
seviyelerini azalttiklar1 tespit edilmistir. Li ve digerleri (2019b)’nin yaptiklar1 ¢aligmaya
gore PC12 hiicrelerinde Ap2s-3s ile p-p38, p-ERKY: ve p-INKY. seviyelerinde sirasiyla 3,5;
1,1 ve 2,0 kat artis saglanmistir. Coptis chinensis’den elde edilen polisakkaritin bu artisi
sirastyla 1,1; 1,1 ve 1,4 katlarda azalttig1 tespit edilmistir. Ho ve digerleri (2007) ve Yu ve
digerleri (2004), Nerium indicum ¢igeklerinden purifiye edilen homojen polisakkarit J6’nin
AB-aracili JNK1’i inhibe edebildigi bildirilmistir. Bu durumun JNK sinyal yolaginin
inaktivasyonuna bagli oldugu diistiniilmiistiir. Lycium barbarum LBA’dan elde edilen
akoz ekstraktin, JNK inaktivasyonu yoluyla fibriler APi142 ve Af2s3s fragmanlariin
toksisitesine kars1 doz bagimli nérokoruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (Yu ve digerleri,
2005). Verbena officinalis Linn’den elde edilen akoz ekstrakt AP peptit norotoksisitesine
kars1 norokoruyucu etki gostermistir. AP tarafindan aktive edilen protein kinaz inhibitorleri
ve JNK stres kinazlarini ateniie ederek hem ndrite bagli hasarlanmayr hem de noronal
apoptozu azalttigi belirlenmistir (Lai ve digerleri, 2006). Calismamizdan elde edilen
sonuclara gore L-EPS’lerin aktive ettigi AKT/PKB’nin, apoptoz sinyali diizenlenmis
kinaz-1’in fosforilasyonunu inaktive edebilecegi ve MKK4/7 ve MKK3/6’nin uyarilmasini
engelleyebilecegi diislinlilmektedir. Bu sayede, L-EPS’ler MAPK (ERK'2, JNK ve p38
MAPK) sinyal yolagmin baskilanmasina yol agabilecektir. Baskilanan MAPK sinyal

yolaginin apoptoz i¢in gerekli olan cesitli transkripsiyon faktorlerini fosforile edemeyecegi
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ve kaspazlar aktiflestiremeyecegi diisiiniilmektedir. Bu goriisiimiizii desteklemek amaciyla

daha ileri diizey calismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Sonug olarak, suslardan elde edilen L-EPS’lerin apoptoz baskilayic1 etkisinin farklilik
gostermesi L-EPS’lerin yapisal farkliliklarindan (monomer kompozisyonu, molekiiler
agirlig, bag yapisi, fonksiyonel grup, ylizey morfolojisi ve kristalografik o6zellik)
kaynaklandig1 disiiniilmektedir. L-EPS’lerin apoptoz {izerine baskilayici etkisinin BAX ve
BCL2 diizeylerini regiile etmesi, mitokondriyal membran potansiyelini korumasi, kaspaz
aktivasyonunu inhibe etmesi ve dolayli yoldan AKT/PKB, MAPK ve NF-«B/p65

yolaklarimin modiilasyonu ile iliskili oldugu belirlenmistir (Li ve digerleri, 2017a).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu doktora tez calismasi kapsaminda elde edilen sonuclar degerlendirildiginde asagidaki

¢ikarimlar ve oneriler yapilmustir.

1. Calismada kapsamli taramalarla 6ne ¢ikan 2 sus (Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus B3 ve Lactiplantibacillus plantarum GD2) kullanilmustir.

2. Suglarin L-EPS {iretim miktarlar1 birbirine yakin bulunmus olup, B3 susundan elde
edilen L-EPS kismi olarak 6ne ¢ikmistir. Bu durum L-EPS’lerin biyoteknolojik kullanim

potansiyellerinin ortaya konulmasi bakimindan énemli bir bulgu olmustur.

3. L-EPS’lerin karakterizasyonu anlamli bir yapi-6zellik iliskisi kurulmasinda ¢ok énemli
bir yer tutmaktadir. Bu sebeple, bir 6nceki calismamizda L-EPS’lerin monomer yapisi,
molekiiler agirlig1 ve bag yapilar1 belirlenmistir. Bu ¢alisma kapsaminda L-EPS’lerin azot,
karbon, hidrojen, kiikiirt ve oksijen yiizdeleri, fonksiyonel gruplari, yiizey morfolojileri ve

kristalografik 6zellikleri belirlenmistir.

4. L-EPS’lerin agirlikli olarak mannoz monomerinden olustugu belirlenmistir. B3
susundan elde edilen L-EPS’nin mannoz orani kismi olarak 6ne ¢ikmistir. Yiiksek mannoz
orani ile biyolojik aktivite ve norokoruyucu etki arasinda pozitif bir korelasyonun
oldugunu diisiinmekteyiz. Literatiirden elde edilen bilgilerde bu ¢ikarimimizi destekler

niteliktedir.

5. B3 susundan elde edilen L-EPS’nin yiliksek ve diisiik molekiil agirlikli 2 fraksiyon
icerdigi tespit edilmistir. GD2 susundan elde edilen L-EPS’nin 2 fraksiyonun da diisiik
molekiiler agirlikli oldugu saptanmistir. Yiiksek molekiiler agirlikli fraksiyonlara sahip L-
EPS’lerin daha yiliksek biyolojik aktivite ve norokoruyucu etki gosterecegini

diisiinmekteyiz. Literatiirden elde edilen bilgilerde bu varsayimimizi desteklemistir.

6. L-EPS’lerin bag yapilart a-1,2 ve B-1,3 seklinde tespit edilmistir. Literatiirden elde
edilen veriler 15181nda L-EPS’lerin B-1,3 glikozitik bagini icermesi gosterdikleri biyolojik

aktivitelerinin ve norokoruyucu etkilerinin bir gdstergesi olabilir.
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7. B3 susundan elde edilen L-EPS’nin polianyonik fonksiyonel gruplarinin olusturdugu
germe titresiminin GD2 susundan elde edilen L-EPS’ye gore daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Literatiirden elde edilen bilgilere gore tekrarlayan polianyonik fonksiyonel
gruplarin L-EPS’lerin biyolojik aktivitesine buna bagli olarak da nérokoruyucu etkisine

katk1 sagladigini diisiinmekteyiz.

8. B3 susundan elde edilen L-EPS’nin yiizey morfolojisinin piirlizlii bir yapiya sahip
oldugu, GD2 susundan elde edilen L-EPS’nin ise gbzenekli bir yapiya sahip oldugu
gozlenmistir. Piirtizlii yiizey morfolojisinin diger ylizey morfolojilerine kiyasla daha fazla
hiicre adezyon kapasitesi sagladigi bilinmektedir. B3 susundan elde edilen L-EPS’nin
hiicre reseptorlerine baglanma yeteneginin ve hiicre adezyon kapasitesinin daha fazla
olacagi, buna bagli olarakta biyolojik aktivitesinin ve ndrokoruyucu etkisinin daha yiiksek
olacagimi diisiinmekteyiz. Onceki ¢alismamizdan elde edilen hiicre adezyon kapasitesi
sonuclar1 ve ¢alismamizdan elde edilen biyoaktivite ve ndrokoruyucu etki sonuglari da bu

¢ikarimimizi desteklemistir.

9. L-EPS’lerin XRD desenlerine gore biiylik Olcide amorf veya zayif bir mikro
diizenlenme (zayif kristalin) yapisina sahip olduklar1 goriilmistiir. Literatiirde yapilan
caligmalara gore amorf karaktere sahip polimerlerin daha yiiksek ¢oziiniirlik ve
biyoyararlanim sundugu bilinmektedir. Bu sebeple, L-EPS’lerin kristal karaktere sahip
muadillerine gore {stlin biyolojik aktivite ve norokoruyucu etki gosterecegini

diisiinmekteyiz.

10. B3 susundan elde edilen L-EPS’nin yiiksek mannoz oranina, hem yiiksek hem de
diistik molekiiler agirlhikli 2 fraksiyona, B-1,3 glikozitik bagina, tekrarlayan polianyonik
fonksiyonel gruplara, piriizli ylizey morfolojisine ve amorf karaktere sahip olmasi
biyolojik aktivitesinin ve nérokoruyucu etkisinin GD2 susundan elde edilen L-EPS’ye gore

daha yiiksek olmasini agiklayabilir.

11. Yapilan karakterizasyon c¢aligmalar1 ile L-EPS’lerin sahip oldugu yapisal 6zellik ile
gosterdigi biyolojik aktivite ve norokoruyucu etki arasindaki iliski ortaya konulmaya
calisgtlmistir. L-EPS’lerin karakterizasyonuna (viskozite, reolojik analiz, termogravimetrik
analiz, emiilsifikasyon aktivitesi, vb.) devam edilerek, L-EPS’lerin sahip oldugu yapisal

ozellikler daha da aydinlatilabilir.
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12. L-EPS’lerin antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. Serbest radikalleri siipiirme
aktivitesi bakimindan B3 susunun L-EPS’si one c¢ikarken, ayni sekilde demir iyonunu
selatlama aktivitesi ve lipit peroksidasyonun inhibisyonu bakimindan da en iyi sonucu B3

susundan elde edilen L-EPS gdstermistir.

13. AH tedavisinde giincel olarak hedeflenen stratejilerden birisi Api1-42’nin
agregasyonudur. Bu sebeple, L-EPS’lerin APi.s2 agregasyonu iizerine inhibitor etkileri
belirlenmistir. En yiiksek inhibitor etkiyi B3 susundan elde edilen L-EPS gostermistir. Elde
ettigimiz sonuclar, L-EPS’lerin AH tedavisinde APi-42 agregasyonunun inhibitorii olarak
kullanim potansiyeline sahip oldugunu gostermistir. L-EPS’lerin APi1-42 agregasyonunu
dogrudan ya da dolayli olarak hangi mekanizma iizerinden inhibe ettiinin belirlenmesi

icin ileri diizey molekiiler calismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

14. APi42 ile olusturulan toksisite AH igin gegerli in vitro noral dejenerasyon

modellerinden biri olup, ¢calismamizda da bu model basari ile olusturulmustur.

15. L-EPS’lerin hafif derecede sitotoksik etkisinin oldugunun belirlenmesi, AH tedavisinde
giivenli olarak kullanilabilirligini gdstermis olup, AH tedavisinde kullanilan Amerikan
Gida ve llag Dairesi tarafindan onaylanmis ve yan etkisi bulunan ilaglara alternatif
olabilecegi goriislinii desteklemistir. L-EPS’lerin ¢evresel kosullara dayanikli olmasi,
uygulama kolayligi, ayn1 L-EPS’lerin kullanimi halinde her zaman stabil sonu¢ vermesi,
uygulama dozu ve konsantrasyonun kolay ayarlanabilmesi, toz halinde bozulmadan uzun
stire saklanabilmesi gibi avantajlar1 dikkate alindiginda, bu avantajlar L-EPS’lerin basarili

olarak uygulanabilirligini ve iirlin haline gelme potansiyelini daha da kuvvetlendirmistir.

16. AP1-42 ile olusturulan AH modelinde L-EPS’lerin nérokoruyucu etkileri arastirilmistir.
En yiiksek norokoruyucu etkiyi B3 susundan elde edilen L-EPS gostermistir. Calismadan
elde ettigimiz sonuglar L-EPS’lerin AH tedavisinde APi-42 ile indiiklenen hiicre ¢liimiine
karst norokoruyucu ajan olarak kullanabilirligini gdstermis olmasi bakimindan &nem
tasimaktadir. L-EPS’lerin norokoruyucu etkilerinin farklilik gostermesi L-EPS’lerin
yapisal farkliliklarindan kaynaklanabilir. L-EPS’lerin hiicre 6liimiine karsi norokoruyucu
etkileri apoptotik, oksidatif, enflamatuvar ve proteotoksik stresler dahil birden ¢ok stresin
hafifletilmesiyle iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Ilerleyen basamaklardaki calismalarimiz

bu ¢ikarimimizi destekler niteliktedir.
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17. AH’deki terapotik hedeflerden birisi de kolinerjik sistemdir. Bu sebeple, APi-42 ile
olusturulan AH modelinde L-EPS’lerin AChE enzim aktivitesi tlizerine inhibitor etkisi
belirlenmistir. En yiiksek inhibitor etkiyi B3 susundan elde edilen L-EPS gdstermistir.
Calismamizdan elde edilen sonuglar 1000 ve 1250 pg/mL konsantrasyonlardaki L-
EPS’lerin AH’de kolinerjik transmisyonu diizeltmek i¢cin AChE inhibitorii olarak
kullanilabilecegini gostermistir. L-EPS’lerin AChE enzim aktivitesi {izerine nasil etki

ettiginin belirlenmesi i¢in ileri diizey enzim kinetigi ¢calismalarina ihtiya¢ bulunmaktadir.

18. AH’nin fizyopatolojisi ile iligkili hipotezlerden birisi de oksidatif stres hipotezidir. Bu
sebeple APi42 ile olusturulan AH modelinde L-EPS’lerin TAS, antioksidan enzim
aktiviteleri, TOS ve hiicre i¢i ROS miktar1 {izerine modiilator etkileri belirlenmistir. En
yiikksek etkiyi B3 susundan elde edilen L-EPS gostermistir. Calismadan elde edilen
sonuclar L-EPS’lerin gosterdikleri antioksidan aktivite sonucunda azalan TAS’1 arttirarak,
azalan antioksidan enzim aktivitelerini indiikleyerek, artan TOS’u azaltarak ve hiicre igi
ROS miktarimi baskilayarak Afi.42 tarafindan olusturan oksidatif strese karsi koruma
sagladigin1  gostermistir. Bu durum L-EPS’lerin gosterdigi antioksidan aktivite
sonu¢larimizi da destekler niteliktedir. L-EPS’lerin TAS, antioksidan enzim aktiviteleri,
TOS ve hiicre i¢ci ROS miktarina hangi mekanizma iizerinden etki ettiginin belirlenmesi

icin ileri diizey molekiiler ¢alismalar yapilabilir.

19. AH patolojisinde mitokondri hasarinin ve apoptozun merkezi bir rol oynadigi
belirlenmistir. Bu sebeple L-EPS’lerin A1-42 ile olusturulan AH modelinde mitokondriyal
membran potansiyeli iizerine koruyucu etkileri ve apoptoz iizerine baskilayici etkileri
belirlenmistir. En yiiksek etkiyi B3 susundan elde edilen L-EPS gostermistir. Elde
ettigimiz sonuglara gore, L-EPS’lerin mitokondriyal membran potansiyelindeki kaybi
engelleyerek, anti-apoptotik etki sonucu APi.42 kaynakli hiicre dliimiine karsi koruma
ozelliginin oldugu tespit edilmistir. Bu etkinin altinda yatan mekanizmanin belirlenmesi
icin apoptoz sinyal yolagindaki genlerin ekspresyon diizeyleri belirlenmistir.
Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar L-EPS’lerin Bax/Bcl-2 oraninmi1 diizenleyerek,
kaspazlarin ekspresyonunu ve sitokrom c¢ salimimini baskilayarak anti-apoptotik etki
sonucunda ndrokoruyucu etki gosterdigini kanitlamistir. qRT-PZR’dan elde ettigimiz
sonuglar, flow sitometreden elde ettigimiz sonuglar1 destekler nitelikte olup, L-EPS’lerin

apoptozu baskilayici etkilerinin mekanizmasini agiklar niteliktedir.
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20. AB ile indiiklenen apoptozun farkli mekanizmalar lizerinden etki gostermesi sebebiyle
L-EPS’lerin bu farkli mekanizmalar {izerine modiilatér etkilerinin olup olmadiginin
belirlenebilmesi i¢in apoptozla iliskili diger sinyal yolaklarindaki genlerin de ekspresyon
diizeylerine bakilmistir. En yiiksek modiilator etkiyi B3 susundan elde edilen L-EPS
gostermistir. L-EPS’lerin apoptoz iizerine baskilayici etkisinin dolayli yoldan AKT/PKB,
NF-kB/p65 ve MAPK yolaklariin modiilasyonu ile de iliskili oldugu belirlenmistir. L-
EPS’ler ile aktive olmus AKT/PKB, fosforilasyon yoluyla apoptoza bagli genlerin
aktivasyon formlarim1 ayarlayarak, ndronlarin indiiklenen apoptozunu inhibe ettigi
belirlenmistir. L-EPS’lerin, NF-kB/p65 ve MAPK sinyal yolaklarini inhibe ederek ve
muhtemel antioksidan ve immiinmodiilator 6zellikleri ile anti-apoptotik etki gosterdigi
saptanmistir. L-EPS’lerin  apoptozla iligkili diger sinyal yolaklarindaki etki
mekanizmasinin tam olarak saptanabilmesi igin ileri diizey molekiiler g¢alismalarin

yapilmasi gerekmektedir.

21. B3 susundan elde edilen L-EPS’nin biyolojik aktivitesinin ve norokoruyucu etkisinin
daha yiiksek olusu, biyoteknolojik uygulamalar i¢in B3 susundan elde edilen L-EPS’nin

kullaniminin daha avantajli olabilecegini gostermektedir.

22. AChE inhibitorleri ve memantin AH’yi tam anlamiyla tedavi etmemekte olup, AH’nin
sadece semptomlarinin diizelmesini saglamaktadir. AH’nin tek bir mekanizma {izerinden
degil c¢oklu mekanizmalarla etkili olarak gelistigi bilinmektedir. AH’nin ¢ok nedenli
dogasin1 anlamak i¢in gelistirilen, “bir molekiil-coklu hedef” uygulamasina dayali yeni bir
yaklagim bulunmaktadir. Calismamizda L-EPS’lerin ¢oklu hedefler iizerinden etki
potansiyelinin oldugu gosterilmistir. AH fizyopatogenezinde alternatif olabilecek yeni ¢ok
hedefli bir L-EPS’nin ¢oklu mekanizmalar tizerindeki etkisinin tiimiiyle ortaya konulmast,
daha etkili gida ve ilag¢ alternatiflerinin gelistirilmesi agisindan onemlidir. Ayrica, L-
EPS’nin etki mekanizmalarinin ortaya konulmasi ile, diger noral hastaliklara (amyotrofik
lateral skleroz, huntington, multiple skleroz ve parkinson vb.) karsi gelistirilecek

biyoteknolojik gida ve ilaglara da 6rnek olabilecektir.

23. L-EPS’lerin AP agregasyonu, kolinerjik norotransmiter, oksidatif stres, apoptoz ve
AKT/PKB, NF-kB/p65 ve MAPK sinyal yolaklart iizerindeki yapi-6zellik iligkilerinin
mukayeseli olarak arastirildigi bir ¢aligmaya literatiirde rastlanilmamistir. Bu doktora tez

calismasi ilk olmasi nedeniyle bundan sonraki ¢alismalara da kaynak olusturabilecektir.


http://en.wikipedia.org/wiki/Parkinson%E2%80%99s
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