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ÖZET 

Bu tez çalışmasında Dipeptidil peptidaz-4 (DPP-4) enzim inhibitörü antidiyabetik ilaç 

olarak kullanılan vildagliptin ve saksagliptinin amiloid-beta (Aβ) uygulamasına karşı SH-

SY5Y hücrelerinde koruyucu etkisi hücresel bazı yolaklar üzerinden araştırılmıştır.  

 

Deney grupları: Kontrol; vildagliptin (250, 100, 50 µM); saksagliptin (200, 100, 50 µM); 

memantin (100µM); Aβ (5µM) olarak belirlenmiştir. Etken maddelerin tek başlarına ve 

Aβ varlığında gerçek zamanlı hücre analizi yöntemi (GZHA), (3-(4,5-Dimetil-2-

tiyazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromid) MTT ve suforodamin B (SRB) yöntemleri 

ile SH-SY5Y hücrelerine olan etkileri incelenmiştir. Western blot tekniği ile 24. saatteki 

p-tau, kaspaz-3, kaspaz-9, kaspaz-12 protein ekspresyon düzeyleri analiz edilmiştir. 

Gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile Amiloid prekürsör protein 

(APP), presenilin1 (PSEN1) ve presenilin2 (PSEN2) gen ekspresyon düzeyleri 

ölçülmüştür. Mitokondrial membran potansiyeli (MMP) ve nitrik oksit (NO) düzeyleri de 

yine hücrelere etken maddeler ve Aβ uygulandıktan sonra 24. saatte ölçülmüştür. 

Aβ uygulanan gruplarda kontrole göre canlılık istatistiksel olarak anlamlı (p<0,001) 

azalmıştır. 250 µM vildagliptin (p<0,001), 100 µM saksagliptin (p<0,01) ve 100 µM 

memantin (p<0,001) uygulanan gruplar da canlılığı Aβ uygulanan gruba göre anlamlı 

arttırmıştır. MMP düzeyinde ise, vildagliptinin 250 ve 100 µM uygulanan grup ile 

saksagliptinin 100 µM  uygulanan gruplarda kontrole yakın grafik alınmıştır. 

Aβ uygulanan gruplarda kontrole göre kaspaz-3 (p<0,01) ve kaspaz-12 (p<0,001) 

artmıştır. Vildagliptinin 250 µM kaspaz-3 (p<0,05) ve kaspaz-9’u (p<0,001) Aβ 

uygulanan gruba göre anlamlı azaltmıştır. Fosforile tau proteini Aβ uygulanan gruplarda 

kontrole göre artmış (p<0,01), vildagliptin ve saksagliptin konsantrasyona bağımlı p-
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tau’yu Aβ grubuna göre azaltmıştır. Memantin ise p-tau’yu Aβ grubuna göre anlamlı 

(p<0,05) azaltmıştır. 

APP mRNA düzeyi saksagliptinin 200µM konsantrasyonu uygulanan grupta kontrole 

kıyasla düşmüştür. PSEN1 mRNA düzeyi vildagliptinin tüm konsantrasyonlarda, 100 µM 

memantin uygulanan grupta ve saksagliptinin 100 ve 50  µM konsantrasyonu uygulanan 

gruplarda kontrole göre anlamlı (p<0,001) düşmüştür. PSEN2 mRNA düzeyi 100 µM 

vildagliptin ve 50 µM saksagliptin uygulanan gruplarda kontrole göre anlamlı (p<0,01) 

düşmüştür. 

DPP-4 inhibitörü oral antidiyabetik ilaçlardan olan vildagliptin ve saksagliptinin SH-

SY5Y hücrelerinde Aβ toksisitesine karşı ve yalnız başlarına gösterdikleri etkilerin ilk 

kez incelendiği bu tezden elde edilen veriler ışığında vildagliptin ve saksagliptinin 

Alzheimer hastalığı (AH) tedavisinde temel stratejilerden olan nörodejenerasyon ve 

apoptozu önlemede daha ileri çalışmalarla da desteklenmek kaydıyla etkili olabileceği 

çıktısı elde edilmiştir. 

Anahtar kelimeler: Vildagliptin, saksagliptin, memantin, amiloid beta, Alzheimer, SH-

SY5Y. 
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ABSTRACT 

In this thesis , we investigated possible protective effect of vildagliptine and saxagliptine, 

which are being used for their oral anti-diabetic effect as DPP-4 enzyme inhibitors, 

against Aβ toxicity on SH-SY5Y cell line. 

Experimental groups are assigned as control; vildagliptine (250, 100, 50 µM); 

saxagliptine (200, 100, 50 µM); memantine 100µM; Aβ 5µM. Drug’s cell response 

profiles eludicated with xCELLigence, SRB and MTT assay. Than optimum doses of 

drugs used for advanced analysis. Caspase-3, caspase-9, caspase-12 and p-tau protein 

levels were investigated after 24 hours post treatment of drugs and Aβ with Western blot 

assay. APP, PSEN1 and PSEN2 mRNA levels were measured after 24 hours post 

treatment of drugs with RT-PCR technique. Also MMP and NO levels were measured at 

the same time. 

Cell viability was decreased by Aβ treated group significantly (p<0.001). Viability was 

increased by vildagliptine (250µM), saxagliptine (100µM) and memantine (100µM) 

comparing to Aβ treated group significantly p<0.001, p<0.01, p<0.001, respectively. 

MMP values decreased by Aβ treatment. Furthermore vildaglitine (250, 100 µM) and 

saxagliptine (100µM) recovered MMP to nearby control group. 

Caspase-3 and caspase-12 protein levels were increased (p<0.01 and p<0.001, 

respectively) by Aβ treated group comparing to control. Vildagliptine decreased caspase-

3 and caspase-9 levels comparing to Aβ treated group (p<0.05 and p<0.001, respectively). 

Phosphorylated tau protein was increased comparing to control (p<0.01), vildagliptine 

and saxagliptine decreased p-tau in a dose dependent manner comparing to Aβ treated 

group. Memantine also decreased p-tau level comparing to Aβ treated group (p<0.05). 
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APP mRNA level was decreased by saxagliptine (200 µM) comparing to control group. 

PSEN1 mRNA level was decreased by vildagliptine (250, 100, 50 µM), saxagliptine (100, 

50 µM) and memantine (100µM) comparing to control (p<0.01). PSEN2 mRNA level 

was decreased by vildagliptine (100µM) and saxagliptine (50µM) comparing to control. 

In this thesis, we investigated the oral anti-diabetic drugs; vildagliptine and saxagliptine, 

whether they have any effects to above parameters on SH-SY5Y cell line or not first time. 

Vildagliptine and saxagliptine decreased the p-tau protein, PSEN1 and PSEN2 mRNA 

levels which are playing important role in Alzheimer’s disease. Caspase-3 and caspase-9 

protein levels, play critical role on apoptosis, decreasing by vildagliptine comparing to 

Aβ treated group. In addition vildagliptine and saxagliptine protected SH-SY5Y cells 

against Aβ toxicity. This effect obtained with real time cell response profiles and MTT 

assay and for the first time have been showed in this thesis. 

 

Keywords: Vildagliptine, saxagliptine, memantine, amyloid beta, Alzheimer’s disease, 

SH-SY5Y. 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Alzheimer hastalığı (AH) düşünme, konuşma, çevreye uyum, yargılama, anlama, 

öğrenme ve hafıza fonksiyonlarında gerileme ile karakterize; özellikle yaşlı nüfusta 

insidansı yüksek olan bir hastalıktır. Tüm demans olgularının %50-70 'ini AH 

oluşturmaktadır. AH’nın başlıca semptomları arasında hafıza kaybı, düşünme, bilişsel 

fonksiyonlarda gerileme ve hastalığın ilerleyen dönemlerinde günlük yaşamsal 

aktivitelerin dahi yerine getirilmesinde yetersizlikler yer almaktadır (1).  

AH’nın 65 yaşından sonra yaşlanma ile paralel artış gösterdiği ve her 5 yılda bir bu riskin 

katlandığı gösterilmiştir. Dünya Sağlık Örgütü’nün (World Health Organization, WHO) 

2012 verilerine göre dünyada yaklaşık 35,6 milyon Alzheimer hastası vardır. Bu rakamın 

2030 da iki katına çıkması beklenirken, 2050 de 115,4 milyon civarı Alzheimer vakası 

beklenmektedir. Amerika Birleşik Devletlerinde 2016 verilerine göre 5,4 milyon 

Alzheimer hastası vardır ve 2050 de bu rakamın 13,8 milyona ulaşacağı tahmin 

edilmektedir ve her yıl 1 milyon kadar kişiye yeni Alzheimer teşhisi konulacağı 

öngörülmektedir  (2). WHO, Türkiye nüfusunun 1997 de %4,5 inin 65 yaş üzeri olduğunu 

ve bu rakamın 2050 de %20 leri geçeceğini bildirmiştir (3). TÜİK verilerine göre 

ülkemizde AH’dan hayatını kaybeden yaşlıların oranı 2010 yılında %2,7 iken bu oran 

2014’te yılında %4’e yükselmiştir.  AH’dan ölen yaşlıların oranı 2010 yılında erkeklerde 

%2,2, kadınlarda %3,3 iken;  bu oranlar 2014 yılında sırasıyla %3,2 ve %4,7’ye 

ulaşmıştır. Yaşlı nüfusun artmasıyla AH ve orta dereceli kognitif bozukluk da 

artmaktadır. 

AH’ nın patolojik tanısındaki güçlüklerden dolayı, bulguların varlığı ve nöroanatomik 

dağılımları da önemlidir. Beyinde gözlenen nörofibriler yumaklar, amiloid plaklar, 

fosforile tau, nörodejenerasyon ve nöron kaybı, kolinerjik yolakta değişmeler ve sinaptik 

yolaktaki disfonksiyonlar AH’da öne çıkan patolojilerdir (1). 
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FDA (Food and Drug Administration) ve ülkemizde de Sağlık Bakanlığı tarafından 

onaylanmış AH tedavisinde endike ilaç yalnızca 5 tanedir. Bunlardan dördü kolinestereaz 

inhibitörü (rivastigmin, galantamin, takrin, donepezil) diğeri de N-metil D- aspartat 

(NMDA) inhibitörü (memantin) ilaç kategorisindedir. Bu ilaçların tümü de hastalığın 

radikal tedavisinde henüz başarı sağlayamamıştır. Ayrıca monoamin oksidaz tip-B 

inhibitörü Parkinson tedavisinde kullanılan selejilin de AH’de tedaviye yardımcı olarak 

kullanılabilmektedir (1). 

Memantin yarışmasız NMDA reseptör antagonistidir ve bu reseptörlere düşük-orta 

dereceli afinite gösterir ancak yüksek konsantrasyonda sinaptik plastisiteyi inhibe 

edebilir. Memantinin glutamat aracılı eksitotoksisiteden nöronları koruduğu bunu 

yaparken de kognitif fonksiyon için gerekli fizyolojik NMDA reseptör aktivasyonunu 

önlemediği düşünülmektedir. Ancak diğer antagonistler gibi yüksek 

konsantrasyonlarında sinaptik plastisiteyi inhibe edebilir. Asetilkolinesteraz inhibitörleri 

ile karşılaştırıldığında memantinin sadece hafif-orta demanslarda değil şiddetli evrede de 

yararlı olabileceği düşünülmektedir (4, 5). 

Kolinerjik nöronlar AH’nın patojenezinde önemli rol üstlenmektedir. Eğer kolinerjik 

kayıp varsa iyi fark edilmeli ve tedavi stratejisi kolinerjik aktivitenin arttırılmasına 

yönelik olmalıdır. Kolinerjik nöronlar kortikal aktivite, bilişsel fonksiyonlar, öğrenme, 

bellek gibi hayati fonksiyonları yerine getirmede rol oynamaktadır (6). AH’da kolinerjik 

sistemde; kolin asetil transferaz eksikliği, kolinin sinaptik boşluktan geri alımında 

azalma, asetilkolin sentezinde azalma ve bunlara ek olarak asetilkolin reseptörlerinde 

değişmeler söz konusudur (7).  

AH’nın tedavisinde FDA ve Sağlık Bakanlığımızca onaylı ilaçlardan rivastigmin, 

donepezil ve galantamin etkilerini kolinerjik sistemde göstermektedir. Hastalığın 

patogenezinde rol oynayan amiloid beta (Aβ), p-Tau, nörofibriler yumaklar gibi 

parametreleri doğrudan hedef alan ilaçlar henüz tedaviye sunulmamıştır. Ancak NMDA 

antagonisti memantinin Aβ’yı düşürdüğüne dair in vitro ve in vivo preklinik çalışmalar 

mevcuttur (8, 9). 

AH’ da beyinde mikroglial aktivasyon ve enflamatuvar yanıtın arttığı in vivo preklinik 

çalışmalarda gösterilmiştir (10). Klinik olarak ise 2015 yılında Alzheimer hastası olan ve 

sağlıklı kişilerin katıldığı bir çalışmada; AH olan kişilerde mikroglial aktivitenin arttığı 
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gösterilmiştir. Aynı çalışmada AH olan kişilerde glukoz metabolizmasında düşme de 

rapor edilmiştir (10).  

Aβ (amiloid beta) 40'ın nöron kaybı, nöron ve nöritlerin dejenerasyonunu da kapsayan 

nörodejenaratif etkilerini değerlendirmek için yapılan bir in vivo çalışmada Aβ sıçan 

beynine enjekte edildiğinde nörotoksik etkiler oluşturduğu görülmüştür. Ayrıca Aβ 40, 

Aβ 42 ve Aβ 25-35 gibi farklı Aβ  fragmanlarının sıçan ve farelerde öğrenme ve belleği 

bozduğu ve nörotoksik etkileri olduğu bildirilmiştir (11, 12). 

Nöron hücrelerinin programlı ölümü AH’ da görülen ve hastalığın tedavisi için önlenmesi 

gerekenler arasında ilk sıralardadır. Programlı hücre ölümü; oksidatif stres, glutamat 

toksisitesi, büyüme faktörlerinin azalması, genetik mutasyonlar gibi faktörlerin etkisiyle 

başlatılır. Hücrede Ca++ iyonlarının aşırı birikmesi sonucu proapoptotik protein-4 (PAR-

4) aktive olur ve diğer proapoptotik bir protein olan Bax’ın mitokondri membranında 

apoptoz sürecini başlatmasına neden olmaktadır (13). Mitokondri ise sitokrom c salgılar. 

Sitokrom c kaspaz-9 u, kaspaz 9 da kaspaz-3 ü aktifleştirerek apoptoza neden olur (13, 

14). Kaspaz-12 ise endoplazmik retikulumda meydana gelen stresden dolayı aktive olur 

ve hücreyi apoptoza sürükleyebilir (15). Glutamat reseptör proteinleri de hücre içine Ca++ 

girişini ve kinazların aktivitesini arttırarak proapaptotik olarak rol oynayabilmektedir 

(14). 

Mitokondriyal disfonksiyon, hücreyi apoptoza kaspazların tetiklemesi ile 

götürebilmektedir. Hücre içine aşırı miktarda kalsiyum girişi olursa nöronal nitrik oksit 

sentetaz (nNOS) ve indüklenebilir NOS miktarı artar ve bunun sonucu olarak da kaspaz 

3 proteini aktive olur ve apoptoz süreci başlar. Alzheimer hastalarının beyinlerinde 

mitokondri sayısında azalma ve mitokondri organellerinin morfolojik yapısında normale 

göre değişimler gözlenmiştir (16). 

Nirtik oksit (NO-) hücreler arası ve hücre içi mesaj yolağında, immünitede ve vasküler 

kas kasılmasında önemli bir rol oynayan kısa yarı ömürlü ve kolay difüze olabilen bir 

moleküldür. NO- 3 farklı enzim tarafından (iNOS, nNOS, eNOS) sentezlenir. NO-

öğrenme ve belleğin sürdürülebilmesinde, nöronal plastisitede de rol oynamaktadır (17). 

Dipeptidil peptidaz-4 (DPP-4), membrana bağlı bir serin dipeptidazdır. DPP-4, glukagon 

benzeri polipeptid 1 (GLP-1) ve gastrik inhibitör polipeptidin (GIP) yıkılmasını sağlar. 

Adenozin deaminaz kompleks protein-2 ve CD26 (cluster of differentiation 26) olarak da 
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bilinen DPP-4, DPP-4 geni tarafından kodlanmaktadır (18).Vildagliptin güçlü ve seçici 

DPP-4 inhibitörü bir ilaç olup oral antihiperglisemik olarak diyabet tedavisinde 

kullanılmaktadır. Vildagliptin DPP-4 enzimini inhibe ederek GLP-1 ve GIP yıkılmasını 

önler (19). Saksagliptin FDA tarafından 2010 yılında onaylanan ikinci oral dipeptidil-

peptidaz-4 (DPP-4) inhibitörüdür ve tip 2 diyabet hastalığında kullanılmaktadır. 

Saksagliptin glukoza bağımlı olarak insülin salıverilmesini arttırır ve dolaşımdaki 

glukagon düzeyinin azalmasına neden olur (20).  

Epidemiyolojik çalışmalarda tip 2 diyabet ile AH arasında bir bağlantı olduğu rapor 

edilmiştir (21). DPP-4 inhibisyonu GLP-1 ve GIP yıkımını azaltarak bu inkretin 

hormonların düzeylerini artırmaktadır. GLP-1 ve GIP reseptörleri beyinde de eksprese 

edilmektedir. GLP-1 ve GIP analoglarının beyinde Aβ kaynaklı sinaptik plasitise 

azalmasına karşı plastisiteyi geri artırma yönünde etkilerinin olduğu gösterilmiştir. 

Ayrıca GLP-1 ve GIP’in sıçanlarda nöronal kök hücre proliferasyonunu arttırıcı etkisi 

olduğu bildirilmiştir (22). 

Bu tez çalışmasında 4 yaşındaki bir kız çocuğunun kemik iliğinden elde edilen ve daha 

alt klonları elde edilerek nöron hücresi ile asetilkolinerjik, adenozinerjik ve glutamerjik 

aktiviteler bakımından benzer özellik taşıyan ve in vitro birçok çalışmada nöron hücresi 

morfolojisi ve anatomisi bakımından benzer özellik gösterdiği için  kullanılan ticari SH-

SY5Y hücreleri kültür edilmiştir. Öncelikle vildagliptin ve saksagliptinin SH-SY5Y 

hücreleri üzerinde logaritmik konsantrasyon taraması yapılmıştır. Daha sonra ise 

xCELLigence deneyi ile Aβ toksisitesine karşı farklı konsantrasyonlarda vildagliptin ve 

saksagliptinin hücre indeksine olan etkisi gerçek zamanlı olarak kaydedilmiştir. Hücre 

canlılığı Alzheimer hastalığında çok önemli olan bir parametredir ve canlılığı koruyucu 

etki hastalığın ilerlemesi açısından kayda değer bir faktördür. 

 

Memantin, vildagliptin ve saksagliptinin SH-SY5Y hücrelerinde kaspaz-3, kaspaz-9, 

kaspaz-12 ve fosforile tau (p-tau) ‘yu nasıl etkilediği western blot deneyi ile semi 

kantitatif olarak tespit edilmiştir. Ayrıca amiloid prekürsör protein (APP), PSEN1 ve 

PSEN2’ nin mRNA düzeyinde ifadeleri gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (RT-

PCR) ile incelenmiştir. Memantin, vildagliptin ve saksagliptinin mitokondriyal membran 

potansiyeli (MMP) ve NO üzerine etkisi de floresan ışımanın multifonksiyonel 

mikroplate okuyucu ile okunması ile tespit edilmiştir. 
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Bu tezde AH tedavisinde 2003 yılından beri NMDA antagonisti olarak kullanılan ve 

hastalığın patolojisinde rol oynayan p-tau ve Aβ gibi parametreler üzerine de etkileri 

olduğu gösterilen memantin ile sırasıyla 2009 ve 2011 yılında DPP-4 inhibitörü olarak 

diyabet tedavisinde kullanıma giren vildagliptin ve saksagliptinin yukarıda anlatılan 

parametreler üzerinden AH yolağındaki etkisi ve etki mekanizması araştırılmıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

2. GENEL BİLGİLER 

2.1.Demans ve Alzheimer 

Demans terimi latince zihin anlamına gelen “mens” kelimesinin önüne bir olumsuzluk 

eki getirilmesiyle oluşturulmuştur ve beyni etkileyen bozuklukların neden olduğu 

belirtiler bütününü tanımlamaktadır. Demans; hafıza, konuşma, düşünme, çevreye uyum, 

yargılama, anlama, öğrenme ve hesaplama gibi bilişsel fonksiyonlarda gerileme ile 

karakterize bir durumdur (23). Demansın en sık görülen formları Alzheimer hastalığı 

(AH), vasküler demans, Lewy cisimciği hastalığı ve ön şakak demansıdır.  

1906 yılında Alman bilim adamı Alois Alzheimer’in adını verdiği AH’nın patolojik 

karakteristikleri olarak kabul edilen beyinde amiloid beta (Aβ) plakları ve nörofibriler 

yumakları (NFY) ilk defa postmortem beyinde tanımlamıştır (24). Alzheimer, 51 yaşında 

ölen hastasında 5 yıl boyunca ilerleyici hafıza kaybı, halüsinasyon, delüzyon, konuşma 

ve davranış bozuklukları gözlemlemiştir (25). 

AH düşünme yeteneğinin kaybı olarak da ifade edilen yaşlılık demansının en sık görülen 

sebebidir. Tüm demans olgularının %50-70 'ini Alzheimer hastalığı (AH) 

oluşturmaktadır. AH’nın başlıca semptomları arasında hafıza kaybı, düşünme ve bilişsel 

fonksiyonlarda gerileme ve hastalığın ilerleyen dönemlerinde günlük yaşamsal 

aktivitelerin dahi yerine getirilmesinde yetersizlikler yer almaktadır (23). Erken (65 yaş 

altı) ve geç (65 yaş üstü) başlangıçlı olmak üzere iki AH formunda da beyinde  Aβ, p-tau 

proteini gibi moleküllerin birikmesi, ayrıca kronik oksidatif strese maruziyet, 

mitokondriyal fonksiyon bozukluğu, nörofibriler yumakların birikmesi, hormon 

dengesinde bozulmalar, enflamasyon, kalsiyum miktarında dengesizlikler ve genetik bazı 

parametrelerin rol oynadığı bildirilmiştir (26). 

AH’nın etiyolojisi tam olarak aydınlatılamamış olmakla birlikte genetik ve çevresel 

etmenlerin rolü hastalığın ortaya çıkmasında önemli bir yerdedir (27). İlerleyici ve yaygın 
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bir nörodejeneratif hastalık olmasına rağmen henüz ilerlemeyi önleyici ve patolojik 

tabloyu geri çeviren etkili bir radikal tedavi bulunamamıştır.  

 

2.1.1. Epidemiyoloji  

AH’ nın 65 yaşından sonra yaşlanma ile paralel artış gösterdiği ve her 5 yılda bir bu riskin 

katlandığı gösterilmiştir. Dünya Sağlık Örgütü’nün (World Health Organization, WHO) 

2012 verilerine göre dünyada yaklaşık 35,6 milyon Alzheimer hastası vardır. Bu rakamın 

2030 da iki katına çıkması beklenirken, 2050 de 115,4 milyon civarı Alzheimer vakası 

beklenmektedir (23). 2016 verilerine göre Amerika Birleşik Devletlerinde (A.B.D) 5,4 

milyon Alzheimer hastası vardır ve 2050 de bu rakamın 13,8 milyona ulaşacağı tahmin 

edilmektedir ve her yıl 1 milyon civarı kişiye yeni Alzheimer teşhisi konulacağı 

öngörülmektedir  (2).  

 

Şekil 2.1.1900-2050 yılları arasında A.B.D de gözlenen ve beklenen Alzheimer hastalığı 

vaka sayısı (2). 

 

TÜİK verilerine göre ülkemizde AH’dan hayatını kaybeden yaşlıların oranı 2010 yılında 

%2,7 iken bu oran 2014’te yılında %4’e yükselmiştir.  AH’dan ölen yaşlıların oranı 2010 

yılında erkeklerde %2,2, kadınlarda %3,3 iken;  bu oranlar 2014 yılında sırasıyla %3,2 ve 

%4,7’ye ulaşmıştır (28) .  
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2.1.2. Etiyoloji 

AH patolojisinde NFY, Aβ ve senil plakların saptanması kesin tanı için yeterli değildir. 

Çünkü bu parametreler hem fizyolojik yaşlanmada, hem de AH dışında diğer  dejeneratif 

hastalıklarda da görülebilmektedir. Bunların yanı sıra nöron ve sinaps kayıpları, 

nöritlerde (aksonal ve dendritik) morfolojik değişiklikler, kortikal kolinerjik aktivite ve 

diğer nörotransmitter sistemlerinde görülen kayıplar AH’ nın nedenlerini oluşturmaktadır 

(23). 

AH; mendelyan kalıtıma uygun genetik geçişli tiplerinin yanında, hastalık yolağındaki 

birçok etkenin doğrudan ve dolaylı olarak etkilerinin olması sebebiyle kompleks bir 

hastalıktır. AH’nın klinik tanısı için yayınlanmış olan ve bugün yaygın biçimde kullanılan 

NINCDS-ADRDA (National Institute of Neurological and Communicative Disorders and 

Stroke-Alzheimer‟s Disease and Related Disorders Association) ve DSM-IV (Diagnostic 

and Statistical Manual of Mental Disorders, 4th edition) kıstaslarına göre hastalığın 

semptomları arasında bellek bozukluğu, afazi, öğrenilmiş davranışları yapmada gerileme, 

algılamada bozukluk bulunmaktadır (29). Son yıllarda hastalık patojenezini aydınlatmaya 

yönelik birçok çalışma yapılmış ve tüm genom analizleriyle aday genler bulunmaya 

çalışılmıştır. AH genetik açıdan çeşitlilik gösteren poligenetik bir hastalıktır. PSEN1, 

PSEN2 ve APP genlerindeki mutasyonlar hastalığın otozomal dominant (OD) geçişinden 

sorumludur (30). 

 

Şekil 2.2. Alzheimer hastalığı nedenlerinden ailesel erken başlangıçlı AH, Ailesel geç 

başlangıçlı AH, sebebi bilinmeyenler (31) 
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Cinsiyet AH’ da tartışmalı bir risk faktörüdür. AH prevalansının kadınlarda erkeklere 

göre daha fazla olduğu yönünde bildirilen epidemiyolojik çalışmalar vardır (32). AH 

riskinin kadınlarda erkeklerden daha yüksek olmasının nedeni kadınların ömürlerinin 

erkeklere göre daha uzun olmasından kaynaklanabilir. Bununla birlikte beyinde 

nörotrofik faktör olarak da işlev gören östrojenin kadınlarda menopoz sonrası 

üretilmemesine karşın, erkeklerde yaşam boyunca testosteronun östrojene çevrilmesi, 

AH’nın erkeklerdeki prevalansının az olmasının sebebi olabilirmektedir. Epidemiyolojik 

çalışmalarda post-menopozal dönemde östrojen replasmanı kullanan kadınlarda 

kullanmayanlara göre demans prevalansının daha düşük olması bu tezi desteklemektedir 

(32). 

 

2.1.3. Nöropatoloji 

AH da hipokampüsten başlayan, pariyetal ve frontal loblara doğru ilerleyen ve son 

aşamada tüm beyni etkileyen atrofi ve nöron kaybı görülür. Fizyolojik yaşlanmada 

amiloid plak hipokampusta bulunurken, AH da neokortekste nörofibriler yumaklar 

görülmektedir (33).  

AH’da klinik bulgular tanı ve tedavide önemli bir yer tutsa da tek başına tedavi stratejisini 

belirlemede yeterli değildir. Aynı zamanda bulguların nöroanatomik dağılımları ve 

saptanan düzeylerine bağlı klinik değerlendirmeler de göz önünde bulundurulur. 

Nörofibriler yumaklar, amiloid plaklar, p-tau, nörodejenerasyon ve nöron kaybı, 

kolinerjik yolakta değişmeler ve sinaptik yolaktaki disfonksiyonlar AH’da öne çıkan 

patolojilerdir (24).  

Nöron iskeletinin sağkalımı açısından kritik role sahip tau proteini, nöroplasisitede de 

görev almaktadır. Tau’nun hiperfosforile olması nörodejenerasyona ve patolojinin 

gelişmesine neden olabilmektedir (34). 
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Şekil 2.3. Sinir hücresi üzerinde amiloid plaklar ve nörofibriler yumakların görünümü 

(33) 

 

2.1.3.1.Nörofibriler Yumaklar 

AH’da nöron kaybı entorinal korteksten başlar ve limbik sistemi terkettiğinde süperior 

temporal sulkusta tespit edilebilir. Nöron kaybı hastalıkta ilerleyici biçimde devam 

ederken genel anlamda NFY artışı ile nöron sayılarının azalması arasında anlamlı bağlantı 

saptanmıştır. Ancak nöron ölümü tek başına NFY’den sorumlu tutulamaz. Subkortikal 

çekirdekler gibi NFY’lerin bulunduğu bölgelerde nöron kaybı olmayabilirken, NFY’lerin 

az sayıda olduğu ya da hiç bulunmadığı bölgelerde de ağır nöron kaybı görülebilmektedir 

(35).  

Mikrotübüle bağlı olan tau proteini hiperaktif kinazlar (özellikle glikojen sentaz kinaz 3β  

(GSK3β)) ve/veya hipoaktif fosfatazların (özellikle protein fosfotaz 2A (PP2A)) 

varlığında hiperfosforile olarak mikrotübüllerden serbestlenir. Serbest tau patolojik 

olarak katlanarak oligomerleşir. Oligomerler çift sarmallı ipliklere (paired helical 

filament, PHF), PHF ise ısı şoku proteinleri (heat shock proteins,HSP) ve proteozomal 

ubikutinizasyon sistemi aracılığıyla NFY’lere hapsolurlar. Çift sarmallı iplikler ısı şoku 

proteinleri ve başlıca ubikutin proteozom sistemlerinin devreye girmesiyle giderek 

intranöronal NFY’lere dönüşürler. Hücre ölümüyle ortaya çıkan ekstraselüler NFY’ye 

“hayalet yumak” adı verilir. Nörofibriler yumaklardan hayalet yumağa geçişin uzun bir 

sürede olduğu düşünülmektedir (36). 
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Şekil 2.4. Mikrotübül deformasyonu ve nörofibriler yumak oluşmasında gözlenen olaylar 

(36). 

 

 

2.1.3.2. Amiloid Plaklar 

Aβ 21. kromozomda kodlanan bir transmembran protein olan APP’ den proteolitik kesimi 

ile oluşur. Aβ beyinde fizyolojik şartlarda üretilen ve patolojik formlarına nasıl dönüştüğü 

henüz tam olarak kanıtlanmamış uzun zincirli bir peptittir. Aβ’ nın fibril, monomer ve 

oligomer formları normal fizyolojik şartlarda denge halindedir. Ancak oligomer formu 

diğerlerine göre daha nörotoksik olduğundan oligomer formunda oluşabilecek bir artış 

nörodejenerasyonla sonuçlanabilmektedir (37). Aβ ’nın beyine akut enjeksiyonu ya da 

devamlı infüzyonu öğrenme, bellek bozulması ve nörodejenerasyona neden olduğu 

preklinik çalışmalarda gösterilmiştir (12). Ayrıca Alzheimer hastalarının beyinlerindeki 

nöropatolojik değişikliklere benzer şekilde mikroglial aktivasyon ve enflamatuvar yanıt 

gösterilmiştir. Yapılan çalışmalarda da Aβ 40, Aβ 42 ve Aβ 25-35 gibi farklı Aβ  

fragmanlarının sıçan ve farelerde öğrenme ve belleği bozduğu ve nörotoksik etkileri 

olduğu gösterilmiştir. Aβ  fragmanlarının nörotoksisitesinin yaşa bağlı olduğu da 
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bildirilmiştir (11, 12). AH’deki amiloid plaklar farklı morfoloji gösterebilir ancak ana 

bileşeni amiloid beta peptittir.  

 

APP knock-out farelerde önemli bir morbidite ya da mortalite gözlenmemekle birlikte, 

APP’nin nörotrofik ve nöroprotektif aktivitesi olabileceğini belirten çalışmalar mevcuttur 

(38). 770 aminoasit içeren APP’nin hücre içi karboksi ucu, membran içerisinde seyreden 

28 amino asitlik bölümü ve hücre dışı amino ucu vardır. Aβ, APP’nin membran içi 28 

amino asitlik bölgesini de içeren bir parçasıdır. APP bir dizi proteolitik enzimle kesilerek 

metabolize edilir. Alfa sekretaz, APP’yi keser ve bu kesim sonucunda sAPP adı verilen 

hücre-dışı yeni bir protein meydan agelir. Bu molekülün hücre kültürlerinde nöronlar 

üzerine nörotrofik olumlu etkileri olduğu gösterilmiştir (34, 39). APP’yi amino ucundan 

β-sekretaz ve karboksi ucundan γ-sekretaz böler ve ürün olarak Aβ oluşur. 

 

SH-SY5Y hücreleri üzerinde yapılan bir in vitro çalışmada; Aβ1-42 oligomerleri hücre 

canlılığını konsantrasyona bağımlı olarak uygulama sonrası 24. saatte düşürmüştür. Bu 

çalışmada Aβ1-42 oligomerleri 25 µM olarak hücrelere uygulanmış ve hücre canlılığını 

kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde %50 civarında düşürmüştür (40)  

 

2.1.3.3. Fosforile Tau 

Mikrotübül stabilitesinin sağlanması ve bu stabilitenin devamında tau proteini; aksonal 

morfoloji, büyüme ve polaritede kritik bir rol oynar (41). Birçok fosforillenme bölgesi 

içeren tau proteini hiperfosforile olduğunda mikrotübüllere yeterli oranda bağlanamaz ve 

birikip agregatlar halinde PHF lere dönüşür ve ardından nörodejenerasyon sürecine 

katkıda bulunur (42).  

Transgenik farelerde lityumun GSK3α ve GSK3β’ yı inhibe ettiği ve tau patolojisini 

azalttığı bildirilmiştir. Aynı çalışmada araştırmacılar fosforile (Ser-9)  GSK3β ve 

fosforile (Ser-473) Akt düzeylerini de ölçmüş ve lityumun bu proteinlerin ekspresyonunu 

azalttığını tespit etmişlerdir (43, 44). Fosfodiesteraz enzim inhibitörü aktivitesi olan 

kafein ise GSK3β yi inhibe ederek Aβ transgenik hayvanlarda Aβ üretimini azaltmaktadır 

(45). Bu çalışmaları yüksek miktarda kafein tüketen kişilerde AH insidansının düşük 

bulunduğu yönünde bildirilen epidemiyolojik araştırmalar desteklemektedir (46).  
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Preklinik çalışmalarda intranazal insülin kullanımının sıçanlarda GSK3β aktivitesini 

azalttığı gösterilmiş ve aynı zamanda fosforile tau’nun da azaldığı da gözlenmiştir (47). 

2012 de yürütülen bir klinik çalışmada intranazal insülin kullanımının kognitif 

fonksiyonları olumlu etkilediğini rapor etmiştir (48). 

İkincil mesajcıların uyarımı post sinaptik nörondaki tüm intraselüler proteinleri olduğu 

gibi tau’yu da protein kinazların aktivitesiyle fosforile eder ve fosforile tau mikrotübülden 

ayrılır. Tau proteini, nöronal aktivitenin devamında fosforile formundan fosfatazlar 

aracılığıyla defosforile edilmelidir. Çünkü yeniden mikrotübüle bağlanarak mikrotübül 

stabilitesine katkıda bulunabilmesi için defosforile halde olmalıdır (34). Bağlanmamış 

hiperfosforile tau monomerleri fiziksel durumlarını değiştirerek kendi üzerlerine 

katlanırlar (patolojik katlanma) ve toksik oligomerlere dönüşürler. Tau oligomerleri bir 

sonraki aşamada yine toksik çözünemeyen çift sarmallı ipliklere polimerize olurlar ve 

sonrasında HSP ve başlıca ubikutin proteozom sistemlerinin devreye girmesiyle giderek 

intranöronal NFY’lere dönüşürler (41).  

 

 

Şekil 2.5.Tau proteinlerinin fosforilasyonu ve mikrotübül stabilitesindeki rolü (41) 

 

2.1.3.4. Nörodejenerasyon ve nöron kaybı  

AH da nörodejenerasyon ve nöron kaybı hastalığın gelişmesinde hem nedendir hem de 

Aβ birikimi (49), p-Tau artışı (50), nörofibriler yumaklar (35), apoptozda rol oynayan 
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peptidlerin artışı (51), glukoz toksistesi (52) gibi parametrelerin oluşturduğu sonuçtur. 

Nörodejenerasyon ve nöron kaybına neden olan yukarıda sayılan parametreler tezin diğer 

bölümlerinde başlıklar halinde ele alınmıştır. 

 

2.1.3.5. Kolinerjik Yolakta Değişmeler 

AH’da kolinerjik nöronlar ana nörotransmitter sağlayıcı rol üstlendikleri için hastalığın 

patojenezinde kolinerjik kayıp iyi fark edilerek tedavi stratejisi ona göre yürütülmelidir. 

Bu nöronlar kortikal aktivite, bilişsel fonksiyonlar, öğrenme, bellek, uyku-uyanıklık 

döngüsü gibi hayati fonksiyonları yerine getirmede rol oynamaktadır (6). AH’da 

kolinerjik sistemde; kolin asetil transferaz eksikliği, kolinin sinaptik boşluktan geri 

alımında azalma, asetilkolin sentezinde azalma ve bunlara ek olarak asetilkolin 

reseptörlerinde morfolojik değişmeler söz konusudur (7). 

Hipokampüs ve neokortikal yolakta eksitatör olarak NMDA reseptörleri üzerinden 

uyarıcı rol oynayan glutamat; kognisyon, öğrenme ve bellek üzerinde önemli bir etkiye 

sahiptir. AH’da ekstraselüler sıvıda glutamat artışı meydana gelmekte ve bu artışın da 

eksitotoksisiteye neden olduğu varsayılmaktadır (53). Bozulmuş insülin sinyali ile 

birlikte mitokondriyal disfonksiyon ve reseptör anomalileri glutamatın fizyolojik 

konsatrasyonda bile eksitotoksisite göstermesine neden olabilmektedir (54). 

Gama amino bütirük asit (GABA), histamin ve serotonin sistemindeki değişmeler de 

Alzheimer patolojisine neden olmakta, tedavi ise bu nörotransmiterlerin modülasyonu ile 

ancak semptomatik olabilmektedir (55).  

FDA tarafından 4 adet asetilkolin esteraz (AchE) inhibitörü ilaç (takrin, donepezil, 

rivastigmin, galantamin)  onay almış ve asetilkolin yıkımını inhibe ederek AH tedavisinde 

kullanılmaktadır. Ancak bu ilaçlardan takrin hepatotoksik olduğu için kullanımı kısıtlıdır 

(56). Kolinerjik transmisyon aynı zamanda nörojenezde de rol oynamaktadır ve klinik 

çalışmalarda ve deneysel hayvan araştırmalarında asetilkolin esteraz inhibitörü ilaç 

kullanımının oksidatif stresi azalttığı bildirilmiştir (57).  

Doğal bir alkaloid olan ve Huperzia serrata dan elde edilen huperizin A asetilkolin 

esteraz inhibitörü etkisinin yanı sıra APP metabolizması üzerine de etkili bulunmuş ve 

nöroprotektif etkisinin olabileceği rapor edilmiştir (58). 
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2.1.3.6. Sinaptik Yolakların Deaktivasyonu, Sinaps Kaybı ve Nöroplastisite 

Sinaps kaybı, kortikal biyopsi örneklerinde klinik demans vakalarında, nöron kaybından 

daha kuvvetli ilişki gösteren yapısal değişikliklerin önemli bir kısmını oluşturmaktadır.  

Sinaptofizin gibi sinaptik proteinlerin miktarlarının da AH ile ilişkili olduğu 

gösterilmiştir. Primer hasarın özellikle de intraselüler çözülebilir Aβ oligomeri 

aracılığıyla sinapslarda olması ve bozukluğun retrograd olarak hücre gövdesine taşınarak, 

NFY oluşumu ve sonuçta hücre ölümüne yol açtığı düşünülmektedir (59-61). 

Apo-E’nin nöronal plastisite, yenilenme ve onarımda rol oynadığı, bu işlevlerde ε4 

allelinin, ε2 ve ε3 allellerine göre daha başarısız olduğuna ilişkin kanıtlar da mevcuttur. 

Kafa travması, serebrovasküler hastalık gibi beyin hasarlarından sonra ε4 taşıyıcıları daha 

kötü prognoz gösterirler. APOE ε4 varlığı aynı zamanda, AH patolojisine katkıda 

bulunabilecek hücre iskelet bozuklukları, düşük glukoz kullanımı, mitokondriyal 

disfonksiyonlar ile de ilişkilidir (62, 63). 

 

2.1.4. Alzheimer Hastalığında Genetik Risk Faktörleri 

AH karmaşık bir hastalıktır ve farklı kromozomlarda bulunan birçok gen hastalığın 

seyrinde rol oynamaktadır. Moleküler tanı koymada AH’da rolü olan genlerin 

araştırılması ve yeni genlerin tanımlanması önemli bir yer tutmaktadır. Çünkü 

nörodejenerasyon ve hastalığın semptomlarının gelişmesinde bu genlerin kodladıkları 

proteinler rol oynamaktadır. EBAH’da APP, PSEN1 ve PSEN2 genlerinde mutasyonlar 

hastalık için önemli risk faktörlerinden olan Aβ1-42 oluşmasını tetiklemekte ve 

sonrasında nörodejenerasyon ve apoptozis süreci başlamaktadır (64-67). 

Tablo 2.1. Alzheimer hastalığında rolü olan genler ve lokasyon bölgeleri (64)  

Gen adı Gen sembolü Kalıtım Gen lokasyonu 

Amiloid Prekürsör 

Protein 

APP Otozomal 

dominant 

21q21.3 

Presenilin 1 PSEN1 Otozomal 

dominant 

14q24.2 

Presenilin 2 PSEN2 Otozomal 

dominant 

lq42.13 
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2.1.4.1.Amiloid Prekürsör Proteini Geni 

AH patolojisinde önemli bir yeri olan APP, PSEN1 ve PSEN2 ile ilişkili olup programlı 

hücre ölümünde rol almaktadır. 21. kromozomda bulunan APP geninin fazla miktarda 

ekspresyonunun Aβ 1-42 miktarını arttırdığı düşünülmektedir. Down sendromlu 

hastaların Alzheimer patolojisi bulguları (senil plaklar, nörofibriler yumaklar) down 

sendromlu olmayanlara göre daha fazla rapor edilmiştir (68). Bu bulgular APP geninin 

fazla miktarda ekspresyonunun AH ile bağlantılı olabileceğini düşündürmüştür. Çünkü 

Down sendromlu kişilerde 21. kromozom anomalisi (21. kromozom 3 adet) mevcuttur ve 

APP’ nin yüksek düzeyde üretildiği rapor edilmiştir (69). 

APP geni APP proteinini kodlayan 19 ekzon bulundurur. Transkripsiyon ve alternatif 

birleşmeleri takiben en az 5 Aβ sekansı içeren APP izoformu tanımlanmıştır (70). Ancak 

3 ve 17. ekzonda 21 mutasyon olsa bile APP nin AH için düşük risk faktörü 

oluşturmaktadır (12). Çünkü APP artması AH’nın gelişmesinde tek etken değildir ve 

ayrıca APP proteolizinde rol oynayan alfa, beta ve gamma sekretaz enzimlerinde görülen 

patojenik mutasyonların rolü de göz ardı edilmemelidir (71).  

 

Şekil 2.6.Amiloid prekürsör proteininin parçalanma bölgeleri (72) 

 

2.1.4.2.Presenilin 1 Geni 

PSEN1 geni 14. kromozomda lokalizedir ve zar proteini olan 467 amino asit içeren 

PSEN1’ i kodlamaktadır. PSEN1 geninde 180 den fazla mutasyon gözlenmiş ve 

AEBAH’da risk faktörü olarak kabul edilmektedir (71). PSEN1 geni mutasyonu olan 

kişilerde Alzheimer semptomları 40-50 yaşlarında ortaya çıkmaktadır ve bu kişilerde 

amiloid beta 1-42 formu ve 1-40 formu artmıştır. Bir başka veri de Aβ 1-42 formunun 

arttığı, 1-40 formunun azaldığı yönündedir (73). 
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Şekil 2.7. Erken başlangıçlı ve geç başlangıçlı Alzheimer hastalığında presenilin 1, 

presenilin 2, Amiloid prekürsör protein ve ApoE nin rolleri  (71) 

 

Preseniline bağlı hücre ölümünün beta katenin sinyal yolağıyla da ilişkili olduğuna dair 

çalışmalar mevcuttur. Primer nöron hücre kültüründe azalmış beta katenin sinyalinin 

Aβ’ya bağlı apoptozu tetiklediği gösterilmiştir. Ayrıca PSEN1 mutasyonu olan 

Alzheimer hastalarının beyinlerinde beta katenin degredasyonunun belirgin bir artış 

göstermesi de bu hipotezi desteklemektedir.  PSEN1 geni susturulan transgenik 

Alzheimer modeli oluşturulmuş farelerde de beta katenin degredasyonunda artma 

gözlenmiş, bunun da hücresel dayanıklılığı azaltıp hücreyi apoptoza götürdüğü 

düşünülmüştür (74). Aβ1-42’nın nöron dayanıklılığını azalttığı bilinmektedir (75). Beta 

katenin protein düzeyi düşüşü primer rat hipokampüs hücre kültüründe araştırılmış, 

sonuçta beta katenin proteini inhibe edildiğinde Aβ1-42 fibrillerinin hücreyi apoptoza 

sürüklemesi beta katenin proteini inhibe edilmeyen yabanıl tip gruba göre anlamlı bir artış 

göstermiştir (74).  

Wnt sinyal yolağı ve diğer sinyal yolaklarında beta katenin degredasyonu hücre sağkalımı 

açısından kritik bir role sahip olduğu (76) göz önüne alındığında PSEN1 geninin beta 

katenin degredasyonunu düzenlediğinin kanıtlanması AH’nın tedavi stratejisi açısından 

önemli olduğunu düşündürmektedir. 
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Şekil 2.8. Presenilin 1’in biyolojik, moleküler ve hücresel işlevleri (77) 

 

2.1.4.3.Presenilin 2 Geni 

PSEN2 geni, 448 amino asit taşıyan membran proteinini kodlamaktadır. Bu protein 

gamma sekretaz enziminin fizyolojik çalışmasına katkıda bulunmaktadır. PSEN2 gen 

mutasyonu PSEN1 e göre daha seyrek görülmektedir. Her iki gende de oluşabilecek 

mutasyonlar gamma sekretaz enzimini etkiler ve APP proteinden toksik Aβ1-42 ve Aβ1-

40 ürünlerinin oluşmasına neden olabilmektedir (30).  

PSEN2 geninde bir kodonu değiştirerek farklı bir amino asit kodlanmasına neden olan 

mutasyon (missense) saptanan kişilerde bu mutasyonu gelecek nesillere aktarma 

görülebilmektedir. PSEN2 gen mutasyonu olan kişilerde ailesel AH sık görülmemektedir. 

Frontotemporal demans, meme kanseri, demans ile birlikte görülen Parkinson hastalığı, 

Lewy cisimsikli demans, dilate kardiyomiyopati hastalıklarında PSEN2 mutasyonu 

saptanmıştır (78). PSEN2 mutasyonunun bu hastalıklarda görülmesinin nedeni henüz tam 

aydınlatılamamış ancak hastalıkların bir birleriyle bağlantılı olup olmadığı sorusunu akla 

getirmiştir. 

PSEN2 mutasyonu taşıyan bireylerde AH, PSEN1 mutasyonu olan kişilere göre daha geç 

yıllarda ortaya çıkmakta (39-83 yaş), fakat ortaya çıkma zamanı da aile içindeki 

bireylerde değişkenlik göstermektedir (65, 79, 80). 
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Şekil 2.9.Presenilin gen mutasyonlarına örnekler (81) 

 

 

2.2. Alzheimer Hastalığında Tedavi  

AH tedavisinde, hastalığı tamamen yok edecek veya ilerlemesini tamamen durduracak, 

nörodejenerasyonu patolojik sınırlardan uzaklaştıracak bir yöntem henüz 

geliştirilememiştir. 2002-2012 yılları arasında AH da endike olabilecek 244 adet ilaç 

adayı klinik çalışmalarla test edilmiş ancak bu ilaçlardan yalnızca bir tanesi testleri 

geçmeyi başarmıştır. İlaç geliştirmede karşılaşılan; yüksek maliyetler, uzun zamana 

yayılan araştırmalar, beynin anatomik yapısı (örneğin kan beyin bariyeri) gibi durumlar 

tedaviye yeni bir ilacın kazandırılmasında şüphesiz aşılması gereken güçlüklerdir. 

FDA ve ülkemizde de Sağlık Bakanlığı tarafından onaylanmış AH tedavisinde kullanılan 

ilaç yalnızca 5 tanedir. Bunlardan 4 ü kolinestereaz inhibitörü (rivastigmin, galantamin, 

takrin, donepezil) diğeri de NMDA reseptör antagonisti (memantin) ilaç kategorisindedir. 

Bu ilaçların tümü de hastalığın radikal tedavisinde henüz tam başarı sağlayamamıştır (1). 

Ayrıca monoamin oksidaz tip-B inhibitörü Parkinson tedavisinde kullanılan selejilinin de 

AH’de tedaviye yardımcı olarak kullanılabilmektedir (82). 

Memantin non-kompetitif NMDA-reseptör antagonistidir ve bu reseptörlere düşük-orta 

dereceli afinite gösterir ancak yüksek konsantrasyonda sinaptik plastisiteyi inhibe 

edebilir. Memantinin glutamat aracılı eksitotoksisiteden nöronları koruyacağı bunu 

yaparken de kognitif fonksiyon için gerekli fizyolojik NMDA reseptör aktivasyonunu 

önlemediği düşünülmektedir. Asetilkolinesteraz inhibitörleri ile karşılaştırıldığında 
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memantinin sadece hafif-orta demanslarda değil şiddetli evrede de yararlı olabileceği 

değerlendirilmektedir (4, 5). 

Alternatif tıp yöntemlerinden AH’da  Ginkgo biloba L., alfa tokoferol (E vitamini), L- 

karnitin gibi maddeler en çok araştırılan ve kullanılan seçenekler arasındadır. (83-85). 

Son yıllarda beyin proteolizatı da yurt dışında AH’da endike ilaç kategorisinde yer 

almaktdır. Ülkemizde ise Yurt Dışı İlaç Fiyat Listesi’nde bu bileşim yer almakta ve hekim 

reçetesi ile Türk Eczacılar Birliği (TEB) tarafından hastalara temin edilebilmektedir (86). 

 

 

Şekil 2.10.Alzheimer hastalığında tedavi stratejileri (3) 

 

2.2.1. Semptomları Giderici Tedavi 

AH semptomlarından en yaygın olanlar unutkanlık, konuşma bozukluğu, düşünme ve 

karar vermede güçlük sayılabilir. Hastalığın ilerleyen dönemlerinde ise bu semptomlar 

daha da belirginleşerek günlük kişisel bakımında bile yardıma muhtaç hale gelinebilir. 

Bazal ön beyinde kolinerjik nöronların dejenerasyonu hipokampus ve neokorteksteki 

presinaptik kolinerjik terminallerde bozukluğa neden olmaktadır. Tedavide kolinerjik 

aktiviteyi arttırmak amaçlanır ve bunun için de sinaptik aralıkta asetilkolini parçalayan 

AChE inhibe edilir.  AChE inhibitörleri olan donapezil, rivastigmin ve galantamin 

Alzheimer hastalığında hafif-orta evre için klinik kullanımı Sağlık Bakanlığı ve FDA 
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tarafından onaylanan ilaçlardır. Donapezil, rivastigmin ve galantamin selektif AChE 

inhibitörleridir (1). 

 

 

2.2.2. Yeni Tedavi Yaklaşımları 

Alzheimer hastalığında FDA tarafından onaylanan ve ülkemizde de hekimler tarafından 

reçete edilebilen ilaç sayısı çok kısıtlıdır. Yaşlanan dünya nüfusuyla birlikte artan 

Alzheimer hastalığına karşı yeni ve güncel tedavi seçenekleri araştırılmaktadır. Aşağıdaki 

tabloda preklinik ve klinik aşamada olan moleküllerin listesi verilmiştir. Listede 

moleküllerin etki mekanizmaları ve güncel olarak bildirilen klinik faz aşaması da 

verilmiştir. Moleküllerin etki mekanizmasının referans alındığı kaynaklar son sütunda 

belirtilmiştir. 

 

Tablo 2.2.Alzheimer hastalığında klinik ve preklinik aşamada olan ilaçlar ve etki 

mekanizması 

Molekül Etki Mekanizması Hangi aşamada Kaynak 

SGS742 GABAerjik modülasyon Faz I (87) 

Etazolate GABAerjik modülasyon 

Alfa sekretaz artışı 

PDE-4 inhibitörü 

Faz IV (88) 

Lecozotan  Serotonin reseptör modülasyonu Faz I (89) 

Velusetrag   Serotonin reseptör modülasyonu 

üzerinden Aβ üzerine etki 

Preklinik (90) 

SB-742457 Serotonin reseptör modülasyonu Faz II (91) 

Ro-4368554 

 

SB-258585  

SB-399885 

 

Serotonin reseptör modülasyonu Preklinik (92-94) 

MK-0249 Histamin reseptör modülasyonu Faz II (95) 

SCH58261 Adenozin reseptör modülasyonu Preklinik (96) 

Silostazol (anti platelet 

etkili-FazIV) 

Adenozin reseptör modülasyonu Faz III (97) 

Melatonin Nöropsikiyatrik düzenleme Araştırma 

aşamasında 

(98) 
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Lityum  

Valproat  

Tau proteini modülasyonu Preklinik 

 

(99, 

100) 

Kafein GSK3β protein deaktivasyonu ve 

Aβ modülasyonu 

Preklinik 

 

(101) 

Tideglusib(NP031112) GSK3β protein deaktivasyonu Faz II (102) 

SRN-003-556 GSK3β protein deaktivasyonu Preklinik 

 

(103) 

SB216763 

 

GSK3β protein deaktivasyonu ve 

tau proteini defosforilasyonu 

Preklinik 

 

(104) 

Bezafibrat Tau  proteini defosforilasyonu Preklinik (105) 

İntranazal  insülin Kognitif fonksiyon modülatörü Klinik araştırma (106) 

Sodyum selenit (Ve-015) Protein fosfataz 2Aaktivasyonu Faz II (107) 

Paklitaksel  Mikrotübül stabilizasyonu, 

aksonal transport ve motor 

fonksiyon modülasyonu 

Preklinik (108) 

Epothilone  D Mikrotübül stabilizasyonu Araştırma 

aşamasında 

(109) 

Astemizole  

Lansoprazol   

 

Tau proteinine bağlanarak tau-tau 

etkileşimini önler 

Preklinik (110) 

Semagacestat Gama sekretaz modülasyonu Faz III de yasaklandı (111) 

Kurkumin HSP 90 inhibisyonu Preklinik (112) 

AADvac1 tau peptide-KLH-konjugatı 

(immünoterapi) 

Araştırma 

aşamasında 

(113) 

Etazolat  Alfa sekretaz aktivasyonu Araştırma 

aşamasında 

(114) 

Epigallokateşin-gallat Alfa sekretaz aktivasyonu Araştırma 

aşamasında 

(115) 

Epigallokateşin-gallat Antioksidan Faz II (116) 

Bryostatin 1 Protein kinaz C aktivasyonu Faz II (117) 

Flurbiprofen    Gama sekretaz modülasyonu Preklinik  (118) 
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2.2.3. Diyabet ve Alzheimer Hastalığında Ortak Patolojiler 

2.2.3.1.İnflamasyon 

Mikroglia hücrelerinin aktive olması ile sitokinlerin salgılanması; kompleman sistemin 

aktive olması ile inflamasyon sistemi devreye girer.  Aβ oligomerinin ileri glikasyon son 

ürünleri, reseptörü (RAGE) ile bağlanarak merkezi sinir sistemi (MSS) içerisinde yer alan 

başlıca pro-inflamatuar sinyalleme sistemi olan aktive B hücrelerinin kappa hafif zincir 

güçlendiricisi nükleer faktörünü (NF-κB) tetiklemesinin AH’da inflamasyona yolaçtığı  

bildirilmektedir. Ayrıca AH da görülen nöron ölümü sonucu inflamasyon sürecinin 

tetiklenmesi de bir diğer faktördür (119).  

Post mortem beyin otopsisinde proinflamatuvar sitokinler ve kompleman aktivasyon 

ürünleri gibi enflamasyon mediyatörlerinin arttığı gözlenmiştir. AH ile ilişkili bulunan 

sitokinler; dönüştürücü büyüme faktörü β (TGF- β), tümör nekrozan faktör α (TNF-α), 

interlökin-1, 2, 6, 10 ve 12’dir. Histopatolojik incelemelerde aktif mikroglia ve astrosit 

hücrelerinin sayısının arttığı gösterilmiştir (120). 

 

2.2.3.2.Oksidatif Stres 

Alzheimer hastalığının başlangıcında ve ilerlemesinde oksidatif stresin önemli rolü 

olduğu düşünülmektedir. Hastalığını ilerlemesi sırasında lipid peroksidasyonu, protein 

oksidasyonu ve DNA oksidasyonu görülebilmektedir (121). 

Oksidatif stres; hidroksil radikali, superoksit radikali ve hidrojen peroksit gibi reaktif 

oksijen türleri (reactive oxygen species, ROS) tarafından biyolojik moleküllerin aşırı 

oksidasyonudur. ROS’lar hücresel metabolizmanın yan ürünleridir. Belirli koşullar 

altında oluşumları ve detoksifikasyonları arasındaki denge bozulursa oksidatif stres 

meydana gelebilir ve sonrasında hücre hasarına sebep olabilirler. 

Oksijen kullanımının fazla olması nedeniyle beynin oksidatif strese duyarlılığı diğer 

organlara göre fazladır. Nöronların metabolik hızı diğer beyin hücrelerinden yaklaşık 5 

kat fazla olduğundan özellikle oksidatif strese karşı daha kırılgandır. Nöron hücreleri 

yüksek miktarda çoklu doymamış yağ asitleri içerirler, bu yağ asitleri ROS’la etkileşerek 

lipid peroksidasyonuna ve moleküler yıkıma neden olur. Ayrıca nöronlarda sitozolik 

peroksitlerin eliminasyonundan sorumlu olan major antioksidan kabul edilen glutatyon 

miktarı düşüktür (122). 
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Smith vd. yaptığı preklinik çalışmada APP’nin aşırı eksprese edildiği farelerde beyin Aβ 

kümelerinin oksidatif stres biyobelirteçleri olan hem oksijenaz-1, demir, hidroksinonenal 

ve pentosidin birlikte bulunduğu gözlenmiştir. Bu bulgular oksidatif stres ile Aβ birikimi 

arasında yakın bir ilişkinin olduğunu düşündürmektedir (123). 

Aβ, ROS oluşumuna ve nöronlarda metal iyonlarını indirgediği için oksidatif hasara 

sebep olabilmektedir (124). AH’dan sorumlu çevresel faktörlerden biri olan alüminyum 

biyolojik sistemlerde oksidatif strese ve lipid peroksidasyonuna sebep olur. Bu nedenle 

aluminyum ve aluminyum bileşikleri AH’da nörodejenarasyona katkıda bulunduğu 

düşünülmektedir ve hayvanlarda Alzheimer modeli oluşturmada kullanılmaktadır (125).  

 

2.2.3.3.Vasküler Disfonksiyonlar ve Yol Açtığı Durumlar 

AH ve serebrovasküler hastalık birlikte görülebilmekte ve serbrovasküler rahatsızlıkların 

AH’na neden olabileceği düşünülmektedir. Beyinde mikro damarlanma kaybı, beyin kan 

akımının azalmasına neden olmaktadır. Kan damarlarında meydana gelen fonksiyonel 

bozukluk nöronların beslenmesini ve oksijenlenmesini bozarak beyinde Aβ birikmesine 

neden olabilmektedir (126).  

Vasküler endotelyal büyüme faktör (VEGF) geni özellikle de genin promotor 

bölgesindeki polimorfizm AH’nın sporadik formuyla ilişkili bulunmuştur. Hem klinik 

hem de deneysel çalışmalar iskemiyle oluşan serebral patolojinin, APP ekspresyonunu 

arttırdığı ve bunun sonucu olarak da Aβ birikmesine neden olduğu gözlenmiştir (127). 

 

2.2.3.4.Glukoz Toksisitesi 

AH’da serebral glukoz metabolizması hipokampus, singulat girus, superior ve orta 

temporal giruslarda azalmakta, frontal lobda ise artmaktadır. Glukozun hücrelere girişi 

ve metabolizması insülin tarafından kontrol edildiği çok önceden bilinse de kolinerjik 

nöronlar tarafından innerve edilen insülin benzeri reseptörlerin beyindeki keşfi son 

yıllarda yapılmıştır (128).  

Deney hayvanlarında Alzheimer modeli oluşturmada sıkça kullanılan bir yöntem olan 

lateral ventriküllere streptozotosin (STZ) enjekte edilmesi sıçanların beyinlerinde glukoz 

kullanımını bozarak Alzheimer semptomlarından olan kognitif disfonksiyon, Aβ 
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birikimi, oksidatif stres artışı gibi sonuçlara yol açmaktadır. STZ DNA hasarı yapan 

alkilleyici bir ajandır. STZ aynı zamanda mikroglia hücrelerini aktive ederek ROS 

oluşumuna neden olur. STZ’nin oksidatif stresi indüklediği beyinde malondialdehit 

(MDA) artışı ve glutatyon düşüşünün gösterilmesiyle dolaylı yoldan kanıtlanmıştır. MDA 

lipid peroksidasyon ürünüdür ve serbest radikal oluşumunun göstergesi olarak kullanılır. 

Glutatyon ise endojen bir antioksidan ve oksidatif hasara karşı koruma sağlar (129).  

 

2.2.3.5.İnsülin Yetmezliği ve İnsülin Direnci 

Beyindeki insülinin özellikle bilişsel fonksiyonların düzenlenmesinde sinyal 

transdüksiyon yolaklarında yer aldığı varsayılmaktadır. Çünkü beyindeki öğrenme ve 

hafıza alanlarında insülin ve insülin reseptörlerinin varlığı normal dokulara göre daha 

fazladır (130). İnsulin resistansı ve glukoz intorelansı olan tip 2 diyabet hastalarında 

yapılan epidemiyolojik çalışmalarda AH ile diyabet arasında bir ilişki olabileceği 

saptanmıştır. Diyabetli ve insülin direnci olan hastalarda demans ve bozulmuş bilişsel 

aktivite için risk artmaktadır (131). 

 

2.2.3.6.Mitokondriyal Disfonksiyon 

Alzheimer hastalarının beyinlerinde mitokondri sayısında azalma ve mitokondri 

organellerinin morfolojik yapısında normale göre değişme gözlenmiştir. Mitokondriyal 

disfonksiyonun AH ile ilişkisi tam olarak aydınlatılamamakla birlikte Aβ moleküllerinin 

mitokondri membranında birikme eğiliminde olduğu gösterilmiştir (132). AH olan 

kişilerde mitokondri kütlesi normale göre düşmekte ve sitoplazmik mitokondriyal DNA 

artmaktadır (133). β sekretaz ve Aβ, sitokrom oksidazı bakır varlığında inhibe etmektedir 

bu olay mitokondri aktivitesinde doğrudan etkili olup mitokondriyal elektron transferini 

olumsuz etkilemektedir (134). Sitokrom oksidaz aktivitesinde azalma ve mitokondriyal 

elektron transfer disfonksiyonu AH ile ilişkili parametrelerdir (135). 

Mitokondriyal disfonksiyon aynı zamanda kaspazların tetiklediği programlı hücre ölümü 

ile sonuçlanabilen bir süreçtir. Hücre içine aşırı miktarda kalsiyum girişi olursa nöronal 

NOS ve indüklenebilir NOS miktarı artar ve bunun sonucu olarak da kaspaz 3 proteini 

aktive olur ve apoptoz süreci başlar(16). 
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2.2.3.7.ATP Üretimi Üzerine Etkiler 

Mitokondriyal disfonksiyon ATP üretimini doğrudan etkiler. Normal hücresel 

fonksiyonların yerine getirilmesi için gerekli ATP üretiminde azalma nöral sağkalımı 

olumsuz etkilemekte ve nörodejenerasyona neden olabilmektedir. Mitokondriye aşırı 

kalsiyum girişi ROS birikimine bu da ATP sentezinin azalmasına neden olmaktadır. 

Ayrıca nörofibriler yumakların patolojik düzeyde beyinde birikmesi kalsiyum 

homeostazisini bozar ve nöron hücrelerinde kalsiyum bağımlı proteazların artmasına 

neden olur (136, 137). Tau proteininin birikmesini ve katlanmasını tetikleyen 

transglutaminaz enzimi de kalsiyum artışına bağlı hiperaktive olmaktadır (138). 

 

2.2.3.8.Mitokondriyal Membran Potansiyeli 

Mitokondri, hücrenin enerji üretiminde rol alan ve hücre canlılığının sürdürülmesinde 

fonksiyonu hayati olan organeldir. Apoptoz sürecinde MMP düşmektedir fakat bu 

düşüşün apoptoz süreciyle bağlantısı tam olarak aydınlatılamamıştır. Mitokondri zarının 

transmembran potansiyeli (Δψm) mitokondri canlılığı için optimum düzeyde 

sürdürülmelidir. MMP hücrede birçok mekanizma ile bağlantılıdır.  

Sitokrom c salımında artış MMP düşüşü ile bağlantılı bulunmuştır ve sitokrom salımının 

hücrenin apoptoz sürecine girmesinde rol oynadığı in vitro deneylerde gösterilmiştir. 

Aynı zamanda mitokondri zarında depolarizasyon gerçekleşirse apoptojenik sinyal yolağı 

aktive olarak hücrede kaspaz proteinlerinin tetiklediği ölüme neden olabilmektedir (139). 

 

2.3.Dipeptidil Peptidaz-4 İnhibitörleri  

DPP-4, membrana bağlı bir serin dipeptidazdır ve plazmada da çözünür bir formu vardır. 

Adenozin deaminaz kompleks protein-2 ve CD26 (cluster of differentiation 26) olarak da 

bilinen DPP-4, DPP-4 geni tarafından kodlanmaktadır (18).   

 

Deneysel diyabet oluşturulmuş hayvan modellerinde DPP-4 inhibisyonu, glukoz 

homeostazını olumlu etkilemekte ve endojen inkretin aktivitesini arttırmaktadır (140). 

DDP-4 inhibitörü ilaçlardan olan vildagliptin ve saksagliptin endojen aktif GLP-1 

düzeylerini ve insülin salınımını arttırmaktadır ve aynı zamanda glukagon seviyelerini 

azaltmaktadır (141). 
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DPP-4 enzimi sadece inkretin hormonların yıkımına özgü olmadığı için uzun dönemdeki 

etkileri halen araştırılmaktadır. Çünkü DPP-4 enzimi peptid YY, nöropeptid Y ve büyüme 

hormonu salıverici hormonu da içeren birçok pepdidin metabolizmasından sorumludur. 

DPP-4, T hücresi aktivasyonuna katılır ve lenfositlerde CD26 olarak eksprese edilir 

(142). DPP-4 inhibisyonunun henüz uzun süreli etkileri nörolojik ve immünolojik 

açından netlik kazanmamıştır.  

FDA tarafından onaylanan DPP-4 inhibitörü ilaçlar; vildagliptin, saksagliptin, linagliptin, 

sitagliptin ve alogliptindir.  

 

2.3.1. Vildagliptin Etki Mekanizması ve Kimyasal Yapısı 

Vildagliptin güçlü ve seçici DPP-4 inhibitörü bir ilaç olup oral antihiperglisemik olarak 

diyabet tedavisinde kullanılmaktadır. Ülkemizde 2011 yılında Sağlık Bakanlığı 

tarafından tip 2 diyabet tedavisinde kullanıma sunulan vildagliptinin metformin ile 

kombine preparatları da vardır (19). Vildagliptin DPP-4 enzimini inhibe ederek gGLP ve 

GIP yıkılmasını önler. Böylece pankreasın beta hücrelerinden insülin salımı artarken, alfa 

hücrelerinden glukagon salımı azalır (143). 

 

Şekil 2.11. Vildagliptinin kimyasal yapısı (140) 

 

Klinik çalışmalarda vildagliptin kullanımının HbA1C düzeyini düşürdüğü gözlenmiştir. 

HbA1C düzeyi normalden çok daha yüksek olan kişilerde bu düşüş daha belirgin 

gözlenmiştir (144). Oral yoldan kullanılan vildagliptin aç karnına alındığında yaklaşık 2 

saatte plazma doruk konsantrasyonuna ulaşır (145). 

Vildagliptinin ratlarda streptozotosin (STZ) ile oluşturulan Alzheimer modeli üzerine 

yapılan bir çalışmada GLP-1, Aβ 1-42, p-tau, TNF α düzeyleri incelenmiş ayrıca davranış 

deneylerinden radyal labirent kol (Radial arm maze, RAM) ve Hole board ile kognitif 

fonksiyonlar değerlendirilmiştir. STZ ile kontrole göre artan inflamasyon parametreleri, 

p-tau ve Aβ miktarı vildagliptinin 2.5, 5 ve 10 mg/kg dozları uygulanan hayvanlarda doza 

https://en.wikipedia.org/wiki/File:Vildagliptin.svg


28 

 

bağımlı bir şekilde azalmıştır. Ayrıca GLP-1 düzeyi de doza bağımlı bir şekilde artmıştır 

(146). Başka bir çalışmada ise vildagliptinin ratlarda MMP, ROS ve oksidatif stres 

üzerine etkisi araştırılmıştır. Yüksek yağlı diyet (High fat diet, HFD) ile indüklenen 

hastalık modelinde insülin duyarlılığı, öğrenme ve bellek düşmüş; plazma ve beyin MDA 

düzeyi ile kolesterol düzeyi yükselmiştir. Vildagliptinin 3mg/kg uygulaması insülin 

direncini düşürmüş, oksidatif stresi azaltmış, öğrenme ve belleği de olumlu etkilemiştir. 

Aynı zamanda bu çalışmada vildagliptinin LDL düzeyini de düşürdüğü gözlenmiştir 

(147). 

 

Yukarıdaki çalışmalar vildagliptinin beyinde öğrenme ve bellek üzerinde olumlu etkileri 

olabileceğini göstermektedir. Aynı zamanda beyin fonksiyonlarının düzenlenmesinde 

etkili biyokimyasal parametreler üzerine de etkileri gösterilmiştir. Bu sonuçlar 

vildagliptinin nöral sağkalıma olumlu etkileri olabileceği ve nörodejenerasyonu 

önlemede olumlu etkileri olabileceği tezine katkı sağlamaktadır.  

 

2.3.2. Saksagliptin Etki Mekanizması ve Kimyasal Yapısı 

Saksagliptin FDA tarafından onaylanan ikinci oral DPP-4 inhibitörüdür ve tip 2 diyabet 

hastalığı tedavisinde kullanılmaktadır. Saksagliptin glukoza bağımlı olarak insülin 

salıverilmesini arttırır ve dolaşımdaki glukagon düzeyinin azalmasına neden olmaktadır 

(20).  

Saksagliptin diğer DPP-4 inhibitörü antidiyabetik ajanlardan farklı olarak CYP3A4/A5 

enzimi ile metabolize olurken diğerleri böbrekten ekstraksiyona uğrar (148). Saksagliptin 

yan etkileri arasında en dikkat çekici olarak kalp krizi yer almaktadır. Çünkü saksagliptin 

kullanan hastalarda yapılan faz 2 ve faz 3 çalışmalarında kalp krizinden dolayı hastaneye 

yatma oranında ortalama %27 oranında artış gözlenmiştir (149). 

 
Şekil 2.12. Saksagliptinin kimyasal formülü (150) 
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2013 yılında yapılan preklinik bir çalışmada STZ ile oluşturulan hayvan  modelinde Aβ1-

42, GLP-1, p-tau, IL-1β, TNFα düzeylerini araştırmıştır. Aynı zamanda davranış 

deneylerinden RAM ve hole board ile biyokimyasal verilerin uyumluluğu araştırılmıştır. 

Negatif kontrol olan STZ grubunda kontrole göre Aβ1-42, p-tau, IL-1β ve TNFα 

düzeyleri artmış; saksagliptin doza bağımlı bu parametreleri azaltarak kontrole 

yaklaştırmıştır. Saksagliptin hipokampüsteki GLP-1 düzeyini de kontrol grubuna göre 

doza bağımlı arttırmıştır. Davranış deneylerinden elde edilen veriler de saksagliptinin 

öğrenme-bellek üzerine olumlu etkilerinin doza bağımlı olduğunu 

desteklemektedir(151). 

Saksagliptinin AH patolojisinde önemli olan parametrelerden Aβ ve p-tau proteinlerinde 

hastalık açısından olumlu etkisi, üzerinde ileri çalışmalar yapmaya değer bulgulardır. Bu 

bulgulara ek bazı araştırmalarla da saksagliptinin AH üzerine olumlu etkisinin 

araştırılması bilimsel yönden kayda değer olacaktır. 

 

2.3.3. Glukagon Benzeri Peptid-1 ve Glukoza Bağımlı İnsülotropik Polipeptid 

Epidemiyolojik çalışmalarda tip 2 diyabet ile AH arasında bir bağlantı olduğu rapor 

edilmiştir (21). Bu çalışmalar diyabet tedavisinde kullanılan DPP-4 inhibitörü ilaçlar 

AH’da hastalığın sağaltımı ve ilerlemesini yavaşlatıcı/durdurucu yönde etkili olabilir mi 

sorusunu düşündürmektedir. 

GLP-1 ve GIP reseptörleri beyinde de eksprese edilmektedir. GLP-1 ve GIP analoglarının 

beyinde Aβ kaynaklı sinaptik plastisite azalmasına karşı plastisiteyi geri artırma yönünde 

etkilerinin olduğu gösterilmiştir. Ayrıca GLP-1 ve GIP’in sıçanlarda nöronal kök hücre 

proliferasyonunu arttırıcı etkisi olduğu bildirilmiştir (22). 

GLP-1 inkretin bir hormon olup insülin sekresyonunu arttıran bir bağırsak faktörüdür. 

Aynı zamanda GLP-1 metabolizmada başka rollerde de görev almakta ve son yıllarda 

üzerinde araştırmaların devam ettiği bir hormondur. GLP-1 agonistleri ve GLP-1 yıkımını 

önleyici ilaçlar diyabet tedavisinde yeni stratejilerden biri olarak güncelliğini 

korumaktadır. GLP-1 insülin sekresyonunu arttırırken, glukogon salımını azaltır ve 

gastrik boşalmayı geciktirir. Sonuç olarak GLP-1 postprandiyal hiperglisemiyi de 

önlemektedir (152). 
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GIP, duodenum ve proksimal jejenumdaki K-hücrelerinden sentez edilen 42 aminoasitli 

polipeptiddir. Karbonhidrat, yağ ve protein alımı ile sentez ve sekresyonu artmaktadır 

(153, 154). GIP glukoza bağımlı akut insülotropik etkilerini pankreasın  β hücrelerinin 

yüzey reseptörlerine bağlanıp cAMP artışı ile göstermektedir. Uzun dönemde ise insülin 

sentezinde artış ve hücre kitlesinde artışa yol açmaktadırlar (143).  

GLP1 ile GIP arasındaki temel farklardan başlıcaları; 

*GLP-1 somatostatin ve glukagon süpresyonu salgılanmasını azaltırken, GIP etkilemez. 

*GLP-1 gastrik boşalmayı GIP e göre daha fazla geciktirir. 

*GLP-1 in doygunluğu artırıcı ve vücut ağırlığını azaltıcı etkisi vardır. 

GLP-1 ile GIP in ortak etkileri de plazma glukozunu azaltma, glukoza bağımlı insülin 

sekresyonunu artırma, pankreas beta hücresinin glukoza cevabını ve ömrünü arttırmadır 

(155). 

 

2.4.SH-SY5Y Hücre Morfolojisi ve Alzheimer Modelinde Kullanım Öncelikleri 

SH-SY5Y hücresi 4 yaşındaki nöroblastomalı bir kız çocuğunun kemik iliği 

biyopsisinden 1973 yılında SK-N-SH hücresi olarak izole edilmiştir. Daha sonra SK-N-

SH hücresinin nöroblastoma benzeri subklonu elde edilmiş ve SH-SY olarak 

adlandırılmıştır (156). SH-SY hücresinden de 3 defa subklon elde edilmiş ve SH-SY5Y 

hücresi tanımlanmıştır. SH-SY5Y hücresi, nöronal fonksiyonların in vitro 

incelenmesinde kullanılan hücre hattıdır. Adrenerjik fenotipe sahip SH-SY5Y hücreleri 

aynı zamanda dopaminerjik belirteçleri de eksprese etmektedir(157). 

SH-SY5Y hücresinin morfolojik incelenmesinde anormal kromozom-1(trisomy 1q) e 

sahip olduğu gözlenmiştir. Hücre asetilkolinerjik, adenozinerjik ve glutamerjik 

aktivitelere sahiptir. Retinoik asit, beyin türevli nörotrofik faktör (BDNF) muamelesi SH-

SY5Y hücrelerinin aksonal dentritik bağlantılarının gelişmesine ve bölünme hızlarının 

azalmasına neden olarak kanser hücresinden çok nöron hücresi davranışını 

modellemektedir (158). 
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2.5.Programlı Hücre Ölümü (Apoptozis) ve Nörodejeneratif Hastalıklarla İlişkisi 

Nöron hücrelerinin programlı ölümü; oksidatif stres, glutamat toksisitesi, büyüme 

faktörlerinin azalması, genetik mutasyonlar gibi faktörlerin etkisiyle başlatılır. Hücrede 

Ca++ iyonlarının aşırı birikmesi sonucu proapoptotik protein (PAR-4) aktive olur ve diğer 

proapoptotik bir protein olan Bax’ın mitokondri membranında apoptoz sürecini 

başlatmasına neden olur (13). Mitokondri ise sitokrom c salgılar. Sitokrom c, apoptotik 

proteaz aktive edici faktör-1 (Apoptotic protease activating factor 1, Apaf-1) ile 

birleşerek kaspaz-9 u, kaspaz 9 da kaspaz-3 ü aktifleştirerek apoptoza neden olur (13, 

14). 

Glutamat reseptör proteinleri de hücre içine Ca++ girişini ve kinazların aktivitesini 

arttırarak proapaptotik olarak rol oynar (14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

3.1.Deneylerde Kullanılan Cihazlar 

 -20 º C dondurucu ve +2/+8 º C (Siemens) 

  -80 º C dondurucu (OPERON) 

 DS-11 Spektrofotometre(DeNovix®) 

 Etüv(EcoCell) 

 Güç kaynağı(PowerPacTMBasıc-BioRad) 

 Hassas Terazi (Adventurer, OHAUS) 

 Isıtıcı ve Magnetik Karıştırıcı(Hei-Standart, Heidolph MR),  

 Isıtıcı ve Soğutucu Blok(CHB-202,Bioer)  

 İnkübatör (Biosan) 

 Mikropipet ve Multipipet(Eppendorf) 

 Multifonksiyonel Mikroplaka Okuyucu (Biotek synergy HT) 

 PCR cihazı (Lightcycler®480 Roche) 

 Santrifüj (Nüve NF 1200R, Nüve Mikro200R) 

 Spin Capsulefuge(GmClab,GİLSON®) 

 T100TMTermal Döngüleyici (Bio-Rad) 

 Vorteks (UM-10,Wisemix) 

 Görüntüleme Cihazı (Biorad, ChemiDoc MP) 
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 Western blot cihazı(Mini-Protean®Tetra System-BioRad) kullanıldı. 

 

3.2.Kimyasal Malzemeler 

Çalışmada kullanılan kimyasal maddeler gerekli ortam sıcaklıklarında saklandı. 

Deneylerde kullanılan çözelti ve tamponlar deiyonize su ile hazırlandı. Kimyasal 

maddeler; 

 1-Butanol(Fluka, 19430) 

 2-Merkaptoetanol (Sigma, M3148-100 ml) 

 2-Propanol (Riedel-de Haen, 24137) 

 Bakır (II) sülfat pentahidrat (Sigma, 12849- 1 kg) 

 Bisakrilamid AppliChem, A3636-50 g) 

 Dimetil sülfoksit (Sigma, D8418- 250 ml) 

 Etanol absolü( AppliChem, A3678-500 ml) 

 Folin&Ciocalteu’s fenol  (Sigma, F9252-500 ml) 

 Fosfataz inhibitörü (A.G. Scientific, B1352) 

 Gliserol (Merck, K42347192) 

 Glisin (Sigma, G8898-500 g) 

 Metanol (Merck, I690709) 

 N,N,N,N’-Tetrametil-etilendiamin (Sigma, T9281-50 ml) 

 N,N’-Metilenbisakrilamid (Sigma, M7256- 50 g) 

 Potasyum sodyum tartarat tetrahidrat(Merck, A0270087-1 kg) 

 Sığır serum albümini (Santa Cruz, SC2323-50 g) 

 Sodyum karbonat (Merck, A0250292-1 kg) 

 Sodyum klorür (AppliChem, A4256-1 kg) 



34 

 

 Sodyum dodesil sülfat (Sigma, 71725-500 mg) 

 Süper Signal®West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific) 

 Süt tozu(Fluka, 70166- 500 g) 

 Trikloro asetik asit (Sigma, T6399-1 kg) 

 Tris Hidroklorür (Amresco, 0234-1 kg) 

 Trizma Baz (Sigma, T6066- 1 kg) 

 Tween®20 (Sigma, P5927-100 ml) 

 

Kullanılan kitler: MMP (Cayman item no:10009172), Griess reagent (Sigma G4410), 

Roche cell lysis kit, Roche cDNA synthesis kit, Roche APP primer, Roche PSEN1 primer, 

Roche PSEN2 primer. 

 

Tablo 3.3. Western Blot deneyinde kullanılan primer antikorlar; 

Primer antikorlar KDa Marka (Model) 

Caspase 12 39 Abcam (Ab62463) 

Caspase  9 32-35, 10 (cleaved) Biovision (3016-100) 

Caspase 3 32, 17 (cleaved) Biovision (3138-100) 

p- Tau (Ser202) 50-80 Cell Signalling (11834S) 

β-actin 45 Cell Signalling (4967S) 

 

 

3.3.Hücre Kültürü 

SH SY5Y nöroblastoma hücreleri ATCC den satın alındı. SH SY5Y hücreleri DMEM - 

F12 besi yerlerinde çoğaltıldı. Besi yerine %10 fetal sığır serumu (Fetal bovine serum, 

FBS) , 100 U/ml penisilin ve 100 g/ml streptomisin eklendi. Hücreler flaskda yaklaşık 

%80 doluluğa ulaştığında sayılarak 96 lık plakalara hücre canlılık analizi, MMP, PCR ve 

Nitrik oksit tayini için ekildi. Hücre canlılık analizi için Sulforhodamine B (SRB) gerçek 

zamanlı hücre analizi (GZHA) ve 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
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bromide (MTT) metodları kullanıldı. Western blot için 6 kuyucuklu plakalara 1 milyon 

hücre ekildi.  

Hücrelere vildagliptin (10-6, 10-5, 10-4, 10-3,10-2 M ve 250, 100, 50 µM), saksagliptin (10-

6, 10-5, 10-4, 10-3,10-2 M ve 200, 100, 50 µM), memantin (200, 100 µM), Aβ1-42(20 µM) 

uygulandı ve 37 0C , % 5 CO2  ortam şartlarında 24 saat inkübe edildi. 

 

3.4.Sulforhodamine B Deneyi 

SRB hücre canlılığının ölçülmesi için kullanılan ve Trikloroasetik asit (TCA) ile fikse 

edilmiş aminoasitlere zayıf asidik ortam koşullarında bağlanıp daha sonra zayıf bazik 

şartlarda ayrışması ile oluşan pembe rengin absorbansının ölçülmesi ile kolorimetrik 

hücre tayini esasına dayanan bir yöntemdir.  

 SH SY5Y hücreleri 96 lık plaka kullanılarak her kuyuda 12500 hücre olacak 

şekilde dağıtıldı.  

 24 saat inkübasyondan sonra canlılığa etkisi araştırılan maddeler (vildagliptin, 

saksagliptin, memantin, Aβ 1-42) uygulandı ve tekrar inkübatöre yerleştirildi. 

 24 saat inkübasyondan sonra  +4 oC de bekletilen trikloroasetikasit (TCA) son 

konsantrasyon % 10 olacak şekilde eklendi ve +4 oC de 1 saat bekletilerek 

fiksasyon sağlandı. 

 TCA ile fikse edilen hücreler 5 defa distile su ile yıkandı ve kurutuldu. 

 %1 asetik asit çözeltisinde hazırlanan % 0,4 SRB boyası her kuyuya 50 µL 

eklendi. 

 Bağlanmayan SRB %1 asetik asit ile 5 defa yıkanarak plakalardan uzaklaştırıldı 

ve daha sonra tekrar kurutuldu. 

 10 mM Tris bazı her kuyuya 100 µL eklenerek 5 dakika çalkalayıcıda çalkalandı 

ve 492 nm de absorbans ölçüldü. 
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Şekil 3.13. SRB deneyi aşamalarından bazı fotoğraflar 

 

3.5.MTT Canlılık Analizi Deneyi 

MTT hücre canlılığını ölçmede sıkça kullanılan bir yöntemdir. Hücrenin mitokondriyal 

aktivitesi üzerinden canlılığı hakkında fikir veren bu yöntem; çözünür halde (sarı renkli) 

olan MTT molekülünün hücre canlılığıyla doğru orantılı olarak formazan tuzuna (mor 

renkli)dönüşmesi ve mor rengin şiddetinin okunması olarak özetlenebilir. Mor rengin 

şiddetinin artması canlılığın artması demektir ve 562 nm de absorbans ölçülerek saptanır. 

MTT deneyinde sırasıyla aşağıdaki işlemler uygulandı; 

 SH SY5Y hücreleri 96 lık plaka kullanılarak her kuyuda 12500 hücre olacak 

şekilde dağıtıldı.  

 24 saat inkübasyondan sonra canlılığa etkisi araştırılan maddeler (vildagliptin, 

saksagliptin, memantin, Aβ 1-42) uygulandı ve tekrar inkübatöre yerleştirildi. 

 24 saat inkübasyondan sonra MTT boyası distile suda çözünerek 0,22µM’ lik 

filtreden geçirildi ve son konstrasyon 0,5mg/mL olacak şekilde kuyucuklara 

eklendi ve inkübatörde 2 saat bekletildi. 

 İnkübasyon sonunda kuyucukalrın üzerindeki süpernatant uzaklaştırıldı. 

 Formazan tuzu %100 lük DMSO ile çözüldü ve 562 nm de absorbans ölçüldü. 
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3.6.xCELLigence Gerçek Zamanlı Hücre Canlılık Analizi 

xCELLigence gerçek zamanlı hücre analizi (Real time cell monitoring, RTCA, GZHA) 

cihazı özel elektrot kaplı plakası sayesinde impedans ölçerek hücrenin canlılığı, plakaya 

yapışma hız ve yetisi, proliferasyonu hakkında yazlımı sayesinde bilgisayara anlık bilgi 

aktarır. 

xCELLigence deneyi ile; 

 Gerçek zamanlı ölçüm yapılmasına olanak sağlar. 

 Diğer sitotoksisite ölçüm yöntemlerine göre araştırıcı hatası ve deney 

manipülasyon daha düşüktür. 

 Etkisi araştırılan kimyasal bileşiğin deney boyunca belirlenen frekans aralığında 

hücre indeksi ölçülebilir. 

 Etkisi incelenen bileşiğin hangi zaman aralığında beklenen etkiyi gösterdiği 

saptanabilir. 

 Araştırılan bileşiğin akut ve kronik etkileri (kısa ve uzun sürede görülen etkileri) 

saptanabilir. 

 IC 50 ve EC 50 değerleri xCELLigence yazılımı ile belirlenen zaman veya zaman 

aralığında hesaplanabilir. 

 Araştırılan bileşiğin etkisi farklı zaman dilimlerinde bakılacaksa zamandan ve 

kimyasal madde harcama bakımından avantaj sağlar. 

 

Bu test ile uygulanan maddelerin hücre canlılığı, hücre proliferasyonu, hücrelerin plaka 

tabanına tutunma yetisi ve üzerine yaptıkları etki gerçek zamanlı olarak izlendi. 

 

Şekil 3.14. (a) GZHA cihaz ve yazılımı, (b) özet olarak yöntemin esası,(c) hücre indeksi 

hesaplama formülü 
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Elektronik plakaya hücreler ekildikten sonra plaka cihaza yerleştirildi. Deney başlatılır 

cihaz yazılımı sayesinde her 15 dakikada bir impedans ölçerek hücre indeksi (CI) 

hesaplarve bilgisayara verileri anlık aktarır. Elektrotlar arasına yerleşen her hücre 

alternatif akım direncini artırarak hücre indeksini artırır. 

 

3.7.JC-1 Mitokondriyal Membran Potansiyeli Ölçüm Deneyi 

Mitokondriyal membran potansiyeli (MMP) ölçüm deneyi hücrelerin enerji 

metabolizmasında rol oynayan mitokondrinin sağlıklı bir şekilde çalışıp çalışmadığı 

hakkında fikir vermektedir. Deney Cayman firmasından alınana MMP kit prosedürüne 

göre yapıldı. 

  96 lık siyah hücre kültürü plakalarında 50 000- 500 000 arası hücre/ml ekildi. Biz 

96 lık plakada her kuyuya 12 500/100 hücre ektik. 

 Hücreler 1 gece yapışıp çoğalması için bekledikten sonra etkisi araştırılan madde 

belirli konsantrasyonlarda kuyulara eklendi ve 24 saat inkübe edildi. 

  Her kuyuya 100 µL besiyeri içindeki 5 µL JC-1 solüsyonu eklendi ve hafifçe 

çalkalandı. 15-30 dk (15 dk) inkübatörde bekletildi. 

 5 dk oda sıcaklığında santrifüj edildi ve süpernatant atıldı. 

 200 µL assay buffer her kuyuya eklendi ve 5 dk 400 g de santrifüj edildi. 

Süpernatant atıldı. 

 200 µL assay buffer her kuyuya eklendi ve 5 dk 400 g de santrifüj edildi 

vesüpernatant atıldı. 

 Her kuyuya 100 µL assay buffer eklendi. 

 

*Sağlıklı hücreler güçlü ışımayı JC-1 in agregatlarına dönüştürerek yaptıkları için 560 

nm’de eksitasyon, 595 nm’de emisyon değerlerinde floresan ışıma ölçüldü. 

 *Apoptotik veya sağlıksız hücreler güçlü ışımayı JC-1 i monomerlerine dönüştürerek 

yaptıkları için 485 nm’de eksitasyon, 535 nm’de emisyon değerlerinde floresan ışıma 

ölçüldü. 

 Deney öncesi solüsyonların hazırlanması; 3 cell based assay buffer tableti 300 ml 

distile suda çözüldü. Bu çözelti 1 yıl oda sıcaklığında saklanabilir. 
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3.8.Western Blot Deneyi 

3.8.1. Lowry protein miktar tayini için çözeltiler; 

 Çözelti A: 1.42 g CuSO4 (bakır II sülfat) bir miktar su içinde çözüldü ve 100 ml’ 

ye deiyonize su ile tamamlandı. 

 Çözelti B: 2 g C4H4Na2O6 (sodyum tartarat) bir miktar su içinde çözüldü ve 100 

ml’ ye deiyonize su ile tamamlandı. 

 Çözelti C: 14.30 g Na2CO3 (sodyum karbonat) ve 2.85 g NaOH (sodyum 

hidroksit) bir miktar su içinde çözüldü ve 500 ml’ ye deiyonize su ile tamamlandı. 

 1N Folin çözeltisi: 2N Ticari çözeltidir. 1:1 oranında deiyonize su ile dilüe edildi 

ve ışıktan korundu. 

 BSA standart eğri çözeltisi: Bovine Serum Albumin’in standart eğri oluşturmak 

için 15 µg/µL olacak şekilde deiyonie su ile stok çözeltisi hazırlandı ve seri 

dilüsyon yapıldı. 

3.8.2. Western blot analizi için hazırlanan çözeltiler; 

 6X Yükleme tamponu(sample buffer): 7 ml 4X yığınlama jeli çözeltisi, 3,6 ml 

gliserol, 1 g SDS, 1,2 mg bromofenol mavisi deiyonize su ile 10 ml’ye 

tamamlandı. 5-10 dakika kaynatıldı. 

 6X Protein yükleme tamponu: 100 µL tampon içine 4 µL β-merkapto etanol 

eklendi. 

 %10 SDS çözeltisi: 10 g sodyum dodesil sülfat (SDS) tartılarak hafifçe ısıtılan 

100 ml deiyonize su ile çözüldü. 

 %30 Akrilamid-Bisakrilamid çözeltisi: 29 g bisaklamit ve 1g akrilamid tartılarak 

deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlandı. 

 %10 Amonyum persülfat çözeltisi: 100 mg amonyum persülfat (APS) tartılarak 

deiyonize su ile 1 ml’ye tamamlandı. 

 4X Yığınlama(Stacking) jeli çözeltisi: 3,0275 g Tris baz, 0,2 g SDS tartılarak 

deiyonize su ile 50 ml’ye tamamlandı. pH: 6,8 e ayarlandı. 
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 4X Ayırma(Separating) jeli çözeltisi: 9,09 g Tris baz, 0,2 g SDS tartılarak 

deiyonize su ile 50 ml’ye tamamlandı. pH: 8,8 e ayarlandı. 

 10X Elektroforez stok yürütme çözeltisi: 6,055 g Tris baz 28,82 g glisin tartılarak 

deiyonize su ile 200 ml’ye tamamlandı. 

 1X Elektroforez yürütme çözeltisi: 100 ml 10X Elektroforez stok yürütme 

çözeltisine 10 ml %10 SDS eklendi ve deiyonize su ile 1 litreye tamamlandı. 

 Transfer çözeltisi: 100 ml 10X Elektroforez stok yürütme çözeltisine 200 ml 

metanol eklendi ve hacim deiyonize su ile 1 litreye tamamlandı.  

 TBS çözeltisi: 2,42 g tris baz, 9 g NaCI (sodyum klorür) tartılıp deiyonize su ile 

1 litreye tamamlandı. pH 7,4’e ayarlandı. 

 TBST blotlama çözeltisi: 1 litre TBS içerisine 1000 µL Tween 20 eklenir. 10 dk 

magnetik karıştırıcı ile karıştırıldı. 

 %5 Bloklama çözeltisi: 500 mg süt tozu tartılarak 10 ml TBST içinde çözüldü. 

 Film banyosunda kullanılan developer çözeltisi: Developer karışımı 

A(hidrokinon), B(%77.5 asetik asit) ve C(glutaraldehit) şeklinde üç ayrı 

çözeltiden oluşmaktadır. 5 L’lik karışım için; 1400 ml A, 50 ml B,50 ml C, 3500 

ml distile su kullanıldı. Developer güneş ışığından korunmalıdır. 

 Film banyosunda kullanılan fixer çözeltisi: Fixer karışımı A(hidrokinon) ve 

B(%77.5 asetik asit)  olmak üzere iki çözeltiden oluşmaktadır.  5 L’ lik karışım 

için, 3500 ml distile su, 1250 ml A, 250 ml B. Karışımın güneş ışığından 

korunmasına gerek yoktur.  
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Şekil 3.15.:BSA standart eğrisi 

3.8.3. Jel Hazırlanması 

Jel hazırlama işlemi 2 aşamada gerçekleştirildi. Öncelikle ayırma jel çözeltisi hazırlanıp 

döküldü daha sonra yığınlama jel çözeltisi döküldü. Ayırma jel çözeltisi döküldükten 

sonra n-butanol eklenerek jelin üstünün düzleşmesi sağlandı. Daha sonra n-butanol 

çözeltisi uzaklaştırıldı ve distile suile jelin üstü yıkandı. Jel katılaştıktan sonra yığınlama 

jel çözeltisi hazırlanarak ayırma jelinin üzerine eklendi ve ayırma tarağı ile jelin üstü 

kapatıldı. 

Western blot deneyinde kullanılacak jel çözeltisi %10 olarak belirlendi. Membranda  

primeri eklenecek proteinler 80 ile 17 kDA aralığında olduğu için optimum jel 

konsantrasyonunun %10 olmasına karar verildi.  

% 10 luk ayırma jeli hazırlamak için (yaklaşık 10 mL için); 

 4,1 mL distile su 

 3,3 mL akrilamid-bisakrilamid çözeltisi 

 2,5 mL ayırma jel tamponu (1.5 M Tris HCl, pH 8,8) 

 0,1 mL%10 SDS çözeltisi 

 0,05 mL APS çözeltisi 

 0,005 mL TEMED 
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%10 luk yığınlama jeli hazırlamak için (yaklaşık 5 mL için); 

 2,05 mL distile su 

 1,65 mL akrilamid-bisakrilamid çözeltisi 

 1,25 mL yığınlama jel tamponu(0.5 M Tris HCl, pH 6,8) 

 0,1 mL %10 SDS çözeltisi 

 0,05 mL APS çözeltisi 

 0,010 mL N,N,N,N’-Tetrametil-etilendiamin (TEMED) 

 

 

Şekil 3.16. Proteinlerin elektroforez ile yürütülmesi ile elde edilen jeldeki yürüme 

görüntüleri 

 

3.8.4. Elektroforetik Yürütme/Elektroforez 

 Örnekler kuyucuklara yüklendikten hemen sonra sistem kapatıldı ve elektrotlar 

bağlandı.  

 Örnekler ayırıcı jele girinceye kadar düşük akımda 70 V gerilim uygulandı.  

 Örnek ayırıcı jele geçtikten sonra ise gerilim 100 V’a çıkarıldı.  

 İlk denemelerde voltaj değişimleri izlendi. 

 Brom fenol mavisi jelin alt ucuna ulaşınca akım kesilirek jel tanktan uzaklaştırıldı.  
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3.8.5. Transfer 

 Elektroforez işleminden sonra jel alınarak transfer işlemine geçilmeden önce 

transfer çözeltisi içinde pozitif kutuptan negatif kutuba doğru sırasıyla; transfer 

kağıdı, jel, membran, transfer kağıdı yerleştirilerek sandviç yapıldı. 

 Transfer çözeltisi tanka doldurularak 100 V da transfer yapıldı. 

 Transfer esnasında transfer çözeltisi sınır bu ısınma volt düşmesine neden olur 

bunu önlemek için tankın içine ve etrafına buz aküsü desteği yapıldı. 

 80 dakika taransfer işleminden sonra sandviç açıldı ve bloklama işlemine geçildi. 

 

Şekil 3.17. Elektroforez ve Transfer düzenekleri 

 

3.8.6. Bloklama 

 Transfer sonrası proteinleri bağlanmış olan membran 1 saat %5’lik süt tozu ve 

%0.1’lik Tween 20 içeren Phosphate Buffered Saline (PBS) çözeltisi (bloklama 

çözeltisi) içinde çalkalamaya bırakıldı. 

 Bu süre sonunda membran 3 kez %0.1’ lik Tween 20 içeren PBS çözeltisi ile 5 

dakika süre ile yıkandı. 

 

3.8.7. Birincil antikor ile inkübasyon 

 Membran bloklama çözeltisi içinde dilüe edilmiş birincil antikorlar ile ayrı günlerde  

gece boyu +4oC de çalkalayıcıya konarak düşük genlikte inkübe edildi. İnkübasyon 

süresi her antikor için ortalama 12 saat belirlendi.  

 Bu süre sonunda membran 3 kez %0.1’lik Tween 20 içeren PBS çözeltisi ile 5 dakika 

süre ile yıkandı. 
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3.8.8. İkincil antikor ile inkübasyon 

Membran bloklama çözeltisi içinde dilüe edilmiş horseradish peroksidaz bağlı ikincil 

antikor (birincil antikoru tanıyan bir antikordur ve standarttır) ile 1 saat oda sıcaklığında 

çalkalayıcıda çalkalanarak birincil antikora bağlanması sağlandı.  

 Bu süre sonunda membran 3 kez %0.1’lik Tween 20 içeren PBS çözeltisi ile 5 dakika 

süre ile yıkandı. 

 

 

3.8.9. ECL ile görüntüleme 

 İkincil antikora bağlı bulunan horseradish peroksidaz enzimi, ECL çözeltisi içinde 

bulunan Lumigen PS-3 substratını katalizler. Bu reaksiyon sonucu açığa çıkan 

luminol ışımaya yol açar. Bu ışıma, Western blota özel filmler ile saptandı. 

 Görüntüleme işlemi aynı zamanda Erciyes Üniversitesi Tıbbi Biyoloji 

Laboratuvarında bulunan görüntüleme cihazı (Chemi Doc MP) ile de yapıldı 

 

3.8.10. Elde edilen görüntünün analizi 

Western blot tekniği ile elde edilen proteinlerin görüntüleri Image J programı ile analiz 

edildi. Bu program, proteinlerin yaptığı kemilüminesan ışımanın şiddetine göre farklılık 

arz eden görüntülerin koyuluğunu analiz eder. Daha koyu bantlar daha fazla miktarda 

protein olduğunu gösterir ve Image J programı bantların koyuluğunu sayısal verilere 

dönüştürerek analiz etmemize yardımcı olur. 

 

3.9.RNA İzolasyonu ve Gerçek Zamanlı-PCR Deneyi 

3.9.1. RNA İzolasyonu 

96 lık plakaya ekilen hücrelerin etkisini araştırdığımız moleküllerle muamele süresi 

bittiğinde plakadaki besiyeri uzaklaştırıldı ve 100 µL soğuk PBS ile tüm kuyular yıkandı. 

Roche cell lysis kiti prosedürüne göre hücreler parçalandı. Her bir kuyu için 39,5 µL 

RealTime ready Lysis Buffer ve 0,5µL protector RNaz inhibitör karıştırılıp hücrelerin 

üzerine eklendi. 5 dk oda sıcaklığında beklendi ve lizatlar hazırlanarak cDNA sentezi 

yapıldı. 
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3.9.2. cDNA Sentezi 

cDNA sentezi Roche cDNA sentez kiti ile yapıldı. Kitin cDNA sentez prosedürüne göre 

Tablo 3.4. deki işlemler sırasıyla uygulandı. cDNA sentezlendikten sonra gerçek zamanlı 

PCR deneyine vakit kaybetmeden geçildi. 

 

Tablo 3.4.cDNA sentezi deneyinin aşamaları. 

cDNA sentezi için eklenen madde; Miktarı; 

RNA 5 µL 

Random hekzamer 2 µL 

Su 4,4 µL 

10 dk 65 oC de denatürasyon ve ardından; 

Revers transkriptaz reaksiyon çözeltisi (5x konsantasyon) 4 µL 

RNA az inhibitörü 0,5 µL 

Deoksinükleotid karışımı 2 µL 

Revers transkriptaz 1,1 µL 

10 dk 29 oCde, + 60 dk 48 oC + 5 dk 85 oC de PCR cihazında bekletilerek cDNA 

hazırlanmış olur. 

 

3.9.3. Kantitatif RT- PCR 

Real-time PCR kantitatif analizinde, diziye özgün olmayan floresan boyalardan ya da 

diziye özgün problardan yararlanılmaktadır. Böylece sonuçlar anında alınmakta ve tüm 

işlemler sıcaklık döngüleri başlayınca otomatik olarak devam etmektedir. 
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Tablo 3.5. PCR deneyinde kullanılan  karışımın oranları; 

Mix µL 

cDNA 5 

480 prob master 10 

Su 4 

Primer (Gen) 1 

 

Deney sonunda elde edilen Ct (veya Cp) değerleri aşağıdaki formül kullanılarak % 

değişim olarak kontrole kıyaslanarak hesaplandı. 

% değişim= 2 - Ct hedef - Ct hedef referans / 2 - Ct kontrol - Ct hedef referans x 100 

 

3.10. Nitrik Oksit Ölçüm Deneyi 

Nitrik oksit (NO-)  miktarı ölçümü için 1858 yılında Peter Griess tarafından keşfedilen 

Griess deneyi yapıldı. Yöntemin esası şekil3.18 de özetlendiği gibi; nitrik oksitin 

sülfanilamid ile diazonyum tuzu oluşturması ve sonrasında diazonyum tuzunun 

naftiletilendiamin ile birleşerek pempe renkli bir kompleks oluşturmasına dayanmaktadır. 

Oluşan pembe rengin şiddeti spektrofotometre ile ölçülülür (540 nm) ve  nitrik oksit 

hakkında bilgi verir. 

 

 

 

Şekil 3.18.: Nitrik oksit deneyinin esasını özetleyen kimyasal reaksiyonlar. 
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3.11. İstatistiksel Analiz 

İstatistiksel analiz her deney için ayrı ayrı değerlendirilmiş ve uygun istatistik analiz 

yöntemi belirlenmiştir. Tek Faktörlü Varyans Analizi (One-Way ANOVA) ve post hoc 

olarak da Tukey testi yapılmıştır. Sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 

İstatistiksel analiz için Graphpad Prism 7.0 istatistik programı kullanılmıştır. Verilerin 

karşılaştırılmasında p<0.05 değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. Gruplar 

arası farklar istatistiksel olarak;  

a: kontrole göre p<0,05 b: kontrole göre p<0,01 c: kontrole göre p<0,001 

d:Aβ grubuna göre p<0,05 e: Aβ grubuna göre p<0,01 f: Aβ grubuna göre p<0,001 

şeklinde gösterilmiştir.   

 



 

 

 

 

 

4. BULGULAR 

4.1.SRB Deneyi Sonuçları 

Literatürde vildagliptin ve saksagliptin etken maddelerinin SH-SY5Y hücrelerinde 

yapılmış bir deney bulunamadığı için SRB deneyi ile ilk olarak logaritmik konsantrasyon 

taraması yapıldı ve hücre canlılığına etkisini araştırıldı. Bu amaçla 10-6, 10-5, 10-4, 10-3, 

10-2Molar (M) konsantrasyonda vildagliptin ve saksagliptin SH-SY5Y hücrelerine 

uygulanmıştır. 
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Şekil 4.19. SRB canlılık analizi sonuçları.b: kontrole göre p<0,01 

 

Deneyden elde edilen bulgularda kontrole göre canlılık sadece saksagliptinin en yüksek 

konsantrasyonunda anlamlı (a) bir şekilde azalmıştır. Diğer konsantrasyonlarda ise 

konsantrasyona bağımlı bir şekilde canlılık düşmüş fakat bu düşüş anlamlı 
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bulunamamıştır. Vidagliptinin yüksek konsantrasyonu canlılığı kontrole göre düşürmüş 

fakat bu düşüş anlamlı bulunamamıştır. 

4.2.MTT Canlılık Analizi Deneyi 

MTT deneyi ile vildagliptin (250, 100, 50 µM)  ve saksagliptinin (200, 100, 50 µM) daha 

düşük konsantrasyonlarda canlılığa etkileri araştırılmıştır. Pozitif kontrol olan 

memantinin literatürde önceden SH-SY5Y hücreleri üzerinde yapılan çalışmalar 

değerlendirilerek 100 ve 200 µM konsantrasyonu uygulanmıştır.  
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Şekil 4.20. MTT deneyi ile elde edilen % canlılık sonuçları. c: kontrole göre p<0,001; e: 

Aβ grubuna göre p<0,01; f: Aβ grubuna göre p<0,001. 

 

MTT canlılık analizi sonuçlarına göre Aβ (5µM) uygulaması canlılığı kontrole göre 

anlamlı bir şekilde düşürmüştür (p<0,05).Aβ fibriler formunun canlılığı anlamlı 

düşürmesi literatürde de gösterilmiştir (159). Saksagliptinin 100 µM konsantrasyonu ile 

vildagliptinin en yüksek konsantrasyonu olan 250 µM, Aβ uygulanan gruba göre canlılığı 

anlamlı (sırasıyla p<0,01, p<0,001) bir şekilde arttırmıştır. Pozitif kontrol olan 

memantinin de 200, 100 µM konsantrasyonlarıcanlılığı Aβ uygulanan gruba göre anlamlı 

(p<0,001) bir şekilde arttırmıştır. 
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4.3.Gerçek Zamanlı Hücre Analizi Deney Sonuçları 

Gerçek zamanlı hücre analizi (GZHA) ile MTT deneyinde olduğu gibi vildaglipin (250, 

100, 50 µM), saksagliptin (200, 100, 50 µM) ve memantinin (100 µM) Aβ ile birlikte ve 

tek başlarına etkileri incelenmiştir. Bu yöntemde sadece 24. saatteki etki değil deney 

başladıktan sonraki her 15 dakikada bir alınan hücre indeksi verileri elde edilmiştir. 

Etken maddeler hücre indeksinin 1’e yaklaştığı ve kararlı yükselme gösterdiği 6. saatte 

uygulanmıştır. Daha sonrasında ise 142 saat boyunca hücre indeksi her 15 dakikada bir 

kaydedilerek xCELLigence cihazı yazılımı ile bilgisayara aktarıldı. 

 

 

 

Şekil 4.21. Vildagliptin (250, 100, 50 µM), saksagliptin (200, 100, 50 µM) ve memantinin 

(100µM) gerçek zamanlı elde edilen hücre indeksi üzerine etkileri. 

 

GZHA verilerine göre saksagliptinin 50 µM konsantrasyonu hücre indeksini kontrolün 

üzerine çıkarmış ve 40. saatten sonra (kontrolün de düşmeye başladığı saat) hücre indeksi 

düşmeye başlamıştır. Kontrol grubunun hücre indeksinin düşmeye başladığı 40. saatten 

sonra memantin, vildagliptin (250, 100, 50µM) ve saksagliptin (50 µM) hücre indeksi 

plato çizmiş ve kontrol gibi hemen düşmemiştir.  
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Şekil 4.23.Aβ (5 µM) ve Aβ (5 µM) ile vildagliptin (250, 100, 50 µM), saksagliptin (200, 

100, 50 µM), memantin (100 µM)’ in gerçek zamanlı elde edilen hücre indeksi üzerine 

sırasyla 24. ve 48. saatteki etkileri. 
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Şekil 4.22.Aβ (5 µM) varlığında vildagliptin (250, 100, 50 µM), saksagliptin (200, 100, 

50 µM), memantin (100 µM)’ in gerçek zamanlı elde edilen hücre indeksi üzerine etkileri. 
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GZHA verilerine göre Aβ uygulanan grubun hücre indeksi uygulama zamanından 

yaklaşık 12 saat sonra kontrole göre belirgin bir şekilde düşmüştür. Vildagliptin 

konsantrasyona bağımlı bir şekilde hücre indeksini arttırmıştır. Saksagliptinin 200 ve 50 

µM konsantrasyonları hücre indeksini 35. saatlere kadar kontrole yakın bir şekilde 

etkilemiş, 35. saaten sonra daha farklı bir profil çizerek kontrolün düşmeye başladığı 40. 

saatten itibaren hücre indeksi artmaya devam etmiştir. Bütün grupların hücre indeksi 80. 

saatten sonra düşmeye başlamıştır.     

Memantin hücre indeksini Aβ’nın düşmeye başladığı saatlerde yükseltmeye devam 

ettirmiştir. 

 

4.4.Mitokondriyal Membran Potansiyeli Deney Sonuçları 

MMP deneyinde Aβ ile ve tek başlarına vildagliptin, saksagliptin ve memantinin etkisi 

araştırılmıştır. 

 

Şekil 4.24. Mitokondriyal membran potansiyeli üzerine Aβ (5 µM) eklenmiş ve 

eklenmemiş vildagliptin (250, 100, 50 µM), saksagliptin (200, 100, 50 µM) ve 

memantinin (100µM) etkileri. 

Vildagliptinin 250, 100, 50 µM; saksagliptinin 200, 100, 50 µM ve memantinin 100 µM 

konsantrasyonları ile Aβ’ nın 5 µM konsantrasyonu MMP üzerine etkileri araştırılmıştır. 

Sonuçlar kırmızı/yeşil floresan ışımanın saptanması ile kontrole göre kıyaslanmıştır. 
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MMP deneyi sonuçlarına göre Aβ, MMP düzeyini düşürmüştür. Vildagliptinin 250 ve 

100µM konsantrasyonlarında tek başına kontrole yakın MMP düzeyi saptanmıştır. Pozitif 

kontrol olan memantin MMP’yi kontrol düzeyine çıkartamamıştır. Aβ uygulanan 

gruplardan hiçbiri uygulanan konsantrasyonlarda Aβ’ nın düşürdüğü MMP’ yi kontrol 

düzeyine çıkartamamıştır.  

 

4.5.Western Blot Deneyi Sonuçları 

Western blot deneyi ile apoptozda rol oynayan kaspaz-3, kaspaz-9, kaspaz-12 proteini ile 

p-tau proteininin semi-kantitatif ölçümü yapılmıştır. Normalizasyon proteini olarak β-

aktinin de düzeyi aynı yöntemle ölçülmüştür. Apoptoz yolağında rol alan kaspaz 

proteinleri ve hücre iskeletinin fizyolojik fonksiyonlarının yerine getirilmesinde rol alan 

tau proteini ekspresyon düzeyleri β-aktin protein ekspresyon düzeyi ile normalize 

edilmiştir. 

 

4.5.1. Kaspaz-3 

Kaspaz-3 protein ekspresyonu western blot tekniği ile belirlendi. Yarı-kantitatif bir analiz 

olan bu teknikte Aβ (5µM), vildagliptin (250, 100, 50 µM), saksagliptin (200, 100, 50 

µM) ve memantin (100 µM) hücrelere uygulandıktan 24 saat sonra kaspaz-3 proteini 

üzerine etkileri araştırılmıştır. 

Kaspaz-3 proteini Aβ uygulanan grupta kontrole göre anlamlı (p<0,01) bir şekilde 

artmıştır. Vildagliptin ile birlikte ugulanan Aβ gruplarda; Vildagliptin’in konsantrasyona 

bağımlı olarak Aβ’nın Kaspaz-3 üzerine etkisini azalttığı ve kontrol değerlerine 

yaklaştırdığı gözlenmiştir. Memantinin 100µM konsantrasyonu ile vildagliptin’in 250 

µM uygulananan gruplar Aβ uygulanan gruba göre kaspaz-3 proteinini benzer bir şekilde 

düşürmüştür ve bu düşüş istatistiksel olarak da anlamlı (sırasıyla p<0,05, p<0,001) 

bulunmuştur.   

Vildagliptinin diğer iki konsantrasyonu (100, 50 µM) da kaspaz-3’ ü Aβ uygulanan gruba 

göre düşürdüğü fakat bu düşüşün anlamlı olmadığı görülmüştür.  Saksagliptinin kaspaz-

3 proteinine etkisi istatistiksel olarak anlamlı bulunamamıştır ancak konsantrasyona 

bağımlı hafif bir düşme gözlenmiştir. 



54 

 

K
o

n
tr

o
l

A
ß

 5
 µ

M

A
ß

+
V

ild
a

 2
5

0
 µ

M

A
ß

+
V

ild
a

1
0

0
 µ

M

A
ß

+
V

ild
a

5
0

 µ
M

A
ß

+
S

a
k s a

 2
0

0
 µ

M

A
ß

+
S

a
k s a

 1
0

0
 µ

M

A
ß

+
S

a
k s a

 5
0

 µ
M

A
ß

+
M

e
m

 1
0

0
 µ

M

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

b

d

f

 

 

 

Şekil 4.25. Kaspaz-3 protein ekspresyonu bulguları. b: kontrole p<0,01; d:Aβ grubuna 

göre p<0,05; f: Aβ grubuna göre p<0,001. 

 

Saksagliptin kaspaz-3 proteinini kontrol ve Aβ grubuna göre anlamlı bir şekilde 

değiştirmemiştir. Memantin ise kaspaz 3’ü Aβ grubuna göre anlamlı bir şekilde 

azaltmıştır. 

4.5.2. Kaspaz-9 

Kaspaz-9 protein ekspresyonu western blot tekniği ile belirlendi. Aβ (5µM), vildagliptin 

(250, 100, 50 µM), saksagliptin (200, 100, 50 µM) ve memantinin (100 µM) hücrelere 

uygulandıktan 24 saat sonra kaspaz-9 proteini üzerine etkileri araştırılmıştır. 
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Şekil 4.26.:Kaspaz-9 protein ekspresyon sonuçları. f: Aβ grubuna göre p<0,001. 

 

Kaspaz-9 proteini ekspresyonu sonuçlarına göre Aβ uygulanan grupta kontrole göre bir 

kaspaz-9 protein artışı gözlenmiştir ancak bu artış anlamlı değildir. Aβ uygulanan gruba 

göre vildagliptinin 250 ve 100 µM konsantrasyonu ile memantinin 100µM 

konsantrasyonu kazpaz-9’u anlamlı bir şekilde azaltmıştır. Saksagliptin ise kaspaz-9 u 

konsantrasyona bağımlı bir şekilde azaltmıştır fakat bu azalış Aβ ve kontrol grubuna göre 

anlamlı bulunamamıştır. 
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4.5.3. Kaspaz12 

Kaspaz-12 protein ekspresyonu western blot tekniği ile belirlendi. Aβ (5µM), vildagliptin 

(250, 100, 50 µM), saksagliptin (200, 100, 50 µM) ve memantinin hücrelere 

uygulandıktan 24 saat sonra(100 µM) kaspaz-12 proteini üzerine etkileri araştırılmıştır. 
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Şekil 4.27. Kaspaz-12 protein ekspresyon sonuçları. b:kontrole göre p<0,01; c: kontrole 

göre p<0,001. 

 

Kaspaz-12 protein ekspresyonu kontrole göre tüm gruplarda anlamlı bir şekilde artmıştır. 

Aβ uygulanan gruba göre vildagliptin, saksagliptin ve memantin gruplarında anlamlı bir 

değişiklik gözlenmemiştir.  Vildagliptin konsantrasyona bağımlı bir şekilde kaspaz-12’yi 

düşürmüştür. Ayrıca saksagliptinin yüksek konsantrasyonu olan 200 µM da kaspaz-12 yi 

Aβ uygulanan gruba göre düşürmüştür. Fakat bu düşüşler anlamlı bulunamamıştır. 
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4.5.4. Fosforile tau 

p-Tau protein ekspresyonu western blot tekniği ile belirlendi. Aβ (5µM), vildagliptin 

(250, 100, 50 µM), saksagliptin (200, 100, 50 µM) ve memantinin hücrelere 

uygulandıktan 24 saat sonra (100 µM) kaspaz-12 proteini üzerine etkileri araştırılmıştır. 
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Şekil 4.28. p-Tau protein ekspresyon sonuçları. a: kontrole göre p<0,05; d:Aβ grubuna 

göre p<0,05. 

 

p-Tau proteini ekspresyonu Aβ uygulanan grupta kontrole göre anlamlı bir artışa neden 

olmuştur (Şekil 4.28). Vildagliptin ve saksagliptin yüksek konsantrasyonunda daha fazla 

olmak üzere konsantrasyona bağımlı bir şekilde p-tau’ yu Aβ grubuna göre düşürmüştür. 

Fakat bu düşüşler anlamlı bulunamamıştır. Memantin uygulaması Aβ ile artan p-tau 

protein ekspresyonunu anlamlı bir şekilde azaltmıştır.  
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4.6.qRT-PCR Deneyi Sonuçları 

PCR deneyi ile APP, PSEN1, PSEN2 genlerinin mRNA düzeyinde ekspresyonları 

incelendi.  

 

4.6.1. APP mRNA 

Aβ (5µM), vildagliptin (250, 100, 50 µM), saksagliptin (200, 100, 50 µM) ve memantinin 

(100 µM) hücrelere uygulandıktan 24 saat sonrakiAPP mRNA ekspresyonu üzerine 

etkileri araştırılmıştır. 
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Şekil 4.29. Vildagliptin, saksagliptin, memantin ve Aβ’nın APP mRNA düzeyi üzerine 

etkileri.b: kontrole göre p<0,01; d:Aβ grubuna göre p<0,05. 

 

PCR deneyinden elde edilen sonuçlara göre APP mRNA düzeyinde 100 µM vildagliptin 

dışında 24. saatte anlamlı bir değişiklik olmamıştır. Kontrole göre sadece vildagliptinin 

100 µM konsantrasyonunda anlamlı bir artış gözlenmiştir. Saksagliptinin yüksek 

konsantrasyonu olan 200 µM uygulanan grupta ise kontrole göre bir düşüş gözlenmiştir. 

Ancak bu düşüş anlamlı bulunamamıştır. Memantinde ise kontrole göre APP’ ye anlamlı 

bir etki gözlenmemiştir (Şekil 4.28). 

2ΔΔCt 
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4.6.2. PSEN1 mRNA  

Aβ (5µM), vildagliptin (250, 100, 50 µM), saksagliptin (200, 100, 50 µM) ve memantinin 

(100 µM) hücrelere uygulandıktan 24 saat sonrakiPSEN1 mRNA ekspresyonu üzerine 

etkileri araştırılmıştır. 
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Şekil 4.30. Vildagliptin, saksagliptin, memantin ve Aβ’nın PSEN1 mRNA düzeyi üzerine 

etkileri.b: kontrole göre p<0,01; c: kontrole göre p<0,001. 

 

PSEN1 mRNA düzeyi kontrole göre vildagliptinin özellikle 100 µM’ da olmak üzere 

inclenen tüm konsantrasyonlarında, saksagliptin ise 50 µM ve 100 µM,  memantin 100 

µM uygulanan gruplarda anlamlı (vildagliptin 50 µM için konsantrasyonu  p<0,01 diğer 

gruplar için p<0,001) bir şekilde düşmüştür. Saksagliptinin yüksek konsantrasyonu olan 

200µM uygulanan grupta kontrole göre anlamlı bir değişiklik gözlenmemiştir. Memantin 

PSEN1’ i kontrole göre anlamlı (p<0,001)bir şekilde düşürmüştür.  
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4.6.3. PSEN2 mRNA  

Aβ (5µM), vildagliptin (250, 100, 50 µM), saksagliptin (200, 100, 50 µM) ve memantinin 

(100 µM) hücrelere uygulandıktan 24 saat sonrakiPSEN2 mRNA ekspresyonu üzerine 

etkileri araştırılmıştır. 
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Şekil 4.31. Vildagliptin, saksagliptin, memantin ve Aβ’nın PSEN2 mRNA düzeyi üzerine 

etkileri. b: kontrole göre p<0,01. 

 

PSEN2 mRNA düzeyi kontrole göre vildagliptin 100µM ve saksagliptin 50 µM 

uygulanan konsantrasyonlarında anlamlı bir şekilde düşmüştür. Ancak her iki madde için 

de 24. saatte PSEN2 geni üzerine etkileri konsantrasyona bağımlı bulunamamıştır. 

Memantin PSEN2’ yi kontrole göre azaltmıştır fakat bu azalma anlamlı bulunamamıştır. 
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4.7.Nitrik Oksit Ölçümü Deney Sonuçları 

Griess deneyi ile Aβ (5µM), vildagliptin (250, 100, 50 µM), saksagliptin (200, 100, 50 

µM) ve memantinin (100 µM) hücrelere uygulandıktan 24 saat sonraki nitrik oksit üzerine 

etkileri araştırılmıştır. 
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Şekil 4.32.Vildagliptin, saksagliptin, memantin ve Aβ’nın nitrik oksit düzeyi üzerine 

etkileri. c: kontrole göre p<0,00; f: Aβ grubuna göre p<0,001. 

 

Griess deneyi ile elde edilen sonuçlara göre NO- memantin 100µM uygulanan grupta 

kontrole göre anlamlı bir şekilde düşmüştür. Diğer gruplarda kontrole göre anlamlı bir 

değişme olmamıştır.   
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

WHO, Türkiye nüfusunun 1997 de %4,5 inin 65 yaş üzeri olduğunu ve bu rakamın 2050 

de %20 leri geçeceğini bildirmiştir (3). Yaşlı nüfusun artmasıyla AH ve orta dereceli 

kognitif bozukluk da artmaktadır. Beyinde gözlenen nörofibriler yumaklar, amiloid 

plaklar, fosforile tau, nörodejenerasyon ve nöron kaybı, kolinerjik yolakta değişmeler ve 

sinaptik yolaktaki disfonksiyonlar AH’da öne çıkan patolojilerdir. 

FDA ve ülkemizde de Sağlık Bakanlığı tarafından onaylanmış AH tedavisinde kullanılan 

ilaç yalnızca 5 tanedir. Bunlardan 4 ü kolinestereaz inhibitörü (rivastigmin, galantamin, 

takrin, donepezil) diğeri de N-metil D- aspartat inhibitörü (memantin) ilaç 

kategorisindedir. Bu ilaçların tümü de hastalığın radikal tedavisinde henüz başarı 

sağlayamamıştır. (1). NMDA reseptör antagonisti memantinin deneysel çalışmalarda  

beyinde Aβ ve p-tau’yu azalttığı  saptanmıştır(8). 

Son yıllarda diyabet ve Alzheimer hastalığı üzerinde yapılan epidemiyolojik çalışmalar 

diyabetin bazı komplikasyonlarının AH’nı tetikleyebileceğini düşündürmüştür. Çünkü 

diyabet hastalarının AH’na yakalanma riski diyabet olamayan kişilere göre daha fazla 

bulunmuştur. Diyabet tedavisinde kullanılan vildagliptin ve saksagliptin preklinik 2 

çalışmada Aβ, p-tau, oksidatif stres gibi parametreler üzerinde etkili bulunmuş ve AH 

patolojisinde önemli rolü olan bu parametreleri konsantrasyona bağımlı olarak 

düşürmüştür(146, 151).  

Tez çalışması kapsamındaki hücre canlılığı analizlerinde SH-SY5Y hücrelerine etken 

maddeler uygulandıktan 24 saat sonra elde edilen MTT canlılık analizi verileri; Aβ 

toksisitesine karşı saksagliptinin 50 ve 100 µM, vildagliptinin 250 µM, memantinin 200 

ve 100µM konsantrasyonlarının hücre canlılığını Aβ grubuna kıyasla anlamlı koruduğu 

sonucu elde edilmiştir. Memantinin SH-SY5Y hücrelerinde hücre canlılığını apoptozu 
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önleyerek koruduğu önceden gösterilmiştir (160). Memantin uygulanan pozitif kontrol 

grubuna ek olarak vildagliptin ve saksagliptinin de SH-SY5Y hücrelerinde canlılığı 

koruması ilk kez bu tezde ortaya konmuştur. Ayrıca 2017 yılında yapılan preklinik bir 

çalışmada bir diğer DPP-4 inhibitörü ilaç olan linagliptinin kognitif fonksiyonları olumlu 

etkilediği gösterilmiştir (161). DPP-4 inhibitörü ilaçlar üzerinde yapılan bu çalışmalar, 

AH’da hastalığın progresyonunda önemli bir faktör olan hücre canlılığının korunması 

üzerindeki etkileri dikkate alındığında kayda değer bir bulgudur. Bu bulgunun AH’da 

hücre ölümü ile sonuçlanan yolaktaki etkileri de apoptoz proteinleri üzerinden bu tezde 

ayrıca incelenmiştir.  

GZHA yöntemi ile elde edilen veriler Aβ toksisitesinin SH-SH5Y hücrelerine 

uygulandıktan yaklaşık 12 saat sonra canlılığı kontrole göre düşürdüğünü göstermiştir. 

SH-SY5Y hücrelerinde daha önceden GZHA yöntemi ile bir etken madde 

araştırılmamıştır. Ancak mikroglia hücreleri ve SH-SY5Y üzerinde pentazosin etken 

maddesinin etkilerinin incelendiği bir çalışmada GZHA, mikroglia migrasyon aktivitesini 

değerlendirmek için kullanılmıştır (162). 

GZHA ile elde edilen veriler hücrelerin Aβ’nın fibril formuna maruz kaldıktan sonra 

MTT analizinde olduğu gibi canlılığın azalması yönünde sonuçlanmıştır. Vildagliptin 

konsantrasyona bağımlı hücre indeksini Aβ grubunun üzerine çıkarmıştır. Yaklaşık 18. 

saatte  Aβ’nın hücre indeksi düşmeye başlamıştır fakat vildagliptin uygulanan grupların 

hücre indeksi kontrole yakın bir profil çizmiştir. Gerçek zamanlı elde edilen bu sonuç 

vildagliptinin SH-SY5Y hücrelerini Aβ toksisitesinden koruduğunu göstermiştir ancak 

istatistiksel olarak 24. ve 48. saatteki hücre indeksleri karşılaştırıldığında anlamlı bir 

değişme saptanamamıştır. 

Saksapliptin uygulanan grubun hücre indeksi 18. saatten sonra Aβ grubunun hücre 

indeksinin üzerinde kaydedilmiştir. Ayrıca kontrol grubunun hücre indeksinin düşmeye 

başladığı 40. saatten sonra saksagliptinin 200 ve 50 µM konsantrasyonları uygulanan 

grupların hücre indeksi 60. saatlere kadar artmaya devam etmiştir. Bu sonuç 

saksagliptinin hücre proliferasyonu, adezyonu ve morfolojisini olumlu yönde 

değiştirebileceğini düşündürmüştür. Kontrol grubunun hücre indeksinin düşmeye 

başladığı saatler, besiyerinin artık hücrelere yeterli gelmediğinin bir göstergesidir. Aynı 

durum saksagliptin uygulanan grup için de düşünüldüğünde hücre indeksinin kontrolün 

düşmeye başladığı saatlerde düşmemesi üzerinde ileri çalışmalar yapmaya değer bir 
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bulgudur. Saksagliptinin 100 µM konsantrasyonu yaklaşık 48. saatlere kadar kontrole 

yakın bir profil çizmiştir. 48. saatten sonra da kontrol gibi hücre indeksi düşmüştür fakat 

kontrole göre daha yavaş bir düşüş gözlenmiştir. 

Aβ, 21. kromozomda kodlanan bir transmembran protein olan APP’nin proteolitik kesimi 

ile oluşur. APP’nin proteolitik kesimi α, β, γ sekretazlar tarafından  kontrol edilmektedir. 

β ve γ sekretazlar tarafından kesim sonucu Aβ molekülleri oluşmakta, α sekretazlar 

tarafından kesimde ise Aβ molekülleri oluşmamaktadır. Dolayısıyla APP artmış olması 

demek direkt Aβ sonucunu doğurmaz. Aynı zamanda  γ sekretazların yapısına katılan 

PSEN1 ve PSEN2 proteinleri AEBAH da risk faktöleri arasında değerlendirilmektedir 

(64-67).  

Vildagliptinin 100µM konsantrasyonu APP’nin mRNA miktarını kontrole göre anlamlı 

arttırmıştır. Saksagliptinin en yüksek konsantrasyonu olan 200 µM uygulanan grupta ise 

APP mRNA miktarı azalmıştır. Bu sonuç saksagliptinin APP ekspresyonunu 

azaltabileceğini göstermekle birlikte yine de APP protein miktarına bakılmadan kesin 

yorum yapılamamaktadır. Memantin uygulanan grupta APP mRNA miktarını kontrole 

yakın çıkmıştır. Memantinin APP düzeyini SK-N-SH nöroblastoma hücrelerinde 

düşürdüğü ve aynı zamanda Aβ düzeyini de azalttığı önceden gösterilmiştir (163).  

Vildagliptin APP mRNA düzeyini arttırmış olması AH’da beklenmeyen bir durum 

olmakla birlikte hastalığın patogenezinde esas önemli olan APP proteininin proteolitik 

yıkım ürünü Aβ miktarında meydana gelebilecek değişimlerdir. Ayrıca APP’nin 

nörotrofik ve nöroprotektif etkilerinin olduğuna dair çalışmalar da vardır (38).  

PSEN1 geni mutasyonu olan kişilerde amiloid beta 1-42 formu artmaktadır. Çünkü 

PSEN1 gama sekretazın yapısına katılır, gama sekretaz da Aβ oluşmasında etkin rol 

oynar. PSEN1’ in aşırı aktivasyonu veya ekspresyonu AH patolojisi bakımından 

istenmeyen bir durumdur (73). Vildagliptin PSEN1 mRNA ekspresyonunu kontrol 

grubuna kıyasla anlamlı bir şekilde azaltmıştır. En fazla düşüş 100 µM uygulanan grupta 

oluştur. Vildagliptinin tüm konsantrasyonları PSEN1’i azaltmıştır fakat 100 µM 

uygulanan grubun PSEN1 mRNA ekspresyonu memantine yakın bulunmuştur. 

Literatürde memantinin PSEN1 mRNA ekspresyonunu nasıl etkilediğine dair henüz bir 

çalışma yoktur. Hem vildagliptinin hem de memantinin PSEN1 mRNA miktarını anlamlı 
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düşürmesi önemli bir sonuçtur. Çünkü özellikle EBAH’da PSEN1 geni hastalığın 

patogenezinde önemli faktörlerdendir. 

PSEN2 gen mutasyonu (18 adet bildirilmiş) PSEN1 e göre daha seyrek görülmektedir. 

Her iki gende de oluşabilecek mutasyonlar gamma sekretaz enzimini etkiler ve APP ‘den 

toksik Aβ1-42 ve Aβ 1-40 ürünlerinin oluşmasına neden olur (30). Aynı zamanda notch 

reseptör sinyal mekanizması da gama sekretazın aktivitesinde rol oynamaktadır. 

Vildagliptin PSEN2 mRNA ekspresyonunu aynen PSEN1 de olduğu gibi azaltmıştır. 

Hatta PSEN1 de olduğu gibi 100  µM uygulanan grup daha fazla gen ekspresyonunu 

düşürmüştür. Memantin PSEN2’yi vildagliptinin 250µM konsantrasyonuna yakın bir 

şekilde düşürmüştür. Saksagliptinin en düşük konsantrasyonu olan 50 µM uygulanan 

grup PSEN2 yi kontrole göre anlamlı düşürmüş diğer iki konsantrasyonda anlamlı bir 

değişme olmamakla birlikte hafif bir düşme gözlenmiştir. Bu sonuçlar PSEN2 protein 

ekspresyonu ile de desteklenirse AH patolojisinde önem açısından ilk sıralarda yer alan 

Aβ üretimini azaltacak bir sonucu düşündürecektir. PSEN2 proteininin aşırı aktivasyonu 

ve ekspresyonu AH’da istenmeyen bir durum olduğu göze alındığında; bu proteini 

kodlayan PSEN2 geni ekspresyonunda azalmaya yol açan vildagliptin ve saksagliptinin 

SH-SY5Y hücrelerindeki etkisi ileri çalışmalar için umut vericidir. 

Mitokondriyal disfonksiyon hücrede apoptoza kaspazların tetiklediği programlı hücre 

ölümü ile yol açabilmektedir. Alzheimer hastalarının beyinlerinde mitokondri sayısında 

azalma ve mitokondri organellerinin morfolojik yapısında normale göre değişme 

gözlenmiştir (16). MMP Aβ uygulanan gruplarda kontrole kıyasla düşmüştür. Aβ’ nın 

MMP’ yi düşürmesi preklinik çalışmalarda da gösterilmiştir (164). Vildagliptinin 250 ve 

100 µM konsantrasyonu ile saksagliptinin 100 µM konsantrasyonu MMP’ yi kontrole 

yaklaştırmıştır. Bu ilaçların diğer konsantrasyonlarında Aβ’nın düşürdüğü MMP’ yi 

yükseltme yönünde (kontrole yaklaştırma) bir sonuç elde edilememiştir. Memantin de 

Aβ’nın düşürdüğü MMP’yi arttıramamıştır. 

Nitrik oksit hücreler arası ve hücre içi mesaj yolağında, immünitede ve vasküler kas 

kasılmasında önemli bir rol oynayan kısa yarı ömürlü ve kolay difüze olabilen bir 

moleküldür. NO- öğrenme ve belleğin sürdürülebilmesinde, nöronal plastisitede de rol 

oynamaktadır (17). Çalışmamızda sadece memantin uygulamasında NO- düzeyinde 

kontrole göre ve Aβ uygulanan gruba göre anlamlı düşüş saptanmıştır. Diğer gruplarda 
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ise anlamlı bir değişiklik gözlenmemiştir. Bu sonuçlar vildagliptin ve saksapliptinin tezde 

uygulanan konsantrasyonlarında NO- düzeyini değiştirecek bir etkisinin olmadığını 

göstermiştir. NO-  düzeyinin optimum düzeyden daha yukarı çıkması eksitotoksisiteye 

neden olabilmektedir. Literatürde memantinin hücreyi bu aşırı uyarılmadan 

koruyabileceği henüz tam aydınlatılmamakla birlikte üzerinde tartışılan bir konudur (165, 

166). 

Nöron hücrelerinin programlı ölümü; oksidatif stres, glutamat toksisitesi, büyüme 

faktörlerinin azalması, genetik mutasyonlar gibi faktörlerin etkisiyle başlatılabilir (13). 

Mitokondriden salınan sitokrom C, apoptotik proteaz aktive edici faktör-1 (Apoptotic 

protease activating factor 1, Apaf-1) ile birleşerek kaspaz-9 u, kaspaz 9 da kaspaz-3 ü 

aktifleştirerek apoptoza neden olur (13, 14). Deneylerimizden elde ettiğimiz SH-SY5Y 

hücrelerinin vildagliptin, saksagliptin ve memantin uygulamasına karşı verdikleri kaspaz-

3 ve  kaspaz-9 ekspresyon cevapları kontrol ve Aβ gruplarına göre kıyaslanmıştır. Aβ 

uygulanan grupta kaspaz-3 ve kaspaz-9 ekspresyonu kontrole göre artmıştır ve literatürde 

de Aβ’nın bu apoptotik proteinleri arttırdığı yer almaktadır (167). Pozitif kontrol olan 

memantinin kaspaz-3 ve kaspaz-9’u düşürmesi literatürde hayvan deneylerinde 

gösterilmiştir (168); fakat SH-SY5Y hücrelerinde Aβ uygulanan gruba göre bu proteinleri 

anlamlı düşürmesi ilk defa bizim çalışmamızda elde edilen bir bulgudur. 

Vildagliptin konsantrasyona bağımlı bir şekilde kaspaz-3 ekspresyonunu azaltmıştır. 

2018 yılında yapılan bir in vivo çalışmada vildagliptin Alzheimer modeli oluşturulmuş 

ratlarda apoptoz yolağında anahtar rolü olan kaspaz-3 protein ekspresyonunu düşürdüğü 

rapor edilmiştir (169).  Bu sonuç aynı zamanda vildagliptin uygulanan gruplarda 

canlılığın Aβ uygulanan gruba göre daha yüksek bulunduğu MTT canlılık analizi ve 

GZHA verileri ile desteklenmiştir. Apoptoz sürecinde artan kaspaz-3 ve kaspaz-9 hücre 

ölümü ile sonuçlanan bir dizi reaksiyona sebep olmaktadır (167). Aβ ile artan bu 

proteinlerin ekspresyonunun vildagliptin uygulaması ile azalması ve bu sonucun canlılık 

testleri ile desteklenmiş olması literatürde önceden gösterilmemiştir ve bu tezin orijinal 

bulgularından biridir. 

Saksagliptin de kaspaz-3 ve kaspaz-9’u konsantrasyona bağımlı azaltmıştır fakat bu 

azalma vildagliptindeki gibi belirgin değildir. Ancak yine de 24. saatte kaspaz3 ü 

konsantrasyona bağımlı azaltması üzerinde ileri çalışmalar yapmaya değer bir bulgudur.  
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Kaspaz-12 endoplazmik retikulumda meydana gelen stresden dolayı aktive olur ve 

hücreyi apoptoza sürükleyebilir (15). Kaspaz-12 Aβ uygulanan grupta kontrole göre 

anlamlı bir şekilde artmıştır ve bu bulgu literatürde hayvan deneyleri ile de gösterilmiştir 

(15, 170). Memantin ve diğer iki DPP-4 inhibitörü ilaç uygulanan gruplar kaspaz-12 yi 

Aβ uygulanan gruba göre anlamlı düşürmemiştir. Vildagliptin konsantrasyona bağımlı 

hafif bir şekilde kaspaz-12’yi düşürmekle birlikte bu apoptotik proteinin miktarı 

kontrolün üzerinde bulunmuştur. Kontrole göre bu gruplar kıyaslandığında kaspaz-12 

tüm gruplarda anlamlı artmıştır. Saksagliptinin en yüksek konsantrasyonu kaspaz-12 yi 

Aβ uygulanan gruba göre azaltmışsa da bu azalma anlamlı değildir.  

Deneylerimizde pozitif kontrol grup olarak kullanılan memantinin p- tau’yu düşürdüğü 

11 kişinin katıldığı bir klinik çalışmada gösterilmiştir (171). Bu tez çalışmasında da 

memantinin 100 µM uygulanan konsantrasyonu p-Tau ekspresyonunu anlamlı 

azaltmıştır. Vildagliptin ve saksagliptin de p-Tau’ yu konsantrasyona bağımlı azaltmış; 

fakat bu azalma istatistiksel olarak anlamlı bulunamamıştır. Amiloid betanın tau 

fosforilasyonunu tetiklediği literatürde daha önceden gösterilmiş (172) ve bu tez 

çalışmasında da amiloid beta uygulanan grubun p-Tau’ yu anlamlı arttırdığı sonucu elde 

edilmiştir. Saksagliptinin  p-Tau üzerindeki bu etkisi daha önceden gösterilmemiştir. 

Vildagliptinin ise 2018 yılında yapılan bir preklinik çalışmada p-Tau miktarını düşürdüğü 

gösterilmiştir (169). Memantin uygulanan grupta ise  literatürü destekleyici bir veri elde 

edilmesi üzerinde ileri çalışmalar yapmaya değer bir bulgudur. 

Bu bulgular genel olarak değerlendirildiğinde; tez çalışması kapsamında SH- SY5Y 

hücreleri üzerine etkileri incelenen DPP-4 inhibitörleri olan vildagliptin ve saksagliptinin, 

özellikle hücre canlılığı, apoptozis ve AH’da rolü olan PSEN1 gen ekspresyonu 

bakımından umut vaat ettiği tespit edilmiş olup sonraki çalışmalarımızda bu etkilerin 

transgenik Alzheimer modeli oluşturulmuş hayvanlarda da araştırılması planlanmaktadır. 
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