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OZET

Alzheimer hastalig1 temel olarak kolinesteraz metabolizmasindaki degisim ve
dejenerasyon ile iligkilidir. Alzheimer hastaliginin semptomatik tedavisinde kullanilan
acetylcholiesterase inhibitorlerinin, serbest radikal toksisitesinden hiicreleri koruduguna

ve antioksidan iiretimini arttirdigina dair kanitlar bulunmaktadir.

Bu tez calismasinda 3 ay siliresince, donepezil ve rivastigmin tedavisi alan
Alzheimer hastalarinda kolinesteraz inhibisyonu ile oksidatif stres degisiminin

incelenmesi hedeflenmistir.

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Poliklinigi’nde
Alzheimer hastalig1 tanis1 konulan 13 hastaya (8 kadn, 5 erkek), rivastigmin, geri kalan
13 hastaya (8 erkek, 5 kadin) ise donepezil tedavisi baslandi. Kontol grubu ise 17
sagliklt kisiden (9 erkek, 8 kadin) olusturuldu.

Kontrol grubu ile tedavi Oncesi ve sonrasinda hasta grubundan elde edilen
orneklerde; asetilkolinesteraz, biitirilkolinesteraz, siiperoksit dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz aktivitesi ve malondialdehit diizeyleri 6l¢giildii. Mini mental durum
incelemesi yapildi, kognitif demans evrelendirilmesi ve giinliik yasam becerileri

saptandi.

Calismamizda rivastigmin ve donepezil tedavisinin Alzheimer tani gruplarinda
artmig olarak saptadigimiz malondialdehit diizeylerini anlamli diizeyde azalttig
saptanmistir. Rivastigmin ve donepezil tedavisi, Alzheimer hastalarinda azalmis
oldugunu saptadigimiz eritrosit siiperoksit dismutaz ve katalaz aktivitesini anlamli
diizeyde arttrmistir. Rivastigmin tedavisinin plazma biitirilkolinesteraz aktivitesini
donepezil tedavisinin ise eritrosit asetilkolinesteraz aktivitesini anlamli diizeyde
azalttig1 saptanmistir. Rivastigmin tedavisi uygulanan hastalarin giinliik yasam

becerileri olumlu etkilenmistir.

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar; rivastigmin ve donepezil tedavisinin
Alzheimer hastaliginin semptomatik tedavisinde asetilkolin diizeylerini arttirarak

kolinerjik 1iletinin diizenlenmesine yardimci olabilecegini ve ayni zamanda oksidatif



stres tlizerindeki olumlu etkileri 1ile tedavinin etkinliginin arttirilmasinda rol
oynayabilecegini gostermektedir.
Anahtar Kelimeler: Oksidatif stres, Alzheimer hastaligi, Rivastigmin, Donepezil,

Kolinesteraz



SUMMARY

Alzheimer’s disease is related with alterations and degeneration in the
metabolism of cholinesterase. Acetylcholinesterase inhibitors are used in symptomatic
theraphy of the disease. There are evidence that acetylcholinesterase inhibitors used in
the the symptomatic theraphy of Alzheimer’s disease protect cells from free oxidative

damage and increase production of antioxidants.

The aim of this study is to investigate cholinesterase inhibition and the changes
at oxidative stress in three mounths donepezil and rivastigmine administered
Alzheimer’s disease patients.

Rivastigmine is administered to 13 patients (8 female, 5 male) and donopezil to
13 patients (8 male, 5 female) whom are diagnosed as Alzheimer’s disease at
department of neurology, Medical Faculty of Eskisehir Osmangazi. Control group
consist of 17 healthy voluenters (9 male, 8 female).

Acetylcholinesterase, butrylcholinesterase, superoxide dismutase, catalase,
glutathione peroxidase activities and malondialdehyde levels were measured in blood
samples obtained from patients with Alzheimer’s disease before and after treatment and
healthy volunteers. Mini mental state examination, cognitive dementia rating and
activity of daily living was determined .

Rivastigmine and donepezil treatment has decreased malondialdehyde levels;
increased superoxide dismutase and catalase activities significantly in Alzheimer’s
disease patients. Rivastigmine treatment has decreased plasma butrylcholinesterase and
donepezil treatment has decreased erythrocyte acetylcholinesterase activities
significantly. Rivastigmine treatment has shown beneficial effects on activity of daily
living.

Data obtained from our study show that for symptomatic therapy of Alzheimer’s
disease, donepezil and rivastigmine treatment may help regulation of cholinergic
transmission by elevating acethylcholine levels and also may increase the efficacy of
therapy due to their beneficial effects on oxidative stress.

Key Words: Oxidative stress, Alzheimer’s Disease, Rivastigmine, Donepezil,

Cholinesterase
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1.GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastalig1 yasa bagli olarak kognitif fonksiyonlarda ilerleyici bozulma,
glinliik yasamin temel aktivitelerini gerceklestirmede azalan yeterlilik ve kisilik
ozelliklerinde dalgalanmalar ile seyreden geri doniissiiz norolojik bir hastaliktir.

Alzheimer hastaliginin fizyopatolojisi karmasiktir ( 17).

Son on yilda Alzheimer hastaligi konusunda yapilan ¢aligmalarin cogu hastaligin
patogenezinde oksidatif stres mekanizmalari ve bu mekanizmalarm 6nemi lizerine
odaklanmistir. Alzheimer hastaliginin etyolojisi ve patogenezinde oksidatif stres ve
serbest radikallerin rol oynadigina dair kanitlar artmaktadir (94). Alzheimer hastaliginda
goriilen B Amyloid (AP) toksisitesi, norotransmiter katabolizmasi, mitokondriyal
fonksiyonlarin bozulmasi ve lipid peroksidasyonu artis1 serbest radikal {iiretimi

iligkilendirilmistir (89).

Amyloid B peptid depolanmalari; oksidatif stres, eksitotoksisite, enerji kaybi,
inflamasyon ve apoptozisi igeren olasi mekanizmalar yoluyla noronal 6liime sebep olur
(91). Alzheimer hastaligmin baslamasi ile birlikte gergeklesen noron ve akson kaybi
daha disik diizeylerde asetilkolin (ACh) salinimmma neden olur. Disilik
konsantrasyondaki ndrotransmiter diizeylerinde sinir iletilerinin devamliligini saglamak
daha gii¢ bir hal alir . ACh diizeylerini arttirmak i¢in uygulanacak bir diger yontem ise
ACh’1 yikan asetilkolinesteraz (AChE) enziminin baskilanmasidir. Calismalar, AChE
inhibisyonuna bagli ACh diizey artislarinin, Alzheimer hastaliinin erken evrelerindeki

kognitif yetmezligi iyilestirebilecegini gostermistir (20).

Donepezil ve rivastigmin etken maddeleri siddetli ve orta dereceli Alzheimer
hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir (129). Alzheimer hastaliginin semptomatik
tedavisinde kullanilan Acetylcholiesterase inhibitorleri’nin (AChEIs), serbest radikal
toksisitesinden hiicreleri koruduguna ve antioksidan tiretimini arttirildigina dair kanitlar
bulunmaktadir (117). Fakat literatirde bu konuda yapilmis klinik ¢alismaya
rastlanmamistir. Sonug¢ olarak, calismamizda donepezil ve rivastigmin tedavisi alan
Alzheimer hastalarinda kolinesteraz (ChE) inhibisyonu ile oksidatif stres degisimi

arasindaki iliskinin incelenmesi hedeflenmistir.
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2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Serbest Radikal Kimya ve Patolojisi

2.1.1. Serbest radikallerin tanimi ve genel ozellikleri

Atom yapisi, bir ¢ekirdek ve ¢evresinde bulunan degisik sayida elektronlardan

olugsmaktadir. Enerji diizeylerine gore belirli bir diizende yerlesen elektronlar, orbital

adi1 verilen yoriingelerde hareket etmektedirler (113) (Sekil 1).

Sekil 1. Atom yapis1

Stabil molekiillerin ¢ogundaki elektronlar ortaklanmistir (Sekil 2): Her bir

yoriingede zit yonde donen iki elektron igerirler. Bu orbitaller kovalent baglari

olusturmak icin birlesebilir veya sudaki oksijen atomunda oldugu gibi baglanmamis

ciftler olarak kalabilir. Bununla birlikte elektronun ortaklanmadig1 veya yoriingesinde

tek basma oldugu kimyasal tiirevler de vardir: Bu kimyasal tiirevler radikal veya serbest

radikaller olarak adlandirilir (64) (Sekil 3).

00 .
7 \
3 Qs
N o0 <

Sekil 2. Stabil molekiil
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e k]
O, 00 ’f,/
> 7 %
- 8 o=
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a}',. 00 \w‘.‘\
”' 01U l".\“

Sekil 3. Serbest radikal
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Serbest radikaller homolitik bolinme ve elektron alis verisinin yapildig:
tepkimeler sonucunda olusurlar (2, 111).

1) Homolitik boliinme kovalent bagh normal bir molekiiliin, her bir par¢asinda

ortak elektronlarindan birisininin kalmasi ile sonuglanir. Ortaklanmamis elektron tek bir
nokta ile gosterilir (Sekil 4).

XY — X +Y

1o — @ @

Sekil 4. Homolitik boliinme

2) Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi veya normal bir
molekiilden tek bir elektronun kaybi (Sekil 5):

A+e — A"

A — A'+e

“‘\\u‘f
~ ¥ “@
8Os-»sO8 )
’4 V7

oo é’rn.c'\\“‘\g

Sekil 5. Normal bir molekiilden elektron kaybi

Heterolitik boliinmede ise kovalent bagi olusturan her iki elektron atomlarin

birinde kalir. Boylece serbest radikaller degil, iyonlar meydana gelirler (Sekil 6)

X:Y y XY’
) _ .
40 — ® @
Sekil 6. Heterolitik boliinme

13



Serbest radikal atomik veya molekiiler yapisindan dolay1 son derece kararsiz
durumda olan bir atom, molekiil veya bilesiktir. Daha kararli bir duruma ulagmak i¢in
serbest radikaller, hiicrelerde bulunan diger atomlar veya molekiillerle tepkimeye
girerler. Serbest radikaller tarafindan gerceklestirilen bu tepkimeler temel olarak dort

sekilde gergeklesir (129).

e Serbest radikaller serbest bir hidrojen atomuna sahip olan bir molekiil ile
etkilesir. Radikal hidrojen atomu baglar ve kararli duruma gecer. Diger
molekiil serbest radikale doniisiir.

e Bir radikal stabil bir molekiil ile reksiyona girer ve tepkime sonunda yine
bir radikal olusur.

e ki serbest radikalin birbiri ile tepkimeye girmesi sonucunda kararli bir
bilesik olusur.

e Benzer iki radikalin birbirleri ile tepkimeye girmesi sonucunda her

ikiside kararli halde olan iki farkli molekiil olusur.

Hiicrelerde serbest radikal olusumu; hem enzimatik hemde enzimatik
olmayan tepkimeler sonucunda siirekli olarak gergeklesir. Enzimatik tepkimeler
sonucunda solunum zincirinde, fagositlerde, prostaglandin sentezinde ve sitokrom P450
sisteminde rol oynayan serbest radikaller tiretilir. Serbest radikaller ilave olarak, iyonize
radyasyonun baslattig1 tepkimeler gibi oksijenin organik bilesiklerle enzimatik olmayan
tepkimelere girmesi sonucunda da olusur. Endojen serbest radikal kaynaklarmdan
bazilari: Mitokondri, fagositler, ksantin oksidaz, demir ve diger gecis metallerinin rol
oynadig1 tepkimeler, aragidonat yolu, peroksizomlar, iskemi/reperfiizyon, inflamasyon
ve egzersizdir. Sigara, c¢evre kirliligi, radyasyon, ultra viyole 151k, ozon, bazi ilaclar,
pestisidler, anestetikler ve endistriyel c¢oOziiciiler ise eksojen serbest radikal
kaynaklarindan bazilaridir (9). Radikaller, yapilarinda bulunan temel atomlara bagl
olarak;

Karbon (C) merkezli radikaller
Nitrojen (N) merkezli radikaller

Siilfiir (S) merkezli radikaller
Oksijen (O) merkezli radikaller seklinde belirtilirler (59).
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Canli sistemlerde olusan en Onemli radikal tiirleri oksijen kaynaklh
radikallerdir (123). Reaktif oksijen tiirleri (ROS); hem okside edici ajanlar veya
kolaylikla radikallere doniisebilen (HOCI, Os;, ONOO’, O,, H,O,) radikal olmadig1
bilinen tiirler hem de oksijen radikallerini i¢eren ortak bir terimdir. Reaktif terimi;
yalnizca birka¢ molekiille hizli bir sekilde tepkimeye giren H,O, NO' ve O;,” i¢in her
zaman uygun bir terim degilken, hemen hemen her tiirli yap: ile hizli bir sekilde
tepkimeye giren OH' i¢in her zaman uygundur. LO,, LO", HOCI, NO,, ONOO', ve O3
orta diizeyde reaktiviteye sahiptirler (45).

2.1.2.Oksijenin radikal dogast

Biyolojik sistemlerdeki radikallerin ana kaynagi dioksijendir (O,) (35).
Oksijen farkli orbitallerde ortaklanmamuis iki tek elektrona sahiptir. Bu elektronlar ayni
yoriingedeki spin paralelligi nedeni ile es zamanli olarak hareket edemezler. Elektronlar
organik molekiillerin kovalent baglarinda bulunan ortaklanmig elektronlarla hizli bir
sekilde tepkimeye giremez. Bu yiizden oksijen katalizore ihtiya¢ duyan tepkimelerle tek
elektron alarak yavas bir sekilde tepkimeye girer. Oksijen insan yagami i¢in hem elzem

hemde toksiktir (66).

2.1.3. Biyolojik sistemlerde olusan serbest radikaller ve etkileri

Oksijen, aerobik organizmalara karbonhidratlar, yaglar ve proteinler gibi
gida maddelerinde depolanmis enerjiyi kullanma imkani saglayan evrensel bir elektron
alicisidir. Hayvan hiicreleri tarafindan plazmadan alinan oksijenin %85-90’1 mitokondri
tarafindan adenozin trifosfat (ATP) tiretiminde kullanilir. Metabolik enerji {iretiminin
temeli; nikotin adenin diniikleotid (NAD), flavin mononiikleotid (FMN), flavin adenin
diniikleotid (FAD) gibi elektron tastyicilari tarafindan alinan elektronlarm kaybini
iceren, besin maddelerinin oksidasyonudur. Indirgenmis halde bulunan bu iiriinler
mitokondride ATP iiretmek icin oksijen tarafindan sirasiyla tekrar okside edilirler.
Sitokrom oksidaz elektron tagima zincirindeki son enzimdir ve oksijene 4 elektron
ekler. Bu katabolik olaylar zincirinin stiperoksid (O,7), hidroksil radikali (OH) ve
hidrojen peroksit (H,O,) gibi ROS ve serbest radikaller olusturacagi deneysel olarak

kanitlanmistir. Normal fizyolojik sartlar altinda reaktif oksijen tiirlerinin biiytlik
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cogunlugu; viicut tarafindan kullanilan oksijenin %90°1 mitokondride suya indirgendigi

icin, mitokondriyal elektron transport zincirinde iiretilir (55, 125) (Sekil 7).

sw [

H* & H' ¢ H’

s w8 (T

N | \ j ¥
07 mmsp 0" = Hy0) s OH + H,0 > 2H,0

Sekil 7. Oksijen molekiiliiniin suya indirgenmesi ve oksijen kaynakli radikallerin
olusumu
Biyolojik sistemlerde hasara neden olan serbest radikallerin biiyilk cogunlugu
oksijen radikalleri ve reaktif oksijen tiirleridir (71). Reaktif oksijen tiirlerinin belirli
fizyolojik konsantrasyonlari; hiicre ¢ogalmasi, transkripsiyon aktivasyonu, hiicre ici
haberlesme, inflamasyon ve apoptoz gibi hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde

biiylik 6nem tasir (62) (Sekil 8).

e zaman Antioksidanlar ve Radikal temizleyiciler
m;rpnaalsrgoe;abuhzma + : Enzimler Diderleri
BELDUkﬁE::ﬁFDn Slperaksit dismutaz Yitaminler
2o dl Tyoredoksinler (A E,C)
Kaynak + Fe 1 Gy katalaz Harmanlar
L = Oy + 10 OH Peroksidazlar ( Melatonin)
Fagositik Lokasitler Peraksiredaksinlar Kofaktorler
Fagositik olmayan hiicreler (koenzin Q)
w \ | Hegatifethi
i + + Lipid peroksidasyonm
Mitokonds Protetnlesin inakitvasyomm
itakondri i
Peroksizomlar e

(oksidaz, katalaz)
Wembran/sitaplazma

(EN;;DP|H ukliidatzll)( o | +
NAOPIEZMmIE Fetsuilm i i
(pdSDﬁ Transksipsiyon ve sinyd Hijcre hahedestest

teangditksivornnun dizenlsnmest

Pozitif etki

Sekil 8. ROS metabolizmasi
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2.1.3.1. Siiperoksit O;" radikali

Molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucunda siiperoksit

anyon radikali olusur (79) (Sekil 9).

O+t ——» 0y

* oo
+ 0303
*® &

Sekil 9. Siiperoksit radikalinin molekiiler yapisi

Baslica siiperoksit radikal kaynaklar1; elektron transport zinciri, aktive fagositler,

ksantin oksidaz ve flavoenzimlerdir (86).

Stiperoksit; katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) gibi bazi antioksidan
enzimlerin ve NADH dehidrogenaz gibi enerji metabolizmasinda rol oynayan birkag
enzimin aktivitesini azaltabilir. Deoksiriboniikleik asit (DNA) sentezi icin gerekli
onclileri iireten riboniikleotid rediiktaz da siiperoksit hasarmin bir diger enzimatik
hedefidir. Direkt olarak hasar olusturmasinin yaninda siiperoksit, hidrojen peroksit gibi
diger reaktif tiirleri olusturabilir. Siiperoksit radikali bir dereceye kadar zararsizdir fakat
fizyolojik pH’da yaklasik olarak %]1°1 protonlanir ve daha reaktif olan peroksi radikali
olusur (Sekil 7), (125). En basit peroksi radikali (HO,'), hidroperoksi veya perhidroksi
radikali olarak adlandirilir (28). Hidroperoksi radikalinin yag asidi peroksidasyonunu

baslattig1 gosterilmistir (1).

Artmis siiperoksit radikal diizeyleri demir depo proteini olan feriritinden az

miktarda demirin serbestlenmesine neden olabilir (13).
O, + ferritin (F&’), __ ferritin (Fe’"),.1 + Fe*" + O,

Aktive edilen fagositik hiicrelerde solunum patlamasi olarak adlandirilan bir dizi
tepkimede yabanci organizmalarin ortadan kaldirilmasi icin NAD(P)H oksidaz
tarafindan {retilen siiperoksit gereklidir. Fagositik olmayan NAD(P)H oksidaz,
notrofillerde siiperoksit miktarmin %1-10 kadarmni tiretir. Burada iiretilen siiperoksitin

hiicre i¢i sinyal yolunda rol aldig1 tahmin edilmektedir (123).
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2.1.3.2. Hidrojen peroksit (H,0,)

H,0,; molekiiler oksijenin 2, siiperoksit radikalinin 1 elektron alarak
indirgenmesi sonucu olusur. Askorbik asidin siiperoksit tarafindan oksidasyonu da

H,0; olusumu ile sonuglanir (65, 131).

0, +2e+2H" H,0,

EE—
O,-+2H +¢ — yH,0,

Askorbik asit + O,-+ H_______, Askorbik asit radikal + H,O,

Fizyolojik sartlarda; mitokondri tarafindan kullanilan molekiiler oksijenin

%?2’sinin H>O,’ye doniistiiriildiigii tahmin edilmektedir (103).
H

*d e
0203
*e &

H

Sekil 10. Hidrojen peroksitin molekiiler yapisi

H,0,, en distaki orbitalinde tek elektron icermedigi i¢in radikal degildir (Sekil
10). Fakat glikolitik yolda bulunan gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz gibi c¢esitli
enzimlere zarar verebilir. Ayn1 zamanda piruvat gibi alfa keto asitleri okside edebilir.
ATP, indirgenmis glutatyon ve NADPH tiiketimine yol acar. Bu durum serbest sitozolik
kalsiyum artisina neden olur ve hiicre 6liimiine yol agan polimeraz enzimi aktive olur

(125).

H,0,, radikal tireten reaksiyonlara katildig1 i¢in pro-oksidan olarak adlandirilir
(59). H,0,, demir ve bakir gibi gecis metalleri ile etkileserek hidroksil (OH) ve
peroksinitrit (NO") gibi daha zararh radikaller olusturur (125, 43). H,O, molekiilii diger
reaktif oksijen tiirlerine oranla olduk¢a kararl ve yiiksiizdiir. Hiicre i¢cine ve hiicreler
arasina kolaylikla gecebilir. Bu 6zellikleri hidrojen peroksitin ikinci haberci olarak rol
oynamasinda etkili olabilir (52). Bu 6zellikler ayn1 zamanda H,O, nin toksik etkilerini
arttirrr. Ayrica hidrojen peroksitin nérotransmitter olarak veya glial ve noronal hiicreler

arasindaki haberlesmede rol oynayabilecegi ileri siirtilmiistiir (80).
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2.1.3.3. Hidroksil radikali (OH')

Hidroksil radikali en kararli yapilarla bile tepkimeye giren ¢ok giiclii bir
oksidandir (31) (Sekil 11).

Sekil 11. Hidroksil radikalinin molekiiler yapis1

H,0; ve O, tarafindan olusturulan hasarin biiylik bir kismmimn daha reaktif
irlinlere doniigmeleri sonucunda gergeklestigi diisiiniilmektedir (43). Muhtemelen
bunlarin en Onemlisi hidroksil radikalidir. Hidroksil radikali tretimi ¢esitli

mekanizmalar ile gergeklestirilir (45, 2, 72).

o Haber-Weiss tepkimesi katalizorlii ya da katalizorsiiz olarak gercgeklesebilir.
Demirle katalizlenen sekli ¢ok hizlidir. Demir; Fe™ durumda iken stabildir. Fe™

ise elektron aktarimi yapabilir ve serbest radikal {iretimini hizlandirabilir.

Fe+ 0,

Fe” +0,

0,” + H,0, _Fe”/Fe", OH + OH +0, (Haber-Weiss Tepkimesi)

o Fenton Tepkimesi: Hidrojen peroksitin Fe™ ve diger gec¢is metalleri varliginda

indirgenmesi sonucunda;

Fe”+ H,0, ——» Fe’" + OH ( Fenton Tepkimesi )

. Iyonize radyasyon: suyun homolizi sonucunda;
H,O enerji H +OH
e

. Peroksinitritin dekompozisyonu ve siiperoksit ile hipokloréz asitin (HOCI)

tepkimeye girmesi sonucunda olusur.

HOCI+ O, —> OH' + O, + (1
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Hidroksil radikali; karbonhidratlar, lipidler, proteinler ve DNA gibi tiim
biyomolekiiller ile etkilesir ve bu molekiillere hasar verebilir. DNA’nin yapisindaki
deoksiriboz seker kalntilari ile plirin ve pirimidin baz hasari; bazilar1 mutajenik olan
cesitli Uriinlerin olusmasma neden olur. Sitozin glikol, 8-hidroksiadenin ve 8-
hidroksiguanin baz hasar1 Uriinleridir. Proteinlerdeki aminoasit kalmtilar1 hidroksil
radikalinin hedefidir. Okside olan lipidler, lipid peroksidasyonunu baslatabilir. Bu

durum membran proteinlerinin hasarlanmasina yol acabilir (46)
2.1.3.4. Singlet oksijen ('0>)

Singlet oksijen; oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin
ters yonde olan baska bir orbitale yer degistirmesi ile olusur. (2). Singlet oksijen,
eslenmemis elektron igermez bu nedenle sebest radikal degildir fakat gii¢lii bir
oksidandir. Coklu doymamis yag asitlerini de igeren pek cok molekiilii ¢ok hizli bir

sekilde okside edebilir (45).
2.1.3.5. Nitrik oksit (NO)

Nitrik oksit; yapisinda eslenmemis elektron bulundurmasindan dolay1 bir radikal
olarak kabul edilir. Nitrik oksit biyolojik dokularda arjinininden sitriillin olusumunu
katalizleyen nitrik oksit sentaz tarafindan tretilir. Noronal iletiyi de igceren ¢ok farkl
fizyolojik siireclerde sinyal molekiilii olarak, kan basincinin diizenlenmesi, savunma
mekanizmalari, diiz kas gevsemesi, immun diizenlemede rol oynayan ve bol miktarda
bulunan bir radikaldir. Nitrik oksitin siiperoksit anyonu ile tepkimeye girmesi oksidatif
olarak ¢ok daha fazla aktif olan peroksinitrit anyonu (ONOO") olusumuna neden olur.
Peroksinitrit anyonu DNA’nin kirilmasina ve lipid oksidasyonuna neden olan giiglii bir

oksidandir (123).

NO +0,"_____ ,ONOO

Peroksinitrit; nitrat (NO3), OH ve nitrojen dioksit (NO,) olusturabilir (8). Reaktif

nitrojen tiirlerinin fazla miktarda tiretimi nitrozatif stres olarak adlandirilir (99).
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2.1.4. Reaktif oksijen tiirleri nicin toksiktir?

Reaktif oksijen tiirleri proteinler, lipidler ve DNA gibi hiicresel
makromolekiillerin bir cogu ile etkilesebildigi icin toksiktir. Cesitli patolojik
durumlarda normalden fazla miktarda serbest oksijen radikali olusmasi veya
organizmanin yapisinda bulunan antioksidan sistemin yetersiz kalmasi sonucunda artan
serbest radikaller, hiicrenin ¢esitli bilesenlerini etkileyerek hiicre hasarina yol agarlar

(29, 107).

Proteinler 0Ozellikle enzim seklinde, hiicredeki pekcok hayati fonksiyonun
stirdiiriilmesinde rol oynarlar. Proteinler reaktif oksijen tiirlerine kars1 farkli duyarlilikta
olan yaklasik 20 aminoasitten olusur. Ornegin; 6zellikle sistein, metiyonin ve histidin
hidroksil radikalinin oksidasyonuna ve etkisine daha duyarhidir Enzim yapisinda
fonksiyonel pozisyonda yer alan aminoasitler reaktif oksijen tiirleri ile etkilesir ve
enzim inaktif konuma geger. ROS tarafindan olusturulan protein oksidasyonu,
proteinlerin ¢apraz baglari, agregasyonu, fragmentasyonu yaninda {i¢ boyutlu yapisinda
da degisikliklere neden olacaktir. Protein oksidasyonu siklikla; proteini, hiicrelerde
hasarli proteinlerin uzaklastirilmasindan sorumlu olan hiicresel sistemler tarafindan
yikima daha acik hale getirecektir. Proteinler serbest radikal etkilerine lipidlere oranla

daha az hassastirlar (2, 29).

DNA hiicrenin kalitim materyalidir ve stirekli DNA hasar1t DNA tarafindan
kodlanan proteinlerde degisiklige yol acar. DNA zincirinin kirilmasma, niikleotid
kaybma ve niikleotidlerdeki organik bazlarda c¢ok farkli modifikasyonlara yol agan
DNA hasarmin ana kaynag reaktif oksijen tiirleridir. Her ne kadar hiicreler DNA’da
meydana gelen degisiklikleri dogal olarak onarabilecek mekanizmalara sahip olsalar da
reaktif oksijen tiirleri veya diger ajanlar tarafindan olusturulan asir1 hasar DNA
yapisinda kalic1 hasara ya da degisiklige neden olur. Hiicrede yan etkiler ortaya ¢ikar.
Oksidatif hasar sonucunda genetik materyalin siirekli olarak modifikasyonu; mutagenez,

karsinogenez ve yaslanmanin ilk basamagini teskil eder (29, 123).

Serbest radikallerin karbonhidratlar tzerine de Onemli etkilert vardir.

Monosakkaridlerin otooksidasyonu sonucu H,O,, peroksitler ve okzoaldehitler olusur.
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Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda capraz baglar
olusturma oOzelliklerinden dolayr antimitotik etki gosterirler. Bdylece, kanser ve

yaslanma olaylarinda rol oynarlar (2, 25, 47).

Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan bir serbest radikal etkisi sonucu
membran yapisinda bulunan poliansature yag asidi zincirinden bir hidrojen atomu
uzaklastirilmasi ile baslar. Bunun sonucunda yag asidi zinciri bir lipid radikali niteligi
kazanwr. Olusan lipid radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar.
Molekiil i¢i ¢ift baglarin pozisyonlarmin degismesiyle dien konjugantlar1 ve daha sonra
lipid radikalinin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu lipid peroksil radikali meydana
gelir. Lipid peroksil radikalleri, membran yapisindaki diger poliansature yag asitlerini
etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol agarken, kendileri de aciga ¢ikan
hidrojen atomlarmi alarak lipid hidroperoksitlerine doniisiirler. Boylece olay kendi
kendine katalizlenerek devam eder. Lipidlerin icerdigi fosfolipidler mitokondri,
cekirdek gibi diger hiicresel yapilarin yaninda hiicreleri ¢cevreleyen membranlarin temel
bilesenidir. Fosfolipidlerin tahrip olmasi sonucunda hiicre 6mrii kisalacaktir. Lipidlerin
degredasyonu (peroksidasyon) oksidatif hasarm belirtisidir. Fosfolipidlerde bulunan
coklu doymamis yag asitleri, hidroksil radikali ve diger oksidanlara karsi duyarhdir.
Tek bir hidroksil radikali birgok c¢oklu doymamis yag asit molekiiliiniin
peroksidasyonuna neden olabilir. Ciinkii bu tepkimeler zincir tepkimelerinin bir kismini
olusturan bu siliregte rol oynarlar. Bu duruma ek olarak membran hasar1 ve lipid
peroksidasyonu sonucu tahrip olan hiicreler, reaktif iirlinlerin olusmasina neden olur ve

bu maddeler de protein ve DNA ile etkilesebilirler (64, 29).

Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil
bilesiklere doniismesiyle sonlanir. Bu tiriinlerin baslicalar1 malondialdehit (MDA) ve 4-
hidroksinonenal’dir (4-HNE). MDA lipid peroksidasyonun degerlendirilmesinde
siklikla kullanilan parametrelerden biridir. MDA ve 4-HNE niikleik asitlerle tepkimeye
girer, bu nedenle genetik degisime ve kanser gelisimine neden olabilirler (43, 107, 122)

(Sekil 12).
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Sekil 12. ROS olusum yollar1, Lipid peroksidasyonu, Glutatyon ve diger
antioksidanlarin rolii (29)

2.1.5. Serbest Radikallerin zararl etkilerinden korunma

Asirt serbest radikal maruziyeti organizmalarin bir dizi savunma mekanizmasi
gelistirmesine neden olmustur. Serbest radikal etkisi ile olusan oksidatif strese karsi,
bilinen savunma mekanizmalar1: dnleyici mekanizmalar, onarim mekanizmalari, fiziksel

savunma ve antioksidan savunmadir (123).
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2.2. ANTIOKSIiDAN SAVUNMA

Antioksidan; okside edilebilir bir substrata nazaran diisiik konsantrasyonda
bulundugu zaman substratin oksidasyonunu belirgin derecede geciktiren ya da onleyen
maddeler olarak tanimlanabilir. Okside edilebilir substrat terimi; protein, lipid,
karbonhidrat, DNA gibi canli dokularda ve besinlerde bulunan su (H,O) haricindeki
herseyi icerir (45). lyi bir antioksidan; Serbest radikalleri spesifik olarak ortadan
kaldirabilmelidir. Redoks metalleri ile selat olusturmalidir. Antioksidan sistemdeki
diger antioksidanlar ile etkilesebilmelidir. Gen ekspresyonu iizerinde pozitif etkiye
sahip olmalidir. Hizli bir sekilde absorbe edilebilmelidir. Doku ve biyolojik sivilardaki
konsantrasyonu, fizyolojik olarak birbiri ile iliskili diizeylerde olmalidir. Hiicrenin sivi
kisimlarinda ve/veya membranlarinda etkili olabilmelidir (124). Antioksidan molekiiller
endojen ve eksojen kaynakli olup, olusan oksidan molekiillerin neden oldugu hasari
hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 savunma ile etkisiz hale getirebilirler. Hiicre disi
savunma; albiimin, bilirubin, transferrin, seriiloplazmin, iirik asit gibi ¢esitli molekiilleri

icerir (44) (Sekil 13).

Onleyici Radikal Supuriict Onarici/De Novo
Antioksidanlar Antioksidanlar Antioksidanlar
SOoD Vit C Vit E Lipaz
GPx Urat Ubikinol Proteaz
Metal iceren Albtmin Flavonoidiler Transferaz
proteinler Karotenoidler DNA onarim

1 en2|mler|

|

[Radikal olu$umunun} ‘Zincir tepkimelerinin

Tepklmelerln
uzamasi/sonlanmasinin

Hasarln tamiri ‘

i baslamasinin
engellenmesi $ Dokularin onarimi

A dnlenmesi engellenme5|
SERBEST LiPID ZINCIR "HASAR g; HASTALIK
ETKEN === RADIKAL ::}RADiKAu OKSIDASYONU

Sekil 13. Antioksidanlar ve etkileri (125)

Antioksidan savunma sistemi; enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlari
icerir. Oksijen radikallerine karsi enzimatik savunma sisteminin en Onemlileri

stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx)’dir (67).
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2.2.1. Enzimatik Antioksidan Savunma
2.2.1.1. Siiperoksit Dismutaz

SOD (EC 1.15.1.1); en etkili hiicre i¢i antioksidan enzimlerden biridir. SOD,
siiperoksitin O, ve daha az reaktif olan H,O,’e doniisiimiinii katalizler (75). Boylece
stiperoksit kaynakli direkt hasar ile birlikte siiperoksitten olusan peroksinitrit olusumu

azalir (46).

O, "+ 0+ 2I{Jr — »H,O,+ Oy

SOD; aktif metal merkezinin dogas: ile yapisindaki amino asitlerin yaninda
subiinite sayisi, kofaktorler ve diger Ozellikler acisindan farklilik gosteren birkag
izoforma sahiptir. Insanlarda ii¢ tane izoformu vardir. Sitozolik Cu-SOD, Zn-SOD,
mitokondriyal Mn-SOD, ekstraseliiler SOD (EC-SOD) (63). Bakteriler; Fe-SOD, Mn-
SOD ve bazi durumlarda Cu-SOD, Zn-SOD igerirler (86).

Cu-SOD, Zn-SOD iki benzer alt iinite (homodimer)’den olusan, yaklasik 32 kDa
molekiil agirliginda bir enzimdir. Cu-SOD, Zn-SOD siiperoksit anyonunun oksijen ve
suya dismutasyonunu spesifik olarak katalize eder. Mitokondriyal Mn-SOD herbir alt
initesinde bir adet manganez atomu iceren 96 kDa molekiill agirhiginda bir
homotetramerdir. Siiperoksitin i1ki basamakli dismutasyonu sirasinda enzim; Mn

(IIT)’ten Mn (II)’ye ve daha sonra tekrar Mn (III)’e dongiilenir (124).

Hiicre dis1 SOD (EC-SOD) heparin ve heparin siilfat gibi glikozaminoglikanlara
yiiksek seciciligi olan Cu ve Zn igeren tetramerik, sekretuvar bir glikoproteindir (74).
Pekc¢ok dokuda hiicre ylizeyinde ve diisiik diizeylerde insan viicut sivilarinda bulunan
(EC-SOD)’m gorevi bilinmemektedir fakat vaskiiler endotelde iiretilen NO ile
siiperoksitin  tepkimeye girmesini engelleyerek asir1  peroksinitrit olusumunun
onlenmesine yardimci olabilecegi ve in vivo deneylerle endotel hiicre dis yilizeyini

koruyucu bir antioksidan tabaka seklinde rol oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir (88,51).
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2.2.1.2. Katalaz

H,0, oldukg¢a toksiktir ve diger enzimler tarafindan detoksifiye edilmelidir. Bu
enzimlerden biri katalazdir (EC 1.11.1.6). Katalaz H,O,’in O, ve H;O’ya
dontistiiriilmesini katalizler (6). Katalaz en yliksek turnover hizina sahip enzimdir: Bir
molekiil katalaz bir dakikada ~6 milyon molekiil H,O’1 oksijen ve suya doniistiirebilir

(124).

H>0, Katalaa 2H,0 +0,

Katalaz ayn1 zamanda H,O’in rediiksiyonuna eslik eden alkol ve fenol gibi

farkli substratlar1 detoksifiye edebilir (86).

H202 + R’Hz Katalaz R’ +2 HZO
e

Organizmalarin ¢cogunda katalaz hem igeren temel enzimlerden biridir. Hidrojen
peroksitin su ve molekiiler oksijene katalizlendigi yer olan peroksizomlarda bulunur.
Katalazin antioksidan islevlerinden biri; Cu ve Fe iyonlar1 tarafindan katalizlenen
Fenton tepkimesi yolu ile H,O;’ten OH radikali olusma riskini azaltmaktir. Katalazin

NADPH baglamasi; enzimin etkinligini arttirarak inaktivasyondan enizimi korur (86).
2.2.1.3. Glutatyon Peroksidaz

H,0, aym1 zamanda bir selenoprotein olan glutatyon peroksidaz enzimleri

tarafindan ortadan kaldirilabilir (46).

2 GSH +H202 _GPx , 2H20 +GSSG

Mitokondri ve sitoplazmada bulunan GPx enziminin iki farkli formu vardir.
Bunlardan bir tanesi selenyum bagimli Glutatyon peroksidaz (GPx, EC 1.11.1.19) iken
digeri selenyumdan bagimsiz Glutatyon S-Transferaz’dir (glutathione-S-transferase,
GST, EC 2.5.1.18). Glutatyon metabolizmast en temel antioksidan savunma
mekanizmalarindan biridir. GPx katalaz ile H,O; i¢in yarisir ve diisiik oksidatif stres

diizeylerinden korunmada temel enzimdir (44, 20).
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2.3. OKSIDATIF STRES

Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi
bir denge icersindedir. Bu radikallerin olusum hizindaki artis yada ortadan kaldirilma
hizindaki azalma bu dengeyi bozar. Oksidatif stres olarak adlandirilan bu durum 6zetle;
serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi1 arasindaki ciddi
dengesizligi gostermekte olup, sonugta doku hasarma yol agmaktadir. Yapisal doku
hasarmin yaninda nekroz, apoptoz yoluyla hiicre 6liimii ve makromolekiillerin oksidatif
modifikasyonunu icerir (20,69) (Sekil 14). Hiicreler normal kosullarda orta dereceli
oksidatif stresi, antioksidan savunma mekanizmalarinin sentezini gen ekspresyonundaki
degisiklikler yoluyla diizenleyerek ortadan kaldirabilir. Fakat oksidatif stres yiiksek
diizeylere ulastig1 zaman oksidasyon iriinlerine karsi adaptasyon saglanamaz ise
hiicrede hasar olusabilir. DNA, protein ve lipidleri iceren tiim biyomolekiillerin

oksidatif hasar1 bir¢ok hastalikla iliskilendirilmistir (86).

Armig aksidan
maruziyeti

Malian
Antioksidan af hilcre
1 geligimi
. . Bozulmu
Saflikh E>IE> Oksidatif Hasarli hilcre ¥ BITa Hastalik
huEre | stres molekiiller e hasar geliginmi
o ] Mekroz
Hasarl molekillerin i
enzimatik tamiri Apoptoz
_________________ Hasarl molekdllerin|,
kataholizmas
] _

Oksidatif stres artis)

Sekil 14. Oksidatif strese bagli hiicresel hasar

Cesitli kanser tipleri, kardiyovaskiiler hastaliklar, alkolik karaciger hastaligi,
diyabet, agir metal toksisitesi, radyasyon hasari, vitamin eksikligi, bilinen tedavilerin
toksisitesi, inflamasyon, sigaranin toksik etkileri, katarakt, amfizem ve Parkinson ile
Alzheimer hastaligin1 da iceren norodejeneratif hastaliklarin gelismi ile oksidatif stres

arasinda iliski oldugu gosterilmistir (29).
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2.4. DEMANS

Demans biling seviyesinde bir bozukluk olmaksizin, bir¢ok nedene bagl olarak
gelisen biligsel islev bozuklugu ile karakterize bir sendromdur. Genel zeka, 6grenme ve
bellek, dil, problem ¢ozme, yonelim, dikkat, konsantrasyon, yargilama ve sosyal
yetenekler gibi biligsel islevlerde hastanin giinliikk yasamini, mesleki ve sosyal
iliskilerini etkileyecek boyutta degisiklikler olur (34). Demans, temel halk sagligi
sorunlarindan biridir. Her iki cinsiyetten, her etnik koken ve farkli sosyoekonomik
grubu tutabilir. Hastali§in insidansi yasla birlikte dramatik olarak artmaktadir ve
prevalansi her 5 yilda bir ikiye katlanmaktadir. 85 yas ve bu yasin iistiinde olanlarin
%30-50’sinde demans goriilmektedir (83).

Alzheimer hastaligi; 65 yas tlizeri toplulugun %10’undan fazlasmi etkileyen en

onde gelen demans nedenidir (58).
2.4.1. Alzheimer Hastalig1

2007 yili Alman psikiyatrist Alois Alzheimer’in 51 yasindaki bir hastanin
beyninde, ekstraseliiler senil plaklar ve intraselliiler norofibriler yumaktan olusan
noropatolojik bulgular ile demans semptomlar1 arasindaki klinikopatolojik korelasyonu
ilk kez tanimlayisinin yiiziincti yilidir. Hastalik Alzheimer adini almis olup halk ve
bilimsel topluluklar i¢inde son 20-30 yilda diinya ¢apinda artan bir ilgi dogurmustur
(108) (Sekil 15). .

Normal Alzheimer
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Sekil 15: Saglikli bireyde ve Alzheimer’l1 hastada beyin yapisi
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2.4.1.2. Alzheimer hastaliginin fizyopatolojisi

Alzheimer hastaligi kognitif fonksiyonlarda ilerleyici bozulma, giinliik yasamin
temel aktivitelerini gerceklestirmede azalan yeterlilik ve kisilik 6zelliklerinde
dalgalanmalar ile seyreden geri doniissiiz norolojik bir hastaliktir. Alzheimer
hastaliginin patofizyolojisi karmasiktir (17). Hastaligin molekiiler temelini, senil
plaklarda ekstraseliiler (AB) peptid depolanmasi, intraseliiler norofibriler yumaklarin
olugmasi, kolinerjik defisit, belirgin néronal kayip ve serebral korteks ile hipokampus
ve kognitif ve hafiza islevleri icin gerekli olan diger beyin alanlarindaki sinaptik
degisiklikler olusturur. AP peptid depolanmalari, oksidatif stres, eksitotoksisite, enerji
kaybi, inflamasyon ve apoptozisi igeren olast mekanizmalar yoluyla noronal 6liime
sebep olur. Genetik c¢aligmalar otozomal dominant veya ailevi erken baslangicl
Alzheimer hastalig1 ile iliskili 4 gen tanimlamistir. Bu dort gen amiloid 6ncii protein
(APP), presenilin 1 (PS 1), presenilin 2 (PS 2) ve apolipoprotein E (Apo E)’den olusur.
AP olusumundan sorumlu ana faktorler APP veya PS1 ve PS2 genleri veya APO E
genindeki mutasyonlardir. Amiloid plagi ve hiicre i¢i yumak olusumuna etki eden
genetik etkenlere ilave olarak sitokinler ve norotoksinler gibi cevresel faktorlerde

Alzheimer hastaliginin olusum ve gelisiminde 6nemli rol oynayabilirler (91).

Alzheimer hastaliginin patogenezinde 6nemli rol oynayabilecek diger faktorler;
yas, kafa travmalar1 ve oksidatif strestir (57). Deneysel modelllerde ve insan beyninde
yapilan ¢alismalar, oksidatif stresin Alzheimer hastaligindaki noronal dejenerasyonda
onemli rol oynayabilecegini gostermistir (21). Postmortem materyaller kullanilarak
Alzheimer hastalarmin beyninde belli bolgelerde oksidatif hiicresel hasar gosterilmistir.
Ayni zamanda Alzheimer’li hastalarin serumlarinda SOD, katalaz, demir baglayan

laktoferrin ve antioksidan sistemlerdeki oksidatif degisiklikler gosterilmistir (58).

Alzheimer hastaliginin molekiiler mekanizmasinin agiklanmasinda ileri siiriilen

iki temel hipotez kabul gormektedir (91):

e Amyloid kaskat hipotezi
e Kolinerjik hipotez
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2.4.1.3. Amiloid yolak hipotezi

Bu hipotez; Alzheimer hastaliginda goriilen dejenerasyonun, direkt olarak
beyinde belirli plaklar igersinde beta amiloid protein birikimi ile iliskili oldugunu ileri
sirer (68). Amiloidde yer alan karbonhidratin ana yapis1 glikozaminoglikanlardir.
Amiloid 6zel yapisal karakterlere sahip hiicre dis1 fibriler protein depolanmalarina
verilen jenerik adidir. En az 20 adet birbirleri ile iligskisiz fibriler olmayan amiloid
onciisii protein bilinmektedir. Her biri 6zel bir hastalik ile iligkilidir; Alzheimer hastaligi
AP, kronik hemodiyaliz B,-mikroglobiilin, erigkin baslangicli diyabet (amilin),
inflamasyon ile iligkli amiloid (serum amiloid A), plazma hiicre diskrazileri ve B hiicreli
lenfomalar (immunoglobiilin hafif zincirleri). Ayristirilan amiloid fibrilleri yiiksek
coOziiniirliklii elektron mikroskobu ile incelendigi zaman caprazlasmis [ tabakali
yapisina sahip, dallanmayan fibriller olusturan, birbirler1 etrafinda donmiis

protofibrillerden olustuklar1 saptanir (91).

Alzheimer hastalarinin beyinlerinde iki tip patolojik degisiklik gozlenmistir. Bu
mikroskobik degisiklikler norofibriler yumaklar ve senil plaklardir. Norofibriler
yumaklar, beyindeki ndrodejenerasyona katkida bulundugu diisiiniilen senil plaklarin
sonucu olarak meydana gelen nérodejeneratif transformasyonu gosterirler. Norofibriler
yumaklar; sinir hiicrelerinin i¢inde bulunan mikrotiibiil iliskili protein olan tau’nun iplik
seklinde kivrilmasi ile olusur. Alzheimer hastalarinda norofibriler yumaklar tau
proteinin anormal agregasyonu sonucu olusan ¢ift helikal flament icerir (78). Senil
plaklar, amiloid benzeri materyalden olusan merkezi bir c¢ekirdek ve bu ¢ekirdegi
cevreleyen inflamasyonlu anormal sinir hiicreleri yapilar1 icerir. Amiloid sinir
hiicrelerinin diginda ancak hemen yakininda yogun depolanmalar olusturan bir protein

parcasidir (105).

Alzheimer hastaligindaki amiloid depolanmalar1 ile pekc¢ok farkli sayidaki
protein iligkili ise de amiloidin esas protein icerigi AP ’dir. AP amiloid beta protein
onciisiinden (APP) sekretazlar ad1 verilen enzimler tarafindan gergeklestirilen ardigik iki
proteolitik yikim sonucu olusur (40). APP, B-sekretaz (BACE) olarak adlandirilan bir

membran bagimli aspartil proteaz ile Af’nin amino terminalinden yikilir. Bu yikim
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biiyiik sekrete tiirev (SAPPP) ve membran bagimli APP karboksi terminal pargasi (CTF
B) olusumu ile sonuglanir. CTF B’nin y sekretaz ile yikimi farkli biiytikliklerde AR
peptidlerinin olusumu ile sonuglanir. AP peptidlerinin en ¢ok ilgi ¢eken iki tipi 40
amino asit iceren (AP40) ve 42 amino asit iceren (AP42)’dir. Es zamanli olarak ayni
kokenden CTF y olusur. PS1 ve PS2 olarak adlandirilan homolog politopik membran
proteazlar1 gama sekretaz benzeri etkinlik gosterir veya en azindan bu yikimin esansiyel
kofaktorleridir (39). Saglikli bir beyinde bu protein pargalar1 (AB) yikilarak ve ortadan
kaldirilirken, Alzheimer hastalikli bireylerin beyninde olusan A; serebral damarlar ve
senil plaklarda amiloid olarak depolanir. Bu yapilanma serebral igeriklerin etkin bir
sekilde tasinmasini dnleyerek aksonal yolda bir tikanmaya neden olur. Bu etki néronun

beslenmesinde bozukluga ve dliimiine yol agar (104) (Sekil 14).
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Sekil 16. APP islemlenmesi
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2.4.1.4. Kolinerjik hipotez

Hastaligin anahtar noktalar1 olarak diisiiniilen senil plaklar ve norofibriler
yumaklar disinda Alzheimer hastalarinda beyinde ¢ok sayida norotransmiter sistemin
etkilendigine ait net veriler mevcuttur. En dramatik anormallikler kolinerjik sistemde
olustugu icin bu durum Alzheimer hastalifinin kolinerjik hipotezi olarak

adlandirilmistir (17).

Alzheimer hastalig1 temel olarak kolinesteraz metabolizmasindaki degisim ve

dejenerasyon ile iligkilidir (109).

60 yasin iizerinde ilerleyici zihinsel islev bozuklugunun en sik nedeni olan
Alzheimer hastaligi, kolinerjik eksiklik ile zihinsel islev bozuklugunun baslangici, seyri
ve derinligi arasinda net iligkinin kurulabildigi norodejeneratif bir hastaliktir . On
yillardir bilim adamlari, beyindeki nérotransmitter diizeylerinin hastalik ile iliskili
oldugunu bilmektedirler. Sinir uyarisinin néron boyunca ilerlemesi sonucunda, sinir son
ucu aksonda asetilkolin salinir. Asetilkolin, istirahat halindeki hiicrede sinir iletisini
yeniden olusturmak icin sinaptik boslugu gecerek takip eden norona baglanir.
Asetilkolini sinaptik araliktan uzaklastirmak i¢cin AChE enzimi ndrotransmiteri hidroliz
eder. Alzheimer hastaliginin baslamasi ile birlikte gergeklesen néron ve akson kaybi
daha diisiik diizeylerde asetilkolin salinnmmma neden olur. Daha disik
konsantrasyondaki ndrotransmiter diizeylerinde sinir iletilerinin devamliligini saglamak
ve sonug¢ olarak bilgilerin aktarimi daha gii¢ bir hal alir . Bu durumu diizeltmek i¢in
uygulanacak yontemlerden biri giiniimiizde imkansiz olan asetilkolinin benzeri
maddelerin verilmesidir. Asetilkolin diizeylerini arttirmak i¢in uygulanacak bir diger
yontem ise asetilkolini yikan AChE enziminin baskilanmasidir. Calismalar AChE
inhibisyonuna bagli asetilkolin diizey artiglarinin, Alzheimer hastaliginin erken
evrelerindeki kognitif defisiti 1yilestirebilecegini gostermistir. Kolinerjik eksikligin
klinik tablo ile olan yakin iliskisi nedeniyle asetilkolinin sinaptik aralikta daha uzun
kalmasini saglama amaci, giiniimiizde hastaligin semptomatik tedavisinde en sik
uygulanan stratejidir. Bu amaca yonelik olarak c¢ogunlukla kolinesteraz enzim

inhibitdrleri kullanilmaktadir (116, 120).
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2.4.1.5. Asetilkolin metabolizmast ve Kolinesterazlar

Alzheimer hastalig1 beyindeki norotransmiterlerin azalmasi ile karakterizedir.
Bu hastalikta en fazla azalma gOsteren norotransmitter asetilkolindir (95). ACh;
kolinerjik ndronlarin gévdesinde asetilkoenzim A (CoA)’dan gelen asetil ve kolin’in
kolin asetiltransferaz (ChAT) tarafindan birlestirilmesi ile olusur. Asetil CoA glikoliz
driiniidiir. Kolin’in ise besinler ve hiicre membranindaki fosfolipidler disindaki en
onemli kaynagi ACh hidrolizi sonucu agia ¢ikan ve yeniden asetilkolin sentezinde
kullanilan kolindir. ACh’in sinapstaki varligi, ChAT ve AChE enzimlerinin etkinligine
baglhdir. Uretilen ACh presinaptik noronlardaki vezikiillerde depolanir ve bu vezikiiller,
norona sinir uyarisi geldiginde icerigini sinaptik aralia doker. Sinaptik araliga salman
ACh molekiillerinin ¢gogu postsinaptik reseptorlere baglanir. Reseptorlere baglanmayan
ACh molekiilleri AChE tarafindan yikilir. Postsinaptik noérona baglanan ACh
molekiilleri, sinir uyarisinin diger ndrona iletilmesinin ardindan reseptorden ayrilir,
AChE tarafindan yikilir ve agiga ¢ikan kolin yeniden kullanilmak iizere presinaptik
norona gonderilir (Sekil 17). Memelilerde; bir tanesi secici olarak ACh’1 hidroliz eden
AChE, digeri ise ACh ve diger kolin esterlerini hidroliz edebilen BuChE olmak iizere
iki tip kolinesteraz bulunur (116, 120, 27).
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Sekil 17. Asetilkolin metabolizmasi
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Kolinesterazlar, plazma ve diger viicut sivilarinda da bulunmak iizere kolinerjik
ve kolinerjik olmayan dokularda genis bir dagilima sahip enzimlerdir. Substrat
Ozgiilliigiine, asir1 substrat varligindaki davraniglarma ve inhibitorlere karsi
duyarhiliklarma gore iki gruba ayrilmiglardir. AChE veya gergek kolinesteraz (AChE:
E.C.3.1.1.7, asetilkolin asetil hidrolaz) ve biitirilkolinesteraz (BuChE: E.C.3.1.1.8
acilkolin agilhidrolaz), spesifik olmayan kolinesteraz veya psddokolinesteraz olarak
bilinir (84). AChE; beyin ve eritrositlerde yiiksek konsantrasyonda bulunurken, BuChE;

serum, pankreas, karaciger ve santral sinir sisteminde bulunur (3).

AChE tarafindan katalizlenen tepkime enzimatik olarak iki basamakta
gerceklesir. 11k basamakta enzim giiclii bir niikleofil olarak rol oynar. Ikinci basamakta
ise; enzim 0zgiil bir serin kalintismin niikleofilik hidroksil grubu aracilig1 ile mitkemmel
bir parcalayict grup islevi goriir (30). AChE’mn temel fonksiyonu kolinerjik
norotransmisyonun sonlandirilmasidir fakat asetilkolin ve diger kolin esterlerini hidroliz

eden BuChE1n gercek fizyolojik islevi bilinmemektedir (27).

Kolinesterazlar ayn1 zamanda hiicre yenilenmesi, farklilagsmasi, ¢esitli etkenler
sonucunda olusan strese yanit ve amiloid olusumunda da rol oynarlar. AChE; aktif
bolge ve katalitik mekanizma acisindan baska bir enzimde bulunmayan ozelliklere
sahiptir. AChE’mn aktif bolgesi dar oluk yapmin dip kisimdadir ve iki alt iiniteden
olusmustur. Birincisi negatif yliklii veya anyonik bolge ikincisi katalitik kismi igeren
esteratik bolge ya da katalitik triad (li¢lii) (Ser203, Glu334 ve His447). Katalitik triad
substratin agil bolgesine gecici olarak baglanir. Hidrofobik alt {inite ve agil cebi
tetrahedral gecis durumunda alkol grubunu igerir. Oksianyon cukuru negatif yiikli
karbonil oksijen vererek ge¢is durumunu stabilllestirir. Katalitik triad’a ilave olarak
bilinen tiim AChElar periferik anyonik bolge (PAS) olarak adlandirilan ikinci bir
substrat baglayici bdlge icerir. Bu bolge hem katalitik etkinligin diizenlenmesine
(substrat inhibisyonu) hem de AChE’m pekg¢ok inhibitor ile etkilesimine aracilik eder.
AChE’n  amiloid yumak olusumuna yol acan katalitik olmayan roliiniin
gerceklesmesinde periferal anyonik bolge onemlidir. AChE’m G1,G2 ve G4 olmak

iizere Ui¢ izoformu oldugu bilinmektedir. Alzheimer hastalarmin beyinlerinin belirli
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bolgelerinde G4 formunun kaybi nedeni ile G4/G1 orani azaldigini gésteren caligmalar
bulunmaktadir (119,42).

BuChE’1n yapisinda AChE’a benzer sekilde esteraz, aril acil amidaz ve peptidaz
(proteaz) olmak flizere ii¢ farkl enzimatik aktivite bulunur. Her iki enzim farkli doku
dagilimlar1 gosteren molekiiler formlara sahiptir. BuChE’in esteraz aktivitesi,
organofosfat ve karbamat yapili inhibitorlerin AChE’a ulasmadan dolasimdan
temizlenmesinde, AChE yoksunlugunda kolinerjik sinir iletiminin kontroliinde, kokain,
aspirin ve amitriptilin gibi bazi ilaclarin inaktivasyonu veya bambuterol, heroin gibi
baz1 ilaglarin aktivasyonunda Onem kazanmaktadir. Enzimin aril agilamidaz
aktivitesinin ise seratonerjik ve kolinerjik sinir iletim sistemleri arasinda iletisim
saglama oldugu ileri siiriilmektedir. Ek olarak, enzimin peptidaz veya proteaz
aktivitesinin Alzheimer hastaliginin gelismesi ve ilerlemesinde islevi vardir. BChE bu
hastalikta amiloid proteinin proteinin iiretimine ve proteinin 3-amiloid plaklara difiize
olmasmna neden olmaktadir. BuChE; substratin baglanmasinda ve katalizinde rol
oynayan; PAS (periferal anyonik bolge), omega cep, oksainyon cukur, ag¢il baglama

bolgesi ve katalitik ticlii (Ser198, His438, Glu325) kisimlarini icerir (84) (Sekil 18).
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Sekil 18. BuChE enziminin yapisi ve substrat lizerindeki etkisi
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2.6. ALZHEIMER HASTALIGININ TEDAVIiSi

Alzheimer hastaliginin  primer tedavisi, hastaligin hafiza ve biligsel
semptomlarina odaklanmis olup; semptomatiktir (121). Kolinerjik eksikligin klinik
tablo ile olan yakin iligkisi nedeniyle asetilkolinin sinaptik aralikta daha uzun kalmasini
saglama amaci, giinlimiizde hastaligin semptomatik tedavisinde en sik uygulanan
stratejidir. Bu amaca yonelik olarak en fazla kolinesteraz enzim inhibitorleri
kullanilmaktadwr (11,76). Takrin, donepezil, rivastigmin ve galantamini iceren
kolinesteraz inhibitorleri, orta-agir Alzheimer hastaliginin tedavi edilmesi i¢in basarili
bir sekilde gelistirilmis ve uygulanmistir (129). Alzheimerl hastalarda yapilan klinik
calismalar sonucu kavrama ile ilgili fonksiyonlarda gelismeler saglamis olan takrin,
FDA tarafindan onaylanan ilk kolinesteraz inhibitoriidiir. Ancak takrinin kullanimi
karaciger harabiyetine neden olmasi bakimindan smirhidir. Takrinin Alzheimer’l

hastalarda etkin olmas1 yeni AChE inhibitorlerinin gelistirilmesine neden olmustur (53).

2.6.1. Donepezil

Donepezil, fizostigmin ile takrinin dezavantajlarinin iistesinden gelmek igin
gelistirilmis ve Alzheimer hastalig1 tedavisi i¢in Food and Drug Administration (FDA)
onay1 almistir. Piperidin temelli, BuChE’a belirgin derecede diisiik afinitesi olan yiiksek
secici geri doniisiimlii bir AChE inhibitériidiir (Sekil 19). Ilacin gelistirilme siirecinde
yapilan klinik deneylerde; 5-10 mg/giin donepezilin plasebo ile karsilastirildiginda
biitiin klinik ve kognitif fonksiyonlarda belirgin iyilesme sagladigi gdsterilmistir.
Kognitif fonksiyonlar lizerindeki yararh etkiler hastaligin semptomatik progresyonunu
onemli derecede geciktiren 10 mg/gilin’liik donepezil tedavisini iceren kisa ve uzun

donemli caligmalardan elde edilmistir (96).

O/_\ | OCH,
OCH,
O
Sekil 19. Donepezil’in kimyasal yapisi
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Donepezil, %75 oraninda alblimine ve %21 oraninda o,-asit glikoproteinlere
baglanir. Donepezil CYP2D6 ve CYP3A4 tarafindan metabolize edilir ve glukronize
edilen %17’lik kismi idrarla degigsmeden atilir. 192 haftalik kullanimda donepezil’in
karaciger iizerinde toksik etkisi gozlenmemistir. Donepezil kolinerjik yan etkiler

gosterir. Siklikla donepezilin yan etkileri gastrointestinal sistem ile iligkilidir (85).

2.6.2. Rivastigmin

Rivastigmin, preklinik biyokimyasal caligmalarda belirgin santral sinir sistemi
seciciligi gosterilmis, karbamile edici, kismi geri doniistimlii bir AChE inhibitoridiir.
Ayni zamanda BChE enzimini de inhibe eder. Preklinik deneyler, 6n beyin lezyonu olan
ratlarda, ilacin kognitif fonksiyonlar1 iyilestirmedeki etkinligini ortaya koymus ve
1500°den fazla tedavi edilmis hastay1 iceren ¢ok klinikli ana faz III ¢aligmalar1 ile ilacin
ozelliklerinin belirlenmesine imkan saglamistir. Bu calismalardan elde edilen veriler,
6,12 mg/giin rivastigminin hafif-orta agirhiktaki Alzheimer hastalarmin kognitif
fonksiyonlari, giinliikk aktiviteleri ile kisilik 6zelliklerinde belirgin klinik iyilesme

saglamis, daha yliksek dozlar ile daha yiiksek fayda elde edilmistir (53, 96).

rN\”/o
CHy 9] \?
CH
HC N

CHs
Sekil 20. Rivastigmin’in kimyasal yapis1

Rivastigmin plazma proteinlerine zayif olarak baglanir (~%20), yarilanma
Omriiniin kisa olmasini agiklar (~60 dak) (36). Rivastigmin kolinesterazlar tarafindan
NAP-226-90 metabolitine metabolize edilir. Metabolit N-demetilasyon ve/veya siilfat

konjugasyonu ile renal yoldan atilir (53).
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3. GEREC VE YONTEMLER
Gereg

Hasta grubu: Eskisehir Osmangazi Universitesi (ESOGU) Tip Fakiiltesi Noroloji
Poliklinigine Eyliill 2006-Ocak 2006 tarihleri arasinda basvuran yeni Alzheimer tipi
demans tanist almig ve higbir ilave tedavisine baslanmamis toplam 26 hastadan
olusturuldu. Hastalarla ya da aileleriyle goriisiilerek hastalik hikayeleri alindi. Tim
hastalar fiziksel muayene ve serum glukoz, albiimin, vitamin B12, folat ve tiroid
hormon diizeylerini i¢eren rutin laboratuvar testleri ile degerlendirildi. Demansa neden
olabilecek hastaliklar1 olanlar ¢alismaya alinmadi. Olgularm higbirinde serebrovaskiiler
hastalik yoktu. Olgular sigara ve alkol kullanmiyordu. Antibiyotik, steroid ve vitamin
tedavisi almryordu.

Santral sinir sistemi ile ilgili bagka hastaliklarm olup olmadig:

Elektroensefalogram (EEQG) ve bilgisayarli tomografi (CT) ile belirlendi.

DAT’li hastalar National Institute of Neurological and Communicative
Disorders and Stroke Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association
(NINCDS-ADRDA) kriterlerine gore tanimlandi (14). Hastalarin kognitif durumu Mini
Mental durum (Mini Mental test Examination/MMSE) incelemesine gore
degerlendirildi. Hastaligin ciddiyetinin belirlenmesinde CDR (Clinic Demans Rating)
kullanildi. Hafif demans (MMSE>=20), orta siddetli demans (MMSE>=10) ve agir
demans (MMSE<10) olarak kabul edildi. Klinik demans evrelemesinde, 0 normal, 0.5
siipheli demans, 1, 2, 3 sirasiyla hafif, orta ve agir demansi tanimlar. Hastalarin giinliik
yasam aktivitelerindeki fiziksel bagimsizliklar1 ise ADL (Activity of Daily Living)
indexi belirlendi (37).

Tanis1 konulan 13 hastaya (8 kadin, 5 erkek) Rivastigmin, geri kalan 13 hastaya
(8 erkek, 5 kadm) ise Donepezil tedavisi baslandi.

Kontrol Grubu: ESOGU Tip Fakiiltesi Noroloji Poliklinigine bagvuran yaslar1 60
ve 72 arasinda degisen, yas ortalamalar1 67+ 3,69 olan 17 saglikl kisiden (9 erkek, 8
kadin) olusturuldu. Kontrol grubunda demans olup olmadigi klinik, labaratuvar, MMSE,
CDR ve Barthel ile degerlendirildi.

38



Bu ¢alisma ESOGU Etik kurulunca onaylandi. Tiim hasta ve kontrol grubuna
anket formu uygulandi. Calisma anlatildi ve hakkinda bilgi verildi. Yazili ve sozli

izinleri alind1.

Calisma Protokolii

Hasta ve kontrol grubuna ait kan ornekleri 8 saatlik achg: takiben 9:00-12:00
arasinda almarak heparinli tiiplere konuldu. 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
Plazmalar1 ayrilarak MDA ve BChE c¢alisilmak tizere -70 °C’de saklandi. Eritrositler
serum fizyolojik ile ii¢ kez yikanarak eritrosit slispansiyonu hazirland1 ve AChE, SOD,
katalaz, GPx calismak lizere -70 °C’de saklandi. 3. ay sonunda hastalar tekrar

poliklinige ¢agrilarak ayni islem tekrarlandi.

AChE, BChE, SOD, Katalaz, GPx aktivitesi ve MDA Olg¢iimlerinde UV-1201
Shimadzu spektrofotometre (Shimadzu Corp., Japan) kullanildi.

Yontemler
Eritrosit AChE aktivitesi olciimii

Eritrosit AChE aktivitesi Ellman yontemi ile 6l¢iildii. Ellman yontemi doku
homojenati, hiicre siispansiyonu, tam kan ve insan eritrositleri gibi érneklerde AChE

aktivitesinin fotometrik olarak dl¢iilmesine imkan tanir.

Yontemin prensibi: Asetiltyokoliniyodid’in enzim ile tepkimeye girmesi,
tyokolin ve asetat olusumuna neden olur. Tyokolin’in dityobisnitrobenzoat (DTNB) ile
tepkimeye girmesi sonucu olusan sar1 rengin 436 nm’de olusturdugu absorbans
degisimleri 30 sn’de bir en az 6 dakika kaydedilir ve dakikadaki absorbans degisimi
hesaplanir. Dakikadaki absorbans degisiminden faydalanarak enzim {initesi hesaplanir

(32,33).

Kan hiicreleri (1/600) oraninda fosfat tamponu (0,1 M, pH:8) ile seyreltildi. 3ml
siispansiyon iizerine 25 pl DTNB soliisyonu eklenerek 10 dakika 37 °C’de inkiibasyona
birakildi. Daha sonra 20 pl 0,075M asetiltyokoliniyodid ilave edildi. 436 nm dalga
boyunda 6 dakika boyunca 30sn’de bir gerceklesen absorbans degisimleri izlendi. 1
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dakikadaki absorbans degisimi hesaplandi. Dakikadaki absorbans degisiminden
faydalanarak enzim {initesi hesaplandi ve Hg degerine bdliinerek enzim aktivitesi

U/gHg olarak verildi.

Plazma BuChE aktivitesi ol¢iimii

BuChE aktivitesi Ellman metodu ile 6l¢iildii (33, 127).

Plazma 6rnegi 1/150 oraninda fosfat tamponu (0,1 M, pH:8) ile seyreltildi. 3ml
stispansiyon tizerine 25 ul DTNB soliisyonu eklenerek 10 dakika 37 °C’de inkiibasyona
birakildi. Daha sonra 20 pl biitiriltyokliniyodid (0,005 M) ilave edildi. 436 nm dalga
boyunda 6 dakika boyunca 30sn’de bir gerceklesen absorbans degisimleri izlendi.
Dakikadaki absorbans degisimi hesaplandi. Dakikadaki absorbans degisiminden

faydalanarak enzim aktivitesi pmol/ml/dak olarak ifade edildi.

Plazma Malondialdehit Diizeylerinin Olgiimii

MDA o6l¢iimii, Ohkawa ve arkadaslarmin MDA’nin asidik ortamda
thiobarbitiirik asitle olusturdugu rengin 532 nm’de absorbansinin 6l¢iilmesi prensibine
dayanan yontemi uygulanarak yapildi (87).Plazma numunesinden 0.5’er ml alinarak
her birinin iizerine %8.1 sodyum dodesil siilfattan 0.2 ml, pH’1 3.5 olan %20’lik asetik
asitten 1.5 ml ve %0.8 thiobarbitiirik asit soliisyonundan 1.5 ml eklenerek karistirildi ve
95 °C’de 60 dakika isitildi.Sogutulduktan sonra 5 ml n-Butanol/Piridin (15/1;v/v)
eklendi.4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek iist tabakanin absorbansi 532 nm’de
olctldi.

Standart olarak 1,1,3,3-tetractoksipropan kullanilarak hesaplanan MDA

diizeyleri nmol/ml olarak ifade edildi.
Eritrosit Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Belirlenmesi

SOD aktivitesi fotorediikte riboflavin ve oksijenin reaksiyonu ile olusan
stiperoksitin, nitrobluetetrazolium’u rediikte etmesinin SOD tarafindan inhibe edilmesi
temeline dayanan, Fridovich ve Beuchamp’in yonteminin Winterbourn ve arkadaslari

tarafindan modifiye edilen sekliyle olgtildii (126).
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Eritrosit suspansiyonunun 0.5 ml’si tizerine 3.5 ml distile su, 1 ml etanol ve 0.6
ml kloroform eklenerek kloroform-etanol ekstraksiyonu yapildi.Vortexle karistirilan
tiipler 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

Ustte kalan berrak kisim enzim 6l¢iimii i¢in kullan1ldi.0.05 ml hemolizat {izerine
100 ml’sinde 1.5 mg NaCN igeren 0.1 M EDTA’dan 0.2 ml.,, 1.5 mM NBT’den 0.1 ml
eklendi ve 60x15x20 cm boyutlarinda ve 15W bir floresanla {iniform aydmlatilan
liminasyon kutusuna konuldu.15 dakika bekletildikten sonra hemolizat konmayan tiip
kor olarak kullanilarak, 560 nm’de absorbanslar1 6l¢iildii.SOD standartinin verdigi
inhibisyon grafigine islenerek drneklerin SOD aktivitesi bulundu.

Bir SOD iinitesi NBT rediiksiyonunun maksimum inhibisyonunun yarisini
saglayan enzim miktar1 olarak tanimlandi. Enzim aktivitesi eritrositlerde U/gHb olarak

verildi.

Evritrosit Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz aktivitesi substrati olan hidrojen peroksidin uygun 1s1 ve ortamda 230
nm’de optik dansitesindeki diisiisiin zamanla uygun olarak izlenmesi prensibine
dayanan Beutler’in metodu uygulanarak tayin edildi (12).

Eritrosit hemolizat1 diliisyonu 1/1000’e tamamlandi.Bu hemolizattan 0.04 ml
alinarak inkiibasyon sonrast tiiplere konuldu.Tiiplere 6nce pH’1 8.0 olan 1M TrisHCI ve
5 mM EDTA igeren soliisyondan 0.1 ml. ve 10 mM hidrojen peroksitten 1.8 ml eklendi
ve 37 °C’de 10 dk inkiibasyon sonrasinda iizerine 0.04 ml numune konularak 230 nm’de
dakikadaki optik dansite diislisii, hidrojen peroksit yerine distile su iceren kore karsi 5

dk. siireyle izlendi.

Dakikadaki optik dansite diisiisii bulunarak enzim aktivitesi eritrositte U/gHb
olarak ifade edildi.
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Eritrosit Glutatyon Peroksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Eritrosit glutatyon peroksidaz aktivitesi Paglia ve Valentine’nin tanimladigi
yonteme gore belirlendi (90). Eritrosit siispansiyonunun 0.1 ml’si 2.58 ml 0.005 M
EDTA igeren, pH’s1 7.0 olan 0.05 M fosfat tamponuna eklendi.Daha sonra 0.1 ml
0.0084 M NADPH, 0.01 ml GSSGR, 0.01 ml 1.125 M NaN3 ve 0.1 ml 0.15 M GSH
eklendi. Enzimatik reaksiyon 0.1 ml 0.0022 M H,0; ekleyerek baslatildi. NADPH nin
NADP’ye cevrimi 340 nm’de 4 dakika boyunca absorbans degisimi olarak izlendi.Bir
dakikada olusan absorbans degisimi bulundu. Absorbans degisimi NADP’ya ait
ekstinksiyon katsayisina boliinerek enzim {initesi hesaplandi. Enzim aktivitesi

eritrositlerde U/g Hb. olarak verildi.
Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler ESOGU Biyoistatistik Anabilim Dal1 tarafindan yapildi. Analiz
icin windows SPPS 15.0 kullanildi. Veriler ortalama + SD olarak 6zetlendi.
Degiskenlerin normallik varsayimlar1 Shapiro Wilk testi ile test edildi. Normal dagilim
gosteren verilerin karsilastirmalart ANOVA testi ile yapildi. Varyanslar homojen
gruplarin c¢oklu karsilastirmalarinda TUKEY HSD, varyanslar1 homojen olmayan
gruplarm karsilastirilmasinda ise Tamhane Posthoc (¢coklu karsilastirma) testi kullanilda.
Normal dagilim gostermeyen verilerin analizinde ise parametrik olmayan testlerden
Kruskal-Wallis One way ANOVA testi kullanilmistir. Farkli gruplarin belirlenmesinde
ise Dunn’s testi kullanilmistir. Once ve sonra degerlerinin karsilastirilmasinda normal
dagilim gosteren parametrik degerlere paired samples t-testi, non-parametrik degerlere

ise wilcoxon t testi kullanilmistir. p< 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Kontrol grubu (67,29 + 3,69) ile kiyaslandiginda rivastigmin tan1 (70,69 £ 6,22)
ve donepezil tan1 (72,00 £ 6,10) gruplar1 arasindaki yas farki istatistiksel olarak anlamli
degildi (p>0,05) (Grafik 1, Tablo1).

Kontrol Rivastigmin tani donepezl tani

Grafik 1. Deneklerin Yas diizeyleri

Coklu karsilastirma sonuglari
Gruplar Ort + SD
Kontrol Rivastigmin tan Donepezil tam
Kontrol 67,29 + 3,69
Rivastigmin tani 70,69 £+ 6,22 n.s n.s
Donepezil tami 72,00 £ 6,10 n.s

p>0,05: n.s, p<0,05 *, p<0,01 **, p<0,001***

Tablo 1. Deneklerin Yas degerleri ve gruplar arasi karsilagtirilmasi
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Kontrol grubu (38,20 =+ 3,30 U/gHg) eritrosit

AChE aktivitesi ile

kiyaslandiginda rivastigmin tani grubu (29,90 + 3,88 U/gHg) ve donepezil tan1 grubu

(33,92 + 5,04 U/gHg) eritrosit AChE aktivitesi her iki grupta da anlamli derecede

azalmig olarak bulundu, sirastyla (p>0,001, p<0,05). Rivastigmin 3.ay grubu AChE

aktivitesi (28

,63 £ 3,50) ve rivastigmin tan1 grubu AChE aktivitesi arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). Donepezil 3.ay AChE aktivitesi (26,97 +

3,52) ile donepezil tan1 grubuna gore anlamli diizeyde azalmis olarak bulundu

(p<0,001). Rivastigmin 3.ay ve donepezil 3.ay AChE aktivitesi kontrol grubuna gore
anlaml1 diizeyde azalmis olarak bulundu (p<0,001, p<0,001) (Grafik 2, Tablo 2).

U/gHg
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Kontrol Rivastigmin Donepezil tani Donepezil 3.ay

tani

Rivastigmin
3.ay

Grafik 2. Eritrosit AChE aktivitesi (U/gHg) diizeyleri

Coklu Karsilastirma Sonuglari
Grupl Ort + SD
ruplar r Kontrol Rivastigmin Rivastigmin Donepezil Donepezil
tani 3.ay tani 3.ay
Kontrol 38,20 + 3,30
Rivastigmin tani 29,90 + 3,88 kot *
Rivastigmin 3.ay 28,63 + 3,50 okt n.s n.s
Donepezil tani 33,92 +5,04 *
Donepezil 3.ay 26,97 + 3,52 Fk dokk

p>0,05: n.s, p<0,05 *, p<0,01 **, p<0,001***

Tablo 2. Eritrosit AChE aktivitesi (U/gHg) degerleri ve gruplar arasi karsilastiriimast
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Rivastigmin tan1 grubu plazma BuChE aktivitesi (1,73 £+ 0,11 pumol/ml/dak)
kontrol grubuna (1,60 = 0,11 pmol/ml/dak) gore anlaml diizeyde artmis olarak bulundu
(p<0,01). Donepezil tan1 grubunda (1,69 = 0,12 pmol/ml/dak) kontrol grubuna gore
yiiksek olarak bulundu. Fakat bu artig istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05).
Rivastigmin 3.ay grubunda plazma BuChE aktivitesi (1,65 + 0,15 pmol/ml/dak)
rivastigmin tani grubuna gore azalmis olarak bulundu (p<0,05). Donepezil 3.ay grubu
BuChE aktivitesi (1,68 + 0,28 pmol/ml/dak) ile donepezil tan1 gruplar1 BuChE aktivitesi
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). Rivastigmin 3.ay ve
donepezil 3.ay grubu BuChE aktivitesi ile kontrol grubu arasaindaki fark istatistiksel
olarak anlamli degildi (p>0,05) (Grafik 3, Tablo 3).
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Kontrol Rivastigmin Rivastigmin  Donepezil Donepezil
tani 3.ay tani 3.ay

Grafik 3. Plazma BChE aktivite (wmol/ml/dak) diizeyleri

Coklu Karsilastirma Sonuclari
Gruplar Ort+SD  [Kontrol Rivastigmin | Rivastigmin | Donepezil | Donepezil
tant 3.ay tant 3.ay
Kontrol 1,60+ 0,11
Rivastigmin tani 1,73+ 0,11 *% n.s
Rivastigmin 3.ay |1,65+0,15 n.s * n.s
Donepezil tam 1,69+0,12 n.s
Donepezil 3.ay 1,68 + 0,28 n.s n.s

p>0,05: n.s, p<0,05 *, p<0,01 **, p<0,001***

Tablo 3. Plazma BuChE aktivitesi (pmol/ml/dak) degerleri ve gruplar arasi

karsilagtirilmasi
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Plazma MDA diizeyleri rivastigmin tani (8,35 = 1,08 nmol/ml) ve donepezil tani

(8,25 = 1,73 nmol/ml) gruplarinda kontrol grubuna (6,37 + 1,44 nmol/ml) gore anlaml1

diizeyde yiiksek olarak bulundu (sirasiyla, p<0,001, p<0,001). Rivastigmin 3.ay grubu

MDA diizeyleri (6,7 = 1,30 nmol/ml) rivastigmin tan1 grubu ile kiyaslandiginda anlamli

diizeyde diisiik olarak bulundu (p<0,001). Donepezil 3.ay grubu MDA diizeyleri (7,02 +

1,68 ) Donepezil tan1 grubu MDA diizeyleri ile kiyaslandiginda anlamli diizeyde

azalmig olarak bulundu(p<0,01). Rivastigmin 3.ay ve donepezil 3.ay grubu ile kontrol

grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05) (Grafik 4, Tablo 4).

nmol/ml

Kontrol Rivastigmin
tani

Rivastigmin

3.ay

Donepezil
tani

Donepezil

3.ay

Grafik 4. Plazma MDA (nmol/ml) diizeyleri

Coklu Karsilastirma Sonuglari

Gruplar Ort+SD  [Kontrol Rivastigmin | Rivastigmin | Donepezil | Donepezil
tani 3.ay tani 3.ay
Kontrol 6,37+ 1,44
Rivastigmin tan1 | 8,35 + 1,08 *% n.s
Rivastigmin 3.ay |6,70 + 1,30 n.s oAk n.s
Donepezil tam 8,25+ 1,73 *ok
Donepezil 3.ay 7,02 + 1,68 n.s *x

p>0,05: n.s, p<0,05 *, p<0,01 **, p<0,001***

Tablo 4. Plazma MDA (nmol/ml) degerleri ve gruplar arasi karsilastirilmalari
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Kontrol grubu (1420+ 103 U/gHg) SOD aktivitesi ile kiyaslandiginda
rivastigmin tani grubu (1062 + 177 U/gHg) ve donepezil tan1 grubunda o6lgiilen (955 +
140 U/gHg) SOD aktivitesi her iki grupta da anlamli diizeyde diisiik olarak bulundu.
(srrastyla, p<0,001, p<0,001). Rivastigmin 3.ay grubu SOD aktivitesi (1296 + 232
U/gHg) rivastigmin tam1 grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek olarak bulundu
(p<0,001). Donepezil 3.ay grubu SOD aktivitesi (1105 + 120) donepezil tan1 grubuna
gore anlamli diizeyde yiiksek olarak bulundu (p<0,01). Rivastigmin 3.ay grubu ile
kontrol grubu SOD aktivitesi arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0,05). Donepezil 3.ay ile kontrol grubu SOD aktivitesi arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptandi (p<0,001) (Grafik 5, Tablo 5).
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Grafik 5. Eritrosit SOD aktivitesi (U/gHg) diizeyleri

Coklu Karsilastirma Sonuglari
Gruplar Ort+SD  Kontrol Rivastigmin | Rivastigmin | Donepezil | Donepezil
tani 3.ay tani 3.ay
Kontrol 1420+ 103
Rivastigmin tan1 | 1062 + 177 ok n.s
Rivastigmin 3.ay | 1296 + 232 n.s *A* *
Donepezil tam 955 + 140 oAk
Donepezil 3.ay 1105+ 120 ok *

p>0,05: n.s, p<0,05 *, p<0,01 **, p<0,001***

Tablo 5. Eritrosit SOD aktivitesi (U/gHg) degerleri ve gruplar arasi karsilastirilmasi
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Kontrol grubu (4410 + 813 U/gHg) katalaz aktivitesi ile kiyaslandiginda
rivastigmin tan1 grubu (3302 + 772 U/gHg) ve donepezil tan1 grubunda 6lgiilen (2830 +
861 U/gHg) katalaz aktivitesi her iki grupta da anlaml diizeyde diisiik olarak bulundu.
(srrastyla, p<0,001, p<0,01). Rivastigmin 3.ay grubu katalaz aktivitesi (3808 + 674
U/gHg) rivastigmin tani grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek olarak bulundu (p<0,01).
Donepezil 3.ay grubu katalaz aktivitesi (3395 + 461 U/gHg) donepezil tan1 grubuna
gore anlaml diizeyde yiiksek olarak bulundu (p<0,05). Rivastigmin 3.ay grubu ile
kontrol grubu katalaz aktivitesi arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0,05). Donepezil 3.ay ile kontrol grubu katalaz aktivitesi arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark saptandi (p<0,01) (Grafik 6, Tablo 6).
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Kontrol Rivastigmin tani Rivastigmin 3.ay Donepezil tani  Donepezil 3.ay
Grafik 6. Eritrosit katalaz aktivitesi diizeyler1
Coklu Karsilastirma Sonuclari
Gruplar Ort+SD  [Kontrol Rivastigmin | Rivastigmin | Donepezil | Donepezil
tant 3.ay tant 3.ay
Kontrol 4410 + 813
Rivastigmin tani 3302 £ 772 *ok n.s
Rivastigmin 3.ay | 3808 + 674 n.s *ok n.s
Donepezil tam 2830 + 861 oAk
Donepezil 3.ay 3395 + 461 *ok *

p>0,05: n.s, p<0,05 *, p<0,01 **, p<0,001***

Tablo 6 . Eritrosit katalaz aktivitesi degerleri ve gruplar arasi karsilastirilmasi
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Kontrol grubu (27,61 + 2,86 U/gHg) GPx aktivitesi ile kiyaslandiginda
rivastigmin tan1 grubu (33,57 = 1,88 U/gHg) ve donepezil tan1 grubunda dlgiilen (32,15
+ 3,11 U/gHg) GPx aktivitesi her iki grupta da anlamli diizeyde yiiksek olarak bulundu.
(swrastyla, p<0,001, p<0,001). Rivastigmin 3.ay grubu GPx aktivitesi (30,53 + 4,36
U/gHg) rivastigmin tani grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0,05). Donepezil 3.ay grubu GPx aktivitesi (31,25 + 5,01 U/gHg) ile donepezil tani
grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). Rivastigmin 3.ay
grubu ve donepezil 3.ay grubu GPx aktivitesi kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel

olarak anlamli degildi (p>0,05) (Grafik 7, Tablo 7).

Kontrol Rivastigmin Rivastigmin Donepezil Donepezil
tani 3.ay tani 3.ay

Grafik 7. Eritrosit GPx aktivitesi diizeyleri

Coklu Karsilastirma Sonuglari
Gruplar Ort+SD  Kontrol Rivastigmin | Rivastigmin | Donepezil | Donepezil
tant 3.ay tant 3.ay
Kontrol 27,61 +£2,86
Rivastigmin tani 33,57 +1,88 wkk n.s
Rivastigmin 3.ay | 30,53 +4,36 n.s n.s n.s
Donepezil tam 32,15+3,11 wkx
Donepezil 3.ay 31,25+5,01 n.s n.s

p>0,05: n.s, p<0,05 *, p<0,01 **, p<0,001***

Tablo 7. Eritrosit GPx aktivitesi degerleri ve gruplar arasi karsilastiriimasi
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Kontrol grubu (29,82 + 0,40) MMSE degerleri ile kiyaslandiginda rivastigmin
tan1 grubu (19,15 £+ 4,45) ve donepezil tan1 grubunda (20,54 = 5,50) MMSE her iki
grupta da anlaml diizeyde diisiik olarak bulundu (sirasiyla, p<0,001, p<0,001).
Rivastigmin tan1 grubu ve donepezil tan1 grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmadi (p>0,05). Rivastigmin 3.ay grubu MMSE degerleri (19,46 + 4,82)
rivastigmin tani grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05).
Donepezil 3.ay grubu MMSE degerleri (21,54 + 5,44) ile donepezil tanit grubu
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05) (Grafik 8, Tablo 8).
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Kontrol Rivastigmin Rivastigmin  Donepezil = Donepezil
tani 3.ay tani 3.ay
Grafik 8. MMSE diizeyleri
Coklu Karsilagtirma Sonuglari
Gruplar Ort+ SD — — - -
Kontrol Rivastigmin Rivastigmin Donepezil Donepezil
tani 3.ay tan 3.ay
Kontrol 29,82 + 0,40
Rivastigmin tani 19,15+ 4,45 Fkk n.s
Rivastigmin 3.ay 19,46 + 4,82 Fok ok n.s n.s
Donepezil tan1 20,54 + 5,50 kg
Donepezil 3.ay 21,54+ 5,44 * k% n.s

p>0,05: n.s, p<0,05 *, p<0,01 **, p<0,001***

Tablo 8. MMSE degerleri ve gruplar arasi karsilagtiriimasi
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Kontrol grubu (0 = 0) CDR degerleri ile kiyaslandiginda rivastigmin tani grubu
(1,73 £ 0,67) ve donepezil tan1 grubunda (1,58 = 1,04) MMSE her iki grupta da anlamli

diizeyde yiiksek olarak bulundu (sirasiyla, p<0,001, p<0,001). Rivastigmin tani grubu

ve donepezil tan1 grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi

(p>0,05). Rivastigmin 3.ay grubu CDR degerleri (1,69 £ 0,72) ile rivastigmin tan1 grubu

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). Donepezil 3.ay grubu CDR

degerleri (1,42 + 0,95) ile donepezil tan1 grubu arasindaki fark istatistiksel olarak
anlaml1 degildi (p>0,05) (Grafik 9, Tablo 9).

Kontrol Rivastigmin  Rivastigmin Donepezltani Donepezil
tani 3.ay 3.ay
Grafik 9. CDR diizeyleri
Coklu Karsilastirma Sonuglari
+
Gruplar Ort:£SD Kontrol Rivastigmin Rivastigmin Donepezil | Donepezil

tant 3.ay tant 3.ay
Kontrol 0+0
Rivastigmin tani 1,73+ 0,67 Fodok n.s
Rivastigmin 3.ay 1,69 £0,72 kK n.s n.s
Donepezil tant 1,58 + 1,04 ok
Donepezil 3.ay 1,42+ 0,95 Hkk n.s

p>0,05: n.s, p<0,05 *, p<0,01 **, p<0,001***

Tablo 9. CDR degerleri ve gruplar arasi karsilagtirilmasi
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Kontrol grubu (20 + 0) ADL degerleri ile kiyaslandiginda rivastigmin tan1 grubu

(16,46 + 2,54) ve donepezil tan1 grubunda (16,08 + 3,77) Barthel degerleri her iki grupta

da anlamli diizeyde diisiik olarak bulundu (sirasiyla, p<0,001, p<0,001). Rivastigmin

tan1 grubu ve donepezil tan1 grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

saptanmadi (p>0,05). Rivastigmin 3.ay grubu ADL degerlerindeki (17,15 £ 2,76) artis

rivastigmin tanit grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulundu

(p<0,05). Donepezil 3.ay grubu ADL degerleri (16,69 + 3,71) ile donepezil tan1 grubu
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05) (Grafik 10, Tablo10).

25
20 T
15
10
5
0 I I I I
Kontrol  Rivastigmin Rivastigmin Donepezil Donepezil
tan 3.ay tan 3.ay
Grafik 10. ADL diizeyleri
Coklu Karsilastirma Sonuglari
Gruplar Ort+ SD — — - -
Kontrol Rivastigmin Rivastigmin Donepezil Donepezil
tani 3.ay tani 3.ay
Kontrol 20+0
Rivastigmin tani 16,46 + 2,54 Fodok n.s
Rivastigmin 3.ay 17,15+ 2,76 * %k ok * n.s
Donepezil tan1 16,08 + 3,77 kokok
Donepezil 3.ay 16,69 + 3,71 F %k n.s

p>0,05: n.s, p<0,05 *, p<0,01 **, p<0,001***

Tablo 10. ADL degerleri ve gruplar aras1 karsilastiriimasi
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5.TARTISMA

Bu tez caliymasinda Alzheimer hastaliinin semptomatik tedavisinde
kullanilan rivastigmin ve donepezil adli etken maddeleri igeren ilaglarmn, Alzheimer
hastalarinda eritrosit AChE, plazma BuChE ve oksidatif stres parametreleri tizerindeki

etkileri arastirildi.

Son 10 yilda Alzheimer hastalig1 konusunda yapilan arastirmalar oksidatif
stres mekanizmalar1 ve bu mekanizmalarin hastalik patogenezindeki rolii {izerine
odaklanmistir. Birgok calismada oksidatif stresin ve serbest radikal hasarmin Alzheimer
hastaliginin patogenezinde ve muhtemel etyolojisinde etkili oldugunu gosteren kanitlar

elde edilmistir (94).

Alzheimer hastaliginda oksidatif stres artigini gdsteren kanitlar vardir.
Stiperoksit ve H,O, birlesmesi sonucunda en toksik radikal olan hidroksil radikalinin
iretmeleri, lipid peroksidasyonu ve membran degisimleri, beyinde protein ve DNA
oksidasyonun artmasi, mitokondriyal fonksiyonun degismesinin muhtemelen solunum
zincirinden elektron kagisima neden olmasi ve sonug olarak siiperoksit radikalinin
iiretilmesi, ileri glikasyon iirlinlerinin ortaya ¢ikmasi, MDA, karboniller, peroksinitrit,
norofibriler yumaklarda ve senil plaklarda hem-oksijenaz ve SOD-1, reaktif oksijen
driinlerinin AB ve amiloid 6ncii proteinin karboksi ucu ilizerindeki agregasyon yapict

etkisi ve amiloid peptidin serbest radikal iiretebildigi gosterilmistir (130).

Hem solubl hemde fibriler AB’nin oksidatif stres olusturabildigine dair artan
sayida kanit bulunmaktadir. Bir¢ok calisma reaktif oksijen irlinlerin AR
fibrilizasyonunda ve ndrofibriler yumak olusumunda rol oynadigmi ileri siirer. Ayni
zamanda Alzheimer hastaliginda reaktif oksijen tiirleri iiretiminin amiloid ve

norofibriler yumak olusumu ile arttig ile iliskili kanitlar da vardir (21).

3 amiloid ve serbest radikal iiretimi arasinda ¢ift yonlii bir iliski vardir. Oksidatif
siire¢ yanlizca B-amiloidin agrage B-amiloide doniismesi sirasinda gergeklesmez ayni
zamanda B-amiloidin kendiside serbest radikal iiretir. B-amiloid vaskiiler endotel

hiicrelerle etkilesir siiperoksit radikalleri ve lipid peroksidasyonuna neden olan okside
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edici ajanlar tretir. Bu veri B-amiloidin serbest radikallerin iiretilmesinde ve

norodejeneratif hastaliklarda rol oynadigimi gostermektedir (23).

Alzheimer hastaliginda B-amiloid peptidin oksidatif stres artis1 ve serbest radikal
iretiminde etkili oldugu gosterilmistir. Oksidatif stres artisina serbest radikal liretimine
neden olan amiloid petid toksisitesinin ve ROS fiiretimi ile koruyucu sistemler
arasindaki dengesizligin yol actig1 diistiniilmektedir. Son yillarda Alzheimer amiloidosis
hayvan modellerinde lipid peroksidasyonun amiloid plak olusumunu arttirdigini ileri
siiren bulgular vardir (82). AB kendiliginden peptidil radikalleri veya H,0O, iiretebilir
(118).

Noronlardaki AB peptid depozisyonuna ilave olarak, A peptid trombositlerde
de yiiksek diizeylerde iiretilir ve kanda nanomolar konsantrasyonda bulunur.
Eritrositlerinde fizyolojik diizeylerde AB bagladigi belirlenmistir. Vaskiiler diiz kas
hiicreleri ve endotelyal hiicreler yaninda dolasimdaki kan hiicreleri de AB etkisi ile
hasarlanabilir. Daha dnce yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar Alzheimer hastalarinda
eritrositlerin fonksiyonlarinin ve bitlinligliniin negatif olarak etkilenebilecegini
gostermistir. Membran proteinlerinin  fizyolojik durumundaki degisiklikler; Ca
gecirgenliginin, antioksidan enzim aktivitelerinin, morfolojik yapinin degismesine ve
eritrosit/plazma kolin diizeylerinin artmasina neden olur. Hiicrelere AR girisinin tespit
edilmesi, bu peptidlerin eritrositlerde de sitoplazmik enzimlerle etkilesebileceginin

diisiiniilmesine neden olmustur (24).

AChE, amiloid B-peptidlerin agregasyonunu ve amiloid olusumunu arttirir.
Amiloid olusumunda AChE’m periferal anyonik bdlgesinin rol oynayabilecegi
diistiniilmektedir. AChE-AB kompleksinin amiloid fibrilleri ile kiyaslandiginda daha
fazla norotoksik oldugu goriilmiistiir (119,50). BuChE’inda Alzheimer hastaliginda
senil plak olusumunun erken evrelerinde gergeklesen B-amiloid agregasyonunda rol
oynadigini gosteren kanitlar mevcuttur. Doku kiiltiirii ¢alismalarinda Bu ChE varliginda
amiloid toksisitesinin ciddi sekilde arttigi saptanmistir. Bu bulgular uygun olmayan
BuChE aktivitesi artiglarinin Alzheimer hastaligi progresyonunu ve riskini arttirdigmi

ileri stirer (17).
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Alzheimer tipi demans orta yasl ve yash bireylerde goriilen mental patolojilerin
en yaygm tipidir. Alzheimer hastalikli bireylerin beyinlerinde saptanan en Onemli
degisiklikler; noron Oliimii ile sinaps kaybi, amiloid plak olusumu ve azalmis ACh
icerigidir. Temel tedavi sekli beyin ACh igeriginin arttirilmasi amaci ile AChE
inhibitorlerinin ~ kullanilmasidir.  Plazma  membranlarindaki  AChE  kolinerjik
fonksiyonlarin  degerlendirilmesinde bir belirte¢ olarak kullanilir.  Alzheimer
hastalarinda kullanilan tedavi edici ajanlarin etkilerinin degerlendirilmesi amaci ile

gerceklestirilen caligsmalar i¢in eritrosit AChE aktivitesi glivenli bir modeldir (16).

Alzheimer hastalarmin beyinlerinde bulunan en 6nemli degisimler ChAT ve
AChHE gibi kolinerjik belirteclerin kaybidir. ChAT kaybi ve mental durumun bozulmasi
arasinda iliski oldugunun saptanmasi Alzheimer hastaliginda goriilen kognitif
bozulmanim nedeni olarak kolinerjik hipotezinin ileri siiriilmesine yol agmistir ve bu
durum tedavi stratejilerinin temelini olusturmustur. Serebrospinal sivi, plazma, kan
hiicrelerindeki AChE aktivitesi ve enzimin izoformlarindaki degisimlerin arastirilmasi;
Alzheimer hastalarinda santral kolinerjik sistem durumunu yansitacaktir. Serebrospinal
sivi Orneklerinde yapilan g¢aligmalarda Alzheimer’li hastalarda AChE aktivitesinin
anlamli diizeyde azalma (%16) gosterdigi saptanmistir. Alzheimer hastalar1 ve kontrol

grubu arasinda fark olmadigini gosteren ¢aligmalarda bulunmaktadir (119).

Alzheimer hastalig1 siirecinde beyin AChE aktivitesi azalirken BuChE aktivitesi
degismez ya da %40-90 oraninda artis gosterir. Sonug¢ olarak BuChE/AChE aktivitesi
orami slirekli olarak artar. Saglikli grupta serebrospinal sivida AChE aktivitesinin
yaslanma ile artttigini, orta dereceli Alzheimer hastalarinda degisiklik gdstermedigini
ileri sliren ¢aligmalar vardir. Ayn1 zamanda Alzheimer hastalarinda serebrospinal sivi
AChE aktivitesi azalirken BuChE aktivitesinin arttigin1  gosteren ¢alismalar da

mevcuttur (38).

Az sayidaki arastirmada demansl hastalarda saglikli grup ile karsilastirildiginda
eritrosit AChE aktivitesinin azaldig1 gosterilmistir (22). Literatiirde Alzheimer hastalig1
ile iliskili olarak periferik sistemdeki kolinesteraz degisimleri ile ilgili sinirli sayida veri

olsa da AChE aktivitesindeki azalmaninin beyin ile smirli olmadigi bilinmektedir (97).
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Calismamuzda rivastigmin tani grubu ve donepezil tani grubunu olusturan
Alzheimer  hastalarimin  eritrosit AChE  aktivitesinin  kontrol grubu ile
karsilasariddiginda anlaml diizeyde (swraswyla; p<0,001, p<0,05) azalma gosterdigi

saptandi.

Marquis ve arkadaslarinin calismasindan elde edilen bulgular, Alzheimer tipi
demans hastalarinda serebrospinal sivi, eritrosit ve plazma kolinesteraz aktivitelerinde

saglikli kontrol grubuna gore anlamli bir farklilik olmadigini isaret etmektedir (73).

Hidrojen peroksit tarafindan baglatilan lipid peroksidasyonunun AChE
aktivitesini etkiledigi bilinmektedir. Hidrojen peroksit AChE enzimi lizerinde direkt
olarak etki gosterebilir. Eritrosit AChE aktivitesinin H,O, etkisinde inhibe oldugu,
diisiik hidrojen peroksit konsantrasyonlarinda ise aktive oldugu ve ayni zamanda AChE

aktivitesinin H,O; tarafindan diizenlendigi yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (81).

Alzheimer hastalarinda saptadigimiz azalmis eritrosit AChE aktivite bulgusunun
artmis lipid peroksidasyonu yada H,O, konsantrasyonu ile agiklanabilecegini

disiinmekteyiz.

Calismamizda rivastigmin tani grubu ile kiyaslandiginda rivastigmin 3.ay grubu
AChHE aktivitesindeki azalma istatistiksel olarak anlamli degilken (p>0,05), donepezil
3.ay grubu AChE aktivitesi donepezil tan1 grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak

anlaml diizeyde azalmig olarak bulundu (p<0,001).

Rivastigmin tedavisi serebrospinal sivi AChE ve BuChE inhibisyonu yaninda
plazmadada bu enzimlerin inhibisyonuna neden olur. Bazi arastirmacilar AChE
inhibisyonunun ilave noronal koruma saglayan APP islemlenme siirecini doza bagimli

olarak diizenleyebilecegini ileri stirmektedir (114).

Kennedy ve arkadaslarinin gercgeklestirdigi ¢alismadan elde edilen veriler,
rivastigminin serebrospinal sivida énemli derecede (%40) inhibisyona neden olurken

eritrosit AChE {izerinde minimal (%3) inhibisyona neden oldugunu gostermektedir (60).

Rivastigmin segici bir sekilde ve biiylik oranda G1 formundaki kolinesterazlari
inhibe eder. Eritrositlerde ise enzimin yalnizca G4 formu bulunmaktadir. Alzheimer

hastaliginin ilerleyen evrelerinde bu segicilik daha da artabilir (36).
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Calismamizda rivastigmin 3.ay grubunda eritrosit AChE aktivitesinde anlamli
derecede inhibisyon saptanmamasinin nedeni rivastigminin secici olarak G1 izoformu

iizerinde inhibisyon gdstermesi olabilir.

Darreh-Shori ve arkadaslarmin yaptigi calismada uzun siireli donepezil
kullannminin eritrosit AChE aktivitesi lizerinde orta derecede, serebrospinal sivi AChE
aktivitesi lizerinde ise doza bagli olarak Onemli diizeyde inhibisyon sagladigi

gosterilmistir (26).

Alzheimer hastalarinda uzun dénem takrin, donepezil ve galantaminin tedavisi

sonrasinda serebrospinal stvi AChE aktivitesinde artis oldugu gosterilmistir (4).

Rogers ve arkadaslar1 6 hafta siiresince donepezil (5-10 mg/giin) kullanimi
sonrasinda eritrosit AChE enziminin 6nemli derecede inhibe oldugunu gostermiglerdir

(101).

Saglikli bireylerin beyinlerinde BuChE aktivitesi AChE aktivitesinden diisiik
olmasmna ragmen Alzheimer hastalarinda BuChE aktivitesi onemli derecede artmistir.
Bu nedenle BuChE inhibisyonu Alzheimer hastaliginin progresyonu agisindan giin
gectikce onem kazanmaktadir (10). Hastaligin ileri evrelerinde AChE/BuChE orani
degisir. BuChE ACh’1 hidrolize etmek ilizere AChE’m yerine gegebilir. Bu durum
enzimin fonksiyonel Onemini arttirmaktadir. (17). Ayni zamanda doku Kkiiltiiriinde
AB’ya BuChE enzim ilavesi sonucunda AB norotoksisitesinin artmasi, Alzheimer

hastaliginda BuChE inhibisyonunun terapodik roliine dikkat cekmektedir (41).

Calismamizda rivastigmin tani grubu ile donepezil tani grubunu olusturan
Alzheimer  hastalarimin  plazma  BuChE  aktivitesi  kontrol  grubu ile
karsilasairildiginda, rivastigmin tani grubunda enzim aktivitesi artmis olarak (p<0,01)
bulundu. Donepezil tani grubunda enzim aktivitesindeki artis istatistiksel olarak

anlaml degildi (p>0,05).

Smith ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada Alzheimer tipi demansli hastalarda
plazma pseudokolinesteraz aktivitesinin benzer yastaki kontrol grubuna gore daha

yiiksek diizeyde oldugu gosterilmistir (112).
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Sirvid ve arkadaglar1 ileri diizeyde demans hastalarinda serebrospinal sivi
BuChE enzim aktivitesinin azalma gosterdigini plazma ve eritrosit aktivitelerinde

degisme olmadigmi gostermislerdir (110).

Inestrosa ve arkadaslar1 sporadik Alzheimer hastalarinda eritrosit BuChE
aktivitesinin azama gdosterdigini ileri stirmiislerdir (49). Chippertfield B ve arkadaslar1 da
Alzheimer tipi senil demansli hastalarda plazma kolinesteraz aktivitesinin anlaml

diizeyde azaldigini1 bildirmislerdir (22).

Calismamizda Alzheimer hastalarinda rivastigmin 3.ay plazma BuChE
aktivitesi rivastigmin tant grubu BuChE aktivitesi ile kiyaslandiginda anlamii
diizeyde azalma gostermistir (p<0,05). Donepezil 3.ay plazma BuChE aktivitesi ile
donepezil tani grubu BChE aktivitesi arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

degildi (p>0,05).

Giacobini ve arkadaslarinin yaptig1 c¢alismada rivastigmin tedavisi alan
Alzheimer hastalarinda plazma BuChE aktivitesinin doza bagimli olarak inhibe oldugu

gosterilmistir(130).

Amici ve arkadaslar1 ise 6-12 ay siiresince donepezil (Smg giinde 1 kez) ve
rivastigmin (3-6mg giinde iki kez) tedavisinin serebrospinal sivi BuChE aktivitesinde

herhangi bir degisiklige neden olmadigini gostermislerdir (5).

Kennedy ve arkadaslar1 tek doz 3 mg rivastigmin uygulamasi sonrasinda
plazma ve serebrospinal stvi BuChE aktivitesinin anlamli derecede inhibe oldugunu

saptamiglardir (60).

Kosasa ve arkdaglar1 donepezilin yasli ratlarda plazma ve Kkaraciger

kolinesterazini inhibe etmedigini gésteren kanitlar elde etmiglerdir (61).

Calismamizin sonuglar1 Alzheimer hastalarinda ACh’in hidrolizinde rol oynayan
iki onemli enzim aktivitesinin kontrol grubuna gore degisiklik gosterdigini ortaya
koymaktadir. Alzheimer hastalarinda azalmig eritrosit AChE aktivitesi ve her ne kadar
calismamizda donepezil tan1 grubunda gosterilemese de rivastigmin tani grubunda
saptanan artmis plazma BuChE aktivitesi, kolinerjik sistemdeki degisiklikleri yansitir

nitelik tagimaktadir. Hastalarda saptanan azalmig AChE aktivitesinin artmig oksidatif

58



stresle ve bu azalmanin pekcok calismada ileri siirtildiigii gibi artmis BuChE aktivitesi
ile 1iligkili olabilecegi disliniilmiistiir. Kolinerjik sistemdeki degisikliklerin
diizenlenmesi ve sinaptik ACh diizeylerinin arttirilmasi1 amaci1 ile uygulanan
rivastigmin ve donepezil tedavisinin eritrosit AChE aktivitesi ve plazma BChE
aktivitesi lizerindeki etkileri ¢alismamizda gosterilmistir. Benzer ¢alismalardan elde
edilen farkli sonuglarin tedavi protokolii ve drnekler arasi farkliliklardan kaynaklanmis

olabilecegini diisiinmekteyiz.

Reaktif oksijen tiirevlerinin olusumu sadece DNA’ya hasar vermekle kalmaz
ayni zamanda oksidasyona son derece duyarli olan fosfolipidlerin ¢oklu doymamis yag
asidi kalintillar1 gibi diger hiicresel bilesenlerde de hasara neden olur. Peroksil
radikalleri bir kez olustuktan sonra bir dongiisel tepkime araciligi ile endoperoksitlere
peroksidasyon siirecinin son Uriinii MDA olacak sekilde diizenlenebilirler (123). MDA
Olciimii, lipid peroksidasyonunun degerledirilmesinde kullanilan metodlardan biridir
(71).

Alzheimer hastaliginda ¢esitli membran fonksiyonlarinda rol oynayan beyin
fosfolipidlerinde degisiklik olabilecegi diisiintilmiistiir. Fosfolipidler beyinde bol
miktarda bulunan arasidonik asit ve doksaheksanoik asit gibi ¢oklu doymamis yag
asitleri icerir. Coklu doymamais yag asitleri reaktif oksijen tiirevleri tarafindan kolaylikla
hidrojen kaybma imkan taniyan c¢ift baglarindan dolay1 serbest radikal hasarina
duyarhdir. Pekg¢ok calismada  Alzheimer hastalarmin  beyinlerinde  lipid
peroksidasyonunun arttig1 gosterilmistir (72). Alzheimer hastalarinda artmis lipid

peroksidasyonu serebrospinal s1vi ve plazmada da belirlenebilir (21).

Orta dereceli kognitif bozuklugu olan hastalarda lipid peroksidasyon {irtinlerinin
serebrospinal sivi, plazma ve idrarda anlamli diizeydeki artiglari, lipid
peroksidasyonunun hastalifin patogenezindeki erken donem fizyopatolojik degisiklik
oldugunu diisiindiirmiistiir. Beyin diger dokularla karsilastirildiginda enerji tiretmek i¢in
yiiksek miktarda oksijen kullanir ve diger dokulara oranla diisiik katalaz ve GPx
aktivitesi nedeni ile antioksidan sistem kismen yetersizdir. Orta dereceli kognitif
bozuklugu olan hastalar ile Alzheimer hastalarimin enzimatik olmayan antioksidan

periferik diizeyleri ve enzimatik antioksidanlarin aktiviteleri agisindan kontrol grubu ile
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karsilagtirildigi  bir calismada; orta derceli kognitif bozuklukta ve Alzheimer
hastalarinda vitamin A, vitamin C, vitamin E, iirik asit diizeylerinin diisiik oldugu
gosterilmistir. Ayn1 zamanda her iki hasta grubunda plazma ve eritrosit SOD ve GPx
aktivitesinin diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu veriler 1s18inda her iki hasta grubunda
oksidatif stres durumunda asir1 miktarda {iretilen serbest radikallere kars1 yeterli koruma
saglanamayacagi ileri siirilmistir (71). Cesitli c¢alismalarda AB’nin  lipid
peroksidasyonunu arttirarak oksidatif streste artisa neden oldugu gosterilmistir (21).
AB’nmm kendisi radikal durumuna doniisebilir, dogrudan H,O, diizeylerini arttirabilir,
noronal membranlar ile etkileserek peroksit ve lipid peroksidasyon olusumunu

tetikleyebilir (128).

Calismamuizda kontrol grubu ile karsilasariddiginda hem rivastigmin tam
grubunda hemde donepezil tani grubunda plazma MDA diizeyleri anlaml derecede

artmis olarak bulundu (swrasiyla, p<0,01, p<0,01).

Bourdel-Machasson ve akadaslarmin (15) calismalarinda da plazma MDA

diizeylerinin Alzheimer hastalarinda arttigini gosterilmistir.

Kalman J ve arkadaslarmin (56) yaptig1 calismadan elde edilen veriler ise

Alzheimer hastalarinda plazma MDA diizeylerinde degisme olmadigini géstermektedir.

Jeandel ve arkadaglar1 (54) Alzheimer hastaligi ve artmis plazma MDA

diizeyleri arasindaki iliskinin arastirildigi calismalar yapmislardir.

Calismamizdan elde edilen sonuclar rivastigmin 3.ay grubunda ve donepezil
3.ay grubunda plazma MDA diizeylerinin anlamh derecede azaldigini gostermektedir.

( straswyla, p<0,001,p<0,01).

Xiao ve arkadaglar1 (128) AChE inhibitorleri (Huperazin A ve takrin)
uygulamasinin, AB maruziyeti sonucunda PC12 hiicrelerinde olusan oksidatif stresin
azaltilmasinda etkili oldugunu gostermislerdir. Her iki kolinesteraz inhibitdriiniin de
AB’nin olusturdugu asir1 MDA iiretimini inhibe ettigini gosteren kanitlar elde

etmislerdir.
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Svenssen ve arkadaglar1 (115) da takrin ve donepezilin AB tarafindan
olusturulan toksisiteye kars1 hiicreler tiizerindeki koruyucu etkilerinin oldugunu

gostermislerdir.

Braginskaya ve arkadaslar1 (94) yaptiklar1 ¢calismada 3 ay siiresince kolinesteraz
inhibitorii (amiridine ve gliatiline) alan Alzheimer hastalarinda eritrosit AChE aktivitesi
inhibisyonu ve azalmis oksidayon {iriinleri arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde

iligki oldugunu saptamislardir.

Pillay ve arkadaslar1 (95) in vitro olarak potasyum siyanide (KCN) maruz
birakilan rat beyin homojenatinda lipid peroksidasyonu ve siiperoksit anyon tiiretimi
iizerinde ACh’in etkilerini arastrmiglardir. Bu c¢alismadan elde edilen veriler
dogrultusunda ACh’in nérotransmitter 6zelliginin yaninda serbest radikaller tarafindan
olusturulan lipid peroksidasyonunu azaltabilme 6zelliginin oldugunu ileri siirmiiglerdir.
Ayni zamanda calismalarinda kolinesteraz inhibitorlerinin kendilerinin serbest radikal

temizleyici 6zelligi de olabilecegini bildirmiglerdir.

B-amiloid peptid toksisitesi ve oksidatif stres disinda inflamasyon da Alzheimer
hastaliginin etyolojisinde rol oynayan bir diger faktordiir. Son yillarda yapilan
yaymlarda inflamasyonun hafifletilmesinde asetilkolinin dogrudan rol oynayabilecegi
iler1 siirlilmektedir. AChE inhibitorlerinin serbest radikallere ve amiloid toksisitesine
karst etkin oldugunu, beyin ve kanda aktive mikroglialardan sitokin salinimini

azalttigini isaret eden kanitlar artmaktadir (117).

Calismamizdan elde edilen sonuglar, Alzheimer hastalarinda yiliksek plazma
MDA diizeyleri, bu hastalarda oksidatif stresin arttigini, 3 ay siiresince uygulanan
rivastigmin ve donepezil tedavisinin Alzheimer hastalarinda lipid peroksidasyonunu
anlamli diizeyde azalttigin1 gdstermektedir. Rivastigmin ve donepezilin, kolinesteraz
inhibisyonu sonucunda ACh diizeylerini ve antioksidan enzim aktivitelerini arttirmasi
ile serbest radikallerin ve amiloid toksisitesinin azaltilmasina baglh olarak lipid
peroksidasyonunda azalmaya neden olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu etkiler ajanlarin
yapisal Ozelliklerinden ya da sahip olduklar1 farkli etkilerden dolayr ortaya ¢ikmis

olabilir.
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Meunier ve arkadaglar1 (77) calismalarinda farelere intraserebroventrikiiler AB3,s.
35 peptid enjeksiyonu sonucunda hipokampal lipid peroksidasyon artisininin donepezil
tarafindan onledigini gdéstermislerdir. Donepezil’in 01 reseptor agonisti olmasi nedeni
ile yeni sentezlenen B-amiloid peptidin toksik etkilerini diger kolinesteraz
inhibitorlerinden (rivastigmin, galantamin, takrin) daha etkin bir sekilde engelledigini

gosteren kanitlar elde etmislerdir.

Calismamizda rivastigmin tani grubu ve donepezil tani grubunu olusturan
Alzheimer hastalarinda kontrol grubuna gore eritrosit SOD aktivitesinin anlamh
diizeyde azaldigr gosterildi (siraswyla, p<0,001,p<0,001). Literatiirde Alzheimer

hastaliginda eritrosit SOD aktivitesi ile ilgili farkh sonuclar bulunmakatadur.

Bourdel-Marchasson ve arkadaslar1 (15) Alzheimer hastaliginda eritrosit SOD
aktivitesinin kontrol grubuna gore arttigini, Ceballos-Picot 1 ve arkadaslari (18)

degismedigini, Rinaldi P ve arkadaslar1 (100) ise azaldigini ileri stirmiislerdir.

Rossi ve arkadaslar1 (102) ¢alismalarinda, Alzheimer hastalarinda eritrosit SOD
aktivitesinin kontrol grubuna gore arttigini gostermislerdir. Artmis eritrosit SOD
aktivitesinin artmig serum bakir (Cu) diizeyleri ile iligkili olabilecegini ileri siirmiisler.
Alzheimer hastalarini bir bakir selatorii olan D-penisilamin ile 24 hafta tedavi etmisler
ve tedavi siireci sonunda eritrosit SOD aktivitesinin azaldigini gostermiglerdir. Elde
edilen veriler ile Alzheimer hastalarinda Cu homeostazinda degisiklik olabilecegini

dogrulamiglardir.

Ihara ve arkadaslar1 (48) yaptig1 ¢alismada eritrosit SOD aktivitesi kontrol
grubuna gore anlamh diizeyde diisiik olarak bulunmustur. Ayni1 zamanda Alzheimer
hastalarinda kontrol grubuna goére kan ‘OH miktarinin yiiksek diizeyde oldugunu ve

buna bagli olarak lipid peroksidasyonunun arttigini géstermislerdir.

Alzheimer hastaliginda AB’nin H,O, iirettigi ve H,O,’in doza bagli olarak SOD
aktivitesini inhibe ettigi bilinmektedir. Ayni zamanda Cu ve Zn eksikligi de SOD
aktivitesinde azalmaya neden olmaktadir (118,19). Serra J.A. ve arkadaslar1 (106)
demansl hastalarda SOD diizeylerinin 70 yasina kadar artig gésterdigini bu yastan sonra

azalma gosterdigini bildirmislerdir. Proteinlerin serbest radikallerden etkilenme
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dereceleri aminoasit igeriklerine baglidir. Doymamis bag ve siilfiir iceren molekiillerin
serbest radikallerle etkilesimi yliksek oldugundan histidin ve metiyonin gibi
aminoasitlere sahip proteinler radikallerden kolaylikla etkilenebilir (2). Bu veriler
calismamizda elde ettigimiz SOD aktivitesindeki azalmayr aciklayabilir. SOD
enziminin aktivitesindeki azalma, asir1 serbest radikal iiretildiginde belirli bir kirilma
noktasmin tlizerinde SOD’un hasar verici ajanlara karsi etkin olamamasma ve lipid

peroksidasyonunu artmasina neden olabilir.

Calismamizdan elde edilen sonuglar rivastigmin 3.ay ve donepezil 3.ay
gruplarinda SOD aktivitesinde anlaml diizeyde artis oldugunu gostermektedir

(straswyla p<0,001,p<0,01).

Literatiirde bu konuda yapilmis birka¢ calisma oldugu gorilmiistiir. AChE
inhibitorlerinin noronal iletinin giiclendirilmesi yaninda ayni1 zamanda hiicreleri serbest
radikal ile amiloid toksisitesinden korudugu ve antioksidan diretimini arttirdigi

bilinmektedir (117).

PC12 hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada AChE inhibitorleri olan, takrin ve
huperazin A’nin SOD aktivitesini arttirdig1r gosterilmistir. Calismadan elde ettikleri
verilerle AB toksisitesine karsi saglanan korumanin antioksidan sistem araciligi ile

gergeklestigini dogrulamislardir (128).

Elde ettigimiz veriler, rivastigmin ve donepezilin bir sekilde antioksidan
sistemle dogrudan ya da dolayli olarak iligkili oldugunu gostermektedir. Bu etkilerin
ortaya ¢ikmasinda kolinesteraz enzim inhibisyonu, artmig asetilkolin diizeyleri ve H,O,

diizeyleri lizerindeki olasi etkilerinin rol oynayabilecegini diisiinmekteyiz.

Calismamizda rivastigmin tani ve donepezil tani grubunu olusturan Alzheimer
hastalarinde eritrosit katalaz aktivitesinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli

diizeyde azalma gosterdigi saptand (sirasiyla p<0,01,p<0,01)..

Perrin ve arkadaslarinin (93) yaptig1 ¢alismada Alzheimer hastalarinda eritrosit
katalaz aktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek oldugunu, Percy ve
arkadaslar1 (92) ise eritrosit katalaz aktivitesinde degisiklik olmadigini gostermislerdir.

Repetto ve arkadaslar1 da (98) eritrosit katalaz aktivitesinin Alzheimer hastalarinda
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kontrol grubuna gore yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Bu artisin oksidatif stres
durumunun diizenlenmesi amaci ile ger¢eklesmis olabilecegini ileri siirmiislerdir.
Alzheimer hastalarinda temporal bolgede katalaz aktivitesinin anlamli diizeyde

azaldigini gosteren kanitlarda mevcuttur (70).

Her ne kadar literatiirdeki verilerden farkli olsa da Alzheimer hastalarinda
belirledigimiz eritrosit katalaz aktivitesindeki azalma, katalazin bir hemoprotein olmast
ve hem proteinlerinin O2e- , H,O, gibi serbest radikallerden 6nemli 6lclide zarar
gormeleri seklinde agiklanabilir (2). Alzheimer hastalarinda elde ettigimiz azalmig SOD

aktivitesi, O, in yeterli diizeyde ortadan kaldirilamadigini gostermektedir.

Calismamizda eritrosit SOD ve katalaz aktivitelerinin her ikisinde de azalma
oldugu gosterilmistir. Bu sonuglar Alzheimer hastaliginda antioksidan savunmada
yetersizlik oldugunu gostermektedir. Alzheimer hastaliginda gergeklesen hiicre 6limii,
azalmig asetilkolin miktarma bagh gerceklesen kolinerjik yetmezlik serbest radikallere

kars1 antioksidan enzim sisteminin yetersiz kalmasia baglanabilir.

Calismamizda rivastigmin 3.ay ve donepezil 3.ay grubunda eritrosit katalaz
aktivitesinde anlamli diizeyde artis oldugu gosterilmistir (swrasiyla, p<0,01, p<0,05).
Elde ettigimiz sonuglar 3 ay siiresince Alzheimer hastalarinin rivastigmin ve donepezil
ile tedavi edilmesinin enzimatik antioksidan savunmanin giiglenmesine neden

olabilecegini gostermektedir.

Elde ettigimiz veriler, antioksidan enzimatik savunmanin temel enzimlerinden
biri olan GPx ativitesinin ise rivastigmin tani ve donepezil tani gruplarini olusturan
Alzheimer hastalarinda anlaml diizeyde arttigint gostermektedir (siraswyla, p<0,001,
p<0,001). Rivastigmin 3.ay ve donepezil 3.ay gruplarinda eritrosit GPx aktivitesi ile
kontrol grubu arasinda anlaml bir farklilik yoktu (swrasiyla p>0,005,p>0,005).

Anneren ve arkadaslar1 (7) ¢alismalarinda Alzheimer hastalarinda  kontrol
grubuna gore eritrosit GPx aktivitesinin arttigini, Bourdel Marchasson ve arkadaslar

(15) enzim aktivitesinin degismedigini gostermislerdir.

Bir diger calismada da Alzheimer tipi demansli hastalarda plazma GPx

aktivitesinin arttig1 gosterilmistir. Bu c¢alismada yiiksek GPx aktivitesi ve artmis
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selenyum miktar1 ile ilskilendirilmistir. H>O»'in detoksifikasyonunda sitoplazmik
GPx’ten daha etkin oldugu diisiiniilen ekstraseliiler GPx’1n amiloidin toksik etkilerinden

sorumlu olabilecegi gosterilmistir (18).

Alzheimer hastalarinda saptadigimiz yiliksek eritrosit GPx aktivitesi bu
hastalarda artmis H,O, konsantrasyonu, yiiksek lipid peroksidasyonu ile agiklanabilir. 3
aylik rivastigmin ve donepezil tedavisinin enzim aktivitesi iizerinde etkisi olmadigi

gosterilmistir.

Huperazin A ve takrin uygulamasinin, PC12 hiicrelerinde A’nin neden oldugu

katalaz ve GPx aktivitesindeki azalmay1 onledigine dair kanitlar bulunmaktadir (128).

Donepezil tedavisi uygulanan hastalarin mini mental durum, kognitif demans
evrelendirilmesi ve gilinliik yasam becerileri degisiklik gostermezken, rivastigmin

tedavisi uygulanan hastalarin giinliik yasam becerileri olumlu etkilenmistir.

Calismamizdan elde ettigimiz veriler; Alzheimer hastalarinda kolinesteraz
enzim aktivitelerinde degisimler oldugunu ve oksidatif stresin arttigini gostermistir.
Aynmt zamanda rivastigmin ve donepezil’in oksidatif stresin zararli etkilerinin
onlenmesinde etkili olabilecegini gisteren sonuclar elde edilmistir. Rivastigmin ve
donepezil tarafindan olusturulan kolinesteraz inhibisyonu oksidatif hasara karsi
diren¢ olusum mekanizmasinda rol oynayabilir. Bu nedenle rivastigmin ve
donepezil’in Alzheimer hastaliginin semptomatik tedavisinde asetilkolin diizeylerini
arttirarak kolinerjik iletinin diizenlenmesine yardimci olurken oksidatif stres
iizerindeki olumlu etkileri ile de tedavinin etkinliginin arttridmasinda rol

oynayabilecegi soylenebilir.
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SONUC

Calismamizda Alzheimer hastalarina semptomatik tedavi amaci ile uygulanan
rivastigmin ve donepezil etken maddelerinin 3 ay sonunda oksidatif stres ve
kolinesterazlar iizerindeki etkileri arastirildi. Bu amagla plazma MDA diizeyleri ve
BChE aktiviteleri ile eritrosit AChE, SOD, katalaz ve GPx aktivitelerini 0lctiik. Asagida

yazili olan sonuglar elde ettik:

1) Eritrosit AChE aktivitesi rivastigmin tani ve donepezil tani grubunda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde (sirasiyla, p<0,0001, p<0,0001)
azalma gosterdigi saptandi. Rivastigmin 3.ay grubu eritrosit AChE aktivitesi ile
rivastigmin tanit grubu eritrosit AChE aktivitesi arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli degildi (p>0,05). Donepezil 3.ay grubu eritrosit AChE aktivitesi donepezil tani
grubuna gore anlamli diizeyde (p<0,001) diisiik olarak bulundu.

2) Plazma BuChE aktivitesi rivastigmin tan1 grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde (p<0,01) yiiksek iken donepezil tan1 grubu ile kontrol grubu
arasinda istatistiksel olarak fark yoktu ((p>0,05). Rivastigmin 3.ay grubu plazma
BuChE aktivitesi rivastigmin tanit grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
(p>0,01) azald1. Donepezil 3.ay grubu plazma BuChE aktivitesi ile donepezil tan1 grubu
plazma BuChE aktivitesi arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05).

3) Plazma MDA diizeylerinin rivastigmin tani ve donepezil tani grubunda kontrol
grubuna gore anlaml diizeyde (swrasiyla, p<0,01, p<0,01) artis gosterdigi saptandu.
Rivastigmin 3.ay grubu plazma MDA diizeylerinin rivastigmin tani grubu plazma MDA
diizeyleri ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde (p<0,001) azaldigi
bulundu. Donepezil 3.ay grubu plazma MDA diizeylerinin de donepezil tan1 grubuna

gore anlaml diizeyde (p<0,01) azalma gosterdigi saptandu.

4) Kontrol grubu eritrosit SOD aktivitesi ile kiyaslandiginda rivastigmin tan1 grubu ve
donepezil tan1 grubu SOD aktivitesinin her iki grupta da anlamli diizeyde azaldigi
saptandi. (sirasiyla, p<0,001, p<0,001). Rivastigmin 3.ay grubu SOD aktivitesinin

rivastigmin tani grubuna gore anlamh diizeyde arttig1r gosterildi (p<<0,001). Donepezil
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3.ay grubu SOD aktivitesi de donepezil tan1 grubuna gore anlamli diizeyde artt1

(p<0,01).

5) Kontrol grubu katalaz aktivitesi ile kiyaslandiginda rivastigmin tami grubu (ve
donepezil tan1 grubu katalaz aktivitesinin her iki grupta da anlamli diizeyde azalma
gosterdi (smrastyla, p<0,001, p<0,01). Rivastigmin 3.ay grubu katalaz aktivitesi
rivastigmin tani grubuna gore anlamhi diizeyde artt1 (p<0,01). Donepezil 3.ay grubu
katalaz aktivitesinin de donepezil tan1 grubuna gore anlamli diizeyde arttig1 gosterildi

(p<0,05).

6) Kontrol grubu GPx aktivitesi ile kiyaslandiginda rivastigmin tan1 grubu ve donepezil
tan1 grubu GPx aktivitesinin her iki grupta da anlamh diizeyde arttig1 gdosterildi.
(strastyla, p<0,001, p<0,001). Rivastigmin 3.ay grubu GPx aktivitesi ile rivastigmin tani
grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05). Donepezil 3.ay grubu
GPx aktivitesi ile donepezil tan1 grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi

(p>0,05).

7) Kontrol grubu MMSE degerleri ile kiyaslandiginda rivastigmin tan1 grubu (ve
donepezil tan1 grubunda MMSE her iki grupta da anlamh diizeyde diisiik olarak
bulundu (sirasiyla, p<0,001, p<0,001). Rivastigmin tan1 grubu ve donepezil tan1 grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0,05). Rivastigmin 3.ay
grubu MMSE degerleri rivastigmin tani grubu arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli degildi (p>0,05). Donepezil 3.ay grubu MMSE degerleri ile donepezil tam
grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05).

8) Kontrol grubu CDR degerleri ile kiyaslandiginda rivastigmin tani grubu  ve
donepezil tan1 grubunda MMSE her iki grupta da anlamli diizeyde yiiksek olarak
bulundu (sirasiyla, p<0,001, p<0,001). Rivastigmin tan1 grubu ve donepezil tan1 grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0,05). Rivastigmin 3.ay
grubu CDR degerleri ile rivastigmin tani grubu arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli degildi (p>0,05). Donepezil 3.ay grubu CDR degerleri ile donepezil tan1 grubu
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05).
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9) Kontrol grubu ADL degerleri ile kiyaslandiginda rivastigmin tani grubu ve
donepezil tan1 grubunda Barthel degerleri her iki grupta da anlamli diizeyde diisiik
olarak bulundu (sirasiyla, p<0,001, p<0,001). Rivastigmin tan1 grubu ve donepezil tani
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0,05). Rivastigmin
3.ay grubu CDR degerlerindeki artis rivastigmin tani grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Donepezil 3.ay grubu CDR degerleri ile
donepezil tan1 grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml degildi (p>0,05).
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7. VERI TABLOSU

Grup | No Hasta | Yas MMSE MMSE 3.ay | CDR CDR
3.ay
1 70 30 0
2 68 30 0
3 70 30 0
4 68 30 0
5 63 30 0
= |6 69 29 0
E 7 72 30 ,0
CHNE 64 30 0
B 69 29 0
£ |10 62 30 0
Zz |11 66 30 0
S [12 72 30 0
13 63 30 0
14 71 30 0
15 67 30 0
16 70 29 0
17 60 30 0
1 68 16 15 2,0 2,0
2 73 20 19 2,0 2,0
2 13 80 19 19 2,0 2,0
> |4 70 16 17 2,0 2,0
BB 70 18 20 2,0 2,0
z |6 60 24 26 1,0 1,0
s |7 79 24 27 1,0 1,0
9 8 62 25 24 )5 )5
ERE 74 22 19 2,0 2,0
ST 68 8 19 2,0 2,0
2 (1 72 20 20 2,0 2,0
12 65 19 20 1,0 5
13 78 8 8 3,0 3,0
1 80 26 28 1,0 1,0
2 79 13 12 3,0 2,0
S 74 28 28 5 5
o |4 64 21 24 2,0 1,0
2 [s 70 24 24 5 5
3 6 65 17 23 2,0 2,0
5 7 72 24 23 5 5
= |3 78 15 16 3,0 3,0
= 9 81 15 15 3,0 3,0
g o 66 26 27 5 5
11 73 15 17 2,0 2,0
12 69 27 26 5 5
13 65 16 17 2,0 2,0
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Grup | No Hasta | BARTHEL | BARTHEL AChE tam1 | AChE 3.ay
3.ay

1 20 39,29

2 20 32,81

3 20 31,74

4 20 36,40

5 20 40,69
2 |6 20 41,86
2 |7 20 35,03
S |8 20 36,54
R 20 37,88
2 |10 20 37,32
Z |11 20 42,62
g |12 20 38,00

13 20 38,33

14 20 36,14

15 20 4321

16 20 39,29

17 20 4221

1 18 18 29,67 24,80

2 18 18 30,62 29,99
g 3 17 18 28,08 27,39
o |4 16 17 30,70 23,44
S 16 16 34,49 31,79
- |6 20 20 35,97 33,00
S (7 19 20 29,30 31,18
S |8 18 20 26,77 21,99
& |9 14 14 21,18 30,77
< |10 17 18 28,14 27.54
2 1 15 16 34,26 32,68

12 16 18 31,93 29,00

13 10 10 27,55 28,55

1 19 19 30,42 29,19

2 13 12 29,93 21,86
E 20 20 28,06 24,20
n |4 16 18 34,17 28,98
2 |5 18 18 29,19 25.76
S 6 12 16 36,21 25,13
5 7 20 20 37,21 30,82
= |8 17 18 24,76 22,61
g 9 10 10 39,44 25,27
S |10 20 21 33,78 23,76
T 12 13 40,58 29,08

12 20 20 39,22 31,59

13 12 12 38,04 32,31
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Grup | No Hasta | BChE BChE 3ay MDA MDA 3.ay
1 1,62 4.3
2 1,41 7.6
3 1,73 42
4 1,68 7.8
5 1,59 8,1
2 |6 1,66 4,7
2 |7 1,70 4.4
CERE 1,61 6,2
2 [9 1,76 5.8
Z (10 1,41 7.6
Z |11 1,58 7.4
S |12 1,60 53
13 1,42 72
14 1,51 8,6
15 1,69 7.1
16 1,50 57
17 1,70 6,2
] 1,72 1,44 10,0 73
2 1,58 1,32 7.4 6,2
g 3 1,94 1,86 7,9 7,6
> |4 1,83 1,80 9,8 57
£ [s 1,68 1.64 9.1 8.2
~ |6 1,79 1,72 10,1 9,7
s |7 1,86 1,68 8,6 6,5
S |8 1,79 1,72 7.7 5,0
& |9 1,77 1,70 73 6.4
< 10 1,59 1,83 7,0 5,0
=R ET 1,62 1,60 8,4 7.0
12 1,69 1,63 7.7 6,1
13 1,64 1,56 7.6 6,4
1 1,49 1,59 9,2 8,4
2 1,62 1,09 10,3 6,5
N 1,79 1,68 10,7 10,2
mn (4 1,46 1,43 9.6 8,9
2 I3 1.76 1.62 8.0 5.
8 6 1,55 1,40 6,6 5.8
5 |7 1,80 1,86 55 59
S 1,79 1,75 5.6 4.1
g 9 1,80 1,93 7,3 6,4
S [10 1,74 2.15 7.9 7.4
T 1.77 1,76 10,1 8.7
12 1,64 2,00 7.4 6,6
13 1,76 1,61 9,0 72
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